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L'accoppiumento online con la ESI/TOFMS e offline con [a MALDI/TOFMS dimostrano
la capucita dellu HF FIFFF di purificare e frazionare campioni di protfeine intatte e di cellule intere,

indugine dei processi fisioloyici e

metabolici, regolati all’interno dellu

cellulu dulle proteine, costituisce

una delle principdli sfide della pro-
teomicu (1). Lu carutterizzazione delle protei-
ne dllo stuto nutivo (proteomicu fop-down) &
dunyue hecessuriu per comprenderne la
funzione biologicu e cutdliticu. L'andlisi di
proteine mediunte spefttfrometria di massu
(MS) hu uperto, nell’era post-yenomica,
nuove opportunita nello studio dell’ espressio-
ne protfeicu. L'innovazione stfrumentale in MS
di cumpioni bioloyici, e nelle techiche uncil-
|ari per il fraffamento di tuli campioni, € yuin-
di obietftivo di primario interesse scientifico
dagli importanti risvolti applicativi, anche dal
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sehzu dlterarne le condizioni hative.

founto di vistu commerciule ed economico.

La MS con andlizzatori o tempo di volo
(TOFMS) si & uffermutu come tecnicu di
eccellenza per I'andlisi di proteine infatte,
grazie dlla capacitd di reyistrare spettri di
massu uccurati su un umpio intervallo di
vdlori di m/z (2). L"esigenzu di ridurre la fram-
mentauzione durdnte il processo di ionizzuzio-
ne delle proteine ha quindi portuto ad
accoppidre la TOFMS u sorgenti di iohizzu-
zione u busso impatto, udli I'inferfaccia
elettrospray (ESI) e lu ionizzazione/desorbi-
mento luser ussistiti du mutrice (MALDID. A
riconoscimento del fondumentule upporto
dlla  curutterizzazione  spettrometrica  di
molecole bioloyiche, ugli inventori di yueste

fechiche di ionizzuzione € stuto ussegynhuto,
nel 2003, il Premio Nobel per la Chimica.

Nell’ambito di un dpproccio top-dowh
dll'indaygine proteomicu, la ESI/TOFMS per-
mette di studiare i processi di denuturuzione
delle proteine, cosi come i loro uspetti mor-
foloyici e conformuzionadli, mentre i metodi
MALDI/TOFMS si sono uffermati, fra I'dlfro,
come i piu efficaci per lu carutterizzazione
di cellule intere ddll'identificazione delle
proteine che le costituiscono (3). | valori di
m/z ricavati dagli spettri MALDI/TOF di cellu-
le intere sono uttribuibili u proteine intere
contenute nellu cellula. Una specie butteri-
cu pud yuindi essere identificata ricercun-
do tdli proteine su librerie di proteomicu,
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Figura 1 - Spettri multicarica della mioglobina (Mb). a) Spettro HF FIFFF-ESI/TOF;
M, = massa calcolata; b) spetiro RP HPLC-ESI/TOF; M, = massa calcolata

oppure confrontundo i vulori di m/z con
unu libreria di segnadli caratteristici oftenuta
su cumpioni butterici stundard. La ricercu di
metodi rupidi ed uccurdti per I'identificuzio-
ne di microrgunismi € uttudlmente drgo-
mento di hotevole interesse in svariuti umbi-
ti, fra cui le upplicuzioni biomediche, lu sicu-
rezza dlimentare, I'industria biotecholoyia
e, hon ultime, le strateyie difensive nei con-
fronti di conflitti con armi batteriologiche e
di contrasto del bio-terrorismo.

Quundo si undlizzano Mmediante TOFMS
cumpioni complessi come proteine nhon
purificate, miscele proteiche o campioni di
cellule intere, l'interpretuzione dedyli spettr
risulfa fuffavia estremumente  difficile. La
messu a punto di procedure sepurdtive e di
clean-up, che non dlterino la struttura Nati-
va dedli andiliti, & quindi di hotevole impor-
tunzy, in purticolure per yli studi indirizzati
dll'individuuzione e curutterizzazione di
componenti proteiche u bussu ubbondun-
za. Per l'undlisi proteomicu, lu TOFMS &
statu finoru uccoppiutu sia online (Mediun-
te l'interfacciu ESI) che offlihe u techiche
sepurutive come |'elettroforesi cupillure u
zonhe, lu HPLC e lu cromutoyrdfia ud esclu-
sione molecolure (4, 5). Queste techiche
presentuno futtavia limitazioni intrinseche
nell’andilisi di proteine intatte e di complessi
proteici, dovute dlla hecessitd di operare in
presenzu di elevate concentruzioni saline o
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di solventi dendturanti, e di softoporre le
proteine dll'interuzione con fasi stuzionarie
o intensi cumpi elettrici. Inoltre, benché ruy-
giunguno un’elevutu risoluzione nellu sepu-
razione di miscele proteiche, yueste techi-
che nhoh sono gyenerdlmente applicabili dlla
sepuruzione di cellule intere, e hon sono
purticolurmente selettive rispetto a variazio-
ni morfologiche o conformuzionadli indotte
sulle proteine intutte dull’intferuzione con
I'umbiente chimico circostunte.

