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Spettrometria di massa di proteine



70 anni fa circa le innovazioni riguardanti la spettrometria di massa ed in
particolare la ionizzazione di biopolimeri [electrospray (ESI) e matrix-
assisted laser desorption/ionization (MALDI)] hanno portato la
spettrometria di massa quale tecnica di eccellenza nel campo della emergente
proteomica (PROTEins expressed by genOME).

Con questi strumenti, gli spettrometristi di massa potevano per la prima volta,
facilmente e in modo robusto, convertire i peptidi in fase condensata ed anche le
proteine intere in ioni di fase gassosa intatti.

La «Peptide Mass Fingerprinting» è stata quella tra le prime tecniche a
guadagnare popolarità. Con questo metodo, una proteina isolata viene digerita
enzimaticamente ed i risultanti pesi molecolari dei peptidi vengono misurati con
un MALDI o con un MALDI-TOF

Le masse peptidiche vengono poi confrontate con quelle di un database di
proteine che sono state «digerite» in silico.
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Fast atom bombardment or liquid secondary ion mass spectrometry (SIMS) data on 
compounds above 10 000 molecular weight show weak signal intensities and poor 
signal-to-noise (S/N) ratios. 

The only exception is the results reported on the analysis of small proteins in the 
range of 10-24000 daltons.

Sono riportati i primi risultati sul desorbimento con luce laser ultravioletta (LD) di 
composti bioorganici nel range di massa superiore a 10000 dalton. 

Un raggio laser è focalizzato sulla camera del campione. Il campione è incorporato 
in una matrice che assorbe l'energia del laser e poi ne trasmette una parte al 
campione. Il campione si ionizza e poi viene inviato al rivelatore TOF.

Si chiama
Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization 
(MALDI).



Science 246:64-71 (1989)

La ionizzazione elettrospray (ESI) è emersa recentemente come una potente tecnica per 
la produzione di ioni intatti nel vuoto da specie grandi e complesse in soluzione. 

In una misura maggiore di quanto sia stato possibile in precedenza con i più familiari 
metodi di ionizzazione (FAB, LD), questa tecnica "soft"offre la potenza e l'eleganza 
dell'analisi MS applicabile alle grandi e fragili molecole polari che svolgono un ruolo così 
vitale nei sistemi biologici. 

Le caratteristiche degli spettri elettrospray per le grandi molecole sono le sequenze di 
picchi i cui ioni componenti sono multipli di carica, ossia in cui gli ioni corrispondenti ad 
ogni picco differiscono di una carica da quelli dei vicini adiacenti nella sequenza. 

Si sono ottenuti spettri di biopolimeri tra cui oligonucleotidi e proteine, con pesi 
molecolari fino a 130,000 Da.



Peptide Mass Fingerprinting

Se una proteina può essere tagliata in modo controllato, le dimensioni dei
frammenti formano un'impronta digitale per quella proteina.

Se da un database di sequenze si possono idrolizzare proteine nello stesso modo
ma in silico, l'impronta digitale può servire ad identificare la proteina.

Questa ipotesi è stata la base dei primi esperimenti, in quello che sarebbe
diventato il Peptide Mass Fingerprinting (PMF)

La forza motrice primaria nello sviluppo della PMF è stata quella necessaria ad
aumentare la velocità dell’analisi delle proteine.

Fino al 1989 la degradazione (automatizzata) di Edman aveva ancora un tempo
di ciclo di quasi un'ora per ogni residuo di amminoacido (idrolisi, elettroforesi,
blotting, staining, separazione delle bande e sequenziamento).

La possibilità di identificare rapidamente le proteine ha consentito una più
efficiente e veloce uso del sequenziatore di proteine per l'analisi di nuove
strutture primarie.



Peptide Mass Fingerprinting

L'obiettivo è quello di trovare 
una proteina nel database delle 
sequenze che possa spiegare i 
dati sperimentali, per quanto 
possibile

collision-activated

dissociation (CAD)





Separazione dei peptidi



Peptide Mass Fingerprint

Identificazioni affidabili richiedono esperimenti MS di alta qualità.
Ciò significa che gli spettri devono contenere picchi chiari e ben risolti del
campione di proteine e, idealmente, nessuno altro picco da altre molecole.

D'altra parte, le masse teoriche si ottengono utilizzando programmi per
computer che traducono il genoma noto in proteine o le proteine nel database,
quindi tagliano teoricamente le proteine in peptidi e calcolano le masse
assolute dei peptidi.

Si esegue pertanto la digestione in silico su proteine di database con lo stesso
enzima utilizzato nella digestione sperimentale e viene generata una lista
teorica dei picchi.
Mascot, MS-Fit e Profound sono alcuni di questi software per il PMF.

