cos’e uno spettrometro di massa

Uno spettrometro di massa e uno strumento in grado di
generare ioni e di separarli in fase gassosa in base al
rapporto massa/carica

Cosa fa uno spettrometro di massa

v' Genera ioni in fase gassosa

v' Separa gli ioni nello spazio o nel tempo in base al rapporto
massa/carica

v' Misura la quantita di ioni prodotti per ciascun rapporto m/z



Vantaggi della spettrometria di
massa

..Such mass or weight information is sometimes sufficient,
frequently necessary, and always useful in determining the
identity of a species......

(J.B. Fenn, premio Nobel per la Chimica 2002)

v Elevato potere risolutivo (capacita di distinguere specie
molto simili)

v Elevata accuratezza della misura (tipicamente riportata in ppm,
consente di determinare il valore di massa con una precisione oltre
la prima cifra decimale)

v’ Elevata sensibilita
v Velocita della misura

v' Ampio intervallo di masse analizzabili



v A quali domande la spettrometria di
massa puo rispondere?

v'Che tipi di misure e possibile fare?

v"Come devono essere preparati i campioni
per ottenere I risultati migliori?

v"Quanto campione & necessario?
v'Quale ¢ la tecnica piu adatta?



Schema di uno spettrometro di
massa

Campione
(@)
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Sorgente Analizzatore Rivelatore




Schema di uno spettrometro di
massa

Introduzione _ _
del ——| Sorgente ——— | Analizzatore |—— Rivelatore

campione

v" Introduzione diretta v :
mpatto elettronico
" (ED) ¥ Quadrupolo v Electron multiplier

v' Gas cromatografia v T di vol
empo di volo

v Cromatografia liquida ¥ Electrospray (ESI)

v Elettroforesi capillare ¥ Matrix assisted laser _
desorption (MALDI) v/ Settore magnetico

v Fast atom bombardment ¥ A trasformata di Fourier
(FAB)

v' Trappola ionica



Electrospray (ESI)

Metodo utilizzato per produrre ioni in fase gassosa a partire
da una soluzione, generando un sottile spray di gocce in
presenza di un forte campo elettrico.

Electrospray Source (ES, ESI)

solvent evaporation
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Processo di Ionizzazione per Electrospray

End Plate

_ tra -2 e -3kV
Desolvatazione /
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M+ nH* — MH,

Le proteine hanno molti siti “protonabili” sulla
superficie

pH acidi favoriscono la protonazione




Spettro ESI della mioglobina da

A +19 cavallo, con una distribuzione
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Come calcolare il valore di massa da
uno spettro ESI

v (m/2), e (m/2), sono i valori di m/z determinati per due segnali adiacenti

v' Si assume che la carica degli ioni & determinata da H*, in modo che
ciascun protone determina un aumento di una unita di massa.

v'di conseguenza:
(m/2),=(m+2z)/z, e (M/2),= (Im+ 2,)/z,

dove m e la massa della proteina e z e il numero di cariche

v" Assumendo che z, = z, + 1 che la carica degli ioni & determinata da H*, in
modo che ciascun protone determina un aumento di una unita di massa.
Quindi:
(m/2),=(m+ 2z, +1)/(z,+1) e (m/2),= (m+ z,)/Zz,

v Ci troviamo ora a dover risolvere un sistema di due equazioni a due
variabili, me z,, per il cui il valore di m puo essere determinato.

v' Lo stesso processo puo essere reiterato per ogni coppia di ioni adiacenti,
aumentando la precisione della misura di massa.