In yuesto lavoro proponiumo yuindi I'utilizzo
di un dispositivo prototipo miniaturizzato con
curutteristiche peculiuri purticolurmente
udutte ed utili per un uccoppiumento con
la MS e specificatumente messo u punto
nei hostri luborutori per lu purificuzione ed il
frazionamento di proteine e cellule infere
per undilisi proteomicu.

HF FIFFF: un nuovo dispositivo

per frazionare bioanaliti

II dispositivo prototipo che dbbiumo svilup-
puto si busu sul principio del fruzionumento
in cumpo-flusso (FFF) ed & costituito du un
cundle Mminidturizzato, sterilizzabile e total-
mente biocomputibile. II cuore del dispositi-
vo HF FIFFF & uno spezzonhe di fibru cuvu
porosu (hollow fiber flow FFF, HF FIFFF) di lun-
ghezzu uttorno di 20 cm e diumetro inferno
submillimetrico, con volume yuindi attorno di
100 pL, dll'inferno del yudle proteine o cellu-

a +8 +9 +MNa*
10 “:;3‘ HEATH - - r“u a
£ M,= 17566.7 + 0.6 g || +2Na*
- 19T T
s i |
k| +T -E +3Ma*
+10 B f T e E LR
e T Fimsay 20 24 | &I LT
t .- LS U W b e s
b +11
1og, 18 — + Dipw
b
M= 16951.5 + 0.3
< |
t

Figura 2 - Purificazione online di mioglobina (Mb). a) Spettro multicarica
per iniezione diretta in ESI/TOF MS; b) spetiro multicarica per iniezione
in HFFIFFF-ESI/TOFMS

le intere vengono sepurate per effetto idro-
dinumico in buse u differenze di coefficiente
di diffusione (nel cuso di proteine) e di curaut-
teristiche biofisiche (nel cuso di cellule). |
caundli per HF FIFFF vengono costruiti nei hostri
|[aboratori a partire du fibre in materidle poli-
merico, fibre solitumente usute in dispositivi
per ultrdfilfrazione, ed inseriti in un sistemu per
cromutoyrufia  liguidu  opportunamente
modificuto. E possibile inietture nel sistemu
anuliti proteici o celluluri dispersi in fluidi bio-
logici e offenerne, oltfre dl frazionumento,
anche la purificuzione da componenti del
cumpione u pill busso peso molecolure,

L'assenzu di fuse stuzionariu e I'estremu fles-
sibilita nella sceltu dell’eluente rendono il
Mmeccunismo su cui si busu la HF FIFFF intrin-
secumente soff, e uindi particolarmente
adutto u preservare lo stato nativo di cum-
pioni bioloyici. La HF FIFFF ruggiunye, ad
esempio nel cuso di selezione di butteri e
cellule intere, prestuzioni sepurutive unulo-
ghe dllu FIFFF di tipo convenzionule (6), u
cui si ugygiungono i peculiari vantugyi dellu
miniaturizzazione, udli i ridotti curichi anali-
fici, la bussu diluizione del cumpione durun-
te I'eluizione ed i brevi tempi di andilisi, del-
I"ordine di pochi minuti. I costo del cunule,
che possiumo stimare inferiore di 5 euro
anche u livello di costruzione di un singolo
prototipo, he consente I'impieyo Monouso,
con ulteriore vuntagygio yuando si lavora

La Chimica e I'industria - Dicembre ‘04

59



60

e egn

L]

Figura 3 - Spettro MALDI/TOF di una miscela 1:1 di E. coli liofilizzati e B. subtilis. §: picchi caratteristici

individuati per E. coli; #: picchi caratteristici per B. subtilis

con cumpioni di origine bioloyicu, per i
yudli & necessurio eviture rischi di effetto
memoriu e di contuminuzione tra undlisi
successive. Queste curatteristiche rendono
la HF FIFFF purticolarmente adatta dll’ac-
coppiumento con la TOFMS in undlisi pro-
tfeomicu fop-down.

