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ll. Spectrometria de masa

Il. 1. Principii generale si particularititi legate de masurarea peptidelor/proteinelor
Spectrometria de masa este o tehnica analitica prin care este masurat raportul masa-sarcina (m/z) al
moleculelor incarcate electric. Raportul m/z poate fi mai apoi utilizat pentru a identifica cu precizia masa moleculara
(M,,- molecular weight) a moleculelor neutre. Rezultatul unei analize de spectrometrie de masa este un spectru de
masa — un grafic ce are pe axa 0X valoarea m/z in Da a ionilor analizati, iar pe O0Y intensitatea semnalului
corespunzatoare ionului analizat. Instrumentul ce inregistreaza spectrul de masa poarta numele de spectrometru de

masa si este alcatuit din 3 componente principale:
sample

\

A. O sursa de ioni — asigura trecerea probei in faza

source

gazoasa, ionizarea moleculelor din proba de analizat si
transferul ionilor catre

B. Un analizor de masa — in care ionii sunt separati functie
de m/z si sunt transferati catre

C. Un detector sensibil la prezenta ionilor separati de
analizor care trimite semnale catre un computer ce
inregistreaza spectrul de masa.
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A. Surse de ioni utilizabile in proteomica

Moleculele neutre pot fi convertite in ioni prin diverse mecanisme chimice sau fizice.. Pentru a putea fi preluate
de analizorul de masa, ionii generati in sursa trebuie sa fie in stare gazoasa. In cazul moleculelor biologice, metodele
de ionizare trebuie sa fie foarte eficiente, dar sa nu distrugd/fragmenteze analitul. Din aceste motive, in studiile de

proteomica s-au impus preponderent doua tipuri de ionizare: Compusi frecvent utilizati ca matrice in MALDI
1. MALDI - Matrix assisted LASER desorption ionization - Proba de analizat [~ "= === o=
amplasata intr-o matrice cu caracter acid este supusa unor pulsuri laser repetate | U :"p
de 50-200 ori. Pulsurile au loc in general in vacuum si genereaza explozii de mici | feoosncacs o TS e ponpnrs
dimensiuni ale probei de analizat, peptidele si proteinele ionizand norul ce apare in | e - T
urma exploziei. Deoarece mediul este acid, ionii ce se formeaza sunt preponderent chQ*w
pozitivi. Matricea utilizata in MALDI are rolul de a genera protoni, dar de asemenea | semancase g‘i:“"’” Wriion, D
si de a prelua majoritar energia pulsurilor laser. Moleculele din matrix ionizeaza si i
ele, ins3 masa lor moleculars (100-200 Da) este semnificativ mai mic3 decatceaa | O s w™™
peptidelor sau proteinelor (peste 1000 Da), fiind usor de ignorat in analizorul de | T o S p
masa. - Anaiyzer o @i - “
2 N R 0 il PSRN ... o
DM e

after 0.001 ms after 0.01 ms
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale

2. ESI - electrospray ionization — daca in MALDI proba de analizat trebuie sa fie solida, in ESI aceasta este in solutie.
Proba de analizat dizolvata intr-un solvent volatil si acid este pulverizata foarte fin printr-un capilar intr-o camera de
evaporare ce comunica cu conul analizorului de masa. Solventul este treptat eliminat din picaturile formate in camera
de evaporare, analitul devenind astfel gaz. Prin evaporarea solventului acid se genereaza un exces de protoni, ceea ce
face ca face ca analitul s3 ionizeze. intre capilarul ce pulverizeaza proba si conul analizorului de mas3 exist3 o diferent3
mare de voltaj ce directioneaza ionii catre conul detectorului de masa.

— Conul analizorului de masa
Incarcat -

Capilar cu proba Camera
(incarcat +) + / de evaporare
+
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale

Tn cazul peptidelor, sarcina lor netd este variabild, astfel:

1. 1nsolutie, gradul de ionizare al peptidelor depinde de pH:

- catenele laterale ale aminoacizilor dicarboxilici sunt ne-ionizate la valori de pH mai mici de 3.0 si ionizate (incarcate
negativ) la valori de pH mai maride 7.0

- capatul N terminal si aminoacizii di-aminici sunt ionizati la pH mai mic de 8.5

- functie de valoare de pH a mediului, peptidele pot fi asadar incarcate pozitiv (pH < 3.5) sau negativ (la valori
bazice de pH). De cele mai multe ori ionizarea peptidelor se face in mediu acid, ionii rezultand prin protonarea
resturilor NH, si avand astfel sarcina pozitiva.

