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1.INTRODUZIONE



1.1 Ilrene: anatomia e fisiologia

1.1.1 Anatomia renale

Il rene € un organo simmetrico, bilateralmenteatdupresso la parete posteriore delladdome,
dietro al peritoneo, ai lati della colonna vertébrall’altezza delle ultime vertebre dorsali (Fig
1).

Figura 1: struttura del rene (Immagine tratta da Wheater. Istologia e anatomia microscopica, a cura di Young B, Heath JW.
CE Ambrosiana).

I reni hanno forma caratteristica simile a queliaud fagiolo, con I'asse maggiore disposto
longitudinalmente; il margine concavo, rivolto madiente, presenta un’ apertuita,renale in
corrispondenza del quale penetrano i vasi sanguegaili e si diparte il corrispettivo uretere.

In sezione frontale, il rena presenta una partégpea piu chiara e una parte interna piu scura:
la parte periferica & det@mna corticalementre quella piu interna e2zana midollare.

La zona midollare e suddivisa da in diversi porziiangolari ciascuna avente al vertice le
cosidettepiramidi di Malpighi.ll parenchima tra le piramidi & costituito dallasta corticale che
in questa sede forma colonne del Bertin.

Il parenchima di un rene e costituito da circanifione di unita funzionali, i nefroni, a loro
volta costituiti da una parte filtrante, il corpost renale, cui fa seguito una parte una parte
riassorbente secernente, il tubulo renale.

| corpuscoli renali sono formazioni sferoidali chietrovano esclusivamente nella corticale del
rene e operano ['ultrafiltrazione del plasma. N&ii sono circa due milioni, con una superficie
filtrante totale di 1,5-2 M. Ciascun corpuscolo & costituito unitd funzion&i:capsula di
Bowman e il glomerulo renale. La capsula di Bowrdama formazione sferica formata da esile
membrana ialina in cui si possono distinguere ib@oterioso attraverso il quale entra I'arteriola
afferente ed esce I'arteriola glomerulare effereati polo urinifero che € il punto in cui inizila
tubulo renale.

Il glomerulo renale rappresenta lI'insieme dei dapiche collegano l'arteriola afferente a quella
efferente.

L’altra parte unita funzionale del nefrone étubulo prossimaleche € organizzato con una
successione di tratti con proprie caratteristias®lbgiche e morfologiche. Il tubulo contorto
prossimale rappresenta la prima porzione in pratsimel corpuscolo di Malpighi da cui
origina.

Si dirama all'interno della corticale e, a suat&pta origine all'ansa di Henle, che si addentra
nella piramide midollare, compie un’ansa e ritomella corticale dove prosegue nel tubulo
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contorto distale. Questo tratto prosegue con utodatlettore che convogliera I'urina all’interno
del calice renale.

Il tubulo renale si contorce e si ripiega su sessiegn modo che il tubulo distale passa tra le
arteriole afferenti ed efferenti formando I'apparatixaglomerulare costituito dalle cellule
iuxaglomerulari (miociti della parete dell’arte@oafferente i quali si sono differenziati in cedlul
endocrine) e dalla macula densa in contatto cpotaione del tubulo distaié?

1.1.2 Fisiologia renale

Il sistema urinario &€ deputato alla filtrazionegdiantita elevate di plasma, al riassorbimento di
quelle sostanze che I'organismo deve conservaikteiminazione e/o escrezione di quelle che
devono essere espulse. Ogni minuto si formano &26aml di ultra filtrato, anche se la quantita
di urina prodotta e pari al 1 ml/min, quindi piul @9% dell'ultrafiltrato glomerulare viene
riassorbito.

Il sangue che, arrivando dall'arteria renale, paateaverso i capillari glomerulari viene
ultrafiltrato dando origine ad un soluto simile lagma ma molto povero in proteine. Il filtro
glomerulare permette il passaggio di acqua e saluiasso peso molecolare questo fa si che
vengano trattenute, in base al peso molecolaregculd come le proteine mentre c'e un libero
scambio di acqua ed elettroliti. Il riassorbimerdd elettroliti ed acqua €& anche regolato
rispettivamente dall’'ormone aldosterone e dallapesssina di cui il rene € I'organo bersaglio.
Inoltre il rene e anche sede di produzione di catippfunzione endocrina infatti nell’apparato
iuxaglomerulare viene prodotta la renina un enzpnateolitico che, nel circolo sanguigno,
induce la produzione dell’ angiotensina | che, peccessiva idrolisi genera angiotensina Il.
Quest’ ultimo ormone € un potente vasocostrittoralto effetto ipertensivo.

Un altro ormone prodotto dal sistema renale e ti@pbietina che stimola la sintesi di
emoglobina negli eritroblasti (elemento immaturdlaleerie rossa del sangue) e induce la
differenziazione delle cellule staminali eritroig@mocitoblasti) in eritroblasti e quindi in
eritrociti.

Infine il rene e responsabile anche della prodweicaicitriolo o 1,25-diidrossicolecalciferolo. La
sua attivita e stimolata con effetto induttorio ldatarenza alimentare di calcio e fosfato,
dall'ipocalcemia ed ipofosfatemia e dagli ormoraratiroidei, della crescita, prolattina ed

estrogerii®.

La Societa Italiana di Nefrologia (SIN), sulla baks dati aggiornati a tutto il 2009, conferma
che in ltalia, le persone che devono abitualmeate ficorso alla dialisi sono oltre 45mila;
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coloro che hanno subito un trapianto di rene samsiglémila (15.793 a tutto il 31 dicembre

2010); e sono tra i 5 e i 6 milioni gli italianielsoffrono di un danno renale.

L’insufficienza renale puo essere causata da éffiteraffezioni e quelle piu frequenti sono le

lesioni renali secondarie all'ipertensione arteajoall’arteriosclerosi e al diabete. Seguono per
frequenza le glomerulo nefriti; le cosiddette npate interstiziali, talora infettive o secondarie

ad un’ostruzione delle vie urinarie, o piu spessgate ad un inappropriato uso di farmaci; le
malattie ereditarie, tra i quali i reni policistidi’insufficienza renale, anche lieve accresce
sensibilmente il tasso di morbilita e mortalitatabso di sopravvivenza dei dializzati italiani €'
del 55 per cento e tale percentuale si abbassaalotente se si considerano i tumori renali.

Il carcinoma renale é il terzo tumore urologico fii@quente dopo quello alla prostata e alla

vescica e appare in crescita negli ultimi decehni

1.2. 1l carcinoma renale

1.2.1 Cenni di epidemiologia

Nel 2011 il carcinoma renale (RCC) ha ricevuto gnande attenzione presso i maggiori
congressi urologici e oncologici tenutisi in tutanondo anche se si attesta solo al terzo posto
tra le piu comuni neoplasie urologiche dopo ilara prostatico e uroteliale.

L’RCC conta piu di 50.000 nuovi casi negli USA ecai 15.000 ogni anno in Germania 9. Dati
aggiornati al 2002 dell'lstituto Superiore dellanfa confermano che sono stati diagnosticati
8.200 (5.600 uomini e 2.600 donne) e rappresent&d6 di tutte le neoplasie nella popolazione
italiana.

In Italia I'incidenza di questa neoplasia € in citgs mentre la mortalita € in riduzione come si
puo vedere dal grafico Questo trend favorevoleobaibilmente dovuto alla maggior diffusione
della diagnostica per immagini, che tuttavia halimigto la percentuale di diagnosi precoce, con
un effetto positivo sulle possibilita terapeutidte.

Elevato rimane comunque il numero delle vittimeetilf da RCC a causa della sua crescita
aggressiva, dell’ alto tasso di metastasi precalglia mancanza di una terapia in fase avanzata.
L'incidenza del’lRCC e aumentata in modo signifiaatnegli ultimi 30 anni. In particolare
un‘analisi retrospettiva (1975 - 2006) condotta SBER Gurveillance Epidemiology and End
Result¥ su un database di 63.843 pazienti con carcinoemale ha rivelato che negli Stati Uniti
tra il 1975 e il 2006 l'incidenza é passata dalal,47,6 per 100.000 abitanti.



L’ incremento medio annuo é stato del 3,6% neloger compreso tra il 1976-1990 mentre
guesta tendenza e leggermente diminuita negli @mmiseguirono. Tra il 1991-2006, infatti, la
percentuale di incidenza medi annuale ha raggili2t8%.11

Un altro interessante risultato € emerso da quasadisi: I'aumento dell'incidenza ha colpito
soprattutto i pazienti piu anziani fino al 1990ie giovani dopo il 1991. Questo significa anche
che, al momento della diagnosi, la maggior partgdeienti con carcinoma renale aveva piu di
65 anni fino al 1991, mentre il 55,3% dei soggedtpiti da RCC aveva un’eta inferiore ai 65
anni nel 2006. Il carcinoma a cellule renali handy un andamento crescente in base all'eta, e
infatti raro prima dei vent'anni, rappresentandio §2% dei tumori pediatrici, senza differenza
di genere, e fino alla quarta decade si annovenaochi casi; l'incidenza aumenta poi
progressivamente raggiungendo un picco tra i sessah settanta anni.

I RCC e piu frequente nel sesso maschile rispetjaello femminile, con un rapporto maschio-
femmina di 3-2 ed in particolare ha un tasso didecza europea di 16.7 tra gli uomini e 7.6
nelle donne per 100000 persone/annol2.

1.2.2 Classificazione

| carcinomi renali sono una classi eterogenea diotyy che possono derivare da cellule
specifiche all'interno del nefrone o nei dotti edlori.

Le neoplasie del rene sono classificate seconsigtéma redatto dall’Organizzazione Mondiale
della Sanita (OMS) nel 2004 che e stato sviluppapartire dalla classificazione formulata da
Heidelberg e Rochester nel 1997. La classificaziohdS 2004 € molto importante ai fini
dell'inquadramento clinico e terapeutico perchéinikce numerosi sottotipi di neoplasie, che
presentano aspetti istopatologici, alterazioni tiehe e comportamenti clinici distinti.

In questa classificazione sono inclusi sia tumamigni sia tumori maligni ed una categoria
indicata come “"carcinoma a cellule renali inclasalfile”, a cui dovrebbero essere assegnate
quelle neoplasie che non rientrano in nessuna daléxgorie ben stabilitg.

Istopatologia: classificazione delle neoplasie waie secondo WHO 2004

Neoplasie a cellule renali

Maligne

Carcinoma a cellule renali a cellule chiare
Carcinoma a cellule renali a cellule chiare maodtillare
Carcinoma a cellule renali papillare

Carcinoma a cellule renali cromofobo

Carcinoma dei dotti collettori del Bellini

Carcinoma a cellule renali midollare

Carcinoma con traslocazione Xp11



Carcinoma associato a neuroblastoma

Carcinoma mucinoso a cellule tubulari e fusate

Carcinoma a cellule renali inclassificabile
Benigne

Adenoma papillare
Oncocitoma
Neoplasie metanefriche

Adenoma metanefrico

Adenofibroma metanefrico

Tumore stromale metanefrico
Neoplasie nefroblastiche

Residui nefrogenici

Nefroblastoma

Nefroblastoma cistico
Neoplasie mesenchimali

Sarcoma a cellule chiare
Tumore rabdoide
Nefroma mesoblastico congenito
Tumore renale ossificante dell'infanzia
Leiomiosarcoma
Angiosarcoma
Rabdomiosarcoma
Istiocitoma fibroso maligno
Emangiopericitoma
Osteosarcoma
Angiomiolipoma
Angiomiolipoma epitelioide
Leiomioma
Emangioma
Linfangioma
Tumore a cellule juxtaglomerulari
Tumore a cellule interstiziali della midollare
Schwannoma
Tumore fibroso solitario
Neoplasie miste mesenchimali ed epiteliali

Nefroma cistico
Tumore misto epiteliale e stromale
Sarcoma sinoviale

Neoplasie neuroendocrine

Neoplasie ematopoietiche e linfoidi

Neoplasie a cellule germinal

Neoplasie metastatiche

| tumori benigni (adenoma, angiomiolipoma, fibronippma, leomioma, emangioma, tumore
delle cellule iuxtaglomerulari) non sono frequenta loro incidenza € compresa tra il 3-7% dei
casi. Possono insorgere da qualsiasi cellula rggrakente nel rene, possono raggiungere grandi

dimensioni e sono difficilmente differenziabili ¢alforme maligne anche con le moderne
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tecniche radiologiche. Nelle maggior parte dei césidiagnosi delle forme benigne e data
dallesame istologico del pezzo operatorio, quirsdilo dopo intervento chirurgico.Solo
I'angiomiolipoma renale puo avere una diagnosigperatoria pressoché sicura, dal momento
che le sue immagini allecografia e alla TC son@ttaristiche.

Tra le neoplasie maligne, quelle con una piu atagntuale di incidenza sono le neoplasie a
cellule chiare, il tumore renale papillare e crémbo che insieme costituiscono oltre il 95 % dei

cast”,

1.2.3 Carcinoma a cellule chiare

Il carcinoma renali a cellule chiare (ccRCC) raggenta circa il 75% dei tumori renali ed &
quindi la neoplasia piu frequente. Nel 28-37% dsi di ccRCC si verifica necrosi coagulativa
soprattutto in pazienti classificati con un altadp nucleare G4 secondo la scala di Fuhrman
La trasformazione sarcomatoide avviene nel 5% ditictale neoplasid® ed & evento pil
frequente nei tumori a cellule chiare, ma non esetudi questo istotipo. Un cenno particolare
meritano le forme a presentazione cistica, trauioye ne sono alcune assai poco aggreséive
Nel caso in cui vi siano cisti ma non una compoadnmorale solida si parla di carcinoma a
cellule renali cistico multiloculare. Questo e ddesato un sottotipo del RCC a cellule chiare ed
ha un’eccellente prognosi.

La neoplasia si presenta macroscopicamente diitplgrallastro conferito dall’abbondante
presenza di colesterolo, lipidi neutri e fosfolipithlora con aree emorragiche, necrotiche o
parzialmente cistiche.

Le cellule chiare rotondeggianti o poligonali, ot&ratterizzano il ccRCC, derivano da un
artefatto, causato dalla routinaria proceduraagfich che, rimuovendo il glicogeno ed i lipidi
all'interno dei citoplasmi, li fa apparire otticante vuoti al microscopio ottico dopo colorazione
con ematossilina ed eosina.

I ccRCC pud anche contenere una percentuale waridb cellule con citoplasma granulare
eosinofilo: raramente, queste cellule granularios@nedominanti o l'unico tipo di cellula.

Questo tipo di neoplasia puo crescere in vari miostelitturali e tra questi i tipi pit comuni sono
quello alveolare compatto, tubolare, e microcistidel modello alveolare compatto (Fig 4), le
cellule epiteliali si aggregano in modo solido qmttern microacinare e sono separate da una

delicata ramificazione di tessuto connettivo altateevascolarizzato.



Figura 2: struttura alveolare compatta di ccRCC (Immagine tratta da e- medicine Medscape)

Nel modello tubolare (Fig 5), le cellule epiteli@ono disposte linearmente lungo i setti di
tessuto connettivo vascolarizzato a formare il luceatrale. Nelle regioni di degenerazione
cistica, queste strutture si dilatano a formargaittern microcistico e / 0 macrocistico con spazi

luminali contenenti materiale necrotico, chiarddtueosinofilo e globuli rossi*®

Figura 3: struttura tubulare di ccRCC (Immagine tratta da e- medicine Medscape)

CCRCCs spesso contengono piu di un modello artdriieb e possono essere osservati anche
regioni di architettura papillare o pseudo papdléfig 6).

Figura 4: struttura papillare di ccRCC(Immagine tratta da e- medicine Medscape)

La maggior parte dei carcinomi a cellule chiareegano una debole risposta inflammatoria,
tuttavia vi puo essere la presenza di infiltratfdicitari o neutrofilici con cellule natural killex

vi & un’associazione tra la forte infiltrazioneftinitaria e I'outcome sfavorevole.

CCRCCs hanno una maggiore propensione alla metasizibne attraverso il sistema
vascolare che non per il sistema linfatico, corplasenza di cellule maligne all'interno di
piccole vene intrarenali. Cosi I' invasione del@eanale di solito avviene dall'interno della vena
renale, portando ad una maggiore propensione peetastasi a distanza che per la diffusione
loco-regionale e i bersagli pit comuni sono ilrpohe (33-72%), i linfonodi intra-addominali
(3-35%), il sistema scheletrico (21-25%), il celve(7-13%), il sistema epatico (5-10%) Il
carcinoma a cellule renali a cellule chiare e comds per la metastatizzazione in tempi lunghi,

anche dopo 10 anni dalla diagnosi/trattam&nt®

1.2.4 Carcinoma renale papillare

Il carcinoma a cellule renali di tipo papillare (PR) rappresenta circa il 10-15% delle neoplasie
del rene. Sebbene la maggior parte pRCCs sondenailia pRCC € il piu comune tumore renale
bilaterale o multifocale. Macroscopicamente si guésentare in forma solida od avere una
degenerazione necrotica centrale simil-cistica.rdficopicamente la caratteristica principale e
I'aggregazione papillare con assi fibrovascolam eoacrofagi e/o con necrosi colesterinfta

La differenza tra il pRCC e il ccRCC € individuabidalla minore vascolarizzazione

intratumorale, misurata in termini di densita miascolare (MVD).



Esistono due sottotipi di carcinoma papillaretipo 1 in cui la papilla presenta un epitelio
monostratificato, a citoplasma basofilo e con niygtesi di nucleoli evidenti ed il tipo 2, che é
invece costituito da papille rivestite da epitgdgeudo-stratificato, a citoplasma piu eosinofilo e

con grado nucleare pitl elevataFig 7).

a b

Figura 7 : a) tumore renale papillare di tipo [; b) tumore renale papillare di tipo I (Immagine tratta da Radiographics
:Papillary Renal Cell Carcinoma: Radiologic-Pathologic Correlation and Spectrum of Disease

pRCC tende a metastatizzare meno frequentememettdsa ccRCC e colpisce il sistema
scheletrico, il cervello e il polmone che & laeseti metastatizzazione pit frequent.La

prevalenza di metastasi viscerali € del 5,7% -14%pazienti colpiti da questo tipo di metastasi
hanno una prognosi infausta con una sopravvivenediansignificativamente inferiore (9,1

mesi) rispetto ai pazienti con carcinoma metasiat@RCC (22 mesf}*>>

1.2.5 Carcinoma renale cromofobo

Il carcinoma a cellule renali di tipo cromofobBHRCC)rappresenta circa il 5% delle neoplasie
del rene. Macroscopicamente, si presenta come miassa solitaria, circoscritta, € non
incapsulata con un’ omogenea superficie chiaraotbre castano. La dimensione media del
tumore & 6,0 centimetri, ed & pill grande di qudllaaltri sottotipi *°. Microscopicamente
contiene delle grandi cellule poligonali con menmiaraellulare prominent€. Il citoplasma &
chiaro e resistente alle colorazione con ematoasid eosina. | vasi sanguigni tumorali hanno

pareti spess® (Fig 8)

Figura 8: carcinoma renale cromofobo (Immagine tratta da Journal of Experimental & Clinical Cancer
Research Chromophobe renal cell cancer - review of the literature and potential methods of treating
metastatic disease)

I ChRCC comprende un gruppo eterogeneo di cardincompresi il tipo classico, eosinofilo e

il tipo misto. La variante eosinofila (conteneptu dell’ 80% di cellule eosinofile) & spesso
bilaterale (11%) e multifocale (22% ) e presenteaimili a quelle dell'oncocitoma (architettura
nidificata alveolare o laminare con granularitasieofila, accentuazione periferica del
citoplasma). Il tipo classico (contenenti piu di¥8@i cellule chiare) é associata a necrosi o
cambiamento sarcomatoide con un’ architettura éwve laminare.

L’RCC cromofobo con istologia mista ha un'architedtvariabile che puo contenere una miscela

di cellule chiare e cellule eosinofifé



1.2.6 Eziologia

Molti sono gli studi che hanno valutato i numerfagtori che sembrano influire sull'insorgenza
del carcinoma a cellule renali ma, a tutt'ogginrestato identificato alcun agente eziologico
specifico.

Un ruolo importante nello sviluppo della malattendra essere rivestito dal fumo di sigaretta:
esiste infatti una chiara correlazione dose-rispostquanto nei fumatori accaniti il rischio
relativo aumenta di 2,3 volte rispetto ai fumatmoderati. E’ stato osservato, inoltre una
riduzione del rischio con la cessazione del furfeliminazione del consumo di tabacco
potrebbe prevenire dal 16 al 28% dei casi di caroii del rene considerando una percentuale di
fumatori tra il 20 e il 40% nella popolazione adulSi osserverebbe inoltre una riduzione del

rischio negli ex-fumatori da pitl di 15 anni sind28R6, rispetto ai fumatoft=:

E’ stato calcolato I'obesita ha contribuito alloilgpgpo dell’ RCC in circa il 30% dei casi in
Europa e 40% negli Stati Uniti e in Canada tuttanoa € chiaro se I'obesita sia anche associata
con l'aggressivita e la sopravvivenza alla pataogin recente studio conferma che il rischi di
sviluppo della malattia aumenta di 1,48 per ogritaudi BMI per pazienti obesi (BMI > 30
kg/m? ) rispetto a soggetti normopeso. Diversi possibiBccanismi sono stati proposti per
spiegare l'associazione tra obesita e un aumensatdo di alcuni tipi di cancro tra cui quello
del rene. Le cellule adipose producono adipochaie possono stimolare o inibire la crescita
delle cellule: la leptina, che & piu abbondanteparsone obese, sembra promuovere la
proliferazione cellulare, mentre I' adiponectinagce@ meno abbondante in persone obese, puo
esercitare effetti antiproliferativi. Inoltre le Izée adipose sono coinvolte nella produzione di
citochine e ormoni ad azione pro-inflammatoria etimgiudi hanno confermato le reciproche
influenze fra stati flogistici e fase di iniziazere di progressione di molti tumoti. grasso
corporeo, inoltre, influenza direttamente alcurmmoni circolanti, come insulina, IGF (insulin-
like growth factor) ed estrogeni, creando un amei@he favorisce la carcinogenesi e che limita

I'apoptosf?.

E’ ormai noto che l'ipertensione € un fattore dchio per lo sviluppo di cancro e il carcinoma

renale sembra essere strettamente associato a qagstogia. | pazienti ipertesi hanno un

rischio di morire per carcinoma renale maggior®,d3 rispetto ai soggetti normotesi; pazienti

con ipertensione di stadio 3 hanno un rischio disgj4 volte superiore. Molti studi, tuttavia
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associano il rischio di carcinoma a cellule rerdli esposizione a lungo termine a terapie

diuretiché®.

Anche se il carcinoma renale non puo essere caasidena malattia professionale, diversi studi
hanno approfondito la relazione tra esposizionfgesionali e la sua insorgenza e si € visto che
agenti cancerogeni industriali nel campo della tazmne della gomma, dei coloranti organici e
delle raffinerie metallurgiche, oltre all'esposizéospecifica ad amine aromatiche, € correlata ad

un alto rischio di sviluppare un carcinoma al réhe

Esiste una predisposizione familiare e genetica alliluppo del carcinoma renalalcune
sindromi ereditarie sono, infatti, associate alfeentato rischio di sviluppare particolari istotipi
di carcinoma renale (10). Tali sindromi includormosindrome del carcinoma renale a cellule
chiare di tipo familiare, il carcinoma renale dpdi papillare ereditario, la sindrome della
leiomiomatosi associata a carcinoma renale, lar@md di Birt-Hogg-Dube e la malattia di von
Hippel-Lindad®.

Gli individui affetti da oncocitoma renale familearsono in grado di sviluppare oncocitoma
multifocale bilaterale, o neoplasie oncocitiche nehe mentre coloro che sono colpiti da
carcinoma renale papillare ereditario sviluppano aarcinoma renale papillare bilaterale
multifocale.

La leiomiomatosi associata a carcinoma renale € mmadattia ereditaria a trasmissione
autosomica dominante, caratterizzata dallo sviluideiomiomi cutanei ed uterini multipli e da
carcinomi renali papillari di tipo 2 o dei dottilt&itori, con una elevata capacita metastatica ed
una prognosi infausta. Nella sindrome di Birt-Hdggbe, si manifestano tumori benigni del
follicolo pilifero ma con alto rischio di sviluppdi neoplasie renali. La malattia di von Hippel-
Lindau (VHLD) rappresenta , invece, la sindromediegia piu frequente, con una incidenza
annuale negli Stati Uniti di 1 caso ogni 35000 pees Si tratta di una sindrome ereditaria a
trasmissione autosomica dominante caratterizzatandapredisposizione a neoplasie primitive
del cervello e del cervelletto, che si verificared 65% dei casi. Nel 20% dei pazienti insorgono
invece neoplasie delle ghiandole surrenaliche, tumedocrini del pancreas o neoformazioni
cistiche pancreatiche multiple. Cisti renali e gami renali si sviluppano in circa il 70% dei
pazienti con tale sindrome. Le neoplasie renalianéHLD sono sempre carcinomi a cellule

chiare, si sviluppano precocemente e tendono adeebgaterali e multifocafi® 3" 3
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1.2.7 Fattori prognostici molecolari

I carcinoma renale comprende un gruppo eterogenedi diversi
sottotipi di neoplasie e le analisi genomiche hardimostrato che le differenze non si basano
solo su criteri istopatologici, ma anche su speleéi mutazioni genetich®. Una pill accurata
comprensione delle caratteristiche biologiche eogeche della malattia costituisce uno
strumento efficace non solo per classificare piegaatamente neoplasie gia esistenti ma anche
per individuare la neoplasia stessa in una fasénpesiva ed inoltre, per sviluppare una terapia
mirate®.

