ANALYTISK KEMI

LC/MS bestemmelse af aminosyrer
med 0 volts elektrospray

Vi har vdviklet en LC/ESI-MS® metode til at adskille og detektere D- og L-asparaginsyre
(Asp) for at kunne bestemme alderen af pattedyrs tender. Under metodeudviklingen blev vi
overrasket ved at opdage, at en spaending pé elektrospray-ndlen pa 0 V gav en 40 gange
forbedring i signal stojforholdet med en detektionsgraense pé 0.2 ng for asparaginsyre fil
folge. Dannelsen af gasfaseioner ved 0-volts ESI metoden foregér formentlig pd samme

mdde som ved sonic spray ionisering (SSI)

Af Morten B. Sorensen °, Per Aaslo °, Helge Egsgaard ® og Torben Lund
alnstitut for Natur, Systemer og Modeller, Roskilde Univesitetscenter. "Afdeling for Biosystemer, Risg, DTU

For seks ar siden blev vi involveret i et projekt, der drejede

sig om aldershestemmelse af seler og hvidhvaler ved hjeelp af
D/L-asparaginsyre racemiseringsmetoden.t® Biologer benyt-
ter traditionelt tandslibsmetoden, der bedst kan sammenlignes
med arringsteelling af traeer.* (Se figurl). Imidlertid er aldersbe-
stemmelse ved hjelp af tandslibsmetoden ikke altid palidelig,
idet der kan dannes mere end ét veekstlag pr. ar i teender fra
speettet szl og hvidhvaler. Herudover kan det veere sveert at

Figur 1 Tandslib af en gammel og en ung hvidhvalstand. Alderen af hvalen
bestemmes ud fra antallet af veekstlag analogt til aldersbestemmelse af traeer
ud fra arringstellinger.

skelne veekstlagene fra hinanden i meget gamle teender og en
supplerende kemisk aldersbestemmelsesmetode vil derfor veere
gnskelig.

Aldershestemmelse med asparaginsyremetoden

Bada introducerede i 1975 den sakaldte D/L-aminosyre race-
miseringsmetode (AAR) til aldersbestemmelse af mennesker,
pattedyr og fosile fund.'® Metoden bygger pa den kendsger-
ning, at proteiners L-aminosyrer langsomt racemiserer via en
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Figur 2 Anionisk racemiseringsmekanisme af aminosyrer i proteiner. | aspa-
raginsyre er R = CH,COOH.

|

anionisk mekanisme til D-aminosyrer.>¢ (Se figur 2). | levende
veev fornyes proteinerne til stadighed og der findes enzymsyste-
mer, der kan reparere pa skaderne som fglge af racemiserings-
sprocessen. | metabolisk inaktive proteiner f.eks. dentinen i
teender, gjelinsen samt i knogler fra dede organismer, omdannes
L-aminosyrene ind til ligeveegt dvs. lige meget af bade L og D
aminosyren.

Racemiseringshastighedskonstanten k afhaenger af amino-
syren og er stgrst for asparaginsyre (Asp). Det antages almin-
deligvis at den usadvanlig hgje racemiseringsshastighed for
asparaginsyre skyldes dannelsen af et succimid intermediat.®
Hastighedskonstanten k afheanger fortrinsvis af temperaturen;
men ogsa andre parametre har en vis indflydelse pa sterrelsen af
k sdsom vandindhold, proteintype m.m. Den Kinetiske Igsning
af den simple reaktionsligning (1) er givet i ligning (2), hvor t er
racemiseringstiden og D/L aminosyreforholdet indgar i formlen
til tidentog t = 0.

