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●●
 

tehnicatehnica
 

de de separareseparare
 

a a moleculelormoleculelor
 

ionizateionizate
 

in in fazafaza
 gazoasagazoasa

 
in in functiefunctie

 
de de raportulraportul

 
masa/sarcinamasa/sarcina

 
((m/zm/z))

 
sisi

 
de de 

identificareidentificare
 

a a lorlor
 

prinprin
 

determinareadeterminarea
 

exacta a exacta a maselormaselor
 molecularemoleculare

 
ale ale acestoraacestora

 
sisi

 
ale ale fragmentelorfragmentelor

 
lorlor

●●
 

o o tehnologietehnologie
 

ultramodernaultramoderna
 

pentrupentru
 

::
--

 
cercetareacercetarea biomedicalabiomedicala: : genomicagenomica, , proteomicaproteomica, , 

glicomicaglicomica, , metabolomicametabolomica
--

 
analizaanaliza farmaceuticafarmaceutica : : descoperireadescoperirea

 
medicamentelormedicamentelor, , 

metabolismulmetabolismul
 

medicamentelormedicamentelor, , chimiechimie
 

combinatoriecombinatorie, , 
farmacocineticafarmacocinetica
-- analizaanaliza mediuluimediului: : calitateacalitatea

 
apeiapei, , alimenteloralimentelor, , aeruluiaerului

-- medicinamedicina legala/cercetarealegala/cercetarea clinicaclinica



ESI (ESI (ionizareaionizarea
 

prinprin
 

electrosprayelectrospray))
PremiulPremiul

 

Nobel Nobel pentrupentru

 

ChimieChimie

 

in 2002 : John B. Fennin 2002 : John B. Fenn

ProbaProba

 

dizolvatadizolvata

 

intrintr--oo

 

solutiesolutie

 

tampon tampon polarapolara, , nevolatilanevolatila

 

esteeste

 

directionatadirectionata

 

printrprintr--un tub un tub 
capilarcapilar, la , la capatulcapatul

 

caruiacaruia

 

esteeste

 

aplicataplicat

 

un o un o tensiunetensiune

 

mare mare (3(3--4 kV) 4 kV) →→ particuleparticule

 

incaracteincaracte

 
electric ale electric ale solutieisolutiei

 

analituluianalitului

La La capatulcapatul

 

tubuluitubului

 

capilarcapilar, , fluxulfluxul

 

coaxial al Ncoaxial al N2 2 ((

 

gazgaz

 

de de nebulizarenebulizare

 

) ) sisi

 

campulcampul

 

electric electric 
puternicputernic

 

creeazacreeaza

 

un aerosol fin de un aerosol fin de ““picaturipicaturi””

 

incarcateincarcate

 

electric. electric. PePe

 

masuramasura

 

cece

 

particuleleparticulele

 
suntsunt

 

accelerate accelerate fatafata

 

de de varfulvarful

 

capilaruluicapilarului, , solventulsolventul

 

se se evaporaevapora

 

panapana

 

candcand, la un , la un anumitanumit

 
moment, moment, concentratiaconcentratia

 

sarcinilorsarcinilor

 

esteeste

 

asaasa

 

de mare de mare incatincat

 

fortelefortele

 

coulombienecoulombiene

 

depasescdepasesc

 
tensiuneatensiunea

 

superficialasuperficiala

 

a a picaturiipicaturii, , avandavand

 

dreptdrept

 

rezultatrezultat

 

dispersiadispersia

 

picaturiipicaturii

 

intrintr--un spray un spray 
de de picaturipicaturi

 

maimai

 

micimici

 

((explozieexplozie

 

CoulombianaCoulombiana))

AcesteAceste

 

picaturipicaturi

 

continua continua sasa

 

se se evaporeevapore

 

sisi

 

se se vorvor

 

dispersadispersa

 

in in sprayurisprayuri

 

sisi

 

maimai

 

fine, fine, iariar

 

candcand

 
solventulsolventul

 

ss--a a evaporatevaporat

 

completcomplet

 

se se obtinobtin

 

macroionimacroioni

 

care care vorvor

 

fifi

 

supusisupusi

 

analizeianalizei

 

maseimasei

TehnicaTehnica

 

foartefoarte

 

sensibilasensibila, , necesitanecesita

 

maimai

 

putinputin

 

de 1 de 1 picomolpicomol

 

de de probaproba

CompusiCompusi

 

cu cu masamasa

 

molecularamoleculara

 

mare mare ––

 

panapana

 

lala

 