Le alterazioni a carico del gene VHL appaiono essesponsabili di circa il 60% dei carcinomi
a RCC. Il gene VHL codifica per una proteina bgi@mente attiva in grado di inibire la
proliferazione cellulare, bloccando la rispostdutate a stimoli ipossici. Il prodotto del gene
VHL (Pvhl) é infatti in grado di formare un compéesche funge da ligasi per l'ubiquitina,
attivandola. In condizioni di normale ossigenazia®lulare ed in seguito al legame con
I'ubiquitina, il complesso VHL sarebbe in gradoritionoscere e degradare la subunita alfa dei
fattori di trascrizione noti come Hypoxia inducfigctors (HIF-1 alfa, HIF-2 alfa e HIF-3 alfa)
NellRCC, l'alterazione altamente specifica é lded@ne del cromosoma 3p in corrispondenza
di distinte regioni cromosomiche: 3p21.3 e 3p2%cdndizioni di ipossia o di mutazione/alterata
funzione di VHL, HIF-Li, espresso costitutivamente, dimerizza con la stibttiF-18 trasloca
nel nucleo e, legandosi alle sequenza consensrnaat la trascrizione di geni proangiogenici
indotti dall'ipossia, quali Vascular Endothelial @srth Factor VEGF, Platelet Derived Growth
Factor PDGF, Transforming Growth Factor T&GFAnidrasi Carbonica IX ed Eritropoietina
(EPO)*,

Il ruolo del HIF nello sviluppo del RCC a celluldiare & stato dimostrato in diversi studi
immunoistochimici nei quali una piu intensa coldoaz si verifica in campioni di pazienti
affetti da ccRCC rispetto a campioni di soggetti saprovenienti da altri rari istotipi di tumore
renale. In vitro, linee cellulari prive di pVHL sonn grado di generare tumori e d’ altra parte |l
ripristino dell’ espressione di pVHL ne impedisae dviluppo solo quando HIF ¢l non é
costitutivamente espresso, suggerendo che I'espnesaberrante di Hifelha un ruolo cruciale
nella formazione di tumd¥i.

Diversi studi dimostrano I'importanza di VEGF, ueng indotto da HIF che riveste un ruolo
fondamentale nell’angiogenesi. VEGF si lega ai fttece tirosin chinasici VEGFR1
(FIt1) e VEGFR2 (FIk1), che innescano diversi netaoiologici che inducono la proliferazione

cellulare, la migrazione e la degradazione dellarioe extracellulare”®. Rivet et all. hanno
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dimostrato un' aumentata espressione di VEGF isutesli pazienti con CCRcc rispetto a
campioni non tumorali di tessdfo Schips et al hanno mostrato livelli elevati
di VEGF nel siero di pazienti con carcinoma rerfalén accordo con questi risultati, Sato et al
hanno dimostrato un aumento dell’ mRNA di VEGF ampioni RCC rispetto a campioni sani
“®_Questi risultati giustificano I'uso di inibitoiEGFR nella terapia avanzata per CCRcc.
Recenti studi si sono concentrati sul ruolo delRapamycine (MTOR) nella generazione
tumorale anche nei tumori renale a cellule chial@OR e una serina / treonina chinasi
intracellulare che regola la crescita e la pradiggone cellulare. Viene attivata da segnali
provenienti da pathway innescato da diversi fattbricrescita e in particolare mTOR € un
effettore a valle di PI3Kinase/Akt e Ras / MAP @sn L'up- regulation di molti fattori di
crescita come VEGF, PDGFbeta e TGFalfa che siigarnih pazienti affetti da ccRCC, ha spinto
i ricercatori a considerare mTOR come un potenziae€liatore di sviluppo del tumore e, quindi,
un possibile bersaglio terapeutico. Inoltre, eostditnostrato che HiIFkd e regolata anche da
mTOR, rafforzando il razionale per I'utilizzo dibitori di mTOR nella terapia CCRct.
NellccRCC la predisposizione alla tumorigenisi @irgli dipendente da diversi network
biologici :

- l'aumento dell’espressione di fattori di crescitghe promuovono la proliferazione e
I'angiogenesi

delle cellule epiteliali

- la down-regulation delle integrine, come I' e-<@adla, che favorisce la migrazione cellulare,

- 'aumento dell' espressione delle anidrasi caidao8 e 12, che, acidificando il microambiente,
favoriscono la crescita cellulare e il comportaméantvasivo.

Tuttavia, studi in vivo suggeriscono che per gemeruesto fenotipo maligno di tumore renale
I'inattivazione VHL non e sufficiente, anzi VHL ele un fattore iniziatore di tumori genesi e,
quindi, ulteriori mutazioni saranno responsatiliial sviluppo del cancf§*°

Il carcinoma a cellule renali di tipo papillarsi caratterizza geneticamente per le trisomie, che
riguardano i cromosomi 3q, 7, 8, 12, 16, 17, 20ee |p perdita del cromosoma - Queste
alterazioni sono presenti tanto nelle forme saétahe in quelle multifocali ed e stato dimostrato
che avvengono precocemente nell’evoluzione dellaplasia. Sono state anche evidenziate
differenze tra le alterazioni che coinvolgono if@aoma papillare di tipo 1 e quello di tipo 2.
Nel primo, si presentano con maggior frequenzaaieni a carico del cromosoma 17q; nel
secondo, quelle a carico del cromosoma Hp Il proto-oncogene c-Met, localizzato sul
cromosoma 7, codifica per il recettore dell’HepgtedGrowth Factor/Scatter Factor un fattore di

crescita epatocita rio che media la crescita ety la mobilita, I'invasione e la
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differenziazione morfogenetica. Sono state trovkle mutazioni tanto nella forma ereditaria
del tumore quanto in carcinomi che si osservangasjicamente. Infine, i pazienti affetti dalla
sindrome ereditaria "leiomiomatosi e carcinoma Iehahe si caratterizza per un aumentato
rischio di insorgenza di leiomiomi sia cutanei alterini e di carcinomi a cellule renali di tipo
papillare di tipo 2 in forma solitaria, presentacaratteristicamente un’alterazione a livello del
gene della fumarato-idratasi, trasmessa con meswaniutosomico dominare

Le alterazioni cromosomiche caratteristiche osserveel carcinoma a cellule renali di tipo
cromofobosono le monosomie. Esse riguardano diversi crombsoali I'1, 2, 6, 10 e 17°
Raramente, si possono identificare polisomie atiipii a fenomeni di disgiunzione mitotica
durante l'anafase. Sia la variante classica siallagjueosinofila presentano le medesime
monosomie, seppur in percentuale diversa. La smdrdi Birt-Hogg-Dube & una genodermatosi
che si caratterizza per la presenza di fibrofolbou sulla cute del capo e del collo, meno
frequentemente di fibromi molli e tricodiscomi eaisti polmonari, che causano pneumotorace e
tumori renali multipli®®. Tra questi ultimi, il pit comune & il cosiddettamore ibrido", definito
come una neoplasia che mostra aree di commistiariedarcinoma cromofobo e I'oncocitoma.
Anche gli altri istotipi tumorali possono insorgeretale sindrome; in particolare il carcinoma a
cellule renali di tipo cromofobo con una frequeneh 35%, il carcinoma a cellule renali chiare
nel 9% dei casi, 'oncocitoma nel 5% e il carcinoaneellule renali di tipo papillare nel 2%. Il
gene responsabile di questa sindrome é stato zae#di sul cromosoma 17p11.2 e codifica per
una proteina chiamata follicolina, il cui ruolo néncompletamente chiarito, ma sembra essere
guello di un oncosoppressore. Sebbene la progressiococitoma/carcinoma a cellule renali di
tipo cromofobo sia stata suggerita sulla base dgiattenuti dallo studio dei tumori renali di
pazienti con la sindrome di Birt-Hogg-Dube, altneormazioni, ottenute dallo studio delle forme
sporadiche di tali neoplasie nonché delle lesisseovate nelle oncocitosi renali in pazienti
senza tale sindrome, non sono in accordo conpatesi®® >°

Altri autori hanno valutato il numero di copie dNB. e anomalie del signaling osservando che
I'inattivazione del pathway del gene Myc e asseciabn un andamento piu aggressivo nei
carcinomi papillari del rene di tipo 2. Analisi cpatazionali di dati di espressione genica hanno
rivelato che una firma trascrizionale indicativaadiivazione del pathway Myc e correlata alla
prognosi, in quanto & presente solo nei carcincapillari di tipo 2 a comportamento clinico
aggressivg® >’

1.2.8 Strumenti di diagnosi
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Molti masse renali sono asintomatiche e non palpd agli stadi piu avanzati della malattia

e la principale responsabile del ritardo con cumpare la sintomatologia e la posizione
anatomica del ren®. Il tessuto adiposo entro la Fascia di Gerotal eeteoperitoneo conferisce
protezione ai visceri e alle strutture somaticheeastanti il rene, rendendo tardivo il loro
interessamento e quindi, la comparsa di doloreigierde o di una tumefazione palpabile. La
classica triade di sintomi costituita da dolorefiahco, ematuria macroscopica e massa
addominale palpabile & rara e si verifica solog&D% dei casi>® Il 20% dei carcinomi renali

si presenta con i segni sistemici di malattia asgaz e fra questi, i piu frequenti sono: calo
ponderale fino alla cachessia, febbricola cronioasilmente accompagnata da sudorazioni
notturne, anemia, dolore osseo metastatico, tasseca da coinvolgimento polmonare, cefalea
secondaria a ripetizioni intracraniche o compaidanfhdenopatia cervicale. Durante il decorso
della neoplasia, nel 10-40% dei casi puo companegsindrome paraneoplastica che regredisce
dopo l'asportazione del tumore. Si distinguono tipedi sindromi paraneoplastiche: endocrine
e non endocrine la cui insorgenza é probabilmeot@itd ad un’anomala produzione di sostanze
ormonali o citotossiche, abitualmente o non ahbmggite secrete dal rene o per una risposta

abnorme del sistema immunitario alla neoplasia (ab

ENDOCRINE NON ENDOCRINE
Ipercalcemia Disfunzione epatica non metastatica
Ipertensione Amiloidosi
Policitemia Anemia

Galattorea Neuromiopatia
Sindrome di Cushing Vaculopatia
Alterazione metabolismo glucidico Nefropatia

Coagulopatia

Tiroide subacuta

Tosse ostinata

Sindrome Penfigoide

Tabella 1: principali sindromi endocrine e non endocrine

L’ ipercalcemia paraneoplastica € dovuta alla d&akione secondaria alla poliuria, per
incapacita del rene a concentrare le urine.
Livelli elevati di renina sierica documentati inzpenti affetti da tumori renali di alto grado

inducono ipertensione nel 37% dei pazienti. La gi@imia € dovuta all'iperincrezione di
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eritropoietina prodotta sia dalle cellule tumorsik dalle cellule peri-neoplastiche, ischemiche
per la compressione indotta dal tumore. Tuttawatiopoietina prodotta dalle cellule tumorali
sarebbe, in forma inattiva, per cui il quadro eowpresente nei pazienti con carcinoma renale é
caratterizzato pil spesso da anemia, piuttostalatpolicitemia %2

Altre sindromi paraneoplastiche di tipo endocrinen® dovute a produzione di sostanze
ormonali quali gonadotropina corionica, ACTH, glgoae ed insulina, da parte delle cellule
neoplastiche.

Tra le sindromi paraneoplastiche non endocrinejresono estremamente rare come la tiroidite
subacuta e la Sindrome Penfigofdela loro associazione con il carcinoma renale adren
definita.

Di piu frequente riscontro € la disfunzione epatioa metastatica e I'amiloidosi che si ipotizza
sia dovuta ad un’ eccesiva produzione di amiloidguta alla prolungata stimolazione del
sistema immunitario da parte di sostanze necrotibbeate dal tumore.

Tra le altre sindromi paraneoplastiche non endecelencate nella tabella 1 vi sono vascEfjti
coagulopati€®, nefropatie da deposizione di catene leggeree tpsssistenté® ma la rarita con

la quale si manifestano non ha permesso di stugliaéni meccanismi patogenetici né di definire

il loro significato prognostico.

L' esame fisico ha solo un ruolo limitato nellagtiasi di RCC, tuttavia una massa addominale
palpabile, una palpabile linfoadenopatia cervieaken'edema bilaterale degli arti inferiori, che

suggerisce un coinvolgimento venoso, dovrebbevaey esami radiologici.

Gli esami di laboratorio rappresentano uno strumemblto utile nella diagnosi. | parametri di
laboratorio piu comunemente valutati sono la @ne& sierica, la GFR, I' emoglobina, gli
eritrociti, il velocita di eritrosedimentazionea, fosfatasi alcalina e i livelli ematici di Calcidi,
emoglobina e di Lattico-deidrogenasi (LDH).

Un’aumentata concentrazione della creatinina sieéicun indice della compromissione della
funzione renale.

Gli elevati livelli di calcio nei pazienti sono datv alla sintesi di paratormone e peptidi ormonali
attivi da parte di cellule tumorali paratiroideondi, evidenziabili mediante tecniche
radioimmunologiche®’. Studi recenti hanno dimostrato che i peptidi tratioparatormono-
simili, sotto lo stimolo di fattori immunologici coe TGF (Trasforming growth factor), TNF

(Tumor necrosis factor), IL-1 (Inteleuchina-1) e PAOsteoclast activating factor), legano i
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recettori del paratormone, inducendo riassorbimetéd calcio a livello osseo e ridotta
eliminazione a livello renal®*°®

Valori di emoglobina inferiori ai parametri di rifemento e dosaggi di LDH 1,5 volte superiori
alla norma sono stati osservati soprattutto neigpdizsottoposti a terapia di prima o seconda

linea per RCC in fase metastatica.

Attualmente, piu del 50% di RCCs vengono rilevaitidentalmente utilizzando tecniche di
imaging eseguite in genere per motivi clinici dsiez non legati ad una specifica sintomatologia
urologica’®’% La maggior parte dei tumori renali sono diagrasticon I'ecografia addominale
o TC mentre le tecniche di imaging come ecografl®C 0 risonanza magnetica posso essere
utilizzate per distinguere le masse solide dabé oenali.
La tomografia computerizzata (TC) o la risonanzagmetica (RM) vengono eseguite sia
prima e sia dopo somministrazione di un mezzo diresto per via endovenosa e forniscono
importanti informazioni quali:

» funzione e la morfologia del rene;

» estensione del tumore primario con I'eventualeudifine extrarenale;

» coinvolgimento venoso;

» ingrossamento dei linfonodi locoregionali;

» condizione delle ghiandole surrenali e del fegato
Dato che la maggior parte dei carcinomi renali @nésno una ricca vascolarizzazione, é
apprezzabile un significativo potenziamento de#lagita della massa dopo l'infusione di mezzo
di contrasto.
La TC con contrasto iodato iniettato rapidamenteena e con I'assunzione di scansioni in fasi
diverse (precoce o cortico-midollare, parenchimbiggaed escretoria) , permette di acquisire
tutte le informazioni necessarie per verificare edofermare la diagnosi, fornire informazioni
sul rene controlaterale ed evidenziare eventuatdqgaa di altra natura, sia a livello urinario che
extraurinario.
La TC con contrasto presenta elevata sensibilgpeegificita nella scoperta di un tumore renale
di dimensioni > 1.5-2 cm, in base al diverso cortgroento della modalita di transito ed
impregnazione di contrasto nel tempo, rispettceasito renale sano. La TC é particolarmente
importante per la stadiazione del tumore perché&eae di documentare la vascolarizzazione
arteriosa e venosa del rene e quindi, un’anatoasaolare utile per la pianificazione terapeutica.
Anche le metastasi da carcinoma renale sono inrgeben delineabili per la loro ricca

vascolarizzazione quando sono localizzate in spdtoa, splenica e pancreafic& ™
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La RM & ampiamente utilizzata nello studio dei tunrenali perché permette di individuare

I'extracapsulare del tumore, dell'infiltrazione ca$are e per la caratterizzazione delle piccole
masse solide (< 2 cm), utilizzando sequenze spheiff. Un altro vantaggio non trascurabile &

la assenza di radiazioni ionizzanti e l'impiego uwh mezzo di contrasto meno nefrotossico
rispetto ai composti organo iodati che possono qurake problemi di tossicita soprattutto in

pazienti con funzionalita renale compromessa

Una radiografia addominale, cosi come la scinfigrscheletrica e la PET, vengono impiegate
per la stadiazione ed il follow-up, ma non preseataantaggi diagnostici ma sono per lo piu
impiegate per la ricerca di lesioni metastaticheosdarie a carico dell’'apparato scheletrico e di
altri organi.

67"a hanno

Le biopsie sono sempre piu utilizzate nella diageazel follow-up di tumori renali
dimostrato un’ elevata specificita e sensibilita lpepresenza di neoplasie maligfig®al fine di
determinarne I’ istotipo e il grado della massautath renale ma nel 10% dei casi il risulato che
si ottiene puo dirsi conclusivo.

In ogni caso, nessuna di queste metodiche puoeessasiderata la migliore in assoluto per tutti

I pazienti con carcinoma renale. Per questo motwdecniche vengono spesso combinate per
ottenere informazioni piu complete, soprattuttorgie@si intende procedere con I'asportazione

di tumori di grandi dimensioni.

1.2.9 Fattori prognostici anatomici e istologici

Il fattore piu importante per la prognosi e la vaftione dello stadio. Il sistema di classificazione
tumorale del Joint Committee on Cancer (AJCC) éosoiito anche come sistema TNM
(Tumor, Node, Metastagisiene generalmente utilizzato per la stadiazisiaeper scopi clinici
che scientifici e valuta diversi fattori anatom(€ab. 2)°

La lettera T seguita da un numero da 1 a 3 desdiivmensioni del tumore e la diffusione ai
tessuti circostanti. Valori di T piu alti indicamm tumore piu grande e / o la diffusione piu estesa
ai tessuti in prossimita del rene. La lettera Nustegda un numero da 0 a 2 indica se il tumore si
e diffuso ai linfonodi vicino al rene e, in casdeafmativo, quanti sono interessati. La lettera M
seguita da a 0 o 1 indica se il cancro si e diffssorgani distanti o ai linfonodi che non sono

vicino ai reni®®

Tumore Primitivo (T)

Tx | Tumore primitivo non definibile

TO | Tumore primitivo non evidenziabile

T1 |Tumore della dimensione massima di 7 cm, confiahtene
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Tla | Tumore<4cm

Tlb [Tumore>4cme<7cm

T2 |Tumore della dimensione massima oltre i 7 cm, candi al rene

T2a | Tumore > 7 cm & 10 cm, confinato al rene

T2b | Tumore > 10 cm, confinato al rene

T3 |Tumore che invade le maggiori vene o i tessutingdrici, ma non la ghiandola
surrenale ipsilaterale, e che non va oltre la &éadciGerota

T3a | Tumore che invade la vena renale e le sue rami@inaa il tessuto perineale,
ma che non va oltre la fascia di Gerota

T3b | Tumore che invade macroscopicamente la vena calissatto del diaframma

T3c | Tumore che invade macroscopicamente la vena calissapra del diaframma
o la parete della vena cava

T4 | Tumore che invade oltre la fascia di Gerota (inehab adiacente invasione della
ghiandola surrenale ipsilaterale)

Linfonodi Regionali (N)
Nx |Linfonodi regionali non valutabili

NO |Linfonodi regionali liberi da metastasi

N1 |Metastasiin un singolo linfonodo regionale

N2 |Metastasi in piu linfonodi regionali

N3 |Metastasi in un singolo linfonodo >5 cm (dimensiom&ssima)

Metastasi a Distanza (M)
MO |Metastasi a distanza assenti

M1 | Metastasi a distanza presenti

Tabella 2: classificazione TNM (Tumor, Node, Metastasis) per la stadiazione dei tumori del Joint Committee on Cancer
(AJCO)

La sopravvivenza causa-specifica a 5 anni varia&mahbl 99% negli RCC pT1, dal 70.5 all'82%
nei pT2, dal 10 al 60% nei pT3 e fino al 20% nedplholtre, nei pazienti con malattia
metastatica, la sopravvivenza causa-specificarmbvaria dal 10 al 30% dei casi.

| pazienti con coinvolgimento dei linfonodi regidnpresentano percentuali di sopravvivenza
significativamente peggiori rispetto ai pazientncmalattia confinata, ma migliori rispetto a
quelli con metastasi a distan?8 | pazienti con linfonodi positivi vengono attuante
classificati in due sottogruppi, sulla base defémressamento di un singolo linfonodo coinvolto
(N1) o di un numero maggiore (N2). Tuttavia, malati della letteratura recente hanno
evidenziato come a questa suddivisione non comdpaina differente prognosi. La positivita di

minimo 4 linfonodi o del 60% dei linfonodi asportatla presenza di un’invasione extranodale
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della metastasi sono i parametri proposti per imighe la stratificazione prognostica dei pazienti
con metastasi linfonoddit®2

Un miglior quadro della classificazione anatomieh@hrcinoma renale si puo avere dalla tabella

3. nella quale sono elencate le principali carastiehe dei diversi stadi tumorali:

Raggruppamento in stadi

Stage T N
I T1 NO MO
Il T2 NO MO
Il TlorT2 N1 MO
T3 NO or N1 MO
vV T4 Ogni N MO
Ogni T Ogni N M1

Tabella 3: principali caratteristiche dei diversi stadi tumorali secondo la classificazione TNM

Stadio | il tumore ha una dimensione di circa 7 cm o mene@ limitato al rene. Non vi &
diffusione ai linfonodi o ad organi distanti.

Stadio It il tumore e piu grande di 7,0 centimetri, ma aadonitato al rene. Non vi e diffusione
ai linfonodi o ad organi distanti.

Stadio Ik include diverse combinazioni di categorie T eQuiesto stadio comprende tumori di
gualsiasi dimensione, con o senza diffusione dutesadiposo intorno al rene, con 0 senza
diffusione nelle grandi vene che portano dal relneuare, con la diffusione ad un linfonodo
vicino, ma senza diffusione a linfonodi distanaaaltri organi. Lo stadio 1l comprende anche i
tumori con diffusione al tessuto adiposo intornceai, alle grandi vene, tumori che non si sono
diffusi a tutti i linfonodi o ad altri organi.

Stadio 1V include diverse combinazioni di T, N, M . Questadio comprende tutti i tumori che
si sono diffuse direttamente attraverso il tessutiposo e le fasce di tessuto che circondano il
rene. Vengono inclusi anche qualsiasi tipo di caratre si e diffuso a piu di un linfonodo in
prossimita del rene, a qualsiasi linfonodo nonnacal rene, o ad eventuali altri organi, come i
polmoni, le ossa, o il cervello.

Lo Stadio I-Il ha una prognosi favorevole con uopravvivenza compresa tra 80-100% dei casi
a 10 anni, mentre per lo stadio IlI-1V la prognsfavorevole con una sopravvivenza del 40-5% a
10 anni.

Tuttavia gli esiti del carcinoma risultano signiftovamente peggiori con I'aumentare dell’eta nei

pazienti con tumore di media grandezza tra i 47ecm; la sopravvivenza relativa a 5 anni é
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inferiore nei soggetti malati di eta piu avanzata 0 e 79 anni) rispetto ai pazienti piu giovani
(tra 30 e 39 anrfi}®*

La diagnosi istologica nel carcinoma renale vietabilta dopo la rimozione chirurgica dei
tumori del rene o dopo biopsia®. Il sistema di classificazione per grado nuclegirBuhrman
(Tab. 4) é la classificazione piu generalmente téatee ed € un importante fattore prognostico
nell’ RCC e permette di stratificare la morfologiacleare e la presenza di nucleoli da G1

(nucleo linfocita-simile) a G4 (voluminoso, atipjgmlimorfo e con nucleoli evidenti).

Grado 1 cellule tumorali di nucleo piccolo(circa 10 um),fonme e rotondo privo di
-G1 - nucleoli

Grado2 cellule tumorali con nucleo piu voluminoso (circadm) ed irregolare nel

-G2- contorno e nucleoli evidenti ad in gradimento 400x.

Grado 3 cellule tumorali con nuclei ancora piu grandi (air@0 pm) con evidenti

-G3- irregolarita dei contorni e nucleoli prominenti Aeca piccolo ingrandimento
(100x)

Grado 4 cellule tumorali con nucleo bizzarro, multi lobwa deposizioni grossolane di
-G4- cromatina

Tabella 4: sistema di classificazione per grado nucleare di Fuhrman

La stratificazione dell’informazione prognosticalatera al grading nucleare sulla base del
differente istotipo tumorale delle neoplasie armlie ha portato alla conclusione che questo
sistema fornisce una valida informazione prognasimo se applicato ai tumori a cellule chiare.
Al contrario, esistono dati recenti della letteratche tendono a riconsiderare la correttezza
dell'applicazione del grading nucleare di Fuhrmaffambito degli RCC ad istotipo papillare e
a negarla in quelli a istotipo cromofoBo

Gli RCC papillari e cromofobi presentano uno stagédologico ed un grading istologico piu
favorevole rispetto agli RCC a cellule chiare edritauna minore probabilitd di dare metastasi a

distanza 888°

Inoltre, gli RCC a cellule chiare hanno una seprgenza causa-specifica
significativamente peggiore rispetto agli RCC papile cromofobi. Al contrario, non sono state
riportate in letteratura differenze significativella sopravvivenza tra i carcinomi papillari ed i
cromofobi. La percentuale di sopravvivenza causmifipa a 5 anni varia tra il 43 e '83% per
gli RCC a cellule chiare; tra il 61 ed il 90% pdr RCC papillari e tra I'80 ed il 100% per i
cromofobi®,

La necrosi coagulativa rappresenta un‘altra vdeasiologica che pud presentarsi nei carciomi
renali: si osserva con maggiore frequenza nei pazeon RCC ad istotipo papillare, in

confronto con quelli ad istotipo a cellule chiarecmmofobi. Tuttavia, il valore predittivo
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indipendente della necrosi coagulativa € stato girato solo nei pazienti con RCC a cellule
chiare®®®%. Anche nei pazienti con RCC ad istotipo cromofdbdscontro al’esame istologico
di un quadro di necrosi coagulativa potrebbe peedina maggiore aggressivita di queste
neoplasie’®. Tuttavia, altri studi sono arrivati a conclusiaiverse, non confermando il valore
prognostico della necrosi coagulatiV®”. Le differenze principali nei risultati degli siusbno
probabilmente imputabili alla mancata standardizzez della definizione di necrosi
coagulativa.