Spettro ESI1 della mioglobina, (massa teorica 16951 amu)

19 x 893 = 16967 . -19=16948

18 x 943 = 16974 —»  -18=16956 [ —> 10992

Am = 0.006%

13 x 1305 =19965 —— -13=16952

Lo spettro originale viene “trasformato” in un singolo
picco
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Processo di lonizzazione MALDI

Mafrix assisted laser desorption (MALDI M3 (1930s)

& MALD Mass analyser
1!'4::2&4‘&1'!:11 by edacirical palesias
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MALDI SET UF

Wacmm
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— data handling
Lo e B34

sample
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In una sorgente MALDI il campione viene miscelato con un
reccesso di “matrice” (solitamente un acido organico) e
' deposto su di una piastra che viene inserita in una camera
' sotto vuoto e bombardata con un laser. Una fotocamera
~consente di dirigere il raggio laser sul campione cristallizzato
'che dara origine ad un fascio di ioni




Schema del Processo di Ionizzazione
MALDI

Laser discontinuo, (UV, 266,
337 nm).

Impulsi da 1 a 100 ns

M and MATRIX
ON PROBE
i [M+H]" ——
to MS
) o pulsed ion source

Fascio di ioni e
specie neutre



Matrix Assisted Laser Desoption lonization

La matrice ha il ruolo di promuovere la ionizzazione delle molecole
dell’analita probabilmente mediante la propria fotoeccitazione o
fotoionizzazione e successivo trasferimento di protoni all’analita.

Le molecole della matrice assorbono energia dal laser e la
trasformano in energia di eccitazione del sistema, determinando una
transizione alla fase gassosa di piccoli strati di molecole.

Common matrix compounds

SA — used for proteins =10kDa SA

CHCA — used for pepiides and
proteins <10,000 Da

DHBA — carbohydrates, small
organics

HFA — oligonucleotides

DHBA HPA CHCA

Generalmente la ionizzazione in sorgente MALDI
produce i1oni MH*



Analizzatori di massa

v' Settore magnetico

v' Tempo di volo

v' Quadrupolo

v

rappola ionica
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Ad ogni barra sono applicati
voltaggi continui  (DC) e in
radiofrequenza (RF).

Per ogni combinazione di DC e RF
solo ioni con uno specifico rapporto
m/z avranno una traiettoria stabile
e saranno in grado di attraversare
il quadrupolo e raggiungere il
rivelatore.

Uno spettro di massa si ottiene
seguendo gli ioni che passano
attraverso il quadrupolo al variare
dei voltaggi applicati.

Quadrupolo

Un quadrupolo consiste di quattro
barre parallele.

Barre opposte hanno la stessa polarita,
barre adiacenti polarita opposta.

e

The .ion is transmitted along the quadrupole in a
stable trajectory Rf field. The . ion does not have a
stable trajectory and is ejected from the quadrupole.




Trappola i1onica

Consiste di un elettrodo ad anello e
due elettrodi a semisfera, che
vengono utilizzati per “intrappolare”
gli ioni prodotti in sorgente.

'..I..|.I.',T;.:.i..:
TR TR

10=-20 om

Lo spettro di massa si
ottiene variando i valori di RF
a DC applicati agli elettrodi,
in modo da “espellere” dalla
trappola ioni con uno
specifico rapporto m/z



TOF- Time of Flight

Il TOF sfrutta il diverso
tempo impiegato da specie con
massa diversa per attraversare

o) ,
un “tubo di volo” e raggiungere
Tnsger — 1 Laser | * S ggiung

Il rivelatore

Un campo elettrico
accellera tutti gli ioni
prodotti in sorgente
fornendo loro la stessa

Ion source Field-free drift tube Detector e n e rg i a

Dato che gli ioni hanno si la stessa energia, ma masse differenti, le
specie leggere e pesanti raggiungeranno il rivelatore in tempi diversi

La massa viene determinata in base al tempo impiegato dagli ioni per
raggiungere il rivelatore.



Un comune accoppiamento sorgente-
analizzatore e il MALDI-TOF

= TOF Analyzer detector




Spettrometria di Massa “TANDEM”

Due analisi per spettrometria di massa condotti in “tandem” (MS/MS)

loni, selezionati in base al rapporto m/z vengono “isolati” in una cella
di collisione, dove sono sottoposti a frammentazione, generalmente
per collisione con gas inerte.