L-aminosyre < D-aminosyre
AG=0; k=k =k, Q)

2kxt = In[(1 + D/L)/ (1- DIL)], - In[(1 + D/L)/ (1- D/L)],_,
)

For asparaginsyre i tender erk, . = 7,87 10 ar* ved 37 °C og
med (D/L),=0.014 kunne alderen af en af en zebra tand med
D/L = 0.040 beregnes til ca. 30 ar.2

Bestemmelse af D/L forholdet i aminosyrer
Aldersbestemmelse af teender indledes med at hydrolyserer
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tanddentinens proteiner til frie aminosyrer ved en behandling

i 6M HCI i 6 timer ved 90 °C. Herefter tilsaettes acetonitril til
hydrolysatet, hvorefter aminosyrene findes i acetonitrilfasen;
acetonitril er ikke blandbart med 6 M HCI som indeholder hgje
koncentrationer af uorganiske ioner stammende fra teendernes
indhold af bl.a. calcium appatit. Acetonitriloprensningsmeto-
den er en RUC nyskabelse inden for feltet. Ved pH = 0 sker der
overraskende nok ingen epimerisering af aminosyrerne. Heref-
ter kan D og L-asparaginsyreforholdet bestemmes ved hjalp af
metoderne 1-3:

1) Derivatisering med OPA og acetyleret L-cystein (NAC)
under dannelse af et diastereomert par som herefter adskilles
ved traditionel omvendt
fase kromatografi (C18
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Figur 3 a) Dannelse af et diastereomert par (RS)-2 og (RR)-2 ud fra OPA-
NAC derivatiseringen. Produkterne kan separeres pa en almindelig C18
HPLC sgjle. b) Forestring og acetylering af asparaginsyre. De derivatiserede
R og S enantiomerene adskilles pa en chiral Lipodex E cyclodekstrin GC
sgjle.

af en adskillelse pa en chiral GC sgjle og massespektrometrisk
detektion.®

3) Adskillelse af L og D-asparaginsyre pa en chiral HPLC
sgjle og detektion af den ikke derivatiserede aminosyre med
elektrospray massespektrometri.

I metoderne 1) og 2) som er illustreret i figur 3, vil der under
derivatiseringen kunne forekomme racemisering, hvilket ville
give et forkert D/L forhold og dermed en fejlbehaftet aldersbe-
stemmelse. Vi vurderede derfor, at en direkte adskillelse af de
to enantiomere former uden forudgdende derivatisering burde
veere den mest optimale metode. Leererbggerne inden for LC-

Figur 4 Chiral separation pa en Chirobiotic T chiral analytisk kolonne af 10
pL af en D- and L-asparaginsyreoplgsning ([L] = [D] = 0.10 g/L). L formen
eluerer fgr D formen. Adskillelsen blev udfgrt isokratisk i en oplgsning af 90%
methanol, 9% vand, og 1% af en 30% NH., oplgning i vand med et eluentflow
0.3 mL/min. Eluentens pH blev justeret til 4.1 med myresyre. Kromatogram-
met blev optaget med SIM, m/z = 134 svarende til massen af den protonerede
asparaginsyre molekyle [M+H]* og nalepotentialet 0 V (red kurve) og 4 kV
(sort kurve).
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Tabel 1 Signal stgjforhold (S/N)* ved anvendelse af 0 and 4 kV pa elektrospray nalen.
Amino SIN SIN OV/ Group®

acid ov SIN 4 kV

Asp 1727 47 I

Ser 19 34 I

His 244 12 |

Asn 111 9 |

Glu 322 7 I

Arg 103 4 |

Tyr 190 24 |

Lys 74 1.9 |

Val 68 3 1

Met 434 2.7 I

Phe 500 2.2 1

Leu 34 0.9 Il

Thr 324 0.9 Il

lle 13 0.7 i

Pro 26 05 gl

Ala 2 0.25 3l
& S/N forholdene blev bestemt ud fra LC-MS-SIM kromatogrammer optaget af en 1:1 standard
blanding af D- og L-aminosyrer med [L] = [D] = 0.10 g/L. Injektionsvolumen = 10 pl.

MS foreskriver, at elektrospray er serdeles velegnet til polaere
molekyler og ioner, sd en LC-ESI-MS strategi forekom lovende.