Un altro parametro istologico in grado di influereaegativamente la prognosi dei pazienti con
RCC é il riscontro istologico di una differenziazéo sarcomatoide. La sopravvivenza causa-
specifica dopo 2 anni dal trattamento chirurgicopazienti con differenziazione sarcomatoide e
risultata pari al 30%, al 40% ed al 25% in relaeiall’istotipo a cellule chiare, papillare o
cromofobo. Nei pazienti senza differenziazione @aatoide le corrispondenti percentuali sono

risultate rispettivamente pari all'84%, al 96%,2®6%"*

1.2.10 Strategie Terapeutiche

Nel 1969, Robson pubblico quello che é stato camatd il piu influente e piu citato articolo sui
tumori del rene nella letteratura urologitaQuesto studio retrospettivo condotto su 88 pizien
affetti da tumore a cellule renali e sottoposti edrectomia radicale evidenzio I'efficacia, in
termini di sopravvivenza, della chirurgia radicakgpetto alla nefrectomia semplice. Le ragioni
di un intervento cosi esteso erano giustificatehandal fatto che, all’epoca, i tumori renali Si
presentavano prevalentemente come grosse mass#adikzione, basata su urografia venosa ed
angiografia, era difficile ed approssimativa. Arecarggi, tale approccio € considerato il gold
standard di riferimento nel trattamento dei tumdel rene, in assenza di terapie mediche e
radioterapiche efficaci. Tuttavia, con l'introdua® ed il diffuso utilizzo dell’ecografia e della
TC, agli inizi degli anni '80 si & assistito ad cemmbiamento della storia naturale del tumore, con
una diagnosi sempre piu precoce e questo ha poalidoprogressiva affermazione della
chirurgia conservativa, inizialmente riservata alk@azioni di necessita, anche per tumori renali
di piccole dimensioni ed in presenza di un rendrotaterale normale. Attualmente, per i tumori
renali < 4-5 cm, localizzati e singoli, la nefratiia radicale € considerata un overtreatment,
mentre risulta indicata la chirurgia conservatiVa Serie numericamente importanti di

nefrectomia radicale riportano sopravvivenze caspecifiche comprese tra il 90% ed il 100%
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per neoplasie in stadio patologico T1°°. La sopravvivenza cancro specifica dopo nefrecomi
parziale e del tutto sovrapponibile a quella dellmefrectomia radicale.

| pazienti con malattia chirurgicamente resecabtlgtavia, al momento della diagnosi,
presentano per il 30% una metastasi a distanzaltemore 30-40%, con patologia localizzata
clinicamente al momento della nefrectomia, sviluppRiccessivamente metastdsiQuesti dati
rendono evidente la necessita di un’ efficace faragiuvante ma, relativamente pochi sono gli
studi di terapia adiuvante nel RCC per diversiofattscarsa efficacia della chemioterapia,
tossicita di alcuni schemi di immunoterapia e ddfta di arruolamento negli studi clinici
cooperativi multicentrici.

La radioterapia puo giocare un ruolo palliativo pakzienti metastatici da carcinoma renale se
viene pianificata con frazionamenti intensificagicniche piu evolute ed impiegata con selettivita
di scelta; i pazienti con discrete condizioni gatiee affetti da oligometastasi appaiono
beneficiare maggiormente dal trattamento radiaite,puo offrire loro un controllo sintomatico
duraturo e potenzialmente, favorirne una pitl lusgravvivenza libera da progressidfie.

Le manipolazioni ormonali hanno oramai un valooziso e scarsa validita terapeuti€a.

Per quello che riguarda i farmaci chemioterapittyamente, non esiste un regime standard di
chemioterapia per il carcinoma renale metastaticegimi citotossici tradizionali falliscono nel
tentativo di impattare significativamente con larst naturale di questa malattia, anche se
talvolta possono essere utilizzati a scopo paliatin seconda battuta, soprattutto nei pazienti
poor risk, che comunque sono poco responsivi d& tatapie immunologiche sia a quelle
bersaglio-mirate. | farmaci chemioterapici meritarammunque di essere oggetto di
sperimentazioni cliniche, anche nelle diverse gitwa prognostiche, ad esempio in
combinazione alle nuove terapie biologiche. La dbé&mapia, infine, pur con risultati aleatori,
rimane il trattamento palliativo di scelta nei ga#ti con carcinoma di tipo sarcomatoide ed in
quelli con carcinoma di Bellirf®?*%3

Nello studio condotto da Cochrane Collaborationupreono stati riassunti i risultati degli studi
clinici randomizzati dell'immunoterapia con citookiin pazienti affetti da RCC. L’insieme dei
dati di diverse strategie immunoterapiche ha formibha percentuale del 12.9% di probabilita
complessiva di risposta obiettiva (vs 2.5% peraglprocci non immunoterapici e 4.3% per |l
placebo), con una sopravvivenza media tuttaviallil8.3 mesi con un modesto vantaggio in
termini di sopravvivenza rispetto ad altre terapemalmente utilizzat®*1%

L’inibizione dei processi di neoangiogenesi € umatsgia terapeutica promettente nella maggior
parte dei tumori solidi, ma sembra esserlo paditnénte in questa neoplasia, per la quale, al

momento attuale, sono state ampiamente studiatéassi di farmaci ad attivita antiangiogenica:
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gli inibitori diretti di VEGF (Bevacizumab), gli ihitori dell'attivita tirosin-chinasica dei
recettori di VEGF (Sunitinib e Sorafenib) e gli bitori di mTOR (mammalian Target of
Rapamycin), target legato alla sintesi proteicanepra una volta, all’angiogenesi (Temsirolimus
ed Everolimus). | risultati positivi ottenuti coruesti nuovi farmaci stanno completamente
ridisegnando la strategia terapeutica del carcin@male avanzatg®!°"1%

Markers genetici e molecolari possono, quindi, auware la capacita di predire la prognosi dei

pazienti in quanto i trattamenti tradizionali sanefficaci nel trattamento adiuvante del RCC.

1.3 Proteomica

1.3.1 Introduzione alla proteomica

Negli anni '90, il maggiore impulso alla medicinal&a ricerca é stato senza dubbio dato dalla
genetica: nacque infatti la genomica, una brand¢la éelogia molecolare che si occupa dello
studio del genoma degli organismi viventi. E unirsza che si basa sulla bioinformatica per
I'elaborazione e la visualizzazione dell'enorme ntjtea di dati che produce. Un progetto
pubblico di sequenziamento inizio nel 1986 sottadme di "Progetto genoma umano”. Ma
un‘azienda privata riusci a completare (nel 2003eguenziamento del genoma umano in
anticipo sul progetto pubblico. La sequenza fu fighta nel 2001 in due articoli paralleli sulle
riviste Science e Nature, che riunivano i risulthtentrambi i progetti; si trattava di una bozza
pari al 90% della sequenza e ancora con notevohligtilita di errori ma una sequenza accurata
pari al 99% del genoma umano é stata pubblicata0Gs3.

Negli ultimi anni la genomica ha fornito una enormqeantita di dati ed informazioni su molte
patologie attraverso l'individuazione di alterazisulla struttura e sull’ espressione poligenica
109110 con la conclusione del Progetto Genoma é divendafinitivamente chiaro come la
conoscenza delle sequenze genomiche non sia diépsufficiente a spiegare tutti gli eventi
biologici complessi e tutte le patologie rendendsi@iecessario lo studio dei prodotti genici:
indispensabile, quindi, lo studio del proteoméaetimine proteoma viene introdotto da Wilkins
et all nel 1994 e con esso si fa riferimento ahpemento proteico del genom&. Il suo
studio si rende necessario innanzitutto perctedbteelazione tra quantita di mMRNA e quantita
di proteina intracellulari &€ scarsa e variabilelé¢raliverse proteine: in seguito alla trascrizidiae
DNA ad RNA messaggero quest'ultimo puo subire pmecei maturazione differenti, detti di
splicing alterativo, che portano alla formazione di differeprodotti genici prima di essere

tradotti in una sequenza aminoacidica.
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Il fatto ancor piu rilevante € che molte proteidepo la traduzione, subiscono modificazioni
post-traduzionali, come ad esempio glicosilazionifosforilazioni, che giocano un ruolo
fondamentale nella modulazione dell’attivita dgtlieoteine e rendono il numero di isoforme
delle proteine di fatto superiore a quello prevédilsulla sola base dell'analisi degli acidi
nucleici.

Per questi motivi all'interno dell’organismo uma@ctimata la presenza di 30.000-40.000 geni,
mentre il numero di proteine codificate € pari acai2 milioni. Questo significa che,
statisticamente, I'informazione di un singolo ggn& portare alla codifica di circa 50 specie
proteiche differenti.

Inoltre le modificazioni post-traduzionali sonagigultato di piu vie metaboliche intersecantesi, e
un processo altamente regolato, controllato e $lilsit® di cambiamenti in seguito a processi
morbosi o esposizione a farmaci e tosSie>

Poiché sono le proteine ad essere direttamenteal@nnei diversi processi biochimici che si
svolgono all'interno di una cellula e che possosseee alla base di una patologia, € parsa chiara
la necessita di effettuare studi approfonditi spheteine presenti all’interno della cellula o im u
tessuto patologico al fine di ottenere informaziotiii a comprendere gli eventi biochimici che
avvengono all'interno delle cellule in risposta etetminati stimoli di varia natura oppure che
portano alla loro “trasformazione” in cellule affetla una determinata patologta

La proteomica costituisce I'insieme delle tecnodogidegli approcci utilizzati per lo studio delle
proteine e rappresenta il principale strumento g@mare il divario tra le informazioni che
derivano dalla sequenza del genoma e l'effettigalbgia della cellula tramite lo studio dei
prodotti genici e le loro interazioni. La proteomisi sviluppa su diversi livelli (Tab. 5) ed in
particolare analizza e caratterizza la struttusafuinzione e I'espressione di tutte le proteine
nell’ambito di una cellula, un tessuto, un liquiniologico o un organismo in un dato momento e
soprattutto di inserirla esattamente all’interne differenti pathwaycellulari in modo da poter
analizzare in maniera completa situazioni fisiotbg o patologiche complesse, effetti tossici di
farmaci ed agenti inquinanti e le interazioni ftemsli di varia natura tramite I'analisi di fluidi

biologici come liquor, siero ed urine, e materigblogici pilt complessi come organi, tessuti e

cellulgtt>11t
TIPOLOGIA OBIETTIVI
Protomica sistemica Identificazione e caratterizzazione del proteomi&re oche

costruzione di database, al fine di creare mapeatir
riferimento delle proteine espresse in vari tessutiluidi
biologici

25



Proteomica differenziale o di espression8tudio dell’espressione differenziale delle protein cellule
diverse di uno stesso organismo ed in momenti th vi
differenti di una stessa cellula. Confronto dei fitiradi
espressione proteica in varie situazioni biologiclkee
dell’'evoluzione del proteoma a seguito di trattathen
farmacologici

Proteomica funzionale Studia le interazioni fisiche e funzionali fra leofeine ed i
pathway nei quali sono coinvolte

Proteomica strutturale Si occupa di determinare la struttura tridimensiengelle
proteine.

Tabella 5: diverse tipologie di proteomica

Gli esperimenti di proteomica spesso implicanodlei simultanea di alcune migliaia di specie
proteiche derivanti da campioni biologici comple&si separazione dei peptidi e delle proteine e
dunque I'elemento chiave dell’analisi proteomiaa,quanto permette di semplificare miscele
proteiche complesse e portare le molecole allaeswegdi ionizzazione.

La scelta della metodologia di separazione dipedaldine sperimentale e dal livello a cui si
desidera indagare le proteine. Due sono gli appmateomici usati: I'approccio bottom-up e
quello top-down*”

Nell'approccio bottom-up, le miscele proteiche céespe sono digerite enzimaticamente in
miscele peptidiche ancora piu complesse, che veoram seguito frazionate mediante vari step
cromatografici prima di essere sottoposte ad imdagi spettrometria di massa tandem
(MS/MS). Gli spettri MS/MS sono registrati in moda rilevare il maggior numero di peptidi
possibili ed i risultati sottoposti alla ricerca banca dati al fine di identificare le proteine
presenti nelle miscele originali. Questo approceialtamente informativo e adatto ad essere
automatizzatd'® Queste procedure tipicamente identificano un momelto limitato di peptidi
per proteina ma sufficienti per identificare il geda cui la proteina viene trascritta. Questo
approccio funziona bene per quegli organismi infasisunzione che un gene codifichi per una
proteina e valida mentre € meno efficace per gtiagati superiori, dove processi come lo
splicing alternativo, I'RNA editing e le modificami post-traduzionali fanno corrispondere ad
un singolo gene diverse specie proteiche. Dunqustreegie basate sui peptidi permettono
I'identificazione dei geni da cui derivano le priag& ma non identificano adeguatamente le
differenti isoforme funzionali delle protein¥.

Nella strategia top-down, invece, lo studio si faza sulla proteina intatta e le differenti
isoforme possono essere isolate prima della loemtificazione e caratterizzazione mediante

spettrometria di massa. La frammentazione dell¢éepre non avviene in soluzione ma in fase
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gassosa, direttamente nello spettrometro di massapdo da creare una serie di ioni indicativi
della sequenza. La differenza nei valori m/z degli frammento definiscono la posizione e la
sequenza degli amminoacidi nella protetfia Molti sono i metodi e gli spettrometri usati per
questo tipo di analisi. Un esempio é costituito’'BSI-FTMS capace di analizzare proteine
intatte grazie alla sua elevata risoluzione. Letgpn@ sono frammentate attraverso la tecnica
ECD (Electron Capture Dissociation). In effetti $pettrometria FTMS in seguito all’alta
risoluzione permette di usare miscele semplici dbtgne riducendo la dipendenza
dell’'approccio proteomico dai metodi separativiestituisce dati che consentono di rilevare

errori nella sequenza amminoacidica e modificazpmsit-traduzionaft®*

1.3.2 Tecniche di proteomica

BN

Il campo della proteomica si € sviluppato fortereemt quest’ultimi anni, anche grazie alla
tecnologia ed alla ricerca applicata nello studiotetniche o strumentazioni, che hanno
permesso di rilevare quantita di proteine dell’neddi picogrammi cosi come riuscire a separare
le proteine stesse nell’ordine di microgrammi/naaagmi.

Inizialmente, la proteomica si é focalizzata suleazione di mappe proteiche di estratti cellulari
mediante l'utilizzo della tecnica delettroforesi bidimensionale (2DE-PAGE)he separa le
proteine prima per punto isoelettrico e poi in baseeso molecolaré®*?*La successiva
identificazione avviene tramite spettrometria dissecon una tecnica denominata peptide mass
fingerprinting (PMF). L’analisi del proteoma pudsese quindi suddivisa in una prima estrazione
di tutti i costituenti proteici dal materiale diuslio (tessuto, linee cellulari o fluidi biologici)
seguita dalla separazione della miscela di proteameun efficace sistema elettroforetico. Dopo
idrolisi enzimatica in gel delle proteine di intsse, vengono acquisite delle di informazioni
strutturali tramite spettrometria di massa tipo nredssisted laser desorption ionization — time
of flight (MALDI-TOF) ed infine, I' identificazione viene ottenuta grazie a strumenti
bioinformatici che permettono il confronto delle ssa sperimentali dei peptidi proteolitici
ottenuti con quelle teoriche attese dalla sequeamaeinoacidica delle proteine presenti nei
database. Uno degli svantaggi di questa tecnicaeenon tutte le proteine possono essere
separate come, ad esempio, proteine molto idrdfiebicproteine di membrana, inoltre possono
essere analizzate solo proteine con un punto iseete comprese tra 4 -10 e con un peso
molecolare compreso tra 20-100 KDa. Altri problemliativi a questa tecnica sono la scarsa

riproducibilita e I'elevata laboriosita che non pegsere sopperita dall’automazione.
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Le recenti innovazioni tecnologiche nel campo dgltateomica hanno tuttavia permesso di
aumentare la capacita separativa attraverso laatografia liquida con la strategia MudPit
(Multidimensional Protein Identification Technolggyale tecnica consiste in una separazione
cromatografia in due-dimensioni, prima dell’ analis spettrometria di massa. Sfruttando le
proprieta fisiche uniche di un peptide come il puisbelettrico e I'idrofobicita, possono essere
separate miscele complesse di proteine e peptdirima dimensione € normalmente costituita
da una colonna cromatografica a forte scambio @to(SCX), poiché queste hanno capacita di
carico elevate. La seconda dimensione € inveceoloana cromatografica a fase inversa (RP),
che integra la precedente colonna in quanto é nedffiicace nel rimuovere sali e ha il vantaggio
di essere compatibile con la spettrometria di maks#rospray (ESI-MS). Dopo aver ottenuto lo
spettro di massa, lo strumento pud automaticansiézionare uno o piu ioni e promuovere la
loro frammentazione mediante collision induced degosition (CID) con gas quali azoto o
argon. Vengono cosi prodotte numerose serie di(M&/MS), dalle quali si possono ottenere
informazioni complete o parziali sulla sequenza amoacidica. Inoltre, mediante questa
metodica, € possibile caratterizzare numerose madibni post-traduzionali come ad esempio
la fosforilazioné**1%°,

Tuttavia il principale scopo delle indagini proteohe e quello di identificare proteine che
presentano differenze quali/quantitative e tali mcazioni possono presentarsi non solo negli
organi, nei tessuti e nelle cellule, ma possonettédrsi anche nei liquidi biologici. Due sono le
tecniche automatizzabili che sono state sviluppate individuare potenziali marcatori biologici
all'interno dei fluidi biologici in grado di cara&ttizzare e predire una patologia e alla creazione
di profili proteici che permettano una diagnosiqmee e un chiarimento dei meccanismi di
insorgenza della malattfa® SELDI e CLINPROT.

1.3.4 Analisi di miscele complesse: elettroforesi e cromatografia

Prima di determinare in dettaglio le proprietactemposizione in amminoacidi e la sequenza di
una proteina & necessario separarla da tutterée hlelettroforesi € una tecnica che si basa sulla
migrazione delle proteine cariche in un campotrdet e non viene solitamente usata per
purificare grandi quantita di proteine ma e unaite vantaggiosa per valutarne alcune proprieta
come ad esempio il punto isoelettfito

L’ elettroforesidelle proteine viene di solito effettuata in gadstituiti da polimeri caratterizzati
da numerosi legami crociati che agiscono comecsetaolecolari e rallentano la migrazione

delle proteine in base al loro rapporto carica/raasslecolare.
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La cromatografiae una tecnica di separazione che consiste sisudisadiversa attitudine che
ogni molecola o ione possiede nel distribuirsidug differenti fasi.

| primi tentativi di tecniche cromatografiche saattribuibili al botanico russo Michail Tsweett e
risalgono agli inizi del'900. Egli riempi una cof@acon CaS©(gesso) in polvere, vi deposito in
testa un estratto di foglie verdi ed elui con etingetrolio. | vari pigmenti fogliari si separamn

in bande colorate, e per questo che fu coniagrihine cromatografi&®.

La cromatografia si avvale di due fasi: la faseistaaria, generalmente un solido, e di una fase
mobile detta anche eluente che pu0 edsgula o gassosa in base alla tecnica utilizzata.

Nella cromatografia su colonna la fase mobile 8aiserso il basso per gravita (nei dispositivi
piu semplici) o per I'azione della pressione (rasacdi mezzi piu sofisticati come per I'HPLC o
nella GC). La cromatografia trova fondamento ndileersa affinita di un analita per le due fasi,
mobile e stazionaria: maggiore € la propensionsndiomponente per la F.S. e piu tempo questi
impieghera ad attraversare la colonna; diversamsatbanalita ha maggiore affinita verso la
F.M., questi ultimera il percorso della colonna coaggior rapiditi’.

Oggi con il termine cromatografia si indicano inngee tutte le varie tecniche separative,

applicabili a miscele di sostanze come si puo wdala figura 9.

CROMATOGRAFIA
e e
GC Fsc TLC T ELE}TROFORESI
CARTA

Scambio ionico

Adsorbimento

Esclusione

rrrre”

Ripartizione —————3> [gase normale

Fase inversa

Figura 9: tecniche di separazione cromatografica

Nella cromatografia per scambio ionicola ritenzione si basa sull'attrazione tra gliiiatel
soluto e i siti carichi legati alla fase stazionalia fase stazionaria € costituita da una resina a

scambio ionico, ossia un supporto organico al geafe legati dei gruppi ionici o ionizzabili |
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gruppi ionici della resina trattengono per mezzomt#irazioni elettrostatiche, controioni di carica
opposta che possono essere scambiati con gli resepti nella fase mobile. Il meccanismo di
separazione € basato percio sulla diversa afficti i diversi soluti (ionici) presentano nei
confronti dei gruppi attivi della resina. Gli scaiatiori sonocationici quando contengono delle
cariche negative e i cationi sono attratti eletitbisamente da questi siti di carica opposta mentre
anionici quando contengono dei gruppi carichi positivaméntgrado cioe di legare degli ioni di
carica negativa®.

Nella cromatografia di adsorbimenida fase stazionaria € un materiale solido casditda
particelle con grande area superficiale: in queatm il solido non & un semplice supporto inerte,
ma e in grado di adsorbiseiperficialmente i soluti da separare. Il meccanistinseparazione e
quindi determinato dalla diversa affinita dei sbpér la fase solida costituita in genere da gel di
silice, allumina, carbone attivo.

La cromatografia per esclusione molecoladetta anchegel filtrazione separa le molecole in
base alle loro dimensioni. La matrice presentéarnalonna & un polimero con molti legami
crociati che generano pori con un diametro spexifMolecole piu grandi potranno migrare
nella colonna piu velocemente in quanto non poss@e nei pori della matrice al contrario,
quelle piu piccole arriveranno con un percorsolpigo perché potranno entrare nei pori.

Nella cromatografia di ripartiziong la fase stazionaria € un liquido, immiscibile danfase
mobile, che impregna un supporto solido inerte;studipo di cromatografia € basato sulla
diversa ripartizionedi due o piu soluti fra le due fasi liquid&i possono distinguere due
differenti metodiche

-cromatografia liquida in fase normaléa fase stazionaria € piu polare della fase reofsihe &

un solvente organico); gli analiti vengono eluitiardine di polarita crescente.

-cromatografia liquida in fase inversda fase stazionaria € meno polare della fase leoba
fase stazionaria € costituita da gruppi alchilstialegati chimicamente alla silice (butile, ottile
ottadecile). Come fase mobile si possono utilizzsolventi organici (metanolo, acetonitrile,
tetraidrofurano), ma anche tamponi acquosi e bkedme degli analiti avviene in ordine di

polarita decrescent€.

1.3.4.1 Cromatografia liquida HPLC

hY

I metodo strumentale della cromatografia liquidal alta pressione HPLC e frutto
dell’evoluzione tecnologica delle tecniche di créogmafia su colonna e, ad oggi, € considerata
la tecnica cromatografia piu diffusa, efficace esadile perché e adatta sia per analizzare
composti con bassa tensione di vapore come macegolel proteine, polisaccaridi, composti
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ionici, che per analizzare prodotti termolabili a@@minoacidi, coloranti, acidi nucleici. Questi
composti vengono iniettati in colonna senza sumadificazioni chimiche a differenza della
Gas Cromatografia (GC) il cui passaggio limitantagpresentato dalla derivatizzazione ovvero
una reazione che permette di aumentare la vedatilegli analiti, di ottenere una migliore
risoluzione e di aumentare la sensibilita analitelabassando i limiti di determinazione
strumentali. Il problema €& che la derivatizzazioiseilta critica in quanto deve garantire una
reazione possibilmente completa, sicuramente irséviee e riproducibile, in tempi brevi.
L’HPLC presenta quindi il vantaggio di poter anadire composti non facilmente vaporizzabili o
che non sopportano alte temperature perche si demugono (termolabili).

| principi dell HPLC sono quelli della cromatodiaper adsorbimento e di ripartizione, ma le
fasi stazionarie sono impaccate in colonne chiose,materiali di granulometria molto fine (5-
10 um): in tal modo viene aumentata la superficie ditatio fra fase mobile e fase stazionaria e
I'impaccamento diviene piu omogeneo.

Utilizzando queste colonne é necessario che larfasgle venga fatta fluire ad alta pressione
perché, attraverso colonne con impaccamento a lgraetria cosi fine, il flusso dell’eluente
diventa molto lento, quindi con l'impiego di pomparticolari, capaci di applicare pressioni di
50-150 atm, diventa possibile ottenere flussi duai ml/min, sufficienti ad ottenere I'eluizione
in tempi ragionevolmente brevi.