L’energia cinetica viene trasformata in energia interna che determina
la frammentazione dello ione “parente” in ioni “figlia”.

l

Gli ioni “figlia” generati sono quindi analizzati in un secondo
analizzatore

4 [ntensity

i

[ntensity
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« | ‘

Y

mlez



Tandem Mass Spect

1) Measure Full Spectrum
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rometry in an lon Trap

2) lon Isolation:
e.g., Precursor m/z 426.7 + 1.5

—

426.7

M

~

[ J

3) Add Collision Energy

—

Fragmentation of
426.7

S

[ J

4) Measure m/z of Fragment lons

[For Peptide SLNVALR]
SLNVAL R
SLNVA LR
SLNV ALR
SLN VALR
SL NVALR
S LNVALR

Courtesy of the MSCLS at the Univ. of Minn.



Sulla base di regole generali di frammentazione, e
possibile ottenere informazioni sulla struttura delle
molecole in esame

K O K, GE E;
Ll s

MH,—®H —C—MNH—CH—C—+NH—CH—COCH

R o R, Bs

o+ |

NH,— CH —C —NH— CH— C—0 NH, —CH—COOH

b-ion y-ion




subscript denotes the number of
residues contained in product icn

/

N-terminal fragments

s ®
Rlo Rz R30 R4
I 1 I 1 [ | |
HN-C-CAIN-C-CEN-C-CIN-C- cooH
| | | | | | |
H H H H H H
—» > —»
Ys Yz Y

C-terminal fragments

e

NH,*-Gly-Leu-Asp-Pro-Trp-Tyr-Arg*-CO,H____

O\

B4

B3

B2

B5

B6

B1

Y3

Y2

Y1‘ Y

JJ

E possibile
ricostruire la

sequenza di peptidi

NH,*-Gly

-Leu-Asp-Pro-Trp-Tyr-Arg*-CO,H
NH,*-Gly-Leu
-Asp-Pro-Trp-Tyr-Arg*-CO,H

NH,*-Gly-Leu-Asp
-Pro-Trp-Tyr-Arg*-CO,H

NH,*-Gly-Leu-Asp-Pro
-Trp-Tyr-Arg*-CO,H
NH,*-Gly-Leu-Asp-Pro-Trp
-Tyr-Arg*-CO,H
NH,*-Gly-Leu-Asp-Pro-Trp-Tyr
-Arg*-CO_H



ESI-Tandem MS

e =

Electrospr MS-1 Collision Cell MS-2 Detector

ay
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‘ Select for a

particular ion

ES Source (peptide)
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Input: peptides from Output:
enzymatic digest fragments

from daughter



Q-Tof™ High Resolution MS-MS
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Resolufion Excellent
Sensitivity Excellent
Throughput Medium

Sequencing Capability Excellent
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A cosa puo servire la spettrometria
di massa?

v Controllo di qualita di proteine ricombinanti.
v Determinare la mappa peptidica
v Determinare mutazioni sito-specifiche

v Identificare e localizzare modifiche post-
traduzionali

v Identificare proteine.
v" Analisi conformazionale

...... .proteomica



Un semplice spettro electrospray € in grado di confermare la corretta
sintesi del prodotto ricombinante
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Intensity

ESI spectrum of Insulin

E [M+6]5* M=(m/z*n)-n
- evone. ¥ 956.5 5733 = (956.5*6)-6
_ Molecular weight of insulin
?.5E+005:
‘ e [M+5]>*
. 6E+005, % 1147.7
3.?E+005:
' - = [M+4]4 [
Lsewos] @B § s J ¢ 14342 ¢ 1912.1
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Protein Identification
Experiment

Separated Proteins

Enzymatic Digestion

and Extraction

Database Search Sequence Tag
Protein

Identification Database Search

Protein
Identification
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HPLC-MS-MS

\
m/z

‘/

response ‘| m/z

'\

chromatogram

time



Relative Abundance

RP-HPLC Separation of a Tryptic Digest of BSA
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Relative Abundance
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Mass Spectrum of a Tryptic Peptide from BSA
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Protein Sequencing and ldentification