2. In ESI peptidele nu ionizeazi uniform. Orice peptid3 obtinutd prin utilizarea tripsinei in faza de hidrolizd va avea

cel putin 2 radicali ionizabili: capatul N terminal si restul de Lys/Arg unde a avut loc hidroliza la capatul C-terminal. Prin

ESI, din peptida va produce asadar cel putin 3 tipuri de molecule:

- peptida neionizata — nu poate fi preluata de analizorul de masa si deci nu va aparea in spectrul de masa;

- peptida ionizata la un capat — are o sarcina pozitiva , va aparea in spectrul de masa cu m/z= M +1A,/1 =M,,+1 Da

- peptida ionizata la ambele capete — are doua sarcini pozitive, va aparea in spectrul de masa cu
m/z= M,+2A,/2 Da.

Si proteinele native pot fi ionizate prin ESI. Proteinele prin catenele laterale ale aminoacizilor expusi la exterior
pot accepta 10-30 protoni. Similar cu o peptida, si o proteina va genera o populatie de ioni cu m/z cuprins intre
m+10/10......m+30/30.

Distributia populatii de ioni proveniti din aceeasi molecula dar avand cu m/z diferite poarta numele de
anvelopa multi-sarcina. Tn cazul peptidelor, anvelopa multi-sarcind contine 2 semnale in cele mai multe cazuri, 3
semnale daca in secventa exista aminoacizi bazici. Anvelopa multi-sarcina a proteinelor contine numeroase
semnale si poate fi utilizata pentru identificarea masei moleculare o proteinei de interes printr-un proces automatizat

de deconvolutie a semnalelor.
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Spectrul ESI-MS al peptidei cu secventa indicata. Cele doua semnale corespunzatoare celor doua

stari de ionizare sunt evidentiate
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale

B. Analizoare de masa utilizate in proteomica

1. Analizor de masa TOF — time of flight — ionii generati de sursa sunt transferati intr-un tub vidat si accelerati printr-
un tub cu ajutorul unui camp electric constant. Viteza de deplasare a ionilor este dependenta de sarcina acestora —
cu cat sarcina este mai mare, cu atat au fost accelerati mai puternic si deci viteza de deplasare va fi mai mare.
Pentru ionii cu sarcini egale, viteza de deplasare depinde doar de masa ionilor — ionii mai grei vor avea o viteza mai
mica, iar cei mai usori o viteza mai mare. Analizorul de masa separa ionii pe baza timpului necesar ca acestia sa
parcurga in zbor o distanta prestabilita - lungimea tubului vidat al detectorului TOF. i VA T,
of-Flight Mass

Spectrometer,
1960s

Tubul vidat al analizorului de masa TOF

O
o @__’
lonii de analizat®

Despre un analizor de masa TOF functionand dupa principiile de mai sus se spune ca functioneaza in modul
liniar. Indiferent care ar fi sursa de ioni, toate detectoarele TOF functionand in acest mod au o rezolutie scazuta
datorita distributiei spatiale a ionilor cu acelasi m/z (distributia Th norul ce se formeaza printr-un puls laser in MALDI a
ionilor de aceeasi sarcina). Deoarece ionii cu acelasi m/z nu pleaca simultan din acelasi loc in spatiu, distanta pe care
0 parcurg pana la detector este diferita si deci timpul de zbor inregistrat de detector pentru ioni cu acelasi m/z va
varia si se va suprapune cu ioni ce au m/z foarte apropiat => rezolutie scazuta.
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Rezolutia de separare a analizoarelor de masa TOF a fost insa imbunatatita prin
aparitia a 2 inovatii tehnice:
1. Introducerea unui reflectron — un dispozitiv ce genereaza un camp electrostatic

care actioneaza asemanator unei oglinzi ionice, reflectand fluxul de ioni inapoi in
tubul de zbor, insa pe o traiectorie usor diferita. lonii ce au viteza mare vor patrunde mai adanc in campul

electrostatic al reflectronului, vor fi astfel franati mai puternic si reflectati tarziu. lonii mai lenti nu vor avea energia
cineticd necesara pentru a patrunde adanc in cAmpul reflectronului, si vor fi reflectati mai repede citre detector. in
aceasta maniera, pe de o parte, distanta de zbor se dubleaza pentru aceeasi lungime a tubului TOF, iar pe de alta
parte ionii de acelasi m/z sunt concentrati in interiorul reflectronului. Astfel, diferentele in timpul de zbor dintre ionii
cu m/z foarte apropiate ce pleaca din puncte diferite in spatiu sunt mult amplificate, ei vor sosi la distante mai mari de

