SPETTROMETRIA DI MASSA
Potere Risolutivo, Risoluzione e
accuratezza di massa
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Theoretical isotope distributions of peptides of 1000, 2000, 3000 and 4000 Da.



Isotope

'H
2H (D)

125
13C

14N
15N
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1T0
180

Nnp

2g
33
ug
3G

Mass

1.00782510
2.01410222

12.0(0)
13.0033544

14.00307439
15.0001077

15.99491502

16.9991329
17.99916002

30.9737647

31.9720737
32.9714619
33.9678646
35.967090

Abundance Chemical

99.9852%

0.0148%

98.892%
1.108%

99.635%
0.365%

99.759%

0.037%
0.204%

100%

95.0%
0.76%
4.22%
0.014%

mass

1.00794

12.011

14.00674

15.9994

30.9737647

32.066

Deviation from the
whole number

+0.0079

+0.011

+0.007

-0.0006

-0.0262
+0.066



The Nuclei of the Three Isotopes of Hydrogen

Protium Deuterium Tritium
| proton 1 proton 1 proton

1 neutron 2 neutrons
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R = (m/z)oy/FWHM(m/z)
FWHM: full width at half maximum

1 FWHM: R = {m/Z/{Am/z)
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Average Mass e.g C=12.01115
Mass of an ion or molecule weighted

for its isotopic composition.

Monoisotopic Mass (Exact Mass) e.g. C=12.000000
Exact mass of an ion or molecule calculated
using the mass of the most abundant isotope

of each element.

Nominal Mass e.g. C=12
Mass of a molecular ion or molecule calculated using

the isotope mass of the most abundant constituent (ignoring mass defect)
element isotope of each element rounded to the nearest integer value and

multiplied by the number of atoms of each element (C=12, H=1, N=14, 0=16, ....)




e.g. m/z 28 can have 4 different elemental compositions with
different exact mass values.

co 27.9949 u CH,N 28.0187u
N, 28.0061u  C,H, 28.0313 u
100- 280313 CO 27.9949 u
; CH,N 28.0187u
= N, 28.0061 u
Uf C,H, 28.0313u
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— Mass error in millimass units (mmu)
[measured mass (u) — theoretical mass (u)] x 1000

— Mass error in parts per million (ppm)
[measured mass (u) — theoretical mass (u)] x 1000000

theoretical mass (u)

Measured Mass | Theoretical J Mass Difference (u) ppm error

Mass
200.0020 200.0000 0.002 (0.002/200)1€® = 10 ppm
400.0020 400.0000 0.002 (0.002/400)1€°= 5 ppm
800.0020 800.0000 0.002 (0.002/800)1e%= 2.5 ppm
1000.0020 1000.0000 0.002 (0.002/1000)1e® = 2 ppm

Constant with mass

Varies with mass
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molecular formulae for
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ANALIZZATORI DI MASSA AD ALTA
RISOLUZIONE



ORBITRAP
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DELAYED EXTRACTION

Delayed Extraction (DE) improves

performance
lons of same mass, different
0V. W { velocities
Step 1: No applied electric field. lons spread out. V.
&
0V.

Step 2: Field applied. Slow ions accelerated more than fast ones.

o—
20 kV. o—

Step 3: Slow ions catch up with faster ones. 0V.




Definizione

Le scienze omiche studiano pools di molecole biologiche (es., ioni, acidi nucleici,
proteine, enzimi), con svariate funzioni all’interno degli organismi viventi. Tali funzioni
sono legate alle capacita, intrinseche a tali molecole, di potere trasformare (processo di
traslazione) le loro strutture e i loro legami chimici e/o elettrostatici in processi
energetici/biochimici volti alla creazione di altre strutture o all’interazione con altre
strutture, allo scopo ultimo di modificare/creare strutture o funzioni diverse da quelle
originali.

Le scienze omiche hanno quindi l'obiettivo primario di analizzare nel loro insieme:

(a) igeni contenuti nel DNA (genomica) e le loro molteplici funzioni (genomica funzionale);
(b) il prodotto della trascrizione del DNA: I'RNA (trascrittomica);

(c) le proteine codificate dal DNA attraverso I’'RNA (proteomica);

(d) le molecole che interagiscono all’interno di un organismo (metaboliti: metabolomica).
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RESEARCH ARTICLE

Multiplex profiling of inflammation-related
bioactive lipid mediators in Toxocara canis-
and Toxocara cati-induced neurotoxocarosis

Patrick Waindok', Elisabeth Janecek-Erfurth'*2, Dimitri Lindenwald'®, Esther Wilk?,
Klaus Schughart>®, Robert Geffers?, Laurence Balas®, Thierry Durand®, Katharina
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URINE
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Table 2