Digestione
della proteina
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Spettrometria ™

Proteina Integra

@ 0 altre proteasi o CnBr

Sequenza di peptidi

MALDI-TOF: high throughput 01 Massa _ESI MS/MS:
low femtomolar/attomolar detection high mass accuracy
soft ionization soft ionization
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Banca Dati
di sequenze

DNA genomico
EST

“Spettri teorici”

GlAIHLPhASIGIBBeASp

GlAIHLPhASIGIBBeASp

GlAIHLPhASIGIBBeASp

GlAIHLPhASIGIBBeASp

GlAIHLPhASIGIBBeASp

GlAIHLPhASIGIBBeASp

Sauraaneey

GlAIHLPhASIGIBBeASp

GlAIHLPhASIGIBBeASp

Spettri MS e/o MS/MS

gt e s B

* = R s L L
—
=
-
Glu Ala I/L Phe AsnGly Glu Gly Ser Asp
! me =i T v il
. ey i ] | i
[ . - et
- - L -y |

Ereten identificabion by compartson of a pophide map
Ty Ir[lvw‘ Teckefalar
Dietails for cundidate &
WA LOAIEI(APOGII08) similar to yeveral small proteine (~100 ua) that are indaced by heat,
amvin, athylene snd wounding yuch ar Phassolut sureus indols-3-sretic acid indured protsin
ARG (¥W:32292) [Arahidopsic thaliana]
Semple ID 1 2
Digestion chemisscy i Teypain
Humties 0T seasuTed pEpTices ¢ 10
Nusber of matched peptides ¢ 4
Coverage of protein sequence: 23 &
COVERAGE MAP AND ERROR MAP
B000
e = H
]
4 i
g - - i
= £
§
= - 700
] PRy =% =% ﬂ]a”
SEGHENT JRMBER PESIDUE HLMBER p——
Matchail Fragmesds Sorwi [y Miasid =l
Heasuzed Ava/ Compuced Eeror fesidues Hissed
Hass |} Mono Hasx [1=L1} From Tao Cuc Cyz Bet Tyz/Trp
& 34si.80 636 wr a08 3 s o o
A 15046,.77 0.57 113 124 1 a L] a
A 1581,79 -D.66 172 18§ 1 0 0 2
& 2005.10 0.3 118 13 1 0O 0O 0
Note: “2' in tag columns (Cys, Met, Tyr/Tip) denctea ">=2°.
PioF ound @ 19561358 Wanshu Thang and Brian T Chan

T

[Decuriact Dte:

P T, A~ eV K|



Modifiche Post-traduzionall

v Importanti elementi per la funzione
biologica delle proteine

v'Modifiche covalenti della proteina

l

Variazioni del peso molecolare



Alcune modifiche post-traduzionali evidenziabili
con la spettrometria di massa

Processing proteolitico

Glicosilazione (Asn, Thr, or Ser)

Fosforilazione (ser, Thr, Tyr)

Ossidrilazione (pro, Lys)

Acetilazione (N-terminale, gruppo €-amminico di Lys)
N-metilazione (Lys, Arg, His)

Carbossilazione (Glu, Asp)

Solfonazione (Tyr)

Amidazione (C-terminale)

DN N N N N N



Variazioni di Massa per Modifiche

Posttraduzionali
AM Modifica
-2.0 Formazione di un ponte disolfurico
+14.0 Metilazione
+16.0 Ossidrilazione
+28.0 Formilazione
+30.0 Nitrosilazione
+42.0 Acetilazione
+80.0 Solfonazione
+80.1 Fosforilazione
+180 Mono-glicosilazione
+204 .4 Farnesilazione

+210.4 Miristoilazione



Per localizzare la modifica post-traduzionale e/o una
mutazione sitospecifica
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Analisi della miscela via MALDI-TOF o
LC-ES1 MS/MS
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