200,000 200,000 DaltoniDaltoni

MasuratoriMasuratori

 

in in modulmodul

 

ionilorionilor

 

pozitivipozitivi

 

(M + H)(M + H)++

 

((peptide peptide sisi

 

proteineproteine) ) 

MasuratoriMasuratori

 

in in modulmodul

 

ionilorionilor

 

negativinegativi

 

(M (M --

 

H)H)--

 

((aciziacizi

 

nucleicinucleici

 

si glucidesi glucide) ) 

PoatePoate

 

fifi

 

modificatamodificata

 

la la ““NANOSPRAYNANOSPRAY””: : debituldebitul

 

de de infuzieinfuzie

 

de de zecizeci--sutesute

 

nanolitri/minutnanolitri/minut



John B. John B. FennFenn
Nobel Prize in Chemistry, 2002Nobel Prize in Chemistry, 2002



Gangliozidele:

♦
 

Se gasesc
 

predominant in sistemul
 

nervos
 

: 5-8% din lipidele
 

totale
 

din creier

♦
 

Sunt
 

implicate in :
-

 
recunoasterea

 
celula-celula, interactiunea

 
celula-substrat, adeziunea

 
celulara, 

diferentierea
 

celulara, semnalizarea
 

intracelulara
-

 
dezvoltarea

 
creierului, neurogeneza, sinaptogeneza, formarea

 
memoriei, procesul

 de imbatranire
-

 
prin caile

 
aberante

 
de glicozilare

 
–

 
se crede

 
ca sunt

 
implicate in invazia

 
si 

metastazarea
 

tumorala

♦
 

Familie
 

complexa
 

de glicosfingolipide
 

acide

♦
 

Contin una sau
 

mai
 

multe
 

unitati
 

de acid sialic intr-un lant
 

oligozaharidic
 

atasat
 de o catena ceramidica

 
hidrofoba

♦
 

se cunosc
 

>20
 

gangliozide
 

diferite
Avand

 
la baza

 
diferentele

 
in structura

 
lantului

 
carbohidrat

♦
 

Gangliozide
 

comune
 

: GM1, GM2, GM3, GM1, GM2, GM3, GM4, GM4, GD1a, GD1b, GT1a, GT1bGD1a, GD1b, GT1a, GT1b

















Crescute

-Sensibilitate 
-Viteza de analiza 
-Exactitate 
-Reproductibilitate
-Potential de a detecta 
componentele minore din 
amestecurile complexe 
-Identificarea structurala de novo

Reduse-Consum al probei 
-Volum al probei 
-Cost al analizei

Fara -
 

Contaminare de la proba la proba, 
respectiv de la analiza la analiza

Ce se asteapta in glicomica moderna de la spectrometria de masa?



ExperimentExperiment
ProbeleProbele

 
de de gangliozidegangliozide

●●
 

AmestecurileAmestecurile
 

native de native de gangliozidegangliozide
 

au au fostfost
 

extraseextrase
 

din regiuni diferite ale din regiuni diferite ale 
aceluiasi creier uman fetal in a 36aceluiasi creier uman fetal in a 36--a saptamana de gestatie : neocortex frontal a saptamana de gestatie : neocortex frontal 
(NEO36), substanta alba a lobului frontal (FL36) si substanta al(NEO36), substanta alba a lobului frontal (FL36) si substanta alba a lobului ba a lobului 
occipital (OL36occipital (OL36).*).*

●●
 

ExaminareaExaminarea
 

anatomopatologicaanatomopatologica
 

: : tesuttesut
 

normal normal ,,
 

farafara
 

afectiuniafectiuni
 

neurologiceneurologice
 sausau

 
malformatiimalformatii

●●
 

EExtractiaxtractia
 

ggangliozidelorangliozidelor
 

––
 

utilizandutilizand
 

metodametoda
 

luilui
 

SvennerholmSvennerholm
 

sisi
 

FredmanFredman
 

la la 
care am care am adusadus

 
uneleunele

 
modificarimodificari

●●
 

PPurificaurificarearea
 

gangliozidelorgangliozidelor
 

––
 

etapaetapa
 

finalafinala

●●
 

PentruPentru
 

analizeleanalizele
 

prinprin
 

nanoESInanoESI
 

chip MS chip MS sisi
 

MS/MS, MS/MS, fiecarefiecare
 

amestecamestec
 

de de 
gangliozidegangliozide

 
a a fostfost

 
dizolvatdizolvat

 
in in metanolmetanol

 
((MeOHMeOH) ) purpur

 
panapana

 
la o la o concentratieconcentratie

 finalafinala
 

de 2de 2--3 3 pmolpmol//μμLL

*Permisinea pentru experimente cu tesut uman in scopuri stiintifice a fost obtinuta de la Comisia de Etica a Faculatii de Medicina 
din Zagreb. Au fost respectate toate regulile etice in conformitate Declaratia Asociatiei Mondiale de Medicina de la Helsinki 
(revizuita la Edinburgh, 2000) .