0 volts ESI

Det viste sig imidlertid hurtigt, at elektrospray ikke var serligt
effektiv til ionisering af de meget polaere aminosyrer som f.eks.
asparaginsyre. Normalt kan vi pa vores LCQ-deca ion trap mas-
sespektrometer bestemme testforbindelsen reserpine ned til 5
pg injektieret pa kolonnen; men for asparaginsyre var falsomhe-
den mindst 2000 gange darligere (> 10 ng) og saledes langt fra
falsom nok til aldersbestemmelsesformalet.

Vi forsggte gennem leengere tid ihardigt at forbedre fgl-
somheden ved at variere HPLC solventsammensatningen og
massespektrometriske indstillinger; men uden navnevardig
succes. Vi var pa nippet til at opgive LC-MS, da de studerende i
deres ihzrdige optimeringsforsgg fandt pa at fjerne elektrospray
nalens spanding fuldsteendig. Til vores euforiske begejstring
observerede vi nu helt uventet et kromatogram af en racemisk
blanding af D og L-asparaginsyre med et signal stgjforhold (S/
N), som var 40 gange bedre end det tilsvarende kromatogram
optaget under standard ESI betingelser. (Se figur 4). | leererbg-
ger om elektrospray massespektrometri fremgar det, at nalens
spaending mindst skal vaere 2.1 kV med methanol og 4.5 kV
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med vand som eluent,® safremt elektrosprayprocessen overhove-
det skal kunne forlgbe og i instrumentmanualerne star der med
fede typer, at elektrospray spaendingen aldrig bar &ndres udover
4-6 kV. Det kraevede séaledes en vis naturlig “frekhed” overfor
autoriteterne for at man finder 0 volts indstillingen. Heldigvis
besidder mange RUC studerende denne egenskab.

Vi undersgagte efterfalgende 0 volts effekten pa 17 aminosyrer
og fandt, at for de mere polare aminosyrer (Glu, Asn, His, Ser,
His, Ser, Asp, Arg, Tyr og Lys) var bade signalstyrken og S/N
i kromatogrammerne hgjere ved OV end ved 4 kV. (Se tabel 1).
For aminosyrer med medium sidgruppepolaritet (gruppe 2) var
intensiteterne i kromatogrammerne mindre end ved 4 kV; men
S/N var fortsat hgjere. Endelig var der en gruppe aminosyrer
(Gruppe 3) hvor bade intensitet og S/N var ringere end under
standard elektrospray indstillinger.

OV ESI og sonic spray ionisation

loniseringseffektiviteten med 0 volts ESI afhaenger meget af
forskellige instrumentelle indstillinger sdsom sheat gasflow,
HPLC flow, afstand fra nal til abningen indtil massespektrome-
teret og heated capillary temperaturen. Sheatgas flowet ledes i
elektrospray interfaset i vore LCQ-deca iontrap massespektro-
meter forbi elektrospray nélen for at gge fordampning af de i
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Figur 5 Seks LC-MS/SIM kromatogrammer blev optaget af en racemisk blan-
ding af D og L asparaginsyre med nalepotentialet 0 V og forskellige sheath
gas flow.

elektrospray processen dannede sma ladede draber. For at kunne
observerer en OV ESI effekt skal sheatgasflowet veere hgjt dvs. fra
4-6 1/min, som det fremgar af figur 5. HPLC flowet bar veere over
0,2 ml/min og heated capillary temperaturen omkring 220 °C for
at opné den optimale 0 volts ESI signal.

Vores manuskript til Rapid Communication of Mass Spectro-
metry® undergik en sardeles Kritisk; men ogsa meget givende
evaluering. Saledes gjorde en referee os opmaeerksom pa, at vores
0 V ESI mindede om sonic spray ionisering, som Hirabayashi
et al. var de farste til at lancere i 1994.* Hirabayashi undersggte
ionisering uden nalespaending i et speciel designet interface, som
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i konstruktion minder om vores ESI interfase, og som de dgbte
sonic spray ionisering. sonic spray ledes kveelstofmolekyler forbi
nalen med hastigheder hgjere end lydens hastighed heraf navnet
sonic spray. Figur 5 er nasten identisk med en tilsvarende figur i
Hirabayashi artikel fra 1995, hvilket bestyrker os i troen pa at

Figur 6 Skematisk diagram af et sonic spray ioniserings (SSI) interphase.
Figuren taget fra reference 12 med tilladelse fra Wiley InterScience.