Le masse peptidiche ottenute sperimentalmente vengono confrontate con la
massa peptidica teorica. I risultati sono analizzati statisticamente per trovare il
miglior «matching» tra le strutture.



Peptide Mass Fingerprinting

Le due nuove tecniche di ionizzazione,
(ESI e MALDI) hanno superato
rapidamente le prestazioni
di FAB e PDMS (Plasma desorption-
mass spectrometry).

Ognuna di queste nuove tecniche
presentavano limiti di rilevamento
dell’ordine delle fmoli e un range delle
masse superiore a 100,000 Da.

Il grande aumento della sensibilità del
MALDI rispetto al metodo FAB ha
incoraggiato il PMF come strumento
per l’identificazione delle proteine











FT-ICR=Fourier transform-ion 

cyclotron resonance.



Metodo Top-Down

collision-induced dissociation



L'obiettivo chiave nell'analisi «TOP-DOWN" è quello di frammentare (blandamente) 
in modo efficiente le proteine intatte per ottenere informazioni specifiche della 
sequenza per la ricerca nel database e l'identificazione delle proteine

L'emergere delle nuove tecniche MALDI TOF-TOF permette di ottenere sequenza di 
informazioni specifiche da proteine intatte senza trattamento proteolitico.









Tandem MS-MS



Spettrometria di massa tandem (MS-MS)
per ottenere informazioni strutturali e sulla sequenza

La spettrometria di massa Tandem (MS-MS) è utilizzata per

ottenere informazioni strutturali di un composto attraverso la

frammentazione di ioni specifici prodotta all’interno dello

spettrometro ed identificando i frammenti ottenuti.

Da queste informazioni si possono ottenere dati strutturali sulla

molecola nativa.







Circa 4 µL di soluzione bastano per l’analisi della miscela triptica che
corrisponde ad una concentrazione di proteina originale pari a 1-10
pmol/µL.

Quindi il sequenziamento mediante MS/MS è una tecnica sensibile che
consuma poco campione.

La quantità di informazione estraibile varia da peptide a peptide. Alcuni
peptidi possono generare l’informazione sufficiente per determinare
l’intera sequenza, altri solo sequenze di 4 o 5 amminoacidi.

Alcuni procedimenti di analisi possono essere automatizzati da software
specifici, ma in generale l’analisi di tutta l’informazione contenuta è un
processo che richiede tempo ed accuratezza se si vogliono ottenere dati
credibili.



Tagli specifici con metodi chimici o enzimatici

Reagente Sito di taglio

Taglio chimico
Bromuro di cianogeno Lato carbossilico di residui Met
O-iodobenzoato Lato carbossilico di residui Trp
Idrossilammina Legami Asp-Gly
2-Nitro-5-tiocianobenzoato Lato aminico di residui di Cys

Taglio enzimatico
Tripsina Lato carbossilico di residui Lys e Arg
Clostripaina Lato carbossilico di residui Arg
Proteasi dello Stafilococco Lato carbossilico di residui Asn e Gln



Sequenziamento di peptidi:

H2N-CH(R')-CO-NH-CH(R")-CO2H

I peptidi frammentano in un modo ben conosciuto.

Le molecole protonate frammentano in catena principale e a volte

anche sulle catene laterali.



Ci sono tre diversi tipi di legami che possono essere rotti in catena principale:

NH-CH

CH-CO

CO-NH.

La carica può risiedere su l’uno o l’altro dei due frammenti in dipendenza della chimica e

dell’affinità delle due specie per il protone.

Quindi per ogni residuo di amminoacido possono essere ottenuti sei tipi di frammenti e sono

marcati con:

a, b e c gli ioni che hanno la carica sul frammento ammino-terminale

x, y e z gli ioni che hanno la carica sul frammento C-terminale.

La rottura più comune è quella sul legame CO-NH

che dà luogo a ioni b e/o y.

La differenza di massa tra due ioni b (o y) adiacenti indica la presenza di un certo residuo.



The bx and yz pathway



Rottura di legami nel sequenziamento mediante massa Tandem

Ione immonio



Gli ioni immonio compaiono nella zona a bassi m/z dello spettro

MS – MS.

Ciascun residuo di amminoacido porta ad uno ione immonio

diagnostico ad eccezione delle coppie lisina (K) - glutammina (Q) e

leucina (L) – isoleucina (I) che producono ioni immonio con la stessa

m/z ( 86 per I e L e 101 per K e Q).

Gli ioni immonio sono utili per confermare la presenza di molti degli

amminoacidi in un peptide sebbene non sempre diano informazioni

sulla posizione di quei residui nella sequenza.