Nei sistemi a gradiente di eluizione, i due solvanpiegati (uno a polarita bassa o nulla e l'altro
a polarita elevata) vengono prelevati dai due g$erlda modo programmato per mezzo di due
pompe e quindi mandati ad alta pressione in unacaohi miscelazione; da qui la miscela passa
in colonna.

| campioni possono essere iniettati in colonnaaatirso apposite microsiringhe per HPLC
perforando un setto e inserendo il campione inaamera di iniezione, con il flusso di eluente
bloccato, quindi riattivando il flusso con valvoldi iniezione che rendono possibile
I'introduzione del campione senza interromperduggo dell’eluente (anche a pressioni elevate)
Il campione iniettato va a finire in un serpentmentre I'eluente continua a fluire nella colonna,
spinto dalla pompa. Ruotando la valvola, si attivaaltro percorso dell’eluente che, prima di
entrare in colonna, passa attraverso il serpentin@ui era stato introdotto il campione
trasportandolo all'interno della coloniia 1%

Le colonne per HPLC sono generalmente d’acciagsditlabile e sono adatte a resistere a
pressioni elevate. Sono chiuse ai due estremi etthorosi di acciaio sintetizzato, resistenti
alle pressioni di esercizio; servono a bloccarffase stazionaria all'interno della colonna.
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In commercio si trovano colonne a lunghezza di 5ac® cm in quanto maggiore € la lunghezza
migliore sara l'efficienza separativa. L'esperierdimostra che l'efficienza di una colonna é
direttamente collegata al numero di piatti teorici.

Il numero di piatti teorici (N) caratteristici dna colonna e dato dalla relazione:

N = 16 ¢r/wWp)?

dove W e I'ampiezza del picco g, € il tempo di ritenzione, in altre parole il tempbe

intercorre fra il momento dell’'iniezione e la ciestel picco.
Invece facendo riferimento al tempo di ritenzioreretto, si definisce il numero dei piatti

effettivi

Ner = 16 ¢ R/Wb)2

Per migliorare I'efficienza di una colonna, bisognandi fare in modo che il numero di piatti N
sia piu grande possibile. Cio puo essere conseguaiamentando la lunghezza della colonna od
ottimizzando tutti quei parametri che determinanealore di N quindi aumentando la velocita
lineare (in mm/sec) della fase mobile

Un altro componente fondamentale di uno strumermto HPLC e il rivelatore, dispositivo
sensibile al passaggio di un composto e le cuitgzemi si valutano in base ai parametri di
sensibilita, intervallo di linearita, limite di rabilita**" 2%
Tra i principali sistemi di rivelazione vi sono:

rivelatori conduttometrici

rivelatori rifrattometrici

rivelatori spettrofotometrici UV

rivelatore a fluorescenza

spettrometri di massa

1.3.3 Analisi dei fluidi biologici: 1a tecnologia SELDI e Clinprot

La tecnica SELDI gurface-enhanced laser desorption/ionizatisfjutta la capacita delle
cromatografia di separare le proteine in baselaitte proprieta. Il sistema di prefrazionamento
del campione é costituito da superfici, ProteinClipe possono essere funzionalizzate con
gruppi chimici ad esempio gruppi cationici, anionicatene idrofobiche, e gruppi polari o

modificate chimicamente con I'uso di anticorpi,e#ori, ligandi, enzimi e acidi nucleici.
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Figura 10: immagine di Protein Chip (Immagine tratta dal siti http://biophy.uchicago.edu/seldi.php)

Solo un gruppo di proteine presenti nel campiors@olgico possono essere trattenute dalla
superfici attivate e quindi rilevate attraverso lenaMALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight | profili spettrali ottenuti vengono poi prosasi con
opportuni software di indagine statistica per lhtlBcazione di segnali differentemente espressi
nelle popolazioni in studt’.

La tecnica SELDI pu0 essere applicata ad un numeéeato di campioni permettendo di
conferire all'indagine una forte valenza statistjcaoltre, possono essere analizzate quantita
molto piccole di campione (0.5-400 pl) e i risultangono ottenuti in breve tempo.

Una valida alternativa al SELDI & rappresentatéadacnologia ClinProt" che utilizza biglie
magnetiche ricoperte da superfici funzionalizzatee @ermettono la pre-purificazione del
campione prima dell’analisi in MALDI-TOE® 13

Nella meta degli anni 90, Girault S. et al. scrizdhprimo lavoro riferito a questo approccio
descrivendo l'uso di biglie magnetiche funzionaliez con streptavidina per legare peptidi
biotinilati. | peptidi sono stati eluiti, miscelatbn matrice ed analizzati tramite MALDI-TOF.
Gli autori descrivono questa tecnologia come wnattente strumento in grado di studiare le
interazioni peptide/proteina. Successivamente,lpliapzione di questa tecnologia e stato
applicata alla scoperta dei biomarcdfBri Un Anti-PSA-IgG-biotina & stato legato alla
streptavidina che rivestiva le biglie magnetichesate per arricchire e purificare dal PSA il siero
con eccelenti risultati.

Gli studi si sono quindi interrotti fino all'inizidel XX secolo, quando, guidato dal successo
della tecnologia SELDI, I'approccio legato alle lmgmagnetiche ha iniziato ad essere utilizzato
piu frequentemente negli studi clinici come testimato dall’ incremento del numero di
pubblicazioni volte, soprattutto, alla ricerca dirbarker in fluidi biologici.

Villanueva e i suoi collaboratori sono stati i gienn nel profiling di campioni di siero con 'uso
di biglie magnetiche funzionalizzate con cateneatbonio con diversa lunghezza (C1, C2, C3,
C8 e C18) e con superficie porosa o non porosalitersa capacita di legame esercitata dalle
biglie magnetiche espressa come numero dei picgdereati in uno spettro MALDI-TOF, ha
mostrato che biglie a catena C8 avevano una capasitattiva maggiore rispetto alle altre.
Recentemente, uno studio comparativo tra pazidfgitiada cancro al seno e soggetti sani ha
valutato la migliore strategia di analisi con béghhagnetiche funzionalizzate con vari gruppi

chimici: a interazione idrofobica (C8), a debolarsbio cationico (WCX), immobilized metal-
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ion affinity (IMAC-Cu) 9. Il risultato emerso € clven le biglie magnetiche WCX si ottengono |l
maggior numero di segnali e quindi, costituisconattimo punto di partenza per questo tipo di
analist®,

Con un altro lavoro, Callesen e coll.10 hanno \afutnon solo le biglie magnetiche
commercialmente disponibili (C8 e IMAC-Cu), ma aaciicrocolonne personalizzate (C8,
C18, IMAC-Cu e anionexchange) utilizzando sia itpeolli indicati dal produttore sia protocolli
modificati ad hoc"**. Dopo un’ accurata ottimizzazione delle procecamalitiche, il piu alto
numero di picchi riproducibili (piu di 400) e statdtenuto con la purificazione ottenuta con
biglie IMAC-Cu e analisi MALDI-TOF utilizzando 2,6HAP come matrice.

Uno studio dettagliato sulle condizioni ottimalirp# pre-frazionamento del siero e stato
descritto con le biglie magnetiche C18 che ha comé¢éo anche l'elevata riproducibilita di
questa tecnic¢d’.

Oltre alle biglie magnetiche impiegate in uno sbudi proteomica, vi sono altri fattori che
possono influenzare la qualita degli spettri di saasl’origine e la raccolta di materiale
biologico, I’ ottimizzazione e la tecnica MS ut#ata sono le variabili indagate in diversi lavori
di ricerca. Nel 2005 Baumann et al hanno dimostdit® cicli di gelo-scogelamento possono
notevolmente influenzare il profilo proteico detrs ottenuto utilizzando biglie magnetiche (C3,
C8, C18). Tuttavia, con un protocollo altamentendéadizzato per la raccolta del sangue, per la
preparazione del siero, del tempo di scongelamdateariabilita intra e inter-saggio, misurata
con i segnali compresi tra 1-10 KDa e con intensiéésa, media e alta, era compresa
rispettivamente fra il 3% -23% e del 6% -33% (% CYue studi sono stati effettuati per
indagare gli effetti della manipolazione del sisub profilo spettrale: il primo ha mostrato che la
temperatura di conservazione e uno dei fattomqggpali tra i maggiori responsabili delle
modifiche degli spettri di massa, |l secondo siuth dimostrato invece che campioni di siero e
plasma possono essere conservati a 4 ° C fino@e4enza alcuna modifica significativa del
profilo proteicd>®.

In un altro studio e stato dimostrato che alcuniofa quali temperatura e tempo della
preparazione del siero, 'umidita e la temperatiebprocesso di cristallizzazione influenzano i
profili ottenuti con la tecnologia MALDI-TOF. In piEcolare la percentuale di umidita durante il
processo di cristallizzazione tra campione e matiifluisce sulla formazione di cristalli
indispensabili per I' analisi in spettrometria MALDOF. Recentemente, e stata valutato anche
I'utilizzo di diverse matrici negli studi di profilg siericd®".

Esistono diverse matrici, ognuna adatta ad unacptate esigenza analitica Ad esempio I'acido

a-Ciano-4-ldrossicinammico (HCCA) é adatto per asiatli peptidi o proteine con massa
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inferiore a 10 KDa e quindi per la maggior partgldstudi di proteomica, mentre I'acido
Sinapinico (SA) & adatto per proteine intere o iepbn massa superiore ai 10 KDa. Gli autori
hanno dimostrato che la scelta di una matrice aataghia una maggiore influenza rispetto al
processo utilizzato per la preparazione dei campfn

Tutte le procedure del processo di pre-purificagidei campioni possono essere automatizzate
mediante I'utilizzo di una piattaforma roboticapm® ad esempio dlinprot robot.

L’automazione, oltre a rendere piu veloce ed ecaoorihprocesso di purificazione, permette di
ottenere una maggiore riproducibilita rispetto awh yreparazione dei campioni manuale con
semplici passaggi.

Nella fase di legameb{nding) il fluido biologico viene miscelato con una sasgene di biglie
magnetiche e una soluzione di legame, al fine winetre I'estrazione specifica di peptidi dalla
matrice biologica.

Successivamente grazie all' ausilio del separatoagnetico, le biglie rimangono adese allo
stesso e, in tal modo, viene favorita I'eliminamodel surnatante e, quindi, delle sostanze
legate in modo aspecifico alle biglie (fase di @tiazione del surnatante)

Durante la fase di lavaggiovéshing) il robot effettua una serie di 3 lavaggi conseguon un
tampone di lavaggio. Le proteine legate in man@specifica, i sali e i contaminanti, che
possono interferire con la successiva analisi gttepmetria di massa vengono, in questa fase,
eliminate.

Viene, dunque, aggiunta e miscelata una soluzigrex favorire la rottura del legame tra
proteine/peptidi e biglie per permettere I'eluizategli analiti. €lution).

Nell’ ultima fase, quella di depositggotting), I'eluato viene miscelato nella matrixplate dan
soluzione di matrice e, dopo il deposito di alcumicrolitri di questa miscela sul target

(AnchorChip 600/384) e I'evaporazione del solveiiteampione co-cristallizza con la matrice.
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CLINPROT APPROACH
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Figura 11: strumentazione e passaggi relativi alla tecnica Clinprot
1.4 La spettrometria di massa

1.4.1 Introduzione e principi fondamentali

La spettrometria di massa trae le sue origini,angtima parte di questo secolo, dalle esperienze
del fisico J.J.Thompson, il quale mise in evidemaaormazione di elettroni e “radiazioni
positive” in un tubo posto sotto vuoto, nel quaeniva applicata una differenza di potenziale
elettrico. Thompson osservo che tale nuova tegnitava essere utile al chimico per analizzare
sostanze, come descritto nel suo libRays of Positive Electricityand Their Application to
Chemical Analysis”l Nonostante questa lungimirante osservazion@plieazione primaria
della spettrometria di massa rimase confinata aelpo della fisica per circa trent’anni. Essa e
stata usata in particolare per individuare unoiat@numero di isotopi, per determinare la loro
abbondanza relativa e per misurare la loro masatagsnssia la massa atomica con una
precisione di 1 parte per milione o anche superiQueste fondamentali e importanti misure
hanno permesso di creare le basi per sviluppi ssogein diversi campi che vanno dalla

geocronologia alla ricerca biochimica
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In proteomica, la spettrometria di massa non ragmta soltanto la procedura di elezione per
ottenere misure precise della massa dei polipeutidiei loro prodotti di frammentazione
proteolitica. Le informazioni piu rilevanti che possono avere dalle analisi effettuate con le
configurazioni piu evolute dello spettrometro di ssa (tandem MS) consentono infatti di
descrivere degli stessi polipeptidi anche la siratprimaria e, quindi, di ottenerne la completa
identificazione. Peraltro, I'elevata affidabilité®elte identificazioni ottenibili utilizzando i dati
forniti dall’analisi spettrometrica si basa propmwlla altissima precisione con la quale si
possono misurare le masse molecolari. La misuranseetale della massa di un polipeptide
comporta infatti un errore non superiore allo 0%0Per fare un esempio la massa relativa di un
polipeptide di PM 35.000 si determina con un ertiaferiore a 4 unita di massa atomica. Con
questa precisione delle misure € quindi possiliéyare con accuratezza anche modificazioni
post-traduzionali delle proteine allo studio. Diorémdo la Mr delle molecole, la precisione delle
misure & ancora piu elevata. Per esempio, la maella massa di un oligopeptide di Mr = 1000
da un errore minore di 10 ppif.

La spettrometria di massa e’ basata sulla ionipzezdi una molecola, il catione radicalico che
si forma {one molecolarg in parte si frammenta dando molecole e/o radinalitri (che lo
strumento non rileva), in parte generando catidmiradicali cationi ibni frammentd. Lo ione
molecolare e i vari ioni che si originano per fraemtazione (cationi e radicali cationi) vengono

discriminati sulla base del loro rapporto mass#faa rivelati da un detector.
AB + e AB+ +2 €

1. Processi di frammentazione:

+ @ #
AB — A + B
radicale catione radicale
cafions

[ o
A — ¢ + D

catione cationg malecola

newutra

2. Processi di nassestamento:

3 +
AB — s EF + D
radicale radicale  molecola
catione catione neutra

Molti di questi ioni sono molto instabié si frammentano e riassestano in 10-10 10-8 second
Quando questi ionposseggono una struttura che permette loro di gopexe per almeno 10-6

secondi e possono essere registrati
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La formazione di ioni di campione in fase gassosa @re-requisito essenziale per i processi di
separazione e di rivelazione tipici in uno spetitnm di massa. Fino a non molto tempo fa gli
spettrometri di massa richiedevano il campioneasefgassosa, ma grazie agli sviluppi piu
recenti, descritti piu avanti, I'applicabilita dellspettrometria di massa e stata estesa fino a
includere anche campioni in fase liquida o inglobmuna matrice solida. Il campione, che puo
essere solido, liquido o gassoso, viene introdottena camera ad alto vuoto mediante un
opportuncsistema di introduzione

All'interno della sorgente ionicail campione organico, trasformato in forma gaase®ne
bombardato da una corrente di elettroni emesséaskio di elettroni viene fatto incidere
perpendicolarmente alla direzione di propagaziaieyds.

Gli ioni prodotti, che si trovano in fase gassagagono separati nedlhalizzatoresulla base del
loro rapporto massa/carica (m/z). L' analizzatorenétubo ed U (piegato a 180° che viene
attraversato dagli ioni accelerati fino a giungakreollettore e quindi al rivelatore. Esso & posto
tra i due poli di un campo magnetico orientato aalale. Il campo magnetico sottopone la
particella positiva ad una forza centripetehe va ad opporsi a quella centrifugarivante
dall'accelerazione.

Solo quando la forza centripeta bilancia perfettaaeuella centrifuga la particella percorrera
una traiettoria circolare attraversando interaméntebo ad U e giungendo allevatore Nel

rivelatore gli ioni generano un segnale elettriogporzionale al numero di ioni presenti.

Figura 12: schema a blocchi di uno spettrometro di massa (Immagine tratta da “What is MASS SPECTROMETRY”, ASMS
(American Society for Mass Spectrometry)).

Il sistema di elaborazione dati registra quesgnaé elettrici in funzione del rapporto m/z e li
converte in uncspettro di massauna intensita che dipendera dalla abbondanzaabatdi tali

isotopi**%

1.4.2 Spettro di massa

Lo spettro di massa € unico per ciascun compogiooeessere utilizzato come “finger print”
chimico per caratterizzare il campione o per idamatilo in miscele molto complesse.

La presentazione grafica e costituita da una skristogrammi inseriti in un diagramma su cui
In ascissa sono riportati i valori m/z dei piccbliativi alle specie ioniche presenti ed in ordinata

l'intensita o abbondanza in unita arbitrarie (Fig). Il rapporto massa/carica (m/z) € il rapporto
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tra la massa m dello ione, misurata rispetto allssa del carbonio che per convenienza e
12,000000, ed il numero z di cariche elettrostatifhisurate rispetto a quello dell’elettrone, cui
viene assegnata una carica elettrostatica negatitaia) presenti sullo stesso ione.

In generale quando una molecola € ionizzata, peyzione di un elettrone si origina uno ione
molecolare il quale genera nello spettro di massaicco denominato picco ionico molecolare,
che compare a un valore m/z numericamente uguaesal molecolare nominale dell’analita e
costituisce il primo precursore di tutti gli ionialmento nello spettro di massa. Questo ione
molecolare, infatti, pud contenere sufficiente greemterna dando luogo a delle frammentazioni

successive che portano alla formazione di specigeecationiche o radicaliche.

M- — M — A+N

M- — M —» A +N

Lo spettrometro di massa sara percio in grado plarsee tutti i frammenti carichi (Ae A™),

che, a loro volta, possono contenere energia iatesufficiente per generare successivi
frammenti ionici anch’essi analizzabili attraveeswlisi spettrometricH?
In un’analisi spettrometrica con una sorgente @S| spesso le molecole generano ioni multi
carica e questo accade, ad esempio, nel procBsemizzazione elettronica quando una
molecola perde due elettroni: si ottiene una iorwenolare doppiamente carico che produce
nello spettro di massa un picco ad un valore nufnaricamente uguale alla meta del peso
molecolare del composto. Analogamente se una mlalemmuista nH+ durante il processo di
ionizzazione electrospray si ottiene uno ione null@e protonato che produce nello spettro di
massa un picco ad un valore di m/z numericamentalagad % del peso molecolare del
composto aumentato di n unita (M+rif)
Il picco piu intenso di uno spettro di massa édkp base e viene utilizzato come base unitaria
rispetto alla quale normalizzare le abbondanzetivelai tutti gli altri ioni. Per definizione,
quindi, l'intensita relativa del picco base e 10@8éntre le intensita degli altri picchi sono
espresse in % Relative Intensity (R. I.).
La capacita dello spettrometro di massa di sepahagepicchi adiacenti e detta risoluzione (R)
ed é data dalla relazione:

R =Mn/ (Mn-Mm)
dove Mn é il valore di massa superiore i due picatiiacenti e Mm € il valore di massa
inferiore***,
La risoluzione di uno strumento & un parametro &mnentale per la misura delle masse esatte da

cui si puo derivare la composizione elementarecdaiposto. Nei casi in cui la risoluzione dello
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spettrometro di massa e sufficientemente elevafatti, ad ogni picco si accompagna uno o piu
picchi ad (m+1), (m+2), etc. Tali segnali sono uwlb\alla presenza di isotopi stabili degli
elementi che entrano nella composizione elemerdaléanalita. L'intensita di questi picchi

isotopici segue la distribuzione isotopica natuckdgli elementi (Tab.6)

ABBONDANZA ISOTOPICA NATURALE
Elemento X Massa % X+1 Massa % | X+2 | Massa %
Idrogeneo| 'H ]99,99 ’H |0,01
Carbonio 2c |o98,9 Bc (11
Azoto YN (99,6 BN 0,4
Ossigeno | O [99,76 Y0 [0,04 0 [ 0,20
Fluoro BF 1100
Fosforo I 1100
Zolfo 323 195,02 s 10,76 345 14,22
Cloro *Cl |75,77 37Cl[24,23
Bromo “Br [50,5 81Br| 49,5
lodio 201100

Tabella 6: abbondanza isotopica naturale di alcuni costituenti organici

Si potrebbe continuare con i picchi isotopici (m+@)+4), etc, il cui contributo,trascurabile per
le molecole con pochi atomi di carbonio diventandigativo per molecole ad alto peso

molecolare le quali presentano “cluster isotopidmplessi anche per il contributo additivo
degli isotopici degli altri element{.

Le qualita che uno spettro di massa acquisito deeee per poter essere utilizzato sono:

- un buon rapporto segnale/rumore di fondo

- l'intensita dei picchi non deve superare la sogli acquisizione, poiché in questo caso
risulterebbe difficile attribuire loro un valoreatt

- picchi ben risolti, ovvero alti e stretti
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Figura 11: esempio di uno spettro di massa

1.4.3 Spettrometro di massa: elementi fondamentali

1.4.3.1 Sistema di introduzione

A causa della sua grande sensibilita lo spettramditmassa € spesso usato come rilevatore in
GC e in HPLC. L’accoppiamento delle tecniche craygedfiche con la spettrometria di massa
ha consentito di superare il problema analiticoladelrenza di informazioni identificative
proprie dei comuni rilevatori associati a GC e HPL@odi d’introdurre il campione all'interno
dello strumento sono vari, normalmente dipendoria dalatilita e dalla natura del campione,
ed anche dal metodo di ionizzazione utilizzato.

Per miscele complesse si puo ricorrere alla préxeerseparazione mediante gascromatografia
(GC) o cromatografia liquida a alte prestazioniRU& ); in questi casi il sistema d’introduzione
e una vera interfaccia tra le due strumentaziomuiafunzione € quella di rendere compatibile
I'abbinamento di sistema cromatografici, che funaiwo sotto pressione, con lo spettrometro di
massa, che funziona sotto vuoto spinto.

Due sono le tipiche interfacce per collegamento-G3@S: il separatore a getto (o di Rihaghe) e
I'interfaccia open-split, ma nel GC-MS si puo elirare I'impiego dell'interfaccia quando si
utilizzano colonne capillari Mentre tipiche intectia per il collegamento HPLC-MS sono la
“particle beam”, la “thermospray” e la “ electroapt. La termospray e Ielectrospray

41



rappresentano perd anche due specifici metodirdezazione a pressione atmosferica (APl =
atmospheric pressare ionizzatidf)

1.4.3.2 Sorgente ionica

La sorgente ionica& una parte dello spettrometro di massa nella gealaolecole gassose,
liquide o solide vengono trasformate in ioni deatdti in fase gassosa.

La sorgente ionica e costituita da camera di i@dzme all'interno del quale avvengono anche i
processi di frammentazione che portano alla foromezdi un certo numero di specie ioniche,
con definiti valori di m/z, i cui segnali daranlumgo allo spettro di massa.

il fascio di ioni che viene cosi prodotto viene dbizzato e accelerato attraverso una serie di
elettrodi che sono presenti in sorgente.

Generalmente, prima di entrare nell’analizzatdriascio ionico viene in parte intercettato da un
elettrodo che genera una corrente chiamata “caremtica totale’o TIC (total ion current).
Questa corrente € proporzionale alla quantita di i@&ccolti, i quali sono a loro volta
proporzionali alla quantita di sostanze che sidarovquel momento nella sorgente e soggetta al
processo di ionizzazione. Nel caso di scansionficoe, la TIC puo essere anche generata dal
sistema di acquisizione ed

elaborazione dati sommando le intensita di tygtcchi registrati negli spettri di massa. Nel caso
di analisi GC-MS ed HPLC-MS il profilo della TIC &olitamente sovrapponibile al
cromatogramma ottenuto con i rilevatori cromatagralassici.

Esistono diversi tipi di sorgenti ioniche, quesengono scelte in funzione delle caratteristiche
chimico-fisiche dell’analita e che percio sfruttgorincipi fisici diversi per generare ioni gassose

da molecole neutrg&?®,

La sorgente a ionizzazione elettronica (El), detta anche ad impatto elettronico, e il rdet@iu
diffuso e per lo piu viene usato per specie volattermicamente stabili.

Le molecole neutre vengono introdotte gia in faagsgsa e grazie ad fascio di elettroni ad alta
energia emessi da un filamento, avviene la iozibree Questo fascio di elettroni di
bombardamento si muove su un percorso a spiraleefbetto del campo magnetico locale
generato da due piccoli magneti, aumentando cgsblaabilita di interazione degli elettroni con
le molecole neutre. L’elettrone in movimento pu&eze considerato come un pacchetto di
energia presentando un movimento ondulatorio apalagquello di un fotone; durante
I'approccio elettrone/molecola il campo elettricalldnda e il campo magnetico della molecola
si modificano mutuamente. In seguito al processdodizzazione si innescano una serie di

processi di frammentazioni uni molecolare.
42



by

L’energia degli elettroni di bombardamento e mgfio grande dell’energia di un normale
legame chimico ed inoltre I'interazione elettrongenera uno ione molecolare radicalico in uno
stato fortemente eccitato, per cui esso puo, a&ydkcomporsi prima di essere rivelato per cio

viene considerato un metodo di ionizzazione hard.

La ionizzazione chimica (CI) e concettualmente simile a quella El, ma,afedénza di
quest’ultima, la pressione nella camera di ionigpaz della sorgente viene mantenuta a un
valore compreso tra 0,1 Torr e 2,0 Torr per intmdoe di un gas reagente che puo essere
metano, isobutano, ammoniaca oppure idrogeno ctianmorispettivamente alla formazione di
ioni secondari del tipo GH, C4Ho',NH;" e H:". Tali cationi sono acidi forti che possono quind
protonare con una reazione acido-base di Bronsettcamente qualsiasi molecola organica ma
se la molecola é sprovvista di un sito basicott@étio che protonarsi questa specie tendera a
perdere un protone e questo ione pseudo-molec@dagsenta una scarsa tendenza a

frammentare.