Molecular and statistical details of annotated urinary metabolites that presented significant differences between S5c patients and healthy volunteers. (FC< 0, metabolites overexpressed in 55c)

RT(min)  Mass(Da) p-value FC VIP-value  AUC Molecular Formula ~ Score  Error (ppm)  Metabolite MS/MS fragments

09 182.0788 9.02E-4 —5.48 1.813 0.800 CsHys0g 924 1.58 D-Sorbitol 69.0441/83.0598/183.0886

09 136.0617 837E3 1.52 1.148 0.700 G HgNz O 99.0 1.13 N-Methylnicotinamide 92.0456/94.0567(120.0550/137.0718

1.0 143.0046 7.89E-3 242 1.607 0.728 G Hy3NO; 978 —2.80 Proline Betaine 42.0335/58.0652/84.0810

1.0 113.0588 7.89E-3 1.44 1.007 0.728 CaH7 N3O 976 —4.09 Creatinine 43.02858/44.0495/86.0715

14 127.0997 0.016 —4.91 1.406 0716 GHizNO 90.1 2.06 N-cyclohexylformamide Annotated by Formula

25 299.1477 0.026 —-4.73 1.346 0677 CizHzi N30s 989 320 Ser Pro Pro Annotated by Formula

29 143.0585 0.025 2.50 1.055 0628 CgHgNO5 99.8 0.09 Vinylacetylglycine 41.0374(58.0283/69.0336/98.0607144.0699
31 152.0583 3.75E4 1.56 1227 0.812 G HgN20: 95.8 —0.44 N1-methyl-4pyridine-3-carboxamide 84.0440/108.0442/136.0389/153.0654

3.5 152.0583 1.19E-3 1.68 1.367 0770 G HgN20: 959 —2.55 N1-methyl-2-pyridine-5-carboxamide 42.0333(53.0385(78.0333/108.0441/110.0603/153.0602
3.7 325.0789 0.022 -1.75 1.095 0661 CigHysNOg 953 2,60 Dihydroxy-1H-indole glucuronide 150.055/326.085

6.6 2301263 0.079 1.56 1.097 0.739 CypH1gN204 935 Hydroxyprolyl-Valine Annotated by Formula

102 246.1206 0.030 2.08 1.003 0.653 CigH1aN205 96.4 468 L-beta-aspartyl-L-Leucine 74.0246(86.0966/132.1013/201.1236/247.1296
116 246.1372 0.011 1.99 1.745 0678  CiaHiaN202 92.5 -1.62 Hypaphorine Annotated by Formula

148 129.0429 0.0079 -1.52 1.038 0695 CsHyNOs 988 -1.42 Pyroglutamic acid 45.0337(58.0367/84.0447130.0501

148 264.1150 0.014 -1.46 1.001 0.677 CizHisN204 924 —4.41 Alpha-N-Phenylacetyl - L glutamine 91.0536/101.0715/129.0662(130.0495/147.077
207 265.0951 0.0079 —-1.62 1.326 0710 CizHysNOs 784 4.04 2-(2-Phenylacetoxyjpropinylglycine 57.0339/119.0489/266.1007

S O B SR B —

3?? ;g:gg; ggﬁ; }j; : g;? gggg CizHzzNOy ggg ggg Decatrienoylcarnitine 85.0288/251.1297/3102026

368 299.2078 6.29E-3 1.70 1.292 0.739 CigHaaNO, 96.6 5.00 2-Nonenoylcarnitine 85.0218/300.2181

378 301.2235 9.02E-4 1.91 1.468 0776 CigHa1NOy 946 0.90 2 6-Dimethylheptanoyl carnitine 60.0804/85.0282/302.228

382 3132245  0.010 1.62 1.061 0.701 964 153 9-

383 313.2218  7.89E3 173 1.160 o701 CrHaNOs 6.6 127 Decenoylcarnitine 60.0804/85.0282{157.0501/255.159

386 357.2498 0.010 1.87 1.173 0673 CioH3sNOs 96.6 —0.67 Hydroxydodecenoylcarnitine 60.081/81.0698/85.0282/95.0856/137.1333/155.1437
39.0 327.2389 7.89E-3 244 1431 0.706 CigH33NOy 96.1 —1.86 Undecenoyl carnitine 85.0283/328.2484