U, U, e, U

L bbb bbb
lllllllllllllll““l i oz

au o rezolutie de 0.001 amu — separa 2 ioni ce difera unul de celalalt prin 0.001 Da).
Detector

| i Zona de zbor I l ' '

Zona de
accelerare Reflectron

2. Modificare sursei de ioni MALDI prin introducerea unei intarzieri intre pulsul laser ce genereaza explozia matrix-ului
cu proba si introducerea propriu-zisa a ionilor in detectorul de masa — delayed extraction MALDI. Aceasta intarziere

permite o distributie uniforma a ionilor la inceputul tubului de zbor.
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2 Analiza MALDI-TOF a insulinei in modul liniar
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale

2. Analizor de masa quadrupol — contine 4 bare metalice A
dispuse in paralel ce alcatuiesc 4 electrozi pe care se aplica,
controlat, in mod repetat, cu o anumita frecventa, curenti de miz

voltaje variabile. Tn acest fel se genereazi un cAmp magnetic ce
forteaza ioniii sa se deplaseze intre cele 4 bare pe o traiectorie in
spirala spre capatul opus celui in care au intrat in quadrupol. Prin mir ﬂ/\ H
controlul foarte strict al voltajului aplicat si al frecventelor cu care /v

acesta se schimba, doar ionii de un anumit m/z se vor deplasa fon

spre iesirea din quadrupol unde este amplasat detectorul. Prin modificarea controlata periodica a voltajului aplicat
(scanare) si sincronizarea acestor modificari cu informatiile de la detector se poate identifica prezenta de ioni cu

valori m/z diferite.
In proteomica analizorul quadrupol de sine statator este mai putin utilizat. Cel mai frecvent 3 asemenea analizoare

sunt grupate si functioneazd sincronizat (in tandem) pentru a forma un spectrometru de masa numit triplu-quad. intr-

un triplu-quad, cele 3 detectoare au functii diferite:

- doua dintre detectoarele quadrupol notate Q1 si Q3 ce functioneaza dupa principiile descrise mai sus, separand
ionii functie de m/z — sunt realmente analizoare de masa3;

- un analizor quadrupol notat q2 ce functioneaza ca o camera in care ionii, indiferent de m/z, sunt retinuti pentru o
perioada de timp si pot fi eliberati simultan prin modificarea tensiunii aplicate. Frecvent, acest quadrupol este
numit celula de coliziune deoarece aici ionii sunt bombardati cu un gaz neutru precum N,, He sau Ar. Impactul
dintre moleculele gazului si cele are ionilor duce la fragmentarea ionilor printr-un proces numit disociere indusa
prin coliziune — collision-induced dissociation, CID.

Intr-un triplu-quad, cele 3 detectoare quadrupol sunt dispuse unul dup3 celilalt, ionii parcurgandu-i in

odinea Q1, q2, Q3.
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale

Un detector triplu-quad poate functiona in doua moduri:

1. Scanare completa (full-scan, MS') —ionii ce provin de la sursa sunt separati in Q1 ce functioneaza in acest caz ca
un analizor de masa in adevaratul sens al cuvantului. lonii separati trec fara sa interactioneze cu g2 si Q3 pentru
a ajunge la detector. Acest mod este implementat in general timp de 1 s, timp in care spectrometrul de masa

identifica toti ionii ce patrund in Q1. Aplicat in cazul peptidelor — toate peptidele ce sunt livrate spectrometrului
de masa timp de 1s de catre un sistem nanoHPLC prin intermediul unei interfete ESI.

