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 & normalmente condotta sotto
vuoto (10 mTorr o meno di pressione), ma e 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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SPETTROMETRO DI MASSA A TEMPO DI VOLO
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DESORBIMENTO LASER

» 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

uv

uv

uv

uv

uv

uv

IR

IR

IR

IR

Lunghezza d’onda

308 nm

Energia dei fotoni

3.5eV

1.2eV

0.4 eV
0.7-0.5 eV

0.1eV

Tipo laser
Laser a eccimeri ArF

Laser a eccimeri KrF

Laser a Nd:YAG QIF

Laser a eccimeri di XeCl

Laser ad azoto

Laser a Nd:YAG TIF

Laser a Nd:YAG

Laser a Er:YAG

Laser OPO

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 * 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

Composto

Acido 2,5-

diihydroxybenzoico

Acido Sinapinico

Acido Ferulico

Acido a-ciano-4-
idrossicinnamico

Acido pinolinico

Acido 3-
idrossipinolinico

O
OH

Nome alternativo

Solvente

Acetonitrile, acqua,
metanolo, acetone,
cloroformio

Acetonitrile, acqua,

acetone, cloroformio

Acetonitrile, acqua,
propanolo

Acetonitrile, acqua,
etanolo, acetone

Etanolo

Etanolo

Lunghezza d’onda

337, 355, 266

337, 355, 266

337, 355, 266

337, 355
266

337, 355

Applications

Peptidi, nucleotidi,
oligonucleotidi,
oligosaccaridi

Peptidi, proteine, lipidi

Proteine

Pepptide, lipidi,
nucleotidi

Oligonucleotidi

Oligonucleotidi

DHB

CHCA



RESA IONICA E FLUENZA DEL LASER

Fluenza = F = E/A = energia del laser su un area 10-100 mJ/cmA2

Irradianza = | = F/A = fluenza su area 1076-1077 mJ/cmA”2

Incomincia la ionizzazione
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FORMAZIONE DEGLI IONI

HO

DHB

CHCA

O

OH
OH

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*"



FENOMENO LUCKY SURVIVOR
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DELAYED EXTRACTION

Delayed Extraction (DE) improves
performance

lons of same mass, different
0V, W i velocities

Eh——

Step 1: No applied electric field. lons spread out.

—_—

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

Step 3: Slow ions catch up with faster ones.



MODALITA’ DI ACQUISIZIONE: LINEAR

Linear mode

Flight path




FINGERPRINTING PROTEICO

o BIOLOGY
\@ Methods & Protocols

METHODS MANUSCRIPT

MALDI-TOF MS protein fingerprinting of mixed
samples

Michael A. Reeve® and Denise Bachmann
¥, UK

Tel: +44 (0)1491-829033;

Department of Bioscience, CAB! nce, Bakeham Lane, Egham, S

Bisscience, Bakeham Lane_ Egham, S

Matrix: HCCA + TFA 1%

Mode: Linear Positive




REFLECTRON

MODALITA’ DI ACQUISIZIONE
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FINGERPRINTING LIPIDICO
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Plasma Lipidomic Fingerprinting to Distinguish among Hepatitis
C-related Hepatocellular Carcinoma, Liver Cirrhosis, and Chronic
Hepatitis C using MALDI-TOF Mass Spectrometry: a Pilot Study
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MODALITA’ DI ACQUISIZIONE: MS/MS
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ANALISI DI PROTEINE CON LA TECNICA MALDI-MS/MS JouR WAL o
AGRICULTURALAN =

FOOD CHEMISTRY

e : . : Proteome Profiling of Seed Storage Proteins Reveals the Nutritional
Identificazione di proteine Potential of Salicornia brachiata Roxb., an Extreme Halophyte

Bhavanath Jha,* Nater Pal Qingh_. and Avinash Mishra

and Ecology, CSIR — Central Salt and Marine Chemicals Research Institute, G. B. Marg,

Under non-reduced condition mol. wt. x 10~
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Reflectron positive mode




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




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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