MALDI-TOF
PRINCIPI ED APPLICAZIONI



In spettrometria di massa il desorbimento/ionizzazione
laser assistito da matrice, comunemente indicato con
I'acronimo MALDI (dall'inglese Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization), € una tecnica di ionizzazione
soft usata in spettrometria di massa a partire dagli anni
1990. La tecnica MALDI e normalmente condotta sotto
vuoto (10 mTorr o meno di pressione), ma € possibile
anche lavorare a pressione ambiente (AP-MALDI)
perdendo pero sensibilita e restringendo l'intervallo di
rivelabilita.
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La tecnica consiste nell'assorbire il campione su una matrice, che puo essere realizzata in vari materiali,
specialmente organici (glicerolo, acido picolinico, acido succinico, acido caffeico, acido sinapico ecc.), e una volta
portata in soluzione viene successivamente bombardata con un fascio laser (spesso un laser ad azoto). La matrice
deve possedere determinate caratteristiche chimico-fisiche, tra le quali: deve essere facilmente evaporabile ma
tale evaporazione non deve essere significativa durante la preparazione del campione o prima dell'effettuazione
delle misurazioni, deve avere un certo carattere acido in modo da fungere da fonte di protoni incoraggiando la
ionizzazione dell'analita, possedere un forte assorbimento ottico nella regione UV tale che le permetta di
assorbire la radiazione laser in modo efficiente, deve infine possedere gruppi polari ed essere idrosolubile.

Grazie al fenomeno del desorbimento, il campione viene
rilasciato in forma "clusterizzata", ovvero complessato
con la matrice. La matrice smorza gli effetti del fascio
laser assicurando un'adeguata protezione all'analita che
viene ionizzato e vaporizzato tramite |'energia in eccesso
ceduta secondariamente dalla matrice stessa. Vengono
cosi ottenuti ioni molecolari generalmente a singola
carica, come quelli creati dall'acquisizione o dalla perdita
di un protone. Molto spesso la tecnica MALDI viene
abbinata a spettrometri dotati di analizzatore a tempo di
volo.
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DESORBIMENTO LASER

Analyzer

» Neutral matrix
molecule

e Matrix ion

@ Neutral analyte

molecule
@ Analyte ion

Il trasferimento di energia € dovuto all’assorbimento
della luce del laser su un campione solido, andando a
colpire su una porzione molto piccola del campione:
0.05-0.2 mm

LU'energia viene assorbita dalla matrice e trasferita
agli analiti



TIPOLOGIE DI LASER

Intervallo spettrale

1

193 nm 6.4 eV Laser a eccimeri ArF
uv 248 nm 5.0eV Laser a eccimeri KrF
uv 266 nm 4.7 eV Laser a Nd:YAG QIF
uv 308 nm 3.8eV Laser a eccimeri di XeCl
uv 337 nm 3.7eV Laser ad azoto
uv 355 nm 3.5eV Laser a Nd:YAG TIF

“ 1.06 um 1.2eV Laser a Nd:YAG
“ 2.94 um 0.4eV Laser a Er:YAG
“ 1.7-2.5 pm 0.7-0.5 eV Laser OPO
“ 10.6 um 0.1eV Laser a CO2




MATRICI MALDI

Devono formare solidi cristallini con un bassa pressione di vapore in modo da non sublimare all’interno
della sorgente MALDI

MATRICI IR MATRICI UV

* Devono contenere gruppi OH o NH per e Devono contenere gruppi cromofori che
assorbire a 3 um tramite vibrazioni di assorbono alla lunghezza d’onda del laser
streching

* Oppure contenere un gruppo CO o NH che
assorbono rispettivamente tramite
vibrazioni di streching e bi bending a 10 um



TIPOLOGIE DI MATRICE

Nome alternativo m Lunghezza d’onda Applications

Aci -
. cido 2,5 : DHB
diihydroxybenzoico
Acido Sinapinico SA
Acido Ferulico FA
Acido a-ciano-4- CHCA

idrossicinnamico

Acido pinolinico PA

Acido 3-
idrossipinolinico

HPA

HO OH

DHB

Acetonitrile, acqua,
metanolo, acetone,
cloroformio

337, 355, 266

Acetonitrile, acqua,

. 337, 355, 266
acetone, cloroformio

Acetonitrile, acqua, 337, 355, 266

propanolo
A .
cetonitrile, acqua, 337,355
etanolo, acetone
Etanolo 266
Etanolo 337, 355