-

-

el e e o
-

Sursa de ioni Q1 q2 Q3 Detector

2. Mod in tandem sau MS-MS, uneori notat si MS/MS, sau MS2— toti ce 3 quadrupoli functioneazd sincronizat. in
acest caz Q1 joaca rol de filtru de masa, permitand doar ionilor cu un anumit m/z sa treaca in g2. lonii ce ajung in
camera de coliziune poarta numele de ioni precusori si sunt fragmentati, iar fragmentele rezultate sunt analizate
pe bazi de m/z in Q3. Tn acest mod Q3 joacd rolul de analizor de mas4, insa un separd ionii din proba de analizat,
ci fragmentele rezultate prin disocierea acestora. Valorile m/z ale fragmentelor generate impreuna cu m/z ionului
precursor sunt mai apoi utilizate pentru a stabili natura/structura acestuia. Acesta este modul de functionare ce
permite fragmentarea si secventiere a peptidelor. in proteomica, un triplu-quad este folosit alternativ, pentru a
realiza o scanare completa si identificarea peptidelor din proba, si mai apoi in modul MS/MS pentru a determina

secventa acestora din fragmentele generate. B al
. : - ‘i- w ;‘ .‘..4.7..".» ................................... ~>
" Q1 2 3 ‘
Sursa de ioni 9 Q Detector
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale

3. Analizor de masa tip ,,capcana” pentru ioni — acest tip de A B

analizor de masa nu separa ionii pe masura ce sunt livrati de ions selected
catre sursa asa cum o fac analizoarele TOF si quadrupol. loni se electrode e
acumuleaza in interiorul unei camere delimitate de 3 electrozi:

- un electrod superior ce alcatuieste plafonul camerei, prevazut segrode
cu un orificiu ce comunica cu sursa. Prin acest orificiu ionii sunt
introdusi in camera; spirme B
- un electrod inferior ce alcatuieste podeaua camerei. Si acest
prevazut cu un orificiu, insa acesta comunica cu detectorul;

- un electrod circular ce corespunde peretilor camerei. Prin C scthvation
aplicarea cu o controlata, cu o anumita frecventa a curentilor de

voltaje variate, in spatiul dintre electrozi se genereaza un camp
magnetic ce mentine in permanenta ionii in miscare in
interiorul sau—,capcana” pentru ionii.
Similar cu un sistem triplu-quad, si un detector tip capcana de ioni
functioneaza in mod alternativ, in doud moduri: : é%&‘?—» detector
1. Scanare completa (full-scan, A din figura) — ionii sunt introdusi in campul dintre electrozi. Dupa ce toti ioni sunt in
capcana, prin modificare controlata a frecventei cu care sunt aplicatii curentii generatori de camp (scanare), ionii vor
pardsi in mod ordonat incinta, functie de m/z;
2. Mod in tandem (A, B, C, D din figura) — un nou set de ioni sunt introdusi in capcana (A). Prin modificarea campului
magnetic, din capcana sunt eliminati ionii ce nu sunt de interes pentru analiza si se selecteaza un singur ion de
analizat (B). lonul precursor selectat este fragmentat prin CID (C), iar printr-o noua modificare a campului magnetic
fragmentele rezultate vor parasi in mod ordonat incinta, functie de m/z (D);
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale

Fata de un triplu-quad, analizorul de masa tip ,, capcana” pentru ioni are avantajul ca ciclizarea intre cele doua
moduri precum si fragmentarea se realizeaza in acelasi spatiu fizic (in interiorul capcanei, ionii nu sunt transferati
intre Q1, q2 si Q3 ca in cazul triplu-quad-ului). Acest lucru permite ca unul dintre ionii rezultati din fragmentare
ionului precursor sd fie retinut si fragmentat incd o datd, adicd realizarea unei analize MS/MS/MS sau MS3. Tn
principiu aceasta analiza in tandem ar putea fi repetata la infinit — analize MS", insa in realitate acest tip de abordare
este rar utilizata in proteomica deoarece:

1. 1n cazul peptidelor in prezent nu se poate anticipa ce fragmente for rezulta din fragmentarea MS/MS, si, in
consecinta, nu se poate selecta inainte de analiza propriu-zisa ce fragment va fi pastrat in capcana pentru o noua
fragmentare si o noua analiza MS;

2. numarul total de ioni disponibili pentru analiza descreste odata cu cresterea ciclurilor MS. Dupa un MS/MS al
unei peptide, in general cantitatea de ioni produsa nu este suficienta pentru ca o noua fragmentare sa genereze

ioni decelabili de catre detector.
Analizoarele de masa prezentate pot fi combinate sau modificate pentru a obtine analizoare in tandem precum:

- Analizorul de masa Q-TOF - identic din punct de vedere functional cu un triplu-quad, dar Q3 este inlocuit de un
analizor TOF. Scanarea completa (MS?!) este deci realizata de Q1, fragmentarea se realizeaza in g2 dar analiza
fragmentelor rezultate se realizeaza in TOF care are avantajul de a avea o rezolutie semnificativ mai buna decat un
analizor quadrupol;