SpectrometriaSpectrometria
 de de masamasa

●●
 

ToateToate
 

experimenteleexperimentele
 

au au fostfost
 

realizaterealizate
 

utilizandutilizand
 

un un spectrometruspectrometru
 

de de masamasa
 

(MS) (MS) 
cu capcana ionica de inalta capacitatecu capcana ionica de inalta capacitate

 
(HCT Ultra, PTM discovery) de la firma (HCT Ultra, PTM discovery) de la firma 

BrukerBruker
 

DaltonicsDaltonics, Bremen, Germany , Bremen, Germany 

●●
 

IonizareaIonizarea
 

prinprin
 

nnanoelectroanoelectrosprayspray
 

((nanoESInanoESI) ) complet automatizata bazata pe complet automatizata bazata pe 
chipchip

 
ss--a a realizatrealizat

 
utilizandutilizand

 
robotulrobotul

 
NanoMateNanoMate

 
400, care 400, care incorporeazaincorporeaza

 
tehnologiatehnologia

 ESI Chip (ESI Chip (AdvionAdvion
 

BioSciencesBioSciences, Ithaca, NY), , Ithaca, NY), cuplatcuplat
 

la HCT MS la HCT MS printrprintr--un un 
sistemsistem

 
de de montajmontaj

 
realizatrealizat

 
in in laboratorlaborator

●●
 

ToateToate
 

spectrelespectrele
 

de de masamasa
 

au au fostfost
 

obtinuteobtinute
 

in in modulmodul
 

ionilorionilor
 

negativinegativi

●●
 

ToateToate
 

celecele
 

3 probe au 3 probe au fostfost
 

analizateanalizate
 

utilizandutilizand
 

aceleasiaceleasi
 

conditiiconditii
 

instrumentaleinstrumentale: : 
tensiuneatensiunea

 
pepe

 
capilaracapilara, , potentialulpotentialul

 
contraelectroduluicontraelectrodului

 
MS, MS, temperaturatemperatura

 
sisi

 debituldebitul
 

gazuluigazului
 

de de desolvataredesolvatare, , timpultimpul
 

de de achizitieachizitie

●●
 

ParametriiParametrii
 

nanoESInanoESI
 

au au fostfost
 

optimizatioptimizati
 

pentrupentru
 

a a asiguraasigura
 

ionizareaionizarea
 

sisi
 

transferultransferul
 adecvatadecvat

 
al al componentelorcomponentelor

 
gangliozidicegangliozidice

 
in  MSin  MS



ROBOT DE INFUZIE AUTOMATA PRIN CHIP-ELECTROSPRAY, NANOMATE
ADVION BIOSCIENCES, NORWICH, UK



LaboratorulLaboratorul
 

de de SpectrometrieSpectrometrie
 

de de MasaMasa, , InstitutulInstitutul
 

National de CNational de C--D D 
pentrupentru

 

ElectrochimieElectrochimie
 

sisi
 

MaterieMaterie
 

CondensataCondensata, , TimisoaraTimisoara



LaboratorulLaboratorul
 

de de SpectrometrieSpectrometrie
 

de de MasaMasa, , InstitutulInstitutul
 

National de CNational de C--D D 
pentrupentru

 

ElectrochimieElectrochimie
 

sisi
 

MaterieMaterie
 

CondensataCondensata, , TimisoaraTimisoara



Spectrul
 

de masa
 

MS¹
 

al amestecului
 

de gangliozide
 

din NEO36
 

obtinut
prin

 
(-) nanoESI

 
chip HCT MS
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Solvent: MeOH; concentratia

 

probei: 3 pmol/μL; timpul

 

de achizitie

 

: 3 min; Chip ESI : 0,85 kV.
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Spectrul
 

de masa
 

MS¹
 

al amestecului
 

de gangliozide
 

din FL36
 

obtinut
prin

 
(-) nanoESI

 
chip HCT MS

Solvent: MeOH; concentratia

 

probei: 3 pmol/μL; timpul

 

de achizitie

 

: 3 min; Chip ESI : 0,85 kV.
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Solvent: MeOH; concentratia

 

probei: 3 pmol/μL; timpul

 

de achizitie

 

: 3 min; Chip ESI : 0,85 kV.