0V ESI og sonic spray ionisering er identiske ioniseringsformer.
Vi har bibeholdt navnet OV ESI, idet vi har benyttet et kommer-
cielt tilgeengeligt ESI interface til forsggene og finder saledes
vores "navngivelse” mere informativt.

Et skematisk billede af et typisk sonic spray interface er vistp
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i Figur 6.2 \ed sonic spray processen genereres et meget stort
antal sma draber med en diameter mindre end 1 um.*? Elektro-
lytionerne i spayen, som f.eks. kan besta af Na*, CI, NH,*, H*,
OH-m.m. fordeles tilfeeldigt sammen med analyt molekylerne
(statistical sampling) i de sma draber og danner draber med en
negativ, nul og en positiv overskudsladning. Analytmolekylerne
i den ladede drabe kan nu pa helt analog made som i elektro-
spray overfgres til gasfasen via charge residual (CRM) eller
Irbane Thomsson ion fordampningsmodellen.®

Sonic spray ioniseringsformen er ukendt for de fleste LC-
MS brugere, men vinder hastigt indpas hvilket en sggning pa
Scifinder vil bekrefte. En sggning pa "sonic spray ionization
mass spectrometry” gav saledes 65 hits i august 2008. P& den
nylig afholdte analytisk kemiske konference, DANSAK-9, pa
DTU gav Prof. Marcos Eberlin fra universitetet i Campinas
et fremragende foredrag, hvor han omtalte easy ambient sonic
spray ionization — mass spectrometry (EASI-MS). | denne tek-
nik anvendes sonic spray til at bringe molekyler fra forskellige
overflader i gasfase som ioner.®®* Prof. Eberlin pointerede, at

H H
NN Ho N
\H \C/ \H
-H,0-CO -C,H,0 H\c/NH2
HC-NH, —————= CH, ——— = I
CHy COOH “H
COOH
m/z 134 m/z 88 m/z 46

Figur 7 MS® nedbrydning af protoneret asparaginsyre [M+H]* i iontrap
massespektrometret.

sonic spray ligger i toppen af massespektrometriens ioniserings-
udviklingstra og er helt uden brug af “the bad guys” varme og

Figur 8 Chiral analyse af ikke derivatiseret asparaginsyre i en hydrolyseret
mennesketand. lonsporet m/z 46 er optaget med LC-MS?® (m/z 134 >(116) >
88 > 46).
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hgjspaending. Sonic spray er en endnu blgdere ioniseringsform
end ESI formentlig fordi solvent og gasmolekylerne bliver af-
kalet under den supersoniske proces. LC-MS brugere er vant til
at teste om elektrospray ionisering i positiv eller negativ mode
giver det bedste LC-MS kromatogram. Vort budskab er, at man
ogsa ber inkludere 0 volts ESI eller sonic spray optionen.

Aldershestemmelser med LC/ESI (OV)-MS?

| vore bestraebelserne pa at udvikle den mest falsomme metode
til bestemmelse af D og L-asparaginsyre ioniserede vi med 0
volts ESI og detekterede asparaginsyren ved hjelp af en MS?
metode, hvor m/z = 134 [M+H] i iontrap massespektrometret
nedbrydes som vist i Figur 7 og med detektion pa basis af m/z =
46 fragmentionen.