La sorgentéAtmospheric Pressure Chemical lonization (APCI) é formata da un nebulizzatore

in ceramica riscaldato contenente un capillareqguele I'eluato della colonna viene spinto per
essere vaporizzato; la temperatura (da 200 a 50Q0e°@na corrente di azoto permettono
I'evaporazione di solvente e analiti.

Un potenziale elettrico, positivo 0 negativo iomizle molecole: I'atmosfera nella sorgente,

composta principalmente dai vapori del solventeeathe da azoto, viene ionizzata da un ago

che produce una “corona dischargeig(12).

Figura 12: schema di funzionamento della sorgente APCI in modalita positiva: la scarica elettrica dell’ago ionizza le
molecole gassose del solvente. Queste trasferiscono poi la carica acquisita agli analiti (S solvente, M analita).(Immagine
tratta dal sito The University of Bristol, School of Chemistry)

| vapori di solvente e azoto vengono istantaneaenennizzati dallago e reagiscono

chimicamente con gli analiti in fase gassosa, érasido loro la carica elettrica . Per lavorare con
una sorgente APCI occorre che l'analita sia sudfitmente volatile e termicamente stabile e
che la fase mobile possa accettare e donare prgwemdo essa si trovi in fase gassosa.
Dall’analisi condotta in APCI, di norma, si formactusivamente lo ione pseudomolecolare
[M+H] " e talvolta si possono osservare perdite di motedoH,O ma nessuna frammentazione;

di conseguenza, la corrente ionica totale dellitanadli norma, e associata ad un solo ione. La
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sorgente APCI é generalmente preferita per I'andlisnolecole poco polari e con PM fino a
4000 D.

La spettrometria di massa APCI consente l'approacima notevole serie di applicazioni nei
campi piu svariati e apre effettivamente nuove pettsre alla ionizzazione chimica, offrendo
una efficienza

di ionizzazione assai piu elevata della ionizzagichimica tradizionale. La APCI é adatta per
composti mediamente polari, ma puo fornire buomultati con composti molto polari,
specialmente quando la fase mobile preveda l'ingpiiegamponi, sia volatili che non volatili. La
APCI puo essere direttamente interfacciata a celamalitiche HPLC standard con diametro
interno di 4,6 mm, dato che essa € in grado diteredflussi di 1-2 ml/min.

per supplire alla scarsa frammentazione osservataondizioni normali di ionizzazione €
possibile eseguire un’analisi MS-MS che permettancdementare ulteriormente la sensibilita
con il segnale in assoluto meno intenso. Occomergepresente che in questo modo si genera la
frammentazione di tutto quello che si trova in smitg in quel momento quindi € necessario un
efficiente stadio di separazione per essere saiugnizzare un componente puro. Il segnale di
corrente ionica ottenuto in queste condizioni gataelevato, ma il rumore chimico non viene

eliminato come nella MS-M&>126

1.4.3.3 Analizzatore di ioni

L’analizzatore consente di differenziare gli iomngrati in base al loro rapporto massa/carica
(m/z).

Gli analizzatori possono essere suddivisi in dugrfondamentali:

1. gli analizzatori della quantita di moto comeajtializzatori magnetici, che separano gli ioni in
funzione del prodotto massa per velocita;

2. gli analizzatori dinamici, come gli analizzataritempo di volo (TOF) o gli analizzatori a
trappola ionica (IT) oppure gli analizzatore a maoza ionica ciclotronica (FT-ICR).

Gli analizzatori piu comunemente usati sono i setteagnetici ed elettrici, i quadrupoli, le
trappole ioniche (ion traps), gli spettrometri dassulla risonanza ionica ciclotronica in
trasformata di Fourier (FT-ICR) e gli analizzatatiempo di volo (Time of Flight, TOE}®.

Gli analizzatori asettori magnetici deviano le traiettorie degli ioni in percorsi alari il cui
raggio dipende dal rapporto momento/carica delleeioloni con m/z piu elevato seguono

traiettorie di raggio piu ampio rispetto a quellincm/z piu basso, cosi che ioni con differenti
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valori di m/z vengono dispersi nello spazio. Camb@ le traiettorie degli ioni mediante
variazioni del campo magnetico, ioni di diversopao m/z possono essere focalizzati sul
rivelatore. Gli spettrometri di massa a doppia fiazazione utilizzano una combinazione di
campi magnetici ed elettrici per separare gli iinkampo elettrico accelera gli ioni inviandoli in
un condotto ricurvo, dove il campo magnetico induca deflessione del percorso degli ioni
accelerati in base al loro rapporto m/z. La ferrditagisce da filtro per selezionare uno specifico

rapporto m/z.

Figura 13: schema di funzionamento di un analizzatore a settore magnetico (Immagine tratta dal sito
http://www.mabra.it/dida/massa/fm.htm)

L’equazione mostra la dipendenza della traiettdriano ione, con un determinato rapparifz,

dal valore del campo magnetiel da quello elettric/ e dal raggio di curvatuna

H2r2
2V

N |3
I

La scansione temporale del campo magnetico/eletbdnsentira a tutti gli ioni di giungere al

rilevatore'*®,

L’ analizzatore quadrupolare (Fig. 14) e costituito da quattro barre di metallo disposte
parallelamente a cui viene applicata una differedzgotenziale, generata da una corrente
continua alternata. Gli ioni a causa di questaediffiza, subiranno nel loro transito delle
oscillazioni che potranno essere stabili, permdttenosi agli ioni di uscire dal quadrupolo,
oppure instabili inducendo cosi la collisione deltme con le barre del quadrupolo. A
determinati valori della tensione applicata, saloi iaventi un certo rapporto m/z usciranno dal
quadrupolo e saranno convogliati al rilevatore.igfato nel tempo la tensione applicata, tutti gli
ioni saranno messi in condizione di percorreredlamzatore**’.

Figura 14: schema di funzionamento di un analizzatore quadrupolare (Immagine tratta dal sito
http://www.dia.unisa.it/~ads/BIOINFORMATICA/Proteomica/glossario.html)

La trappola ionica opera con un principio simile a quello del quadtapma anziché permettere

agli ioni di attraversare il campo quadrupolardrégppola ionica puo trattenere tutti gli ioni al
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suo interno che vengono rilasciati progressivameatso il rivelatore,facendo variare il campo
elettrico.

E’ considerato un sistema tre elettrodi in quanto vi sono due elettrodi wopra e uno sotto
chiamati caps ed end, mentre gli altri due sonpregentati da un elettrodo ad anello posto nel
centro.

Il campo elettrico che si genera intrappola gli alfiinterno della cavita: gli ioni che possiedono
una traiettoria stabile vengono momentaneamenteentdi nella trappola, mentre gli ioni che

presentano una traiettoria instabile saranno esfiits 15)*%

Figura 15: schema di funzionamento di uno spettrometro a trappola lineare (Immagine tratta dal sito Thermo Scientific)

Altri due tipi di analizzatori, sempre piu diffusei laboratori di ricerca, sono lo spettrometro di
massa a risonanza ionica ciclotronica in trasfoandatourier Eourier Transform lon Ciclotron
ResonanceFT-ICR) e lo spettrometro di massa a tempo dov@ime Of Flight TOF). Le
caratteristiche particolari di questi due analiagai rendono specialmente utili per lo sviluppo
della spettrometria di massa in nuovi campi di @pgione.

In uno spettrometro FT-ICRFig. 16) gli ioni vengono intrappolati elettrostaticameinteuna
cella cubica posta all'interno di un campo magmetiostante. L'applicazione di un impulso a
radiofrequenza tra due piastre della cella chedoogda trasmettitore (piastre di eccitazione)
induce un moto orbitale coerente. Gli ioni in matdoitale generano un debole segnale
“immagine” che viene raccolto dalle piastre dekdia che agiscono come ricevitore (piastre di
rivelazione). La frequenza del segnale generatendaarticolare ione € uguale alla sua frequenza
orbitale che a sua volta € inversamente correlagaa@rapporto m/z. L’intensita del segnale per
una data frequenza é proporzionale al numero diaweanti il corrispondente valore di m/z. I
segnale totale viene amplificato e quindi scompasétie varie componenti di frequenza
generando cosi lo spettro di massa. Se la presalbinéerno della cella € molto bassa, ossia se
viene mantenuto un vuoto molto spinto, il moto talei degli ioni pud essere mantenuto per
tempi relativamente lunghi e la frequenza misurggatutamente numerose volte per ottenere
una accuratezza molto elevata. Gli strumenti FT-8ORo in grado quindi di produrre spettri di

massa con una altissima risoluzitiie

Figura 16: schema di funzionamento di uno spettrometro di massa FT-ICR. (Immagine tratta dal sito The University of Bristol,
School of Chemistry)

46



L’ analizzatore a tempo di volo (TOF, Time of Fligk uno strumento abbastanza semplice ed &
generalmente combinato con sorgenti MALDI. E’ dosto da un tubo di deriva collegato da
una parte alla sorgente e dall’altra al rivelato®i ioni prodotti nella sorgente vengono
accelerati con la stessa energia potenziale (V¥yida loro energia cinetica (1/2M)\@ la stessa.

La velocita, v, di uno ione dipende dalla seguénmteaula:

v =\2zeV

m
la velocita dello ione dipende dalla massa, cos &b un gruppo di ioni & accelerato, ed
attraversa una regione dello spettrometro privaaspi, gli ioni arriveranno al detector con
tempi differenziati, in dipendenza delle relativadocita, questo significa che ioni con massa piu
alta sono caratterizzati da una velocita piu baggeetto a quelli a massa minore quindi al
rivelatore arriveranno prima gli ioni piu veloci adz piu bassi e poi gli ioni piu lenti ad m/z piu

alti 14,

1.4.3.4 Rilevatore

Il rilevatore € un sistema che permette di conkeré registrare l'informazione portata da
sorgenti ed analizzatori. Tutti i rilevatori posk@o una superficie in grado di raccogliere gli
iloni e neutralizzare la carica attraverso meccainidinraccolta o donazione di elettroni. Si
realizza quindi un trasferimento di elettroni edflusso di corrente che puo essere amplificato
ed infine convertito in un segnale processabilaidaomputer. La maggioranza dei rivelatori
funziona ad impatto ionico o per cattura ionica.

Gli ioni prodotti nella sorgente e separati daldhdrzatore, in funzione del rapporto m/z,
raggiungono il rivelatore con correnti ioniche sfemno da 18 A a 10" A. Il segnale che verra
generato sara direttamente proporzionale al numierani che raggiungono il detector e verra
trasformato in uno spettro di massa.

Quattro sono le tecniche che vengono utilizzatelpeivelazione degli ioni: il moltiplicatore
elettrico, il Daly detector, il Faraday-cup e i Marcal plane detector.

Il detector piu comune € il moltiplicatore elettriche é costituito da una serie di dieci o venti
dinodi (elettrodi) composti da una lega rame-berill Quando gli ioni impattano sul primo
dinodo di conversione si ha I'emissione di un ceronero di elettroni per ione. Gli elettrodi
emessi dal primo dionodo colpiranno il secondo peetido un effetto a cascata. L'ultimo
dinodo e collegato con un pre-amplificatore cheveoie la corrente in voltaggio in modo da

amplificare e registrare il segnale.
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Una variante del moltiplicatore elettrico e rapprgato dal CEM (Channel Electron Multiplier)
cioé un moltiplicatore elettrico a tubo costituita un dinodo continuo dove gli elettroni
collidono continuamente contro le pareti internerdeltiplicatore producendo il tipico effetto a
cascata.

L’altro tipo di detector e detto Daly ed e un raelre elettro-ottico che utilizza un plate su cui
impatta un fascio di ioni, provocando, anche insjo€aso, un rilascio di elettroni. Gli elettroni
cosi prodotti impattano su di uno schermo al fasfdre emette fotoni che vengono poi trasmessi
ad una schiera di fotodiodi (photodiode arraygsiusono collocati composto dei sensori

Il Faraday cup € un detector costituito da un plat@ piu spesso una tazza (cup), di metallo, su
cui impatta un fascio di ioni, connesso a terramerzo di un resistore. Su tale plate avviene la
neutralizzazione della carica degli ioni quandosgiuie colpiscono generando, cosi un flusso di
corrente attraverso il resistore.

Il detector focal plane e caratterizzato da unada®tografica, quando gli ioni impattano sulla
lastra, le bande che ne risultano sono rivelate ianéel uno sviluppo fotografico e
successivamente convertite nei rispettivi segnaéttreci mediante [I'utilizzo di micro

densitometri>C,

1.4.4 Tecniche di desorbimento.

Le tecniche di desorbimento hanno portato unaumiohe nell'applicazione della spettrometria
di massa all’analisi di superfici e a molecole gliamon volatili o termicamente poco stabili.
Con il termine ionizzazione per desorbimento sidadl processo per cui una molecola viene sia

evaporata da una superficie, sia ionizzata: lecjpaii tecniche sono elencante in tabelf&%7

Tecnica di ionizzazione Mezzo ionizzante
Bombardamento con atomi veloci Impatto di atomi a velocita elevata su un
(Fast Atom BombardmerfAB) campione disciolto in una matrice liquida
Spettrometria di massa di ioni secondari Impatto di ioni a velocita elevata su un film
(Secondary lon Mass Spectromet®yMS) sottile di campione depositato su un substrato

metallico (o disciolto in una matrice liquida,
Liquid SIMS
Desorbimento in plasma Impatto di frammenti da fissione nucleare, ad
(Plasma DesorptionPD) esempio dal 252Cf, su un campione solido
depositato su una lamina metallica
lonizzazione laser assistita da matrice Impatto di fotoni ad alta energia su un
(Matrix Assisted Laser Desorption lonizatjon campione inglobato in una matrice organica
MALDI) solida
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Desorbimento di campo Imposizione di un forte campo elettrico su un

(Field Desorption FD) campione depositato su una speciale sonda
metallica

lonizzazione per elettronebulizzazione Formazione di particelle liquide cariche dalle

(Electrospray lonizationESI) quali gli ioni vengono emessi per desorbimento
e/o desolvatazione

Tabella 7:tecniche di ionizzazione per desorbimento

Per le prime quattro tecniche elencate nella tapdllcampione viene desorbito e ionizzato
mediante un processo che sfrutta il bombardamegita duperficie del campione con atomi ad
alta energia, frammenti da fissione nucleare, ionfotoni. L'impatto deposita energia sul
campione, direttamente o tramite la matrice, egpaltrasferimento delle molecole campione in
fase gassosa e alla loro ionizzazione.

Nel desorbimento di campo il campione viene deptsitn forma di sottile pellicola su uno
speciale flamento che viene posto in un campdrigetdi potenziale molto elevato. In questa
situazione gli ioni, formati in seguito all’estrane di un elettrone dalla molecola indotta dal
forte campo elettrico, vengono facilmente e rapielai@ estratti nello spettrometro di massa.
Nella ionizzazione per elettronebulizzazione ghiisi formano da soluzioni che vengono
finemente nebulizzate attraverso un ago tenutoltadpatenziale elettrico. Gli ioni dell’analita
nelle goccioline cariche vengono volatilizzati iegsito alla rimozione del solvente per
evaporazione. Questo avviene a pressione atmasfamico un campo elettrico generato tra I'ago
e una lente di estrazione degli ioni.

Questi metodi di ionizzazione possono produrre rdivepi di ioni, a seconda dei parametri
utilizzati e del tipo di campione. La formazione idni molecolari positivi M+e e pseudo-
molecolari [M+H]+ é accompagnata dalla formaziorieaddotti con metalli alcalini, come
[M+Na]+ e, particolarmente nel caso della ionizpag per elettronebulizzazione, da quella di
ioni multiprotonati (e quindi multicarica) come [MH]n+. L’estensione della dissociazione

delle specie molecolari (frammentazione) dipendaaavolta dal metodo di ionizzazidre'>

1.4.4.1 Elettrospray ionization

L’ elettrospray ionization, ESI, € un semplice metodo per analizzare piceg@eandi molecole ed
opera a pressione atmosferica ed a temperatureratedParticolarmente adatta a molecole non
volatili e termicamente poco stabili € una delletadelogie principali per ionizzare peptidi e
proteine. Una soluzione contenente I'analita viiati fluire attraverso un capillare alla fine del
guale, per la contemporanea azione di un gettoridi @mpressa e dell’applicazione di un
elevato voltaggio (5000/6000 V per I'analisi in fiiv® oppure 5000-6000 V nel caso di analisi
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in negativo), la soluzione iniettata viene nebwizz Se il potenziale e positivo, gli ioni positivi
si accumuleranno sulla superficie delle gocce u@igseguiranno il percorso stabilito dal “cono
di Taylor” (Fig 17).

Figura 17: schema di una sorgente di ionizzazione ESI (Tratta dal sito di Bruker Daltonik GmbH)

Le gocce attraversano un gradiente di potenzigleessione tale da indurre una risoluzione del
diametro per desolvatazione sino al fenomeesplosione di Coulomb, quando praticamente
il diametro delle gocce € talmente piccolo (limieRayleight), che la forza repulsiva tra le
cariche, vicine tra loro, supera la tensione siugialé delle gocce.

L’equazione che lega la carica della goccia Q tsna raggio R é:

Q? = 6412:0YRR3

dove:

Q = carica della goccia

y = tensione superficiale del liquido

€% = permittivita nel vuoto

R = raggio della goccia

Il passaggio che avviene in seguito, ovvero il pgg® dalla fase liquida a quella gassosa
mediante una “esplosione” delle gocce cariche reanamcora controversa e per la sua
spiegazione sono state proposte due differentig@omodelli: il modello della carica residua o
modello di Dole ed il modello dell’evaporazione liégni o modello di Iribarne e Thomsdr®.
Secondo il modello di Dole la goccia madre, in stegalle esplosioni coulombiane, genera
gocce figlie che a loro volta vanno incontro altesso processo fino a quando non si arriva ad
avere una singola molecola carica per goccia.

Secondo il modello di Iridarne e Thomson invec@asaggio degli ioni in fase gassosa avviene
a partire dalle gocce figlie che hanno una denditaarica Q sufficientemente elevata, che
corrisponde ad un determinato raggio R:

Q=10-17C

R <10 nm

Gli ioni vengono emessi dalle gocce figlie in séguall’evaporazione del solvente; durante |l
processo la densita di carica rimane costante stgueermette al fenomeno di ripetersi.
Attualmente nessuno dei due modelli pud essereidenago non corretto, anzi la teoria

predominante € che il processo di ionizzazionetrelggray avvenga secondo il modello di Dole
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per molecole di grandi dimensioni e secondo il nlod# Iridarne e Thomson per le molecole di
piccole dimensioni .il campione, in questo modoene& ionizzato mediante I'esplosione
coulombica delle goccioline di nebulizzato e quipdsto nelle condizioni ottimali per essere
analizzato.

Gli ioni sono accelerati dal campo elettrico pradadal voltaggio di circa 5000V applicato.
Questi ioni accelerati entrano nello strumentoaatrso un orifizio e transitano in una camera
nella quale fluisce N(gas tampone). Dall'altro lato di questa cameraasia il micro orifizio
che da accesso alla parte dello strumento sottto\smnto. Tra i due orifizi viene applicato un
voltaggio di 40-150 mV, maggiore € il voltaggio, gg@re sara sia l'accelerazione subita dagli
ioni del campione sia la forza cinetica delle is@hi fra questi e le molecole di gas tampone
quindi migliore sara lo stripping di contro-ioni molecole di solvente da ioni di campioni
transitanti. Se la collisione e eccessivamente getiea pud causare frammentazione. Nella
camera ad alto vuoto gli ioni vengono separatiasebal loro rapporto m/z. A voltaggi OR bassi
(40-60 mV) si osservano preferenzialmente ioni ka earica, quindi bassi valori di m/z, in
quanto gli ioni molto carichi risentono maggiormenella scarsa accelerazione fornita dall'OR,
ma sono meno puliti perché lo stripping di solvestdi, etc. € meno efficiente. A voltaggi piu
alti (maggiori di 90 mV) aumenta il segnale dovagi ioni con bassa carica e quindi alti valori
di massa / carica, in quanto il voltaggio OR ¢ isidhtemente alto per attrarli all’orifizio
interno, il segnale risulta essere anche piu pitopping piu efficiente) ma gli ioni piu carichi
potrebbero risentire di frammentazione. Gli ioné alengono prodotti in fase gassosa possiedono
diverse importanti proprieta: lo stato di caricglidéni in fase gassosa riflette lo stato di caric
della fase condensata, anche se qualche volta gggyeemodificato in seguito a collisione; il
trasferimento di ioni in fase gassosa non € unge®e energetico, infatti gli ioni si “raffreddano”
nello step di desolvatazione; coinvolge la scissidin legami non covalenti comportando la
perdita delle molecole di solvatazione percio € sabgrata una tecnica non spinta
energeticamente e non distruttiva nei confronti dampione. Inoltre una delle principali
caratteristiche della ionizzazione mediante ESl ®tmazione degli ioni multi carid&ig.18).

Figura 18: schema di funzionamento della sorgente ESI (Immagine tratta dal sito di Thermo Scientific)

In presenza di basse concentrazioni di campionentivcruciale una diminuzione del flusso per
aumentare la sensibilita dell’analisi.

Per rispondere a questa esigenza esistono du@dipalli sorgentielectrospray la sorgente
micro- electrospraye la sorgente nan@lectrospray*>*. Di particolare interesse & la sorgente

nano- electrospraymediante la quale e possibile analizzare un camepidilizzando un flusso
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all'interno della sorgente di 50-500 nl/min. In gteetipo di sorgente il capillare metallico della
sorgenteslectrospraye sostituito da un capillare in silice fusa avamediametro interno di 10-

15 um; il capillare e rivestito esternamente dasattile strato metallico in modo che possa
condurre corrente. La peculiarita di questo tiposdrgente e rappresentata dalla ridotte
dimensioni delle gocce di analita che si vengorformare. Tali gocce hanno una densita di
carica superiore ed un rapporto superficie/volunaggrore, i quali permettono un desorbimento
degli ioni piu veloce se confrontato con la sorgeslectrospray Un’ altra caratteristica della

sorgente, anch’essa dovuta alle ridotte dimenglelié gocce, € che non necessita dell'utilizzo
dei gas di solvatazione, inoltre la distanza fracdpillare ed il controelettrodo € minore e
variabile e la differenza di potenziale applicatangore, circa 1000 V, in modo da evitare

scariche a corona all'interno della sorgerite

1.4.4.2 MALDI- TOF

La tecnica di ionizzazione in seguito a desorbimdaser assistito da matrice MALDI e stata
introdotta alla fine degli anni 80; il gruppo di t&s e Hillenkamp ed il gruppo di Tanaka, hanno
proposto nello stesso anno l'aggiunta al campianendargo eccesso di matrice (generalmente
in rapporto 100:1 o 10.000:1) in grado di assorlarédunghezza d’onda del laser preservando
'analita ed aiutandolo nel processo di ionizzagion seguito sono stati ottenuti notevol
miglioramenti soprattutto dovuti all'osservaziore agli esperimenti empirici piuttosto che alle
conoscenze chimico-fisiche riguardo a questa tgialodi ionizzazione. Infatti il reale
meccanismo della ionizzazione MALDI é ancora oggiimportante argomento di ricerca e
discussioné™,

La spettrometria di massa MALDI-TOF viene spesslizmata nelle fasi iniziali dei progetti di
proteomica durante le quali viene eseguito unoeestng per l'identificazione di un gran
numero di candidati proteici per successive e pipraondite analisi; in questa fase risultano
essere molto importanti la produttivita ed il numei proteine identificate positivamente. Per
questa prima fase si ricorre in genere al mappadgigeptidi ottenuti in seguito a digestione
enzimatica mediante spettrometria di massa MALDFT(oiché, oltre ai vantaggi
precedentemente evidenziati, questi strumenti pdeso un’elevata risoluzione, cruciale per
questo tipo di approccio, ed inoltre offrono la gb#ita di automatizzare I'analisi fino
all'identificazione della proteina. Le due carateche che rendono automatizzabile le analisi

per lidentificazione delle proteine mediante qgaegsipologia di strumenti sono il loro
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relativamente facile utilizzo, e la facile interf@eione degli spettri ottenuti in quanto con la
tecnica di ionizzazione MALDI si ottengono quasclasivamente ioni monocarica [M+H]+
(Tab 8)*°

Tipologia di Campione loni Positivi loni Negativi
Bassa Polarita M/ [M+H]" M /] [M-H]
M™  [M+H]" /I [M+Cat]’
. M™ [M-H]™// [2M-H]
] ] [2M+H]
Media Polarita . MW > 3000: [M-nHJ",
MW > 3000: [M+nH]",
n=2,3
n=23
[M+H]" [M+Cat]® /| [2M+H]"
) [M-H] " // M~ [2M-H]
. [2M+Cat]
Alta Polarita . MW > 3000: [M-nHT",
MW > 3000: [M+nH]",
n=2,3
n=2,3
lonico K'A” K™ 1 [Kn+Ana] " [KA] ™ A [AHK, ] [KAT

Cat: Cationizzazione mediante’LNa’, K* ed altri ioni metallici

An: Anionizzazione mediante CBr, I, HSQ:- ed altri anioni

Addotti con la matrice si possono formare con futpi di analiti, es. . [M+H+matricé]

Prima di essere analizzato, il campione deve estgresitato, su di un target metallico, insieme
ad una apposita matrice; I'evaporazione del sotvémtcui sono disciolti campione e matrice,
provoca la co-cristallizzazione del campione com#drice stessa, che & generalmente costituita
da un acido organico debole. Esistono diversidipnatrice ognuna delle quali viene scelta in
base al tipo di analisi da effettuare, quindi isdal campione in analisi ed al tipo di laser éhe s
utilizza per la ionizzazione. La matrice ha il caotapli assorbire la lunghezza d’onda del laser,
proteggere l'analita, evitare I'aggregazione dell@ecole di analita per ottenere ioni molecolari
e desorbire I'analita in maniera indipendente dsllie caratteristiche intrinseche.

