BOTTOM-UP vs TOP-DOWN
protein identification strategies

Peptides - MS/MS - Protein
Fragmentation

7

Sequencing

7

IDENTIFICATION

Essenziale per il processo d’identificazione mediante MS & la capacita di frammentare le
proteine o i peptidi in modo da riuscire ad ottenere informazioni strutturali, ovvero dati
relativi alla loro sequenza amminoacidica.




STRATEGIE di FRAMMENTAZIONE

' { \

ECD
Electron Capture Dissociation CID or CAD
‘ Collision Induced Dissociation
or
ETD Collision Activated Dissociation

Electron Transfer Dissociation



TANDEM MASS SPECTROMETRY
-informazioni strutturali sulle molecole-

Trappole ioniche tridimensionali

}

QqQ — Tripli quadrupoli — 2 Quadrupoli
come analizzatori ed uno a funzione di
cella di collisione (intermedio)

TOF-TOF — Due analizzatori a tempo di
volo in serie a cui si frappone una cella di
collisione.

QqLIT - Tripli quadrupoli — 2 Quadrupoli
come analizzatori, di cui uno puo
funzionare in modalita LIT ed uno a
funzione di cella di collisione (intermedio)

QqTOF — Singolo quadrupolo posto in
testa ad un TOF ai quali si frappone una
cella di collisione

\

>

J

Frammentazione nel TEMPO - isolamento
successivo di ioni e loro frammentazione => MSn

Frammentazione nello SPAZIO - lo ione da
sottoporre a frammentazione viene selezionato da
un primo analizzatore, frammentato in una cella di
collisione e i prodotti analizzati da un altro

analizzatore

Nelle sorgenti MALDI, le molecole possono anche subire delle frammentazioni a cause dell’acquisizione di energia, e anche
queste rotture possono essere utilizzate per ottenere informazioni strutturali. Questo particolare modalita di frammentazione
viene chiamata PSD, post-source decay.



TANDEM MASS SPECTROMETRY
-informazioni strutturali sulle molecole-

CELLA di COLLISIONE
Lo spazio dedicato alla frammentazione

a) puo essere in alcuni casi 'analizzatore stesso (i.e trappole ioniche)
b) pud essere una porzione a se dello strumento dedicata alla rottura delle molecole

dai frammenti di una molecola si possono avere informazioni circa la sua struttura

1) piccole molecole: certezza circa l'identita — livello di confidenza maggiore rispetto
al dato basato esclusivamente sul peso molecolare

2) proteine: informazioni circa la sequenza o la presenza di particolari modificazioni
post-traduzionali



TANDEM MASS SPECTROMETRY - Tripli Quadrupoli QqQ
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TANDEM MASS SPECTROMETRY - Tripli Quadrupoli QqQ - QqLIT
(Q3 che funziona anche da trappola ionica lineare LIT)

I° analizzatore
(filtro per m/z)

Cella di collisione

I1° analizzatore
Scansione m/z

MS/MS nello spazio| >




TANDEM MASS SPECTROMETRY - Q-TOF

Strumenti ibridi che accoppiano un quadrupolo ad un TOF con in mezzouna cella di collisione

REMOVEABLE
SAMPLING

CONE .

ZSPRAY™
1ON SOURCE OPTICS (ION BRIDGE)

I° analizzatore
(filtro per m/z)

Cella di collisione

I1° analizzatore
Scansione m/z

MS/MS nello spazio|




TANDEM MASS SPECTROMETRY - TOF/TOF

MALDI-TOF/TOF Mass Spectrometer ~ 7=7imac
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TANDEM MASS SPECTROMETRY - TOF/TOF
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| . Lo ione precursore viene selezionato in base al tempo di volo che
i i impiega per arrivare alla cella di collisione (gate che si apre solo
Sorgente MALDI l e | ‘ MPpIega per arv | collisione (9 ' ap

quando arriva lo ione d’interesse e si chiude subito dopo il suo
passaggio — finestra temporale), passa alla cella di collisione,
viene frammentato e i frammenti che da esso si generano
vengono analizzati da un altro analizzatore TOF.



CID: Collision-Induced Dissociation
CAD: Collision Activated Dissociation

Cella di collisione
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Gas di collisione

Lo ione entra nella cella di collisione




CID: Collision-Induced Dissociation
CAD: Collision Activated Dissociation

Collisione Cella di collisione
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Lo ione collide con una molecola di gas presente nella cella di collisione



CID: Collision-Induced Dissociation
CAD: Collision Activated Dissociation

Cella di collisione

Molecola attivata

Gas di collisione

Lo ione passa ad uno stato attivato (energia dell’'urto)



CID: Collision-Induced Dissociation
CAD: Collision Activated Dissociation

Cella di collisione
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Gas di collisione

Lo ione Dissipa I'energia frammentandosi




CID: Collision-Induced Dissociation
CAD: Collision Activated Dissociation

Cella di collisione

Gas di collisione

Gli ioni generatisi per frammentazione possono essere analizzati dal secondo
analizzatore. NB: solo i frammenti che mantengono una carica possono essere
analizzati. Frammenti neutri non sono soggetti al campo elettrico e vengono
persi



Tandem mass spectrometry - Triplo quadrupolo

Ricordiamoci come puo funzionare un quadrupolo. Puo sia effettuare delle scansioni che rimanre fisso per selezionare un
particolare ione con specifico m/z.

PRODUCT ION SCAN

m/z Che frammenti si generano a partire da un determinato ione “precursore”?
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Tandem mass spectrometry - Triplo quadrupolo

PRECURSOR ION SCAN

/ Quali ioni precursori generano uno specifico frammento?
m/Z
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Tandem mass spectrometry - Triplo quadrupolo

NEUTRAL LOSS ION SCAN
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Tandem mass spectrometry - Triplo quadrupolo

MULTIPLE REACTION MONITORING (MRM)

m/z
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ION MOBILITY MASS SPECTROMETRY
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loni sottoposti all’azione di un campo elettrico si muovono in un ambiente con una determinata pressione
(gas inerte) e vengono rallentati in base all’attrito che incontrano nel muoversi. Tale attrito € “proporzionale”
al loro ingombro sterico — Collision Cross Section (CCS) - ,quindi molecole con stesso rapporto m/z ma con
conformazioni diverse vengono ad avere mobilita differenti — ion mobility -



ION MOBILITY MASS SPECTROMETRY

[Analyzer Region]
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From Bowers web site



ION MOBILITY MASS SPECTROMETRY
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* Distinguere conformeri strutturali

» Distinguere molecole strutturalmente differenti ma con stesso rapporto m/z

* “Risoluzione” strumentale maggiore — capacita di visualizzare in modo
contemporaneo un numero maggiore di molecole — Lipidi, carboidrati e
proteine/peptidi hanno mobilita ioniche tipcamente diverse => sono distinguibili

per il diverso profilo ottenuto in ion mobility. Erom Bowers web site