HF FIFFF-ESI/TOFMS di proteine
intatte

Gruzie i bussi flussi di fuse mobile in uscitu
del dispositivo frazionatore (<0,3 mi/min.), &
stuto possibile I'accoppiumento online con
sistemi ESI/TOFMS, per I'andlisi di proteine
dllo stuto nutivo. L'accoppiumento online
& stuto reulizzuto colleyundo direttumente
|"'uscitu del cunale u fibra cuvu dl cupillare
d’ingresso dell'interfaccia ESI. |l risultato di
yuesto uccoppiamento & mostrato in
Figura 1, dove soho messi a confronto dli
spettri multicuricu oftenuti du un campione
di mioylobinu (Mb) eluito in HF FIFFF-
ESI/TOFMS (Figuru 1u) e yuello ottenuto du
un tipico sistemu andlitico per undlisi pro-
teomicu fop-down, costituito du un uccop-
piumento MS con un sistemu HPLC a fuse
inversa (RP HPLC ESI/TOFMS, Figura 1b). I

minor numero di curiche ussunte dalla pro-
teinu dopo il frazionamento in HF FIFFF &
indice di unu minore denhuturuzione, ossiu
del futto che lu proteinu si € muntenutu in
condizioni piu simili a yuelle native. Inoltre,
| maussu culcoluta dullo spettro multicari-
cu per I'unicu specie osservatu & uttribuibi-
le dllu sommu dellu cautenu polipeptidica
dellu Mb e del gruppo prostetico eme,
naturdimente presente in tule proteinu. i
preventivo fruzionumento dellu proteina in
HF FIFFF cohserva quindi le interuzioni hon
covulenti del complesso proteinu-gruppo
prostetico, permettendo di determinarne
con uccurdtezzu |u suu mMussu Molecolure
complessivu, Lu sepuruzione dellu medesi-
mu proteinu in RP HPLC he provocu invece
| denaturuzione con conseguente perditu
dell’eme, come risultu dullu mussu dellu
specie culcoluta dullo spettro multicaricu
riportuto in Figuru 1b, che coincide con la
solu cutenu polipeptidicu,

La rimozione di compohenti hon voldutili
yuuli cutioni metdllici du cumpioni proteici
€ importante per lu correttu interpretuzione
di spettri ESI/TOFMS e per ottenere bussi limi-
ti di riveldbilita nellidentificuzione di protei-

ne, in yuunto cutioni metdllici possono for-
mare uddotti proteici nellu sorgente di iohiz-
zuzione. L'impieyo del dispositivo HF FIFFF
permette, con lu fuoriuscitu dei componen-
ti hon proteici del cumpione dui pori dellu
membrunu utilizzata nel dispositivo du hoi
sviluppdato, anche la purificuzione in lineu
del cumpione proteico dulle specie in
ygrudo di formure uddotti nellu sorgente. In
Figura 2 si riportu il confronto fra i risultati di
una andlisi ESI/TOFMS oftenuta du una inie-
zione diretta di Mb (Figuru 2d) con yuelli
oftenuti du pre-fruzionumento di Mb
mediunte HF FIFFF in lineu (Figura 2b).
Appure chiuro che I'iniezione direttu produ-
ce uno spettro, yui riportuto solo nellu zonu
attorno dllo ione molecolare a curicu +9, in
cui sono presenti uddotti proteici con cutio-
ni Nu* che hon sono viceversu presenti nello
spettro ottenuto du HF FIFFF-ESI/TOFMS.
L'intfensita del seynule relutivo dllo ione
molecolare u hove curiche risulta inolfre
incrementuta hel cuso di prefruzionumento
mediunte HF FIFFF.

Rispetto dlle promettenti peculiarita di fra-
zionumento soft e di cleun-up, hon si pone
comunhyue in secondo piuno lu curutteri-
sticu fondumentule del sistema HF FIFFF,
che & uppunto unu techicu sepurativa in
senso clussico, in dltre purole pseudo-cro-
matogrdfico, in yrudo yuindi di sepurare, e
distinguere dal diverso tempo di ritenzione,
proteine intere in buse ul loro diverso coef-
ficiente di diffusione (D). Poiché il coeffi-
ciente di diffusione di proteine intere & in
reluzione hon solo con il peso Molecolare
(M) mu anche con uspetti conformuzio-
ndli della proteinu, differenze in tempo di
ritenzione in HF FIFFF in relazione dlla andlisi
di mussu via oh-line ESI/TOFMS possono
permettere di studiure, ud esempio, come
si possuno verificure vuriuzioni conformu-
ziondli in unu proteinu interu senza Modifi-
cuzione di mussy.
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HF FIFFF-MALDI/TOFMS di miscele
di batteri interi