Esistono diverse matrici, ognuna adatta ad unacphate esigenza analiticAlab. 9). Ad
esempio I'acidar-Ciano-4-ldrossicinammico (HCCA) é adatto per asiali peptidi o proteine
con massa inferiore a 10 KDa e quindi per la magg#ote degli studi di proteomica, mentre
I'acido Sinapinico (SA) é utilizzato per rilevareopeine intere o peptidi con massa superiore ai
10 KDa(Fig.19)"".
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MATRICE

APPLICAZIONI

Acido a-ciano-4-idrossicinnamico (CHCA)

Peptidi (<10kDhgidi, carboidrati

Acido Sinapinico o acido Trans-3,5-dimetossi-4
idrossi cinnamico

1-Peptidi e proteine di grosse dimensioni (10-150
kDa), glicoproteine, proteine di membrana

Peptidi, proteine, carboidrati, glicoproteine,

Acido 2,5-diidrossi benzooico (DHB) L L .
glicolipidi, polimeri, lipidi, molecole organiche

Acido 3-idrossipicolinico (HPA) Oligonucleotidi >8kDa

2,4,6-triidrossiacetofenone (THAP) Oligonucleo#dB.5 kDa

Acido picolinico (PA) Oligonucleotidi

Miscele di PA e HPA Oligonucleotidi > 10 kDa

DNA

6-azo2-tiotimina (ATT)

Tabella 8: matrici piu utilizzate per le analisi MALDI-TOF e loro applicazioni

0
HsCO S o
HO
OCH,

OH O o
ol HO —
oH H_>
g w7
HO

Acido 2,5-diidrossi benzooico (DHB) Acido a-ciano-4-idrossicinnamico

(CHCA)

Acido Sinapinico Acido picolinico (PA)

Figura 19: formula di struttura di alcune fra le matrici piu utilizzate per le analisi MALDI-TOF

Una volta selezionata la matrice opportuna, si gulec con la scelta del metodo di
cristallizzazione da adottare in quanto anch’esstava seconda dell’analita e della tipologia di
analisi da eseguire e puo influenzare la riuscéiashalisi. Esistono alcune indicazioni riguardo
al metodo da adottare, ma in generale & sempngelienza dell’'operatore a determinare il tipo
di deposito da utilizzare.

I due metodi maggiormente utilizzati per le anatisipeptidi preparati in soluzione sono Il
double layered il dried droplet Il metododouble layerconsiste nel formare un primo strato di
matrice sul quale viene in seguito depositato mhg@ne ed infine depositare sopra al campione
un ulteriore strato di matrice. Questo tipo di d@fmpresenta il vantaggio di fornire cristalli di
piccole dimensioni ed omogenei, per questo motiilene spesso utilizzato per analisi che
richiedono una grande precisione in quanto fornrecaire molto riproducibili da uno sparo di
laser all’altro. Presenta tuttavia il difetto diaupreparazione laboriosa.

Il metododried dropletinvece prevede che la matrice venga miscelata’aoalita ed in seguito
questa miscela venga depositata garget Questo metodo genera cristalli di dimensioni

maggiori ed eterogenei. Lo svantaggio di questo diipdeposito risiede proprio nell’eterogeneita
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dei cristalli e nella loro maggiore dimensione imagto queste caratteristiche influenzano la
ionizzazione dell’'analita. Maggiori sono le dimesi dei cristalli, maggiore sara la loro
resistenza agli impulsi laser, per questo comdtaittusi otterranno misure lievemente meno
precise. Il vantaggio nell'utilizzo di questo metodi deposito risiede nella sua facilita di
esecuzione e quindi nella possibilita di eseguirlmaniera automatizzata.

Una volta eseguito il deposito € possibile inoltpgando necessario, eseguire una desalificazione
del campione direttamente starget mediante I'aggiunta di acqua acidificata sul dépos
L’acqua viene in seguito allontanata, insieme &j sd il campione viene fatto ricristallizzare
per aggiunta di matrice.

Un altro parametro importante per il desorbimenta ®nizzazione dell’analita é la lunghezza

d’onda del lasefTab. 10);la sua scelta dipende soprattutto dalla matridezdta e dalla natura
158

dell'analita™".
LASER LUNGHEZZA D'ONDA ~ ENERGIA- ENERGIA g ATA DELLIMPULSO
(kcal/mol) (eV)
Azoto 337 nm 85 3.68 <1 ns- pochi ns
Nd: YAG u3 355 nm 80 3.49 5ns
Nd: YAG p4 266 nm 107 4.66 5ns
XeCl 308 nm 93 4.02 25ns
KrF 248 nm 115 5.00 25ns
ArF 193 nm 148 6.42 15 ns
ErYAG 2.94 um 9.7 0.42 85 ns
Co, 10.6 um 2.7 0.12 100 ns + 1us coda

Tabella 9: laser maggiormente utilizzati per le analisi MALDI-TOF e relative caratteristiche

Una volta effettuato il deposito, trget viene inserito all'interno dello strumento mederin
sistema di introduzione del campione che permétteantenimento del vuoto sia all’interno
della sorgente di ionizzazione che del tubo di yotgpedendo cosi I'ingresso nello spettrometro
a molecole di ossigeno, azoto ed altri gas preswiliaria. La presenza di queste molecole,
infatti, provocherebbe collisioni con le molecokl@nalita con una conseguente variazione del
loro tempo di volo. Inoltre determinerebbe la fraemtazione delle stesse e la possibilita di
reazioni chimiche indesiderate, come ad esempidaEsni.

Il processo di desorbimento/ionizzazione, pudo e€sseomposto in diverse fasi: la prima fase e
costituita dall’assorbimento dell’'energia del fasdi fotoni della luce laser da parte della
matrice. Solitamente il laser emette ad una lunggaefonda nel campo dell'lR o dell’'UV; in

seguito all’assorbimento di energia, la matriceizpa e subisce un cambiamento di fase
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passando dallo stato solido a quello di gas supgroEsso.

Durante il cambiamento di fase la matrice cedeatica ad alcune molecole di analita mediante
il trasferimento di un protone. In seguito al caambento di fase la matrice si espande a velocita
supersonica ed in fase gassosa avviene |'ulteiomiezazione delle molecole di analita .
Nonostante rimangano ancora da chiarire alcunitispé processo di ionizzazione MALDI,
questo e conosciuto soprattutto nelle sue fasidorentali: la protonazione, la deprotonazione e
la cationizzazione avvengono in fase gassosa.rénelinoto che la ionizzazione avviene in due
fasi distinte chiamate ionizzazione primaria e Zaazione secondaria; i processi della
lonizzazione primaria sono dovuti ad una assocrezioa un meccanismo di foto-ionizzazione,
imputabile ai protoni adsorbiti dalla matrice, ed meccanismo termico dovuto all'elevata
temperatura presente nel plasma d’espansione @iharea 500°K.

Il processo di ionizzazione primaria da come regolia formazione di molecole di matrice allo

stato eccitato

MV gt miY) g,
Il processo di ionizzazione secondaria ha luogoptetma di espansione per un processo di
trasferimento protonico in fase gassosa; duranéstquipo di trasferimento protonico possono
avvenire due tipi di reazione:
reazione Matrice-Matrice: . .
M™ + M —» MH" + (M-=H)"

e reazione Matrice-Analita: MH'+ A ——+ M + AH"

Durante entrambi i processi di ionizzazione il pae&ro determinante per la ionizzazione
dell'analita € I'affinita protonica. Le proteine egeptidi hanno un’ affinita protonica pari a @rc
240 kcal/moF, mentre la maggior parte delle matrici comunemetitizzata ha valori di affinita
protonica inferiori, che al massimo raggiungono2@3 kcal/mol. Essendo la reazione di
protonazione di peptidi e proteine favorita dal foudi vista termodinamico, questa reazione
risulta essere preponderante. Il processo e esoterm I'energia liberata puo causare la

frammentazione dell'analita™®®,

Questo permette inoltre di spiegare il processo d
frammentazione degli ioni metastabili che vienecdd® come una conseguenza dell’aumento di
temperatura durante il processo di desorbiment@l $entrario viene utilizzata una matrice con
un’ affinita protonica uguale o superiore a qualkl'analita, si avra una diminuzione della
frammentazione.

Una volta formatisi, gli ioni dell’analita subisaorun’ accelerazione verso l'analizzarore a

tempo di volo (TOF, Time of Flight) che é generahteecombinato con sorgenti MALDI . Tale
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accelerazione viene impressa mediante I'applica&dirun campo elettrico, di potenzialé) (il
quale fornisce ad ogni ione la medesima energieticen Ec) pari azeVdovez rappresenta la
carica dello ione, menterappresenta la carica di un elettrone (1,602311).

Essendo I'energia cinetica :
E. = }émv]
si ricava che:
E. =zl

Da queste equazioni & possibile ricavare la veldejted il tempo di percorrenzg @i uno ione

all'interno del tubo di volo di lungheza

zel =%nﬂrl
r= L'I.l%:e ¥
v=h%

Risulta quindi evidente che la velocita e inversameproporzionale alla massa dello ione.

da cui:

Considerando ioni monocarica, quelli con massa maggnpiegheranno un tempo maggiore a
raggiungere il rivelatore rispetto a quelli con smsinore®®

In conclusione gli ioni vengono separati in bastealpo impiegato a percorrere il tubo di volo.
Infatti il tempo di volo e il parametro che vienealmente registrato dallo strumento che,
mediante un’apposita calibrazione, fornisce conseltato il valore di m/z degli ioni. Tale
parametro € influenzato dalla lunghezza stesstubeldi volo la quale, a sua volta, determina il
potere risolutivo dello strumento. Infatti, piuwngo il percorso che gli ioni devono percorrere,
migliore sara la separazione di ioni con massalsirha nascita concettuale dell’analizzatore a
tempo di volo risale al 1946, ma l'elettronica digaisizione e rivelazione non erano ancora
sufficientemente sviluppate per poter renderezatibile questo tipo di analizzatore. Solamente
una decina di anni dopo questo poté essere utiizflicacemente.

Nonostante fosse noto da tempo, questo tipo dizzadbre inizido ad essere maggiormente
utilizzato in seguito allo sviluppo della sorgeMALDI.

In particolare, esistono due tipologie di analioriaa tempo di volo: lineare eeflectron (Fig.
1,7). L'analizzatore lineare € piu semplice dal toudi vista costruttivo, ma ha minor potere

risolutivo, mentre ireflectrone piu complesso, anche dal punto di vista teoriwfornisce una
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risoluzione maggiore anche se non é utilizzabilgyg gli analiti (Fig. 20).

In un analizzatorereflectron viene accoppiato al normale tubo di volo uno espec
elettrostatico che ha il compito di rallentare ccelerare e rifocalizzare gli ioni mediante un
gradiente crescente di potenziali generati da enia di anelli o griglie. Ireflectronsvolge una
duplice funzione: aumenta lo spazio che gli ioniade percorrere per raggiungere il rivelatore
ed annulla le piccole differenze di energia ciretahe ioni aventi la stessa massa possono
acquisire a causa di piccole disomogeneita del oamlettrico applicato. Tutto questo
contribuisce ad aumentare il potere risolutivo @efirumento; questo tipo di analizzatore puo
cosi arrivare ad avere potere risolutivo fino @28, perd € adatto unicamente per molecole con
massa inferiore a 5.000 Da, come ad esempio peptehtre I'analizzatore lineare virtualmente
non possiede limiti per quanto riguarda il rangendissa analizzabile. Un’altra differenza che si
riscontra fra un analizzatore a tempo di volo Ireead unaeflectrone che il primo puo essere
utilizzato solamente per analisi MS mentre conetado sono possibili anche delle analisi
MS/MS, che consentono di ottenere informazioni jpdirgulla sequenza di peptidi e proteine.

Nel tempo sono state apportate delle modifichemdllizzatore lineare, queste hanno portato ad
un aumento della risoluzione di questo analizzatwteallo sviluppo deteflectron Come gia
visto, in seguito alla formazione degli ioni in gente, questi vengono accelerati verso il tubo di
volo; questo processo non avviene in continuo, IMaogi vengono prodotti ed accelerati a
pacchetti discreti. Questi pacchetti vengono acaBleverso il tubo di volo mediante un
potenziale decrescente (nel caso di ioni positiviuale conferisce a tutti gli ioni la medesima
energia cinetica. Gli ioni pero all'interno dellargente non si formano tutti alla stessa distanza
dall'inizio del tubo di volo a causa del ritardoechi ha fra la ionizzazione e I'estrazione, questo
comporta una piccola differenza nei loro tempi aliovdell’ordine del centinaio di nanosecondi.
A questa differenza inoltre va sommata la diffeeenel tempo di volo dovuta alla non perfetta
omogeneita del campo elettrico applicato. Quesé thnomeni, sommati alle collisioni che
possono avvenire fra gli ioni durante il processmuizzazione/desorbimento e che causano una
dispersione dell’'energia cinetica, fanno si chedl&zatore lineare abbia una risoluzione bassa e

generi dei picchi allargati.

Figura 20: schema di analizzatori a tempo di volo lineare (a) e reflectron (b). (Immagine tratta dal manuale d’uso
dell'ultraflex Extreme, Bruker Daltonics).

La risoluzione al problema della differente dis@all'ingresso del tubo di volo e stata ottenuta
mediante I’ estrazione ritardata. Tale metodichasa sul principio secondo il quale ioni con
velocita iniziali differenti possono essere focaditi mediante I'uso di potenziali di accelerazione

appropriati. L'introduzione di un ritardo comuneuti gli ioni che si formano in sorgente ne
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permette la focalizzazione nello spazio correggdaqmerdita di risoluzion&. L'introduzione di
lenti per I'estrazione ritardata ha portato cosuadaumento della risoluzione da 1.000 a 5.000
per gli analizzatori a tempo di volo lineari e ad considerevole aumento della risoluzione,
anche per gli analizzatamflectron

L’analizzatore a tempo di vol@flectroninoltre consente di effettuare analisi MS/MS. balssi
MS/MS eseguibili su peptidi e proteine con uno spatetro di massa MALDI-TOF con
reflectron sono di due tipi: ISDI{ SourceDecay) e PSDRost Source DecayNell'analisi ISD

e di fondamentale importanza il ruolo svolto dallfazione ritardata la quale, trattenendo gli
ioni in sorgente, aumenta la probabilita di codliie, e quindi di frammentazione, degli ioni
dell'analita all'interno della sorgente stessa. @i frammento cosi generati vengono
rifocalizzati dalle lenti di estrazione ed in sdguiall’accelerazione acquisiscono tutti la
medesima energia cinetica iniziale e vengono aretizn modalitareflectron ®*. Con questo
tipo di analisi € possibile ottenere informaziounila sequenza all’N-terminale di proteine pure
ed intatte oltre che di peptidi.

Per ottenere invece informazioni sulla sequenzaegiidi, si puo utilizzare la tecnica del PSD.
Negli spettrometri di massa MALDI-TOF coreflectron € possibile ottenere informazioni
strutturali dalla frammentazioni degli ioni metdstaall'interno del tubo di volo. Tali ioni
accumulano, durante il processo di ionizzazione, quantita di energia interna tale da portare
alla loro frammentazione all'interno del tubo diwd®’. Questi ioni prodotto non possono essere
separati da un analizzatore lineare poiché venggeerati all'interno del tubo di volo in
assenza di campi elettrici e quindi avranno lasste®locita dello ionparent Questi frammenti
possiedono energie cinetiche differenti che varianeeconda delle loro dimensioni, quindi
possono essere separati mediante l'utilizzoreféctron,che svolge il ruolo di rifocalizzare gli
ioni in base alla loro energia. loni con rapportdz rmaggiore penetrano piu a fondo nel
reflectron e raggiungono il rivelatore piu tardi rispetto @ii con m/z minore; pertanto la
separazione in base al rapporto massa/caricaaieirienti viene effettuata solo daflectron.

Tale tecnica é anche utile per lo studio di pepdanti modificazioni post-traduzionali come la
fosforilazione®. Fino a poco tempo fa non esistevaaflectronin grado di rifocalizzare tutti i
frammenti in un singolo step, quindi per rifocalize i frammenti in tutto il range di massa era
necessario ridurre progressivamente il potenzipi@ieato alreflectron acquisire piu spettri
corrispondenti ai diversi intervalli di massa edsede di analisi, con l'utilizzo di opportuni
programmi, incollare i segmenti per ottenere lottspeotale; questo richiede l'utilizzo di una
grande quantita di campione. Attualmente, conliazio di reflectrona gradiente quadratico, é

possibile rifocalizzare tutti i frammenti in un ©oi passaggio minimizzando la quantita di
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campione necessaria.

Per consentire analisi di questo tipo, alcuni spetetri MALDI-TOF possiedono uion selector
posto subito dopo la sorgente in grado di selezesalo lo iongarentdi interesse.

La tecnica MALDI-TOF MS presenta tuttavia alcunastaggi tra cui la soppressione ionica, a
causa della quale la copertura di sequenza dailteipe risulta minore rispetto a quella ottenuta
con altri spettrometri. Tale fenomeno € dovuto differente capacita di ionizzare dei diversi
peptidi in una miscela. Alcuni di essi, ad esenguelli particolarmente ricchi in residui acidi,
ionizzano meglio di altri provocandone la soppm@ssinello spettro di massa finale. Questo é
anche il motivo per cui l'intensita del segnalelmealpettro ottenuto con ionizzazione MALDI
non puo essere utilizzata come misura quantitatlisabbondanza di un peptide nel campione.
Un ulteriore svantaggio e la scarsa frammentaziottenibile con la metodica PSD, che
attualmente non puo competere con quella ottenibigeliante analizzatori a quadrupolo o a

trappola ionic&%*3

1.4.5 Spettrometria di massa Tandem

by

La spettrometria di massa tandem e un utile stréonaella determinazione strutturale delle
molecole perché permette di ovviare al problemadzarsa frammentazione o dell’assenza
della frammentazione con una relativa mancanzafdirnazioni strutturali.

Uno spettrometro tandem é costituito da due arwdlizz disposti in serie, dove il primo
analizzatore (MS-1) ha la funzione di selezionaaei tvari ioni presenti in uno spettro lo ione
desiderato chiamato generalmente ione precursake Tione viene successivamente fatto
collidere con un opportuno gas di collisione (HAM all’interno di una cella. | frammenti da
esso derivanti detti “ioni figli”,

generati dalla dissociazione dello ione molecotacausa degli urti col gas, vengono separati dal
secondo analizzatore (MS-2) in base a loro rappovtn La selezione di una singola specie
ionica monoisotopica del precursore, genera uno gpettro di massa formato solo da specie
monoisotopiche con una ulteriore semplificaziondlodspettro nell'interpretazione. Questa
risulta una tecnica molto utile, ad esempio pecdeatterizzazione della struttura primaria di
peptidi perché consente di avere informazioni stdlaposizione amminoacidica.

Gli spettrometri Tandem si dicono a geometria @gradnon ibrida, a secondo che accoppiano
due analizzatori diversi o0 meno; gli accoppiamesisissici sono: doppio quadrupolo con
guadrupolo per la collisione (Q1-Qcoll-Q2), quadyigp accoppiato con TOF (Q-TOF),
magnetico/TOF e TOF/TOE*
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Anche la trappola ionica (ion trap) puo essereusltra i sistemi Tandem sebbene sia costituita
da un unico analizzatore in quanto I'analisi MS/pl#® essere eseguita nel tempo. Nell'ion trap,
infatti, € possibile inizialmente intrappolare tugli ioni presenti nello spettro primario,
successivamente isolare lo ione desiderato (esplellgli altri dalla trappola), poi indurre la
dissociazione dello ione isolato, e infine analiezzarammenti generati all'interno della stessa
trappola. Un’analisi della progressione nello spasgnifica che la selezione dello ione, la sua
dissociazione indotta e l'analisi dei frammenti gexti avvengono in spazi diversi (cioé in
diversi settori dello spettromett®’

La maggior parte delle identificazioni proteichene effettuata con analisi nanoelectrospray-
MS/MS ma grazie agli sviluppi tecnologici degliioit anni, anche la tecnologia MALDI
TOF/TOF permette di ottenere gli spettri MS/MS dippdi e proteine. In particolare lo
spettrometro di massa LIFT TOF/TOF e costituito uhea sorgente MALDI con estrazione
ritardata, un selettore ad alta risoluzione, unaagqchio LIFT, che consente di aumentare il
potenziale ionico, e un secondo stage di mess@@o fcon un con la successiva fase di post-
accelerazione (sorgente 2).

Il sistema LIFT € costituito da quattro elettrodisposti in modo da formare tre camere, la
camera LIFT, la camera di accelerazione a impulaifase di accelerazione (Figura 3-9) e sono
localizzate dietro il PCIS (precursor ion selectdirselettore dello ione precursore ione (PCIS)
come mostrato in Figura 3-6 funziona come un filtfranassa per separare un particolare ione
genitore e relativi frammenti da tutti gli altrinoderivanti da un’analisi MS / MS.

Nel sistema LIFT(Fig 21), quando il precursore e frammenti relativi entraredla prima
camera, i quattro elettrodi hanno diversi potemzial

1. Elettrodo 1 e 2 sono collegati a terra.

2. Elettrodo 3 e collegato a 19 kV.

3. Elettrodo 4 € sempre collegato a terra.

Figura 21: schema di funzionamento tecnologia LIFT. (Immagine tratta dal manuale d’uso dell’ultraflex Extreme, Bruker
Daltonics).

In genere uno quando lascia la sorgente possi@dmargia pari a 8 keV.

Mentre gli ioni si muovono all'interno della priralla, il potenziale elettrico dell’ elettrodo No.:
1 e No.: 2 arriva a di19 kV. Poiché non vi é alcdiféerenza di tensione e nessun campo tra i
due elettrodi il movimento di ioni non € influenzain alcun modo quindi le particelle

continuano a muoversi come prima ma con un potknelattrico maggiore.
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All'elettrodo 3 viene, successivamente, applicato potenziale elettrico (2 - 3kV) mentre
frammenti di precursori e affini sono ancora akmo delle cella 2 quindi quando entrano nella
cella 3 le particelle subiscono un’ ulteriore aecatione.

Le due fasi di accelerazione a differenza di paseai 19 kV aumentano in misura sufficiente
le energie cinetiche del precursore e dei frammexdi esempio dopo l'accelerazione con il
sistema LIFT I'energia dello ione genitore raggei27 keV (8KeV + 19 keV). Un frammento
con un peso molecolare di 1/20 dello ione genikarédenergia di 19,4 keV (8keV/20 + 19 keV).
Questa energia corrisponde a circa il 28% delle igenitore e permette allo ione figlia di essere

focalizzata ed arrivare al rivelatore con lo ioeaitpre.

1.4.6 Frammentazione

Gli esperimenti di massa Tandem sono gli strumemilamentali per l'identificazione di una

proteina in quanto permettono di ottenere informiizisulla sequenza dei peptidi perche,
all'interno dello spettrometro, questi frammentas@condo processi noti. Una prima
nomenclatura degli ioni frammento generati dai jplegt stata proposta all'inizio degli anni ‘80

da Roepstorff e Fohlmann 71. E’ stato osservatoigheptidi frammentano principalmente a
livello del legame peptidico formando ioni chiamdittipo b ed y: la frammentazione b si otterra
quando la carica sara trattenuta dal residuo amomimentre la frammentazione y si otterra
quando la carica sara trattenuta dal gruppo carberssinale™®

Altri frammenti possono generarsi mediante rotturaaltre zone del legame oppure su altri

legami generando ioni chiamati di tipo a, ¢, XFiy. 22) Brevemente, se la carica é trattenuta
nella zona N-terminale del peptide, i frammententiti per frammentazione a bassa energia
vengono indicati con le lettere a, b, e ¢ a secal®dla zona del legame peptidico che si rompe,
mentre se la carica viene trattenuta nella zonar@ihale del peptide i frammenti vengono

indicati con le lettere X, y e z a seconda dell@azdel legame peptidico che si rompe.

Figura 22: meccanismo di frammentazione di peptidi all'interno di uno spettrometro di massa (Immagine tratta da V.H.
Wysocki et al. / Methods 35 (2005) 211-222)

E’ inoltre possibile la formazione di altri framnterd, v e w, i quali sono invece il risultato di

una frammentazione ad elevata energia delle céezrali degli aminoacidiFig 23).