CN

CHCA

Peptidi, nucleotidi,
oligonucleotidi,
oligosaccaridi

Peptidi, proteine, lipidi

Proteine

Pepptide, lipidi,
nucleotidi

Oligonucleotidi

Oligonucleotidi

H3CO

HO

OCHj3

SA

OH



FENOMENO LUCKY SURVIVOR

Intra-cluster
A RA charge transfer —______...J . — AH" + x(m)
LomH / tralizat
neutraliZauon
R A """'1_ / 1}3
A R ff,AHn“* — O camcameelr AHT & () + 2t
R . .\mﬂNﬂ' AH,™ + x(m)
Ir"" +."-
R YR O > AH'+x(m)
Ablation, Clusters in _
expansion  matrix gas Desolvation
. . L Piu cariche avra la molecola piu Le molecole monocariche
Durante il desorbimento gli ioni . : R
: . velocemente questa tendera a tenderanno a neutralizzarsi piu
tendono a neutralizzarsi . :
neutralizzarci lentamente

_ ABBONDANZA DI IONI
MONOCARICATI



RESA IONICA E FLUENZA DEL LASER

Fluenza = F = E/A = energia del laser su un area ‘

Threshold Fluence (arb.units)

Irradianza = | = F/A = fluenza su area
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FORMAZIONE DEGLI IONI

O

"0 OH

OH

DHB
o)
XY~ “OH
CN
HO
CHCA
0
HsCO o
HO
OCH,

SA

Protonazione influenzata dal pH

La ionizzazione in MALDI necessita dell’'incorporazione degli
analiti nei cristalli prodotti nella matrice in forma pre-protonata,
anche se la protonazione di piccole molecole pu0 avvenire
anche in fase gassosa dopo il desorbimento.

lonizzazione per trasferimento di carica

Ci sono anche composti che non riescono a ricevere I'H+ dai
gruppi carbossilici  (analiti  leggermente basici) e |la
catonizzazione puo avvenire anche per trasferimento protonico
dovuto all’eccitazione conseguente al laser

lonizzazione per assorbimento

Si possono avere quando gli analiti stessi assorbono alla
lunghezza d’onda del laser ovvero di creano ioni radicali come
M°®* oppure M*-



MODALITA’ DI ACQUISIZIONE: LINEAR

Linear mode

Flight path
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METHODS MANUSCRIPT
MALDI-TOF MS protein fingerprinting of mixed
samples

Michael A. Reeve® and Denise Bachmann
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Matrix: HCCA + TFA 1%
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REFLECTRON

MODALITA’ DI ACQUISIZIONE
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Plasma Lipidomic Fingerprinting to Distinguish among Hepatitis
C-related Hepatoceliular Carcinoma, Liver Cirrhosis, and Chronic
Hepatitis C using MALDI-TOF Mass Spectrometry: a Pilot Study

Ana Maria Passos-Castilho', Edson Lo Turco®, Maria Licia Ferraz’, Carla Matos’, Ivonete Silva®, Edison Parise?,
Eduardo Pilau*’, Fabio Gozzo*, Celso Granato'
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MS/MS

MODALITA’ DI ACQUISIZIONE
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Under reduced condition

mol. wt. x 10~3

ANALISI DI PROTEINE CON LA TECNICA MALDI-MS/MS JouRNAL o

|Identificazione di proteine

Under non-reduced condition

mol. wt. x 1073
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Proteome Profiling of Seed Storage Proteins Reveals the Nutritional
Potential of Salicornia brachiata Roxb., an Extreme Halophyte
Bhavanath Jha,* Nater Pal Singh, and Avinash Mishra

Discipline of Marine Biotechnology and Ecology, CSIR — Central Salt and Marine Chemicals Research Institute, G. B. Marg,
Bhavnagar 364002, Gujarat, India
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MALDI IMAGING
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MALDI IMAGING

Taglio preciso
~ 10 um

Matrice uniforme




ANALISI DI PROTEINE CON LA TECNICA MALDI-MS

Fingerprinting proteico

E’ la tecnica di analisi MALDI piu utilizzata ma anche la piu semplice

Le matrici comunemente utilizzate sono DHB e SA

Viene utilizzato il TOF in modalita linear
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ANALISI DI PEPTIDI CON LA TECNICA MALDI-IMAGING

Kakuda et al. Acta Neuropathologica Communications (2017) 5:73

DOI 10.1186/540478-017-0477-x Acta Neu ropatholo_gica
Communications

RESEARCH Open Access

Distinct deposition of amyloid-B species in @
brains with Alzheimer’s disease pathology
visualized with MALDI imaging mass
spectrometry

Nobuto Kakuda'®, Tomohiro Miyasaka?!, Noriyuki lwasaki®, Takashi Nirasawa®, Satoko Wada-Kakuda?,
Junko Takahashi-Fujigasaki®, Shigeo Murayama®, Yasuo lhara® and Masaya lkegawa'~
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