Figur 9 Kromatogrammet viser en chiral GC-MS analyse af derivatiseret
asparaginsyre i et seltandshydrosylat. Ved retentionstiden 25,08 min ses D-
asparaginsyre og ved 26,06 min

L-asparaginsyre. Ud fra D/L forholdet = 0,037 blev s&lens alder beregnet til
9,6 ar.

| figur 8 ses LC-MS?® kromatogrammet af en fortand, som vi
venligst modtog fra en lokal tandleege. Forholdet mellem D og
L-asparaginsyre var 0.0304, hvilket giver en alder af tanden pa
21 &r. Hvis vi antager, at fortanden var feerdig-mineraliseret i 10

Figur 10 Grafen viser preecisionen mellem aldersbestemmelsen af 12 szler
bestemt ved tandslibsmetoden udfegrt pA DMU mod GC-MS metoden. Den
grenne kurve angiver selernes aldre bestemt med en litteraturveerdi for
epimeriseringshastigheden i selteender k = 1,25 10 &ar. Den sorte kurve er
seelernes alder beregnet ud fra k = 1,97 10 ar.
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ars alderen er personens alder lig med 21 + 10 = 31 ar, hvilket
stemte godt overens med personens faktiske alder pa 32 ar.

Aldershestemmelse af saler

Seelteender er meget mindre end mennesketaender og pa trods af
falsomhedsforbedringen ved brug af vores 0 volts ioniserings-
metode var LC-MS® metoden ikke tilstraeekkelig falsom til at
detektere de meget sma mangder D-asparaginsyre i helt unge
seler.

For derfor at kunne foretage de gnskede aldersmalinger pa en
population af 234 indsamlede szler, som dede under salpeste-
pidemien i sommeren 2002, valgte vi GC-MS metoden omtalt i
artiklens indledning. I figur 9 ses en GC-MS analyse foretaget
pa en szltandshydrosylat efter forestring med 1-propanol og
acylering med trifluoreddikesyreanhydrid. En reekke selteender
blev aldersbestemt med GC-MS metoden og sammenholdt med
aldersbestemmelser foretaget med tandslibsmetoden af ansatte
pa DMU’s Arktiske afdeling. | figur 10 ses en sammenligning
af den kemiske og biologiske aldersbestemmelsemetode pa 12
seeler med forskellige aldre. Med en racemiseringsshastighed
pa k = 1,97 x10°2 &r! ses en meget flot overensstemmelse mellem
tandslibs og asparaginsyrealdersbestemmelserne. Vi konklu-
derede, at vi ved den kemiske metode kunne bestemme seelers
alder med en ngjagtighed af + 1 ar.** D/L-asparaginsyremalin-
ger udger sdledes et nyttigt supplement til aldersbestemmelser
ved hjelp af tandslibsmetoden.
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Europzisk hader til dansk
forskning

Forskningsprofessor Mogens Mogensen fra Risg DTU er blevet
hedret med en europaisk &resmedalje. Medaljen - Christian
Friedrich Schoenbeins Medal of Honor - blev givet som aner-
kendelse for hans enestdende bidrag til forskning og udvikling
af braendselsceller.

Risg DTU udvikler sakaldte fastoxid-breendselsceller (Solid
Oxide Fuel Cells, SOFC) og er blandt de fgrende internationalt.
Arbejdet foregar i samarbejde med en reekke danske og interna-
tionale partnere.

- Den flotte haedersbevisning til Mogens Mogensen er person-
ligt velfortjent efter mange ars pionerindsats med at udvikle
SOFC brandselsceller fra en spandende idé til noget, der meget
vel kan ga hen og blive et nyt dansk industrieventyr af dimensi-
oner som vindmglleeventyret, siger DTUs rektor Lars Pallesen.

/Eresmedaljen blev overrakt til Mogens Mogensen pa den 8.
europezeiske SOFC breandselscelleforum, der blev afholdt i Lu-
zern i Schweiz. Medaljen uddeles traditionelt ved de mgder The
European Fuel Cell Forum afholder hvert andet ar. Bergmte
modtagere er bl.a. Dr. Subhash Singhal, Battelle Fellow og
Direkter for Breendselscelleforskning ved the Pacific Northwest
National Laboratory i USA og Professor John Kilner, BCH
Steele Chair, Energimaterialer, Materialeafdelingen, Imperial
College i London.

Kilde: DTU
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