Figura 23: meccanismo di frammentazione di peptidi all'interno di uno spettrometro di massa (Immagine tratta da V.H.
Wysocki et al. / Methods 35 (2005) 211-222)
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Per poter risalire alla sequenza aminoacidica dpeptide si devono conoscere le regole di
frammentazione. Principalmente, lavorando con apaiori a trappola ionica, si ottengono ioni
di tipo b ed y. La differenza di massa fra due franti peptidici consecutivi e dello stesso tipo,

167,168 |nizialmente il

fornisce la massa corrispondente ad uno dei 20 aoawidi
sequenziamento dei peptidi veniva effettuato medidrtosiddetto sequenziamento de novo che
consiste nello studio degli spettri MS/MS al finedeéterminare I'esatta sequenza dei peptidi
triptici isolati e frammentati. L'interpretazioneamuale degli spettri MS/MS e lunga e laboriosa
ma attualmente sono a disposizione degli operptogrammi che aiutano ad elaborare dei dati e
a velocizzare l'operazione di sequenziamento dptigie Inoltre sono attualmente disponibili

anche algoritmi per la ricerca in banca dati aigadai dati sperimentali ottenuti da esperimenti
MS/MS. Tutto questo porta alla possibilita di idBoare una proteina con elevata confidenza
statistica anche se si possiedono dati MS/MS welad uno solo dei peptidi che la

compongon&”®.

1.4.7 Proteomica quantitativa mediante spettrometria di massa

Oltre all'individuazione di componenti proteichea proteomica si occupa anche della
misurazione dell’ abbondanza delle proteine itess biologici. Mentre la maggior parte degli
sforzi iniziali in proteomica si sono concentratilla identificazione delle proteine, recenti
sviluppi della tecnologia legata alla spettromethianassa hanno fornito utili strumenti per lo
studio dei cambiamenti quantitativi delle proteiba.proteomica quantitativa € importante per la
comprensione della funzione molecolare di ciascomponente della proteina e potrebbe
permettere di approfondire le conoscenze sui méxmarmolecolari di molteplici processi

biologici .

La tecnologia piu conosciuta e piu utilizzata pestyudi proteomici &€ sicuramente I'elettroforesi
bidimensionale o 2-DE (Two Dimensional Polyacriyiden Gel Electrophoresis), in cui le
proteine vengono separate sulla base della solmacalettrica nella prima dimensione
(Isoelectrofocusing) e quindi nella seconda sudlaebdella sola massa molecolare (Elettroforesi
su gel di poliacrilamide/SDS). Con questo tipo €écriica separativa, partendo da miscele
complesse di proteine quali liquidi biologici odis cellulari, si ottiene la separazione su un
singolo gel di parecchie centinaia di proteine. Gmemi computerizzati di analisi di immagine
si possono quindi, confrontando ad esempio campomessuto sano e frammenti bioptici di
tumore, individuare le proteine che presentanoiversio grado di espressione.
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L'identificazione delle proteine cosi individuatéene effettuata con notevole velocita e
accuratezza tramite spettrometria di massa e euwsilio di banche dati internazionali. Inoltre
usando tecniche di immuno-blotting le isoforme diauparticolare proteina possono essere
evidenziate e analizzate, tramite I'uso di anticapecifici. Le tecniche basate sulla 2D-E, a
causa della loro complessita, scarsa riprodudbgitresa, sono difficilmente proponibili per
applicazioni cliniche che prevedano studi multicentsu un adeguato numero di campioni e
sono di fatto scarsamente utilizzabili per camplanlogici quali il plasma in cui proteine come
I'albumina e le immunoglobuline, presenti in elevabncentrazioni, mascherano le proteine di
origine tissutale potenzialmente interessanti par daratterizzazione delle condizioni
patologiché™.

Negli ultimi anni lo sviluppo di tecniche proteorhe& “non-gel based” come il MudPIT hanno
apportato potenti strumenti per lo studio e la ttar@zazione dell'espressione proteica nei
sistemi biologici'’% La spettrometria di massa & stata a lungo wiliza scopo quantitativo solo
per piccole molecole ad esempio per ricerche mapeafarmacologico con ['utilizzo di analoghi
del composto di interesse marcati con isotopi ktabll’analisi in massa, i composti marcati
presentano picchi analoghi a quelli del compostofeliimento in quanto non ci sono differenze
chimiche tra le specie e possono essere analizziédi stesso esperimento. Queste caratteristiche
hanno condotto allo sviluppo di diversi approcci gliantificazione con isotopi stabili sia
mediante vie biosintetiche che chimitfe

Esistono principalmente tre diversi approcci quatitii:

a) marcatura isotopica metabolica: prevede l'inccapione di marcatori isotopici durante i
processi di metabolismo cellulare e sintesi prateimo delle piu usate e la SILAC (Stable
Isotope Labelling by Amino acids in Cell culturé].

b) marcatura chimica: le piu utilizzate sono lantdogia ICAT (Isotope-Coded Affinity Tag),
ICPL (Isotope Coded Protein Labelling), ITRAQ (Ispic Tags for Relative and Absolute
Quantification) e l'incorporazione di‘®durante taglio enzimatico della proteina;

c) quantificazione assoluta: la misura della guargsatta di una proteina o peptide richiede a
differenza di quella relativa un valutazione quaiita prima di quella quantitativa in modo che
I'entita da misurare sia definita. Esempi sonoilizeo di uno standard interno e la tecnica
VICAT (Visible Isotope-Code Affinity Tags)™.

I metodo di marcatura chimica delle proteine pttliazato e I'lCAT. Tale metodo prevede
l'introduzione di un marcante costituito da isotogtiabili nelle proteine ottenute da una

condizione normale ed una patologica. Le due papwiadi proteine, marcate ciascuna con un
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differente isotopo, vengono miscelate, estratte woa colonna di affinita ed infine analizzate
attraverso LC-ESI-MS/MS. Successivamente le preteangono identificate e la loro differenza
di espressione viene valutata sulla base dellarsiventensita degli ioni prodotti dalla
spettrometro. Una metodologia di marcatura inneaatel campo della proteomica e poi
rappresentata dalla tecnologia ICPL, basata soi@catura isotopica di tutti i gruppi
aminoacidici liberi nelle proteine. Questo approcéornisce una quantificazione altamente
riproducibile ed accurata, estese informazioniesséiquenza proteica, tra cui modificazioni post-
traduzionali e isoforme, e la compatibilita contdute tecniche di separazione attualmente
disponibili"®.

Tuttavia anche queste tecniche presentano dellgafimni come ad esempio la complessita
della preparazione del campione, elevato costoreBgenti, problemi relativi alla marcatura

incompleta e la necessita di utilizzare elevateeatrazioni di campion¥”.

1.4.8 Quantificazione proteica con tecnica Label Free

Nel campo della proteomica quantitativa, la tecriadzel-free viene sempre piu utilizzata per
ovviare hai problemi legati all'uso di marcatortenere quantificazioni semplici e veldéi.
Il metodo label-free prevede diversi passaggi:rimp luogo la preparazione del campione che
puo includere I'estrazione, riduzione, alchilaziendigestione delle proteine. Il campione viene,
quindi, separato con cromatografia liquida e amalia tramite spettrometria MS/MS per
ottenere 'identificazione e la quantificazione pejca’".
Due sono le misurazioni che possono essere esegeitda quantificazione proteica: la prima
misurazione é basata sull'intensita del segndle dme molecolare nello spettro di massa o su
un profilo cromatografico. Questo tipo di quangzeone si basa sulla rilevazione dell’intensita
dello ione molecolare, utilizzando uno spettromaliomassa ad alta risoluzione munito di
analizzatori quali TOF, FT-ICR ©rbitrap*®®. L'intensita di questo ione viene standardizzata e
applicata a tutti gli altri campioni presi in esanfe seguire, specifictools bioinformatici
permettono ilmatchdei peptidi corrispondenti, valutando il valorerdiz la carica ionica, il
tempo di ritenzione, la selezione di peptidi specé la loro identificazione. In particolare, il
softwareIDEAL-Q €& uno strumento efficiente e robusto peafalisi di quantificazionéabel-
free Esso accetta dati grezzi, come quelli derivaatledmaggiori piattaforme di ricerca, e
utilizza un algoritmo per predire il tempo di eloge di un peptide non identificato in una
specifica corsa LC-MS/MS ma identificato in altreabsi in modo da quantificare il numero piu
elevato possibile di peptidi. Successivamente thge di eluizione viene utilizzato per
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individuare iclustersdi picchi relativi al peptide di interesse, che geno quindi processati
tramite metodi statistici e computazionali esuceessente validati attraverso la soglia
segnale/rumore, lo stato di carica e la distriboeisotopica in modo da eliminare il rumore di
fondo 8.

Il secondo metodo €& basato sul calcolo degli spditiproteine identificati con analisi MS/MS
(spectral count) con le stesse proteine analizeatetecnologia LC -MS/MS oppure LC/LC-
MS/MS in una serie di datasets. Questo tipo diisin@ possibile perché un incremento
dell’abbondanza di una proteina contribuisce adineremento dei peptidi proteolitici e
viceversa. Un incremento del numero di peptidi ispondente solitamente ad una maggiore
copertura della sequenza proteica, del numero pligpadentificati e del numero totale di
spettri MS/MS identificati per ciascuna proteinpgstral count). Liu et all. ha dimostrato che la
tecnica dello spectra count mostra una forte ai@ne lineare con I'abbondanza relativa delle

proteine (r=0.9997) con un range dinamico di dutnodi grandezz&>
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2.SCOPO DELLA TESI
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Il carcinoma del rene (RCC) rappresenta il 3%tdeiori solidi ed in media piu del 90% di tutte

18 || carcinoma del rene non

le neoplasie maligne renali che insorgono in sdgg@elulti
rappresenta un’ unica entita patologica, ma unttrepéi malattia al quale concorrono differenti
neoplasie primitive del rene, ognuna con pecubaratteristiche istologiche, differente decorso
clinico, differente risposta alla terapia e diffetee modificazione genetica alla base della sua
insorgenza®®. Dettagliati studi di morfologia e di citogenetiolecolare hanno permesso di
identificare differenti sottotipi di neoplasie egiali del rene adulto e i principali includono:
carcinoma a cellule chiare, papillare, cromofollo®cocitoma.

Si tratta di una neoplasia due volte piu comungliraomini che non tra le donne, con una eta
media di diagnosi intorno ai 60 anfif. La sua incidenza & aumentata in modo significativ
negli ultimi trenta anni, sia in Europa che neghtSUniti *** **¢ dove si calcolano circa 36000
nuovi casi ogni anno, un terzo dei quali ad esitiausto®’. Sebbene infatti i pazienti con
neoplasie renali localizzate abbiano attualmentesgpravvivenza a 5 anni di circa il 90%, con
un notevole incremento rispetto al 40% dei primmi&60, solo il 18% di quelli con malattia
avanzata risulta vivo a due anni dalla diagn&si

La diagnosi di RCC avviene raramente nelle fagiah e gli unici strumenti di diagnosi sono
I'ecotomografia, la TAC e RMN. Non esiste un regirsiandard di chemioterapia per il
carcinoma renale metastatico: i regimi citotossanlizionali falliscono nel tentativo di impattare
significativamente con il decorso della malattiduriica terapia radicale attuabile nel paziente
con tumore localizzato & la nefrocapsulectomiagaita'®®.

A tutt’oggi non sono stati evidenziati marcatorr pma diagnosi precoce di RCC nei pazienti
asintomatici o per il monitoraggio durante il testtento post chirurgico della malattia. La ricerca
di molecole da utilizzare come biomarcatori € dthémte perseguita con diversi approcci sia
genomici che proteomici.

In particolare sta aumentando l'interesse per liappione della proteomica alla diagnostica
clinica ed alla medicina preventiva. L’approcci@t@omico permette l'individuazione di livelli
di espressione di proteine e di loro modificazipost-traduzionali determinate da reazioni di
fosforilazione, glicosilazione, metilazione, deaartbne, ipotizzando la possibilita di
identificazione di un cluster di biomarcatori coaftv nel processo tumorale. Poiché le proteine
sono deputate alla maggior parte dei processidicldegli organismi, la spettrometria di massa
(MS), grazie alla sua elevata sensibilita e spatfi e stata riconosciuta come uno strumento
indispensabile per gli studi di proteomita
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| recenti sviluppi della spettrometria di massarmpermesso di raggiungere elevati livelli di
selettivita, al fine di riconoscere una determirsistanza anche se presente in miscela con molte
altre, ed alti standard di sensibilita,nell'orditelle femto (13°) o atto (10*%) moli.

Un aspetto fondamentale dell’analisi proteomicaastituito dallo studio dgbrocessingche il
prodotto genico primario subisce, fino al raggiungnto della sua completa e definitiva
funzione. Varianti proteiche strutturali e funzibngono prodotte grazie all’azione di specifici
enzimi, coinvolti in un numero elevato di processilulari e sono molto importanti per la
determinazione funzionale di una proteina e possorfluenzare anche la sua stabilita
conformazionale, la localizzazione e I'emivita okdre.

La spettrometria di massa € in grado di forniferimazioni strutturali qualitative e quantitative,
per la determinazione di macromolecole nel camfla deerca biomedica e tutti questi vantaggi
analitici hanno portato a considerare la spettrameli massa la tecnica d'elezione per l'analisi
di sostanze presenti in basse concentrazioni imienabmplesse, quali sono quelle di origine
biologica'®*!%?

Data l'elevata complessita dei campioni analizzatila necessita di eseguire un’analisi
proteomica affidabile e di qualita, € essenzialeiniiale procedura di purificazione dei fluidi
biologici. Spesso una fase di pre-frazionamento acd@hpione viene applicata allo scopo di
rimuovere interferenti come sali e contaminantiaedhentare cosi il numero di proteine/peptidi
rilevabili. In questo modo € possibile ottenerefifirproteici da fluidi periferici di pazienti e
selezionare da essi un cluster di segnali in gdadisstinguere lo stato di malattia.

Un approccio innovativo completamente automatizzagtha fase di prefrazionamento prima
dell'analisi in MS di siero, plasma, urina, lisatiprodotti cellulari per la ricerca di nuovi
marcatori biologici, & rappresentato dalla tecniasldgjin Prot. Tale tecnica rappresenta un utile
strumento di profiling grazie alla purificazione i deampioni con microsfere magnetiche
funzionalizzate, che sono in grado di selezionatg molecolari limitati per la successiva
indagine in spettrometria di Massa MALDI-TOF (Matrkssisted Laser Desorption lonization
Time of Flight).

Il progetto di questa ricerca € stato dunque rivatlo studio e alla caratterizzazione del
peptidoma serico di soggetti sani e pazienti coritama renale, cosi come alla diagnosi
differenziale delle forme di tumore renale maligieo lesioni benigne. A questo proposito sono
stati purificati, mediante tecnica ClinProt che liza microparticelle
magnetiche funzionalizzate, il siero di un ampionewo di pazienti affetti da ccRCC e soggetti
controllo, estendendo lo studio anche a paziemgttaida non-ccRCC. Le analisi di profiling

peptidico sono state condotte mediante SM MALDI-T€dguita da elaborazione dei profili
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spettrali per all'individuazione di clusters cont@uziale diagnostico. Inoltre si &€ cercato di
identificare proteine/peptidi con alterata esp@ssiserica. A questo scopo sono state effettuate
analisi mediante tecnologia nLC-ESI MS/MS e MALDDF MS/MS. | risultati del "profiling"
tramite MALDI-TOF sono stati verificati utilizzandan approccio proteomico diverso basato su
una quantificazione relativa label-free in NLC-B&$/MS.
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3.MATERIALI E METODI
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3.1 Raccolta dei campioni

| campioni di siero sono stati raccolti da pazieatsoggetti volontari sani presso diversi istituti
ospedalieri: Ospedale di Desio (Desio, Milano,idfal Fondazione Policlinico dell’Ospedale
Maggiore di Milano (Milano, Italiahel periodo compreso tra Marzo 2003 e Giugno 2010.

La raccolta del siero dei pazienti affetti da capoha renale € avvenuto il giorno prima
dell'intervento chirurgico. Tutti i volontari sam® i pazienti hanno preventivamente firmato e
dato il consenso alla raccolta dei campidrprotocolli e le procedure attuati durante lo &ud
sono stati

approvati dal comitato etico locale e le analisnsostate effettuate in accordo con la
Dichiarazione di Helsinki.

Metodo

Ciascuna aliquota € stata preparata raccogliendoll@i sangue in vacutainer. La provetta é

stata lasciati in posizione verticale per 30 mirautemperatura ambiente in modo da favorire il
processo della coagulazione. |l siero e statcspparato dal coaugulo tramite centrifugazione a
2000 rpm per 10 minuti a 4°C e suddiviso in plecaliquote, le quali sono state subito

congelate a -80 °C fino al momento dell'analisi. dl@uote di siero cosi ottenute sono state
scongelate una sola volta prima di essere sotte@bgtirocesso di purificazione.

3.2 Prefrazionamento dei campioni attraverso tecnica ClinProt

Materiali e solventi

L’estrazione specifica di proteine/peptidi di tutcampioni di siero in studio é stata effettuata
con biglie magnetiche a fase inversa di tipo C1IBGR8 Dynabeads).

Inoltre sono stati utilizzati i seguenti solventi:

- Metanolo, CHOH

- Acetonitrile, CHCN

- Acetone, CHCOCH;

- Etanolo, GHsO

- Acido trifluoroacetico (TFA), CECOOH
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- Soluzione 0.1% di TFA, acido trifluoroacetico {LFOOH.
Tutti i solventi utilizzati sono di grado analibic
Per I'analisi dei campioni in MALDI-TOF MS e statapiegata come matrice I' acideciano-

4-idrossicinnamico (CHCA) 0,3 g/L solubilizzato Atetone/Etanolo 1:2.

Strumenti

Tutti i passaggi di purificazione sono stati eségaimaniera automatizzata con l'ausilio di un
piattaforma robotizzata a 8 canali ClinProt Robot Bruker Daltonics, Germany).
L’automazione, oltre a rendere piu veloce ed ecaooihprocesso di purificazione, permette di

ottenere una maggiore riproducibilita rispetto ad preparazione dei campioni manuale.

Metodo
Il protocollo di purificazione si basa su diversisgaggi fondamentali.
» Fase di legameb{nding): 10 puL di biglie magnetiche C18 vengono miscelati conu0
di TFA 0.1 % e 5 pL di siero; dopo 1 minuto di ibezione il surnatante viene rimosso.
» Fase di lavaggiowashing) : 3 lavaggi delle biglie con 2kL di TFA 0.1 % ; |l
surnatante viene eliminato ad ogni passaggio.
» Fase di eluizioneefution): : gli analiti vengono eluiti con 1pL di una soluzione al 50%
di acetonitrile/HO dopo 1 minuto di incubazione.
» Fase di depositospotting): 2 puL di eluato vengono miscelati con 10 pL di ntatrin
soluzione (0,3 g/L di 4-Hydroxg-cyanocinnamic acid HCCA in Acetone/Etanolo 1:2) e
0.8 puL di questa miscela vengono depositati stetavlf P AnchorChipTM 600/384.
La componente di proteine/peptidi eluita da ognnhpene e non depositata sul target e stata
riunita con gli altri eluati della popolazione dpartenenza (controlli e pazienti in base alla
patologia); un’aliquota e stata quindi congelata88°C fino al momento dell’analisi in nano-
LC-ESI MS/MS.
Altre 2 aliquote sono stati preparate miscelandqub@li siero di 80 pazienti (ccCRCC n=62 e
non-ccRCC n=18) e 80 controlli.
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3.3 Studio di profiling con tecnica MALDI-TOF

Materiali, standard e solventi

Y

Per la calibrazione dello strumento, in modalithedire e stata utilizzata una miscela di
calibrazione adeguata per proteine a basso pesecatate (range 1000 a 10000 DRYotein

Mix 1in 0.1% TFA.

In modalita reflector (range 1-3 KDa), invece,r pdenere la massa molecolare accurata delle
proteine/peptidi contenuti nel campione da anatizga stata utilizzata la miscela di calibrazione
PepMix in 0.1% TFA.

Strumenti e software
Lo spettrometro di massa UltrafleXtremeTM MALDI-TOOF MS (Bruker Daltonics,
Germany) é stato utilizzato per ottenere gli speltrmassa. Le condizioni strumentali per

I'analisi in lineare di tutti i campioni di sier@so state:
ion source 1 = 25.13 kV

ion source 2 = 23.77 kV

lens = 6.46 kV

pulsed ion extraction = 300 ns

high gating factor with matrix suppression up t® %a

Il processo di ionizzazione & stato condotto wilizdo un laser SmartbeBfrad una frequenza di 1000 Hz con una potenza @éld# valore
massimo.

Le analisi sono state eseguite con il metodo aufomAutoXcute (versione 3.3.108.0) del softwarex&ontrol versione 3.3 (Bruker Daltonics,
Germany).

Gli spettri in lineare sono stati acquisiti in nge di massa compreso tra 1000-12000 Da.

In modalita reflectron, invece, i parametri impaissallo strumento sono i seguenti:
- ionsource 1 =25.13 kV

- ion source 2 =22.43 kV

- lens =7.45 kV

— deflection mode con matrix suppression = 400 Da.

Metodo

Prima di iniziare I'analisi in massa dei campiolm, strumento viene calibrato con miscele
esterne di calibrazione e a questo proposito sgeta sono state depositate due miscele di
calibrazione standard che contengono polipemidalori di massa noti. Tali valori consentono

la costruzione di una curva di calibrazione at fth convertire i tempi di volo in valori di m/z.
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Dopo la calibrazione con la miscela Protmix| sotati cquisiti i campioni depositati sul target.
Lo spettro di ciascun campione é stato ottenutonsamdo gli spettri ottenuti da “spari”
(bombardamenti con fotoni) successivi in posizidinerse del pozzetto in cui e stato depositato
il campione; in questo modo si riesce a miglioiarapporto S/N dello spettro. Poiché la matrice
non cristallizza in modo uniforme e stato analiazaitto il pozzetto contenente il campione per
poter ottenere il maggior numero di informazioniilediu possibile riproducibili. Lo spettro di
ciascun campione, quindi, & stato ottenuto sommamaigliori spettri ottenuti da sei differenti
posizioni all'interno di ciascun deposito mediaB@ shots per un totale di 1200 shots. Con |l
programma di acquisizione AutoXcute, i profili gpali sono stati ottenuti attraverso la
sommatoria dei migliori profili scartando quetion scarsa risoluzione e basso rapporto
segnale/rumore di fondo (S/N). Un altro vantaggbsbftware € quello di impostare i parametri
necessari per acquisire gli spettri di massa deipgani attraverso una piu rapida acquisizione
rispetto a quella “manuale”.

Una volta conclusa l'analisi in lineare é statéettfiata una misurazione in reflectron per
ottenere le masse accurate dei segnali individutativerso I'analisi di profiling.

Innanzitutto € stata eseguita una calibrazionerrestattraverso la miscela Pepmix e,
successivamente, e stata effettuata I'acquisizibeieprofili spettrali in modalita manuale in

modo da verificare che i segnali fossero bentrisathe gli spettri fossero tutti ben calibrati.

3.4 Identificazione peptidica con tecnica MALDI-TOF

Strumenti e software
Lo spettrometro di massa UltrafleXtremeTM MALDI-TOOF MS (Bruker Daltonics,

Germany) in modalita LIFT TOF/TOF e stato utilimzger I'identificazione dei peptidi.
Le analisi sono state eseguite utilizzando i sefjpanametri:

- lon Source 1 =7,5 kV;

- lon Source 2 = 6,7 kV;

- Lens = 3,6 kV;

- Reflector 1 = 29,5 kV;

- Reflector 2 = 13,95 kV;

- Lift 1 =19 kv;

- Lift 2 = 3,15 kV;

- Pulsed ion extraction 80 ns

- High-energy collision-induced dissociation (CIDYA
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Il motore di ricerca Mascot (versione 2.3.02) atcstutilizzato per I'analisi in banca dati
impostando i seguenti parametri:

- Tassonomia: ristretta alla sezione umana

- Database Swissprot (Febbraio 2012— 20317 sequenze

- Enzimi o modificazioni fisse o variabili: N/A;

- Tolleranze MS e MS/MS : 1 Da.

Le identificazioni accettate sono state quelle co score piu elevato delle soglie di identita di

Mascot.

Metodo

Le masse dei frammenti sono state analizzate de@oaquisito la massa accurata in modalita
reflectron. Lo strumento viene nuovamente calibo la miscela di calibrazione Pepmix per
procedere quindi con I'acquisizione automatica idsmgttri grazie al software Flex Contrd.
Ciascuno spettro € stato acquisito dopo 500 shetme state cosi ottenute le masse esatte dello

ione parent e dei relativi frammenti per eseguideitificazione dei peptidi su Mascot.

3.5 Analisi bioinformatica e biostatistica

Software
- FlexAnalysis™ 3.3 per I'elaborazione degli spettri acquisitMALDI-TOF.
- ClinProTools™ 2.2 per l'indagine statistica degli spettri e lsualizzazione delle differenze

di espressione.

Metodo

Gli spettri ottenuti sono stati inizialmente rietmati con il software FlexAnalysi¥ 3.3 per
migliorarne la qualita in modo da poter procedese Eanalisi attraverso il software statistico
ClinProToolsTM 2.2 che permette il confronto trae#p multipli, la rilevazione e la

visualizzazione di pattern proteici in grado dictisiinare le popolazioni di studio.

FlexAnalysig"
La qualita degli spettri & stata ottimizzata corsdftware FlexAnalysid' attraverso diversi
passaggi fondamentali. Innanzitutto e stato eseguit primo confronto esclusivamente visivo

delle eventuali differenze di segnale e della preaali spettri non soddisfacenti o non acquisiti
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in automatico dallo strumento (segnali poco intenén scarso numero, segnale del rumore di
fondo elevato oppurshotsinsufficienti) attraverso la modalita di visualézone di tutti gli
spettri acquisiti su una o piu finestre (Fig.24). $pettri qualitativamente insufficienti sono stat

facilmente riacquisiti reinserendo il target nedtoumento.
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Figura 24 Finestra principale del software FlexAnalysis. In questa schermata gli spettri possono essere visualizzati sovrapposti
(A) in 3D (B) oppure in pil sotto finestre (C)

Dopo questa analisi preliminare, gli spettri aciuis MALDI-TOF sono stati, quindi, allineati
attraverso uno spettro gia acquisito e calibratauma precedente analisi. Attraverso questa
rielaborazione i segnali ottenuti da diversi campia differenti analisi possono essere fra loro
sovrapponibili e, di conseguenza, comparabili.