Spectrul
 

de masa
 

MS¹
 

al amestecului
 

de gangliozide
 

din OL36
 

obtinut
prin

 
(-) nanoESI

 
chip HCT MS
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Spectrul
 

de fragmentare
 

MSMS²²
 

pentru
 

ionul
 

dublu
 

incarcat
 

de la m/zm/z 917.75917.75
 corespunzator

 
speciei

 
gangliozidice

 
GD1 (d18:1/18:0) 

detectata
 

in amestecul
 

NEO36



Nomenclatura
 

ionilor fragment de carbohidrat*

* B.

 

Domon, C.E.

 

Costello,

 

Glycoconjugate

 

J. 5 (1988) 397-409.

non reducing
 

end reducing
 

end
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Schema de Schema de fragmentarefragmentare
 

in MSin MS²²
 

a a ionuluiionului
 

[M[M--2H]2H]²²⎯⎯
 

la la m/zm/z 917.75917.75
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UtilizandUtilizand
 

sistemulsistemul
 

automatizatautomatizat
 

de de infuzieinfuzie
 

prin chipprin chip--electrosprayelectrospray
 

cuplatcuplat
 

cu HCT MS si a cu HCT MS si a 
tehnicilortehnicilor

 
de de fragmentarefragmentare

 
prin CID sprin CID s--a a reusitreusit

 
identificareaidentificarea

 
unuiunui

 
numarnumar

 
foartefoarte

 
mare de mare de 

speciispecii
 

gangliozidicegangliozidice
 

in in structurilestructurile
 

analizateanalizate: : ceacea
 

maimai
 

mare mare varietatevarietate
 

de de speciispecii
 

gangliozidicegangliozidice
 (108) a (108) a fostfost

 
identificataidentificata

 
in NEO36, in NEO36, pepe

 
candcand

 
in FL36 si OL36 sin FL36 si OL36 s--au au identificatidentificat

 
doardoar

 
37, 37, 

respectivrespectiv
 

30 30 speciispecii
 

gangliozidicegangliozidice

»»
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mare a mare a speciilorspeciilor
 

gangliozidicegangliozidice
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in NEO36 in NEO36 poatepoate
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corelatacorelata
 

cu cu 
complexitateacomplexitatea
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coordonatecoordonate

 
de de aceastaaceasta
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nouanoua

 
filogeneticfilogenetic

 
a a cortexuluicortexului

 cerebralcerebral
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maimai
 

pregnantapregnanta
 

diferentadiferenta
 

a a expresieiexpresiei
 

gangliozidicegangliozidice
 

a a fostfost
 

observataobservata
 

in NEO36 in NEO36 vsvs. . 
OL36, OL36, atatatat

 
in in ceeaceea

 
cece

 
privestepriveste

 
numarulnumarul

 
multmult

 
maimai

 
mare de mare de speciispecii

 
gangliozidicegangliozidice

 
identificatidentificat

 in NEO36, cat in NEO36, cat sisi
 

a a prezenteiprezentei
 

speciilorspeciilor
 

polisialilatepolisialilate, , GQsiGQsi
 

GP, cat GP, cat sisi
 

a a celorcelor
 

fucozilatefucozilate, care , care 
au au fostfost

 
identificateidentificate

 
doardoar

 
in NEO36in NEO36

»»

 

NU au NU au fostfost
 

identificateidentificate
 

diferentediferente
 

semnificativesemnificative
 

in in ceeaceea
 

cece
 

privestepriveste
 

expresiaexpresia
 

gangliozidelorgangliozidelor
 in FL36 in FL36 vs.vs. OL36OL36

»»

 

PrinPrin
 

tehnicile de fragmentare utilizand disocierea indusa prin colizitehnicile de fragmentare utilizand disocierea indusa prin coliziune (CID MSn) a une (CID MSn) a 
platformei chipplatformei chip--nanonano--ESIESI--HCT sHCT s--a reusit a reusit identificarea izomerului GD1bidentificarea izomerului GD1b in NEO36 fara in NEO36 fara 
necesitatea unor investigatii suplimentare prin alte metode analnecesitatea unor investigatii suplimentare prin alte metode analitice sau biochimiceitice sau biochimice
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