Simbolo Struttura Massa (Da)

Ala A -NH.CH.(CH3).CO- 71.0

Arg R -NH.CH.[(CH2)3.NH.C(NH).NH2].CO- 156.1

Asn N -NH.CH.(CH2CONH2).CO- 114.0

Asp D -NH.CH.(CH2COOH).CO- 115.0

Cys C -NH.CH.(CH2SH).CO- 103.0

Gln Q -NH.CH.(CH2CH2CONH2).CO- 128.1

Glu E -NH.CH.(CH2CH2COOH).CO- 129.0

Gly G -NH.CH2.CO- 57.0

His H -NH.CH.(CH2C3H3N2).CO- 137.1

Ile I -NH.CH.[CH.(CH3)CH2.CH3].CO- 113.1

Leu L -NH.CH.[CH2CH(CH3)2].CO- 113.1

Lys K -NH.CH.[(CH2)4NH2].CO- 128.1

Met M -NH.CH.[(CH2)2.SCH3].CO- 131.0

Phe F -NH.CH.(CH2Ph).CO- 147.1

Pro P -NH.(CH2)3.CH.CO- 97.1

Ser S -NH.CH.(CH2OH).CO- 87.0

Thr T -NH.CH.[CH(OH)CH3).CO- 101.0

Trp W -NH.CH.[CH2.C8H6N].CO- 186.1

Tyr Y -NH.CH.[(CH2).C6H4.OH].CO- 163.1

Val V -NH.CH.[CH(CH3)2].CO- 99.1



Il grado di frammentazione sulle catene laterali dipende dal tipo di analizzatori

utilizzati.

Alcuni analizzatori danno collisioni ad alta energia che favoriscono la

frammentazione delle catene laterali.

Gli strumenti a quadrupolo–quadrupolo e quadrupolo–TOF sono caratterizzati

da frammentazioni a bassa energia e quindi danno poche frammentazioni sulle

catene laterali.



For a known sequence, the sequence ions of b- and y-type can be 

predicted using the equations summarized in the Table



ESEMPIO:

Qui di seguito viene illustrata l’analisi MS – MS di ioni prodotti da un
peptide (NFESGK).

La massa molecolare del peptide è misurata mediante spettrometria
standard trovando il valore 680.4 Da.

Nello spettro il valore dominante è a m/z 681.4 che corrisponde allo
ione protonato (M+H+).

Gli ioni che danno origine a questo frammento sono stati separati dal
primo analizzatore, fatti passare per la camera di frammentazione ed
analizzati dal secondo analizzatore per produrre lo spettro MS – MS.

Nell’esempio il peptide frammenta soprattutto sul legame
CO – NH e dà luogo a ioni di tipo b ed y.



Sequenziamento di un peptide mediante spettrometria di massa tandem.

NFESGK



La serie “b” degli ioni è stata marcata con linee blu mentre quella “y” con

linee rosse.

Può essere calcolata la differenza di massa tra membri adiacenti della serie;

p. es.

b3-b2 = 391.21 - 262.16 = 129.05 Da glutammina (E)

y4-y3 = 567.37 - 420.27 = 147.10 Da fenilalanina (F).

In questo modo utilizzando la serie “b” o la serie “y” può essere ottenuta la

sequenza che corrisponde a NFESGK

Lo ione immonio a m/z 102 conferma solo la presenza della glutammina (E)

nel peptide.



A volte può essere ottenuta l’intera sequenza della proteina; alcune

proteine generano dati sufficienti per coprire il 70 - 80% dell’intera

sequenza che è ragionevolmente sufficiente ad identificare la proteina.

Spesso una sequenza “marcatore” di 4 – 5 amminoacidi ottenuta da un

singolo peptide di origine proteolitica è sufficiente ad identificare una

proteina attraverso una banca dati.



Generalmente lo spettro MS dà informazioni sulle masse molecolari dei

componenti del digerito proteico che vengono poi utilizzate per cercare la

struttura primaria in una banca dati sulla base di alcuni dei picchi di massa

ottenuti (protein database searching).

Se la ricerca nella banca dati non è sufficiente sia perchè la proteina non è stata

catalogata, sia perchè non è già stata caratterizzata o perchè i dati non sono così

accurati per discriminare tra diverse soluzioni proposte dalla banca dati, allora

servono nuovi dati.

Questo può essere ottenuto purificando il campione ed utilizzando tecniche MS –

MS di singoli peptidi provenienti dal digerito per tornare poi alla ricerca nella

banca dati.

I dati di m/z di peptidi vengono utilizzati nella ricerca della struttura con metodi

bioinformatici nei data base, p. es., the Protein Identification Resource (PIR)
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