Le potenzidlitd di un uccoppiumento off-
line HF FIFFF e MALDI/TOFMS per il frazionu-
mento di cellule sono risultute chiare quun-
do si sono confrontuti yli spettri di butteri
unulizzati direttumente in MALDI/TOFMS
con quelli ottenuti dopo frazionumento HF
FIFFF, siu per yuunto riguardu lu possibilita di
purificare il cumpione, siu per yuunto
riguardu la semplificuzione degli spettri
oftenuti du butteri in miscelu. L'iden-
fificuzione mediunte MALDI/TOF MS di piu
butteri presenti in un campione risultu com-
plicuta ddlla simulfuneu presenza nedli
spettri di seynali curutteristici per entrumbe
le specie, oltre che dullu possibile soppres-
sione di dlcuni seyndli dovuta dllu tipicu
natura competitiva del meccunismo di
ionizzazione MALDI (7). In Figura 3 si riporta,
ud esempio, lo spettro MALDI/TOF di una
miscelu di cellule di Escherichia coli e
Bacillus subtilis nel qudle, per ciuscunu spe-
cie, € possibile ritrovare solo 5 dei 10 segnu-
li curatteristici che erano stuti identificuti su
una libreria di spettri ricavata du campioni
ddlle singole specie.

II prefrazionumento della miscela in HF FIFFF
consente, invece, di oftenere spettri pit
semplici, e quindi di semplificure I'identifica-
zione delle specie butteriche. In Figura 4
sono riportati i risultati ottenuti dall’andlisi
MALDI/TOFMS u seguito di un fruzionumento
HF FIFFF dellu stessu miscelu di E. colie B. sub-
filis il cui spettro & riportuto in Figura 3. Dl
confronto di tule spettro con yuelli otfenuti
dulle cellule buatteriche delle due specie
(Figura 4 b,c) raccolte in corrispondenzu
delle due bunde di fruzionumento indicute
in Figura 44, uppure evidente lu presenza in
ciuscuno spettro di segndli relutivi ud unu
solu specie, olfre ud uh mugyyior recupero di
seynuli curutteristici per ciuscuna specie (9
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Figura 4 - HF FIFFF MALDI/TOF di una miscela 1:1 di E. coli e B. subtilis liofilizzati. a) Frattogramma HF FIFFF:

picco 1 = B. subtilis, picco 2 = E. coli; b) spettro MALDI/TOF della frazione 1 e rispettivi picchi caratteristici
individuati; c) spettro MALDI/TOF della frazione 2 e rispettivi picchi caratteristici individuati

per E. coli e 8 per B. subtilis rispetto ai 10
segndli carutteristici er ciuscuna specie).
Andlogumente u quunto mostrato hel cuso
della purificazione di proteine, il pretfratta-
mento mediante HF FIFFF pud inolfre miglio-
rare la qudlitd degli spettri ottenuti da cam-
pioni di cellule intere in Matrici reuli. E noto,
infatti, come la riproducibilitd ed il rapporto
segndle/rumore hedli spettri MALDI/TOF di
cellule infere siuno condizionati dallu pre-
senzu hel campione di componenti hon cel-
lulari di diversu origine, che possono co-cri-
stullizzare con lu mutrice. Lu HF FIFFF, che & in
grado di purificare il campione di partenza
du tdli specie, consente di oftenere spettriin
cui i segnali, yuindi gli andiliti, sono piu facil-
mente identificabili.

Prospettive di sviluppo

| dispositivi e le procedure HF FIFFF da noi
sviluppute possono intfeyrursi ed agyiun-
yersi efficacemente dlle strategie di trat-

Hollow Fiber FFF for MS of Intact Proteins and Whole Bacteria
Time-of-flight mass spectrometry (TOFMS) is a fundamental technique for characterization and identification of intact proteins, which is the
basis of top-down proteomics. In this work, the application of hollow-fiber field-flow fractionation (HF FIFFF) - a miniaturized, home-built
FFF version - for sample preatratment in TOFMS is proposed. Online coupling with ESI/TOFMS and offline coupling with MALDI/TOFMS
demonstrate the ability of HF FIFFF to purify and fractionate intact proteins and whole cells, preserving their native conditions.
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tfumento del cumpione in indugine pro-
teomicu di fipo tfop-down, ognhiyuulvoltu
siu hecessurio ridurre lu complessita dei
cumpioni du andlizzare senzu dlterdarne le
condizioni hative. Lu sceltu di geometrie
e Mmauteridli opportuni pud consentire la
redlizzuzione di cunali otftimizzati per
dpplicuzioni specifiche. Stiumo quindi
lavorundo unche u sviluppi tecnici du
dpportare siu al dispositivo sepurativo in
sé& che ul miglior schemu strumentule per
il suo funzionumento e il controllo delle
condizioni operutive, che ci possuno per-
mettere di prendere in considerazione
unche uspetti di brevettubilita dellu
metodicu. Tru yuesti, un interessunte svi-
luppo € legauto dll’impieygo di fibre cuve
di sezione ridottu tule du rendere il siste-
ma HF FIFFF computibile con interfucce di
tipo hanospruy, che suppiumo rivestire
grande importanza nella undlisi MS di
proteine u bussu ubbondunza,
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