- Analizorul de masa FT-ICR - Fourier transform ion cyclotron resonance MS — similar ca principii cu o capcana pentru
ioni, doar ca ionii nu sunt evacuati catre un detector, ci prezenta lor este identificata pe baza modificarilor produse de
acestia intr-un campul magnetic de intensitate marte; prezinta o rezolutie foarte buna dar si costuri de achizitie si

operare foarte mari; /\,

- Analizorul Orbitrap — poate fi considerat ca un tip aparte de FT-ICR cu costuri considerabil mai reduse
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale

Indiferent de tipul lor, analizoarele de masa capabile sa realizeze analize MS in tandem pot fi deosebit de utile
pentru analiza Tn masa a unui foarte mare de peptide deoarece pot fi programate pentru realiza in mod automat
trecerea de la un mod de masurare la altul astfel:

A. Instrumentul functioneaza in modul
scanare completa si identifica ce peptide

exista in proba furnizata de sursa; /_\

B. Peptidele cele mai abundente sunt 1
selectate pe rand si fragmentate prin CID; 3 4 m'ﬁgan
spectrele MS/MS sunt inregistrate pentru | : ] |
fiecare peptida in parte e :
C. Instrumentul revine la modul scanare MS-MS
completa si ciclul se reia. fragmentation
1 4
il s
m/z m/z
2 3
| | | ' | | l ‘ | | l
m/z m/z
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale

C. Detectoare de ioni utilizate in proteomica
Tn proteomic3, pentru detectarea ionilor in analiza de mas3, sunt utilizate diverse tipuri de detectoare, fiecare cu
avantajele si limitarile sale. Unele dintre cele mai comune detectoare de ioni utilizate in proteomica includ:
- Detectoare cu multiplicare de electroni (EMD) - Acestea sunt detectoare sensibile si versatile utilizate intr-o gama larg;
de instrumente de analiza de masa. EMD-urile functioneaza prin convertirea ionilor in electroni, care sunt apoi
multiplicati intr-un tub al detectorului, generand un semnal masurabil proportional cu numarul de ionizari initiale.
- Detectoare cu fotodioda - Acestea sunt folosite in special in spectrometria de masa cu spectru de masa cu analiza de
timp (TOF-MS). Detectoarele cu fotodioda detecteaza impulsurile de lumina generate de ionii care intra in detector si
genereaza semnale electrice proportionale cu intensitatea luminii.
- Detectoare cu microcanal (MCP) - Acestea sunt detectoare sensibile care utilizeaza un set de canale microscopice
pentru a amplifica semnalele de la ioni. Detectoarele cu MCP sunt utilizate Tn special in tandemul de masa (MS/MS) si
ofera o sensibilitate ridicata si o rezolutie buna.
- Detectoare cu inductie de canal (CID) - Acestea sunt folosite in special in tandemul de masa cu spectrometrie de masa
cu inductie de canal (CID-MS). Detectoarele CID utilizeaza un camp magnetic pentru a masura masele ionilor si sunt
sensibile la modificarile generate de ionii care trec prin detector.

Acestea sunt doar cateva exemple de detectoare de ioni utilizate in proteomica, iar fiecare tip de detector are propriile
sale caracteristici si aplicatii specifice in analiza de masa a proteinelor si peptidelelor.
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Il. 1. Spectrometria de masa — principii generale

Detectorul cu fotodioda
Detectorii folositi in spectrometria de masa au rolul de a identifica prezenta, la un moment de timp bine

precizat, a unui ion. Majoritatea lor au ca principiu de functionare detectorul numit cupa lui Faraday. Aceasta este
reprezentata dintr-un electrod cilindric confectionat din materiale ce emit electroni la contact cu ionii, precum GaP
sau BeO. Electronii emisi vor genera un curent ce poate fi amplificat si inregistrat.
Tn prezent, principalul detector folosit la spectrometrele de masd cu aplicatii in proteomica este foto-

multiplicatorul ca functioneaza dupa urmatoarele principii:
- lonii din analizorul de masa lovesc o suprafata acoperita cu GaP sau BeO ceea ce duce la emisia unor electroni;
- Electronii sunt captati de un ecran fosforescent ce emite un foton pentru fiecare electron;
- Fotonii sunt apoi captati de un fotomultiplicator ce creste intensitatea semnalului luminos si il converteste in

curent electric ce poate fi apoi inregistrat.
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