Per ottenere i valori di m/z dei picchi e parainettispensabili quali I'intensita e risoluzione di

ciascun picco il software e dotato dei seguentritioi:

» Apex consente di visualizzare tutti i valori di masa picchi in corrispondenza di ogni
apice e per rilevare i picchi utilizza le deriv@igma e seconda. E necessario impostare
alcuni parametri: l'intensita relativa, 'ampiezzainima di un segnale (peak width)
affinché sia identificato come picco (es. 0,1 n¥&;< 0,1 m/z e rumore di fondo) e la

soglia segnale/rumore (mai < 3). Il parametro peakh € un indice che permette di
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accettare positivamente solo i segnali che presentm valore uguale o maggiore a
guello impostato ed & molto importante poiché kegarametro € impostato ad un valore

troppo elevato, c’e il rischio che i segnali basano considerati come rumore.

» Centroide:calcola il valore di massa nella parte media éginale ad una determinata
altezza; é possibile quindi impostare la perceptudil altezza che il software deve
considerare rispetto alla linea di base (valoreegmente raccomandato € 80%). Questo
algoritmo utilizza lo stesso meccanismo di calodéti’algoritmo Apex, tuttavia risulta
piu accurato, poiché quando i picchi si presenfamstagliati un valore m/z calcolato in
corrispondenza degli apici risulta poco affidabile.

» Sum:calcola le cosiddette “pseudo derivate”, inveckedeali derivate calcolate dagli
algoritmi Apex e Centroide. Se il valore della pdeulerivata supera una certa soglia, il
picco € considerato come tale. Inoltre, Sum esegaecorrezione interna della linea di
base e un calcolo del rumore di fondo, al fine elezonare correttamente i picchi e

quantificare i rapporti segnale/rumore.

» Snap:considera il cluster isotopico di ogni peptideadcola le masse monoisotopiche
utili per un successivo chiarimento sulla struttaraequenza di un particolare peptide;
inoltre esegue automaticamente una correzione natetella linea di base e una
determinazione del rumore. E opportuno, quindlizztire Snap solo con dati grezzi non
processati precedentemente, su quali non & mai esaguita una sottrazione della linea
di base 0 uno smoothing. Anche in questo caso eéssatdo impostare alcuni parametri,
tra cui lintensita relativa, la soglia segnale/mr il numero massimo di picchi
considerati ed, infine, il fattore di qualita chwdica quanto il picco reale si discosta da
guello isotopico. Questo algoritmo rappresentagatmo migliore per un’analisi di
spettrometria di massa su peptidi ed e quello clsta® utilizzato per I'analisi degli

spettri dei campioni in esame.

Grazie all'interfacciaBioTools presente su questo software e stato, inoltre silpites collegarsi

al motore di ricercéascotal fine di identificare le proteine o i peptidiidieresse.

Clinprotools™
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Grazie al software statistico Clinprotobfsé stato possibile non solo creare modelli predlittiv
per la selezione dei picchi, ma anche validare detibpdiagnostici, utilizzando campioni di
prova di cui gia si conosce gia la popolazione pipaatenenza, al fine di determinare la
sensibilita e la specificita degli stessi.

Nella schermata principale del software ClinPro8Bbkono visibili quattro finestre riportanti

le principali informazioni relative ai profili speali in esame

La finestraSpectra ViewFig.25) permette di visualizzare lo spettro singolo, lotspemedio
totale e lo spettro medio di ciascuna classe. &#& x vengono riportati i valori di m/z, mentre
I'asse y i valori di intensita dei picchi seconduta arbitrarie.

Le operativitd connesse a questa funzione sonoepiwit Innanzitutto e possibile ottenere
dell'area dei picchi di ogni spettro come si pudem dalle bande azzurre riportate nella figura
sottostante selezionando “peak calculation” , tieadi puo includere ed escludere manualmente
gli spettri non processati dal software o detertninaicchi, nonché forzare i picchi
statisticamente piu significativi evidenziandoli fahe di utilizzarli nella costruzione di un
modello di classificazione. Infine, € possibile uakzzare in questa finestra anche alcune
informazioni statistiche relative a tutti i piccim esame o ad un numero ristretto di essi (es.

media e deviazione standard, distribuzione deinpjcc
Ji. ClinProTools [Class 1 ccRCC, Class 2: ctrl - L N F e 9 g
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Figura 25. Finestra di visualizzazione Spectra View

La finestraModel List View (Fig.26 ): consente di creare modelli di classifione per le
popolazioni in esame. Per ogni modello sono ripoittaaome, il tipo di algoritmo utilizzato, i
valori di “Cross Validation” (indice predittivo dionta del modello per future classificazioni) e
“Recognition Capability” (capacita del cluster dassificare correttamente i campioni con cui e
stato elaborato).
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Figura 26. Finestra di visualizzazione Model List View

Per creare un modello per le popolazioni in esdraefiware permette di scegliere tra i quattro
algoritmi di seguito brevemente illustrati.

Il Genetic Algorithm (GA)e utilizzato per selezionare le migliori combirgadi di picchi
statisticamente significativi in grado di separarpopolazioni in esame (Fig.27).

Da ricordare che gli Algoritmi Genetici sono unanfglia di tecniche di ottimizzazione che si
ispirano alla teoria della selezione naturale dar®s Darwin che regola I'evoluzione biologica.

| sistemi naturali esibiscono un alto grado di istbaza ed efficacia nel risolvere una vasta serie
di problemi per la loro sopravvivenza grazie algesso evolutivo basato sulla riproduzione
selettiva degli individui migliori, sulla ricombia#gone genetica dei loro cromosomi e su alcune
mutazioni casuali.

Cosi l'algoritmo seleziona i modelli piu idoneigntre quelli meno predittivi vengono scartati.
L’idoneita e definita dal gruppo di tecniche e dalcoli per la selezione. | modelli selezionati
sono poi sottoposti a ricombinazione (crossing pvelove coppie di modelli vengono
scomposte, modificate e poi riunite. Tutto quesio pssere seguito da una mutazione, dove un
singolo picco del modello viene sostituito con dmoa Con i modelli piu idonei (migliori dei
loro progenitori) viene eseguita huovamente lamibmazione in modo da ottenere una nuova
generazione e il processo si ripete fino a raggtmg modello migliore. In ogni modello che si
desidera creare mediante algoritmo genetico, dlplesselezionare il numero massimo di picchi
utilizzati per la costruzione, il numero massimogdinerazioni e il numero di spettri nelle
vicinanze che il modello deve considerare per éssificazione dei profili di interesse. Inoltre,
altri due parametri importanti per la definiziorel chodello migliore sono il valore di “Mutation
Rate”, che indica la probabilita che si verificliaumutazione, e il valore di “Crossover Rate”,
che e la probabilita che si verifichi crossing over

Il risultato finale di un modello di questo tipa@&ppresentato dalla combinazione di picchi che

separa nel miglior modo possibile le popolazioresame.

80



* |
; A “.
T T ;,} e J‘k AR l IL—I'LAT r\

g p GA SEARCH
y |'|| / \ W 4
2| : I
w/ BEST SEPARATING
RANDOM PEAK COMBINATION PEAK COMBINATION

Figura 27. Meccanismo di funzionamento utilizzato per algoritmo GA

L’algoritmo Support Vector Machine (SVMEleziona, invece, una combinazione di picchi che
permettano di separare le popolazioni in esamavattso |'utilizzo di un vettore (Fig. 28).

L’idea principale di questo classificatore e que&llaappresentare i picchi appartenenti a classi
differenti in punti nello spazio. SVM costruisceauseparazione tra questi punti tale che siano

separati dal piu ampio gap possibile.

0 & 0

Support
© vectors

Support
vectors

Figura 28. Meccanismo di funzionamento utilizzato per I'algotimo Suppor vector machine

Un altro algoritmo che puo essere selezionato @uickClassifier (QC)seleziona tutte le
aree/intensita dei picchi con relativi valori divplue e calcola la media pesata di questi. Opera,
quindi, un confronto dei valori delle medie pesadeindica sia I'insieme di picchi in grado di
fornire una migliore separazione sia la probabilda corretta classificazione per ogni
popolazione in esame. La classe con il piu altacenddi probabilita rappresenta la classe
predittiva
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L'ultimo dei quattro algoritmi €& ilSupervised Neural Network (SNNI meccanismo di
funzionamento implica un’ identificazione iniziatk un certo numero di “prototipi”, ovvero
spettri caratteristici per ogni classe. L'algoritd@avora, poi, in modo da distribuire i campioni
nel piano in relazione all’areal/intensita dei dsiesegnali e seleziona i set di dati in cui le silas
sono meglio separate, ovvero in cui campioni appeariti allo stesso gruppo vengono

correttamente classificati in relazione ai prototip

Un’altra finestra disponibile sulla schermata ialeidel software ClinProtools&el/Stack View
Attraverso questa visualizzazione vengono modiuttii segnali dei campioni che costituiscono
le due classi in analisi attraverso un’immaginéuwale di gel (pseudo-gel). Due finestre possono
essere visualizzate attraverso questa modalitdVieel e Stack View.

La finestraGel View( Fig 29 ) visualizza i picchi degli spettri sdtioma di spots di diversa
densita sottoforma di gel virtuale. Sull’asse xaoiportati i valori di m/z, mentre sull'asse y a

sinistra il numero degli spettri in successione.
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Figura 29.Visualizzazione Gel view.

La finestraStack View(Fig.30 ), invece, mostra tutti gli spettri detlassi in un’immagine 3D in
modo da poter valutare il corretto allineamentoplechi di ciascuno spettro. Sull 'asse x sono
riportati i valori di m/z, sull’asse y le intergitei picchi in unita arbitrarie e sull’asse z diore

di caricamento delle classi.
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Figura 30.Visualizzazione Stack View

L'ultima finestra e laPeak Statistics Viewella quale sono disponibili tre modalita per la
visualizzazione dei segnali pitu discriminai2D Peak Distribution View, ROC Curve View e Single
Peak Variance View.

La finestra2D Peak Distribution View(Fig.31) mostra la distribuzione dei primi due ghic
statisticamente significativi, rilevati dal softvearin tutti gli spettri delle classi in esame. Il
numero e il valore m/z di questi picchi € indicat@li assi x e y. Solitamente 'asse x riporta i
valori di area/intensita del primo picco, che prgaenfatti minore p-value, mentre l'asse y i
valori di area/intensita del secondo picco. E coguenpossibile sostituire questi due picchi
scelti automaticamente dal software con altri segnpiacere e valutarne la distribuzione. Le
ellissi rappresentano la deviazione standard dalée/intensita dei picchi o lintervallo di
confidenza del 95%.
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Figura 31. Finestra 2D Peak Distribution View

La finestraROC Curve Viewnostra la curva ROC (Receiver Operating Chariatie curve)
relativa ad un determinato picco precedentemetgzisaato (Fig 32).
La curva ROC offre una visione grafica circa lacifi@ta e sensibilitd di un test e, nel caso di
questo software, fornisce una stima della capatigériminante del picco. L'asse x riporta la
specificita in termini di falsi positivi, mentrealsse y la sensibilita.
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La capacita del picco di classificare correttameanseggetti controllo e i pazienti & valutata
attraverso il valore AUC, che rappresenta I'ardg¢oda curva. Un valore AUC uguale a 0 indica
una capacita discriminante del picco nulla, meatrezalore AUC uguale a 1 un’ottima capacita

discriminante.

Peak 33: 3156.87 Da, AUC=0.818428
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Figura 32. Finestra di visualizzazione ROC curve

La finestraSingle Peak Variance Vie{Fig 33)mostra tre tipologie di dati statistici
relativi ad un determinato picco precedentementéezemato: “box and
whiskers”,media e deviazione standard e distrimziael picco. Tutte queste
informazioni sono ottenute dai valori di area/irsiiédn del picco selezionato e sono
riportate separatamente per ogni classe in studio.
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Figura 33. Tre diverse modalita di visualizzazione della finestra Single Peak Variance View

Per una corretta elaborazione dei dati e un uten@llineamento degli spettri utilizzando i
picchi di maggiore intensita e stata effettuatmameitutto, una normalizzazione sulla corrente
ionica totale (TIC) di tutti gli spettri in elabai@ne. Successivamente per ogni picco € stata
calcolata I'area e l'intensita, che sono correidtabbondanza relativa della sostanza nei diversi
campioni di studio.

Con il software é stato possibile calcolare lo spetedio di ogni campione per ottenere una
corretta analisi statistica. Infatti le funzionidf®ort Spectra Grouping” ed “Enable Similarity
Selection” hanno permesso di selezionare lo spéttcui profilo e piu simile alla media
complessiva in questo modo solo uno spettro, daftiquacquisiti per ogni campione mediante
analisi MALDI-TOF, é stato utilizzato nell’elaboiiane.

L’indagine di possibili pattern proteici in grado d@iscriminare le popolazioni in esame e stata

condotta tramite utilizzo degli algoritmi matemagtencati precedentemente.

I modelli ottenuti sono stati, quindi, validatirai¢erso una cross-validation. |l software permette
due tipi di validazione. Nellinternal validationpossono essere classificati gli stessi spettri che
sono stati utilizzati per creare il modello. Graai€ external-validation nuovi campioni non
impiegati nella costruzione del modello classifiatpossono essere classificati utilizzando |l
modello di analisi, ottenendo una previsione delésse di appartenenza.
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La validazione determina le dimensioni della clasaespecificita e la sensibilita del modello
ottenuto con I'insieme di dati prova e determinadpacita di previsione del modello in base alla

percentuale dei dati di prova correttamente classif

Due importanti funzioni del software sono state iggpte per rilevare le differenze di
espressione tra le classi in esame: Peak StdRisport e Correlation Matrix Report.

Peak Statistic Repodono elencati tutti i picchi rilevati dal softveadurante la “Peak Statistic
Calculation” (ricalibrazione degli spettri, calcoldegli spettri medi e calcolo dei picchi)
nell'ordine dal piu discriminante a quello menof@iénte a livello di espressione. Sulla base di
un t-test/Anova per insiemi di dati parametrici @a Wilcoxon/Kruskal-Wallis per test non
parametrici, viene calcolato per ogni picco il velp-value (PTTA e PWKW)ndicativo della
probabilita che la differenza di espressione travadlle popolazioni in esame non sia fondata su
un evento casuale. Dunque questo indice rappredelntallo di significativita effettiva ed e
indipendente dall’altezza e dall’area del picco.il$evalue €< 0,05 il segnale e statisticamente
significativo ai fini di una buona separazione, tnerse il p-value € > 0,05 il segnale non
permette una discriminazione delle classi. Il vaAD rappresenta il valore p-value ottenuto da
un test Anderson-Darling ed indica se il segngbamametrico (PAD > 0,05) o non parametrico
(PAD < 0,05) e quindi suggerisce se & necessario rdaRRTTA o al PWKW. Nella tabella sono
riportati anche il numero del picco, il valore dassa, la media delle aree di ogni classe e la
differenza tra queste (DAve) ed, infine, le dewoazistandard di ogni classe in esame (StdDev).
Correlation Matrix Report e una matrice ottenuta mediante analisi di cariehe tra tutti i
picchi identificati dal software e riportati nel &ke Statistic Report. Questa analisi puo essere
eseguita su piu classi a confronto oppure su umgoki classe. Logicamente, questa funzione
deve essere preceduta dalla ricalibrazione deglitrsge dal calcolo dei picchi. Ogni riquadro
della matrice presenta un determinato colore anskzcalel tipo di correlazione tra i segnali
dell'incrocio: rosso se e presente correlazionétipas blu per una correlazione negativa e grigio
guando non vi é correlazione. Quando il valorealralazione si avvicina a +1, significa che é
presente correlazione positiva e quindi ad un atmnen intensita del picco corrisponde un
aumento del segnale correlato all'interno dell@sdeclasse in esame. Quando, invece, il valore
si avvicina a -1, significa che é presente corfetez negativa e quindi ad un aumento di
intensita del picco corrisponde una riduzione @gingle correlato all'interno della stessa classe
in esame. Infine, quando il valore si avvicina @, ion € presente correlazione tra i due segnali.
| parametri utilizzati dal software per le anaksino stati ottimizzati in base alla tipologia di

campione studiato
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3.6 Identificazione peptidica attraverso tecnica nLC-ESI MS/MS

Materiali
- Puntali da pipettZiptip™ x-C18( Millipore, Badford, USA)
- Centrifuga da vuotdieto Speed-Vagieto Lab. Equipment A/S, Copenhagen, Denmark)

Strumenti e software

Spettrometro di MasddaXisUHR-QToF (Bruker Daltonics, Germany)
HPLC EasynLCTM (Proxeon Biosystems, Odense, Dekmar
Software Compass DataAnalysisTM v.4.0 Sp4 (Bridatonics, Germany)

Il motore di ricerca Mascot (versione 2.3.02) etcstatilizzato per I'analisi in banca dati
impostando i seguenti parametri:

- Tassonomia: ristretta alla sezione umana

- Database Swissprot (Febbraio 2012— 20317 sequenze

- Enzimi o modificazioni fisse: N/A;

- Modificazioni variabili: Acetyl (N-term); Acetyl(K), Amidated (Cterm), Oxidation (M);
Phospho (Y) / Phospho (ST), Sulfo (S) / Sulfo (‘Guifo (T)

- Tolleranze MS e MS/MS : 5-10 ppm 0,1-0,5 Da.

Sono state considerate le soglie di Mascot peefmidione di omologia e di identita e il decoy
database come filtri per la determinazione detjaificativita dei peptidi.

Metodo

Le frazioni di eluato ottenute grazie al prefra@mento con l'utilizzo di biglie magnetiche RP-
C18 del siero sono stati riunite ottenendo in qu@sbdo due pool di sieri: il primo derivante
dagli 80 pazienti analizzati mentre I'altro otiém dagli 80 soggetti sani.

Dopo essere stati concentrati in centrifuga daojuiotlue pool di siero sono stati desalificati e
privati delle biglie rimanenti utilizzando puntalia pipetta Ziptip" p-C18 preventivamente
equilibrate con 0.1% TFA, lavate con 0.1% TFA aditelcon 50% Me OH/0.1% TFA come da
protocollo della ditta produttrice.

| pool sono stati diluiti prima dell'iniezione pewitare la saturazione dei segnali ed analizzati a

diverse concentrazioni per aumentare il numerceddéntificazioni.
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Le frazioni cosi ottenute sono state iniettate adflusso di 2ulL/min attraverso il sistema
EasynLC" accoppiato al sistema ibrido MaXis UHR-QToF seapildprotocollo descritto da
Mainini et all.

| dati grezzi MS/MS vengono poi rielaborati col tsefre Compass DataAnalySls grazie al
quale é stato possibile correggere i valori pelotk-mass(m/z 1221.9906), effettuare una
deconvoluzione ed infine ottenere una lista diclpic Per escludere ioni con rapporto
segnale/rumore minore di 1 e intensita inferior2Gacounts & stata attivata la funzione
Peakfinder.

| frammenti ottenuti dall’ analisi nano liquid cmatography (nLC)-ESI MS/MS sono stati
identificati con il motore di ricerca Mascot secorigparametri di cui sopra.

DataAnalysis 4.0

Il software permette di innanzitutto di visualizzarcromatogrammi relativi all'acquisizione in
massa, gli spettri MS e MS/MS attraverso diversdatita:

> TIC (Total lon Current): visualizzazione della corrente ionica totalevalia nel tempo.

> Base Peak Chromatogranvisualizzazione della corrente ionica del delcpicdi
maggiore intensita (picco base)

> Extracted lon Chromatogranvisualizzazione del cromatogramma di un detertoina
ione di cui si conosce il valore m/z monocaricaitto con I'analisi MALDI-TOF. E necessario
trasformare questo valore in massa bicarica oric@ain modo da inserire un intervallo di massa
(solitamente un dalton in pitu e uno in meno rigpattvalore m/z di interesse) utile al software
per I'estrazione i frammenti di questo ione. Quaxtarazione € indispensabile, poiché con la
tecnica ESI si ottengono generalmente ioni a canuhltiple..

| cromatogrammi dei dati MS/MS ottenuti vengono lai®rati, come gia illustrato
precedentemente. Tale operazione comprende andtectavoluzione che viene effettuata al
fine di passare dallo spettro di massa sperimentaldticarica ad uno spettro di massa
monocarica in modo da ottenere il peso molecalare della molecola.

Successivamente viene effettuata una rilevaziot@raatica dei compoundsesenti in tutti gli
spettri MS e MS/MS che permette di eseguire untifieazione accurata dei frammenti
collegandosi al programma informatico Biotools d &prire il motore di ricerca MS/MS lon
Search di Mascot (Fig.34)
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Database Mascot

Mascot & un potente motore di ricerca che utilidaa provenienti da analisi in spettrometria di
massa per l'identificazione di proteine. La riceatiinterno di Mascot puo essere effettuata con
differenti approcci in relazione ai dati analitici possesso. In particolare Reptide Mass
Fingerprint (PMF) consente di caricare, all’ interno del databaselori di massa di peptidi
provenienti dalla digestione, enzimatica o chimidauna o piu proteine. CoMS/MS lon
Searché possibile effettuare la ricerca con dati otteson un’analisi MS/MS, ma in questo
caso occorre fornire un’informazione aggiuntiva @envla metodica usata per I'analisi MS/MS.
Un altro approccio solitamente usato per la ricérSaquence Querin cui ad uno o piu peptidi,
utilizzati per il PMF, possono essere associaterinfzioni parziali sulla sequenza, sulla
composizione amminoacidica, sui valori di massa&aadi ioni provenienti da analisi MS/MS o
altri ancora.

L’identificazione delle proteine, per questo lavoeoavvenuta attraverso uno dei piu accurati
databaseSwissProtLa sua caratteristica fondamentale € che in inggpk& voce sono contenute
la sequenza di ciascuna proteina e le modificaziote in questo modo nel database non sono
contenute informazioni ridondanti e le ricerchasweloci.

Per una corretta identificazione, sono state itiselguni parametri fondamentali per la ricerca
conMS/MS lon Search valori di massa dello iongarente dei frammenti generati a partire da
quest’ultimo durante 'analisi, il tipo di spettr@tno di massa con il quale si e eseguita I'analisi,
il tipo di frammentazione avvenuta e la carica degli ed infine é stato specificato che le masse
sperimentali fanno riferimento al valore di massanoisotopica dei peptidi.

Un altro importante parametro da indicare édberanzache indica la misura dello scarto
massimo che ci puo essere tra i dati sperimentgliedli teorici e riveste un ruolo fondamentale
sulla significativita statistica dell’analisi.

Minore € il valore di tolleranza utilizzato per figerca, maggiore € I'affidabilita del risultato
ottenuto, al contrario, inserendo un margine dorer troppo ampio, si potrebbe ottenere
I'identificazione di un falso positivo e non depleoteina corretta.

Tale parametro puo essere espresdaaiton, in percentuale o in parti per milione (ppm) er pe
I'identificazione finale MS/MS Tol sono stati inseriti due valori: quello per ilneparent
(Mass Tol M$e quello per i singoli ioni frammento.

Per la presente ricerca non sono stati usati erzmia digestione della proteine ma il database
permette di indicare I' enzima utilizzato e gli ewgali siti di taglio persi per ottenere la massima

discriminazione possibile.
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E’ noto, inoltre, che proteine e peptidi possonsees modificate in centinaia di modi: alcune
modifiche riguardano la funzione biologica, a#tono elementi di manipolazione del campione.
Nel database possono essere inserite due tipi diifictte. Una modifica quantitativa ad
esempio, potrebbe essere l'alchilazione delle in&stePoiché tutte le cisteine sono state
modificate, questo comporta un cambiamento neHlasa della cisteina, al contrario, la maggior
parte dellemodificazioni post-traduzionahon si applicano a tutti i residui. Ad esempioau
fosforilazione potrebbe influenzare solo una soddledserine contenute in un peptide. Le
modifiche non quantitative possono aumentarenipte richiesto della ricerca e ridurre la sua
specificita perché il software deve analizzartetlg possibili combinazioni di residui modificati
e non modificati che si adattano alla massa madeealel peptide.

Una terza classe di modifiche che possono ver#fida un peptide sono quelle dovute ad un
esperimento di quantificazione con isotopi staldiin peptide potra legare un isotopo pesante o
leggero ma mai una miscela di isotopi leggeri eapegjuindi all'interno del database possono
essere effettuate due ricerche separate unogiepisleggeri e uno per isotopi pesanti

Una variabile che puo essere inserita al finedlirme i tempi di ricerca e semplificare il risutiat
ottenuto e latassonomiache permette che proteine omologhe appartenenaltael specie

vengano eliminate.
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Set Mascot search form defaults

Database

Taxononmy
Enzyme
Allow wp to

Fixed
madifications

MCBInr
contaminants
cRAP

All entries
Trypsin -

1 * missed cleavages

Acetyl (K]
Acetyl [N-term]

m

Acetyl [Protein N-term)
Amidated [C-term)
Amidated [Protein C-term) =

Variable |aceryl [K) -
modifications | Aceryl [M-term)
Acetyl (Protein N-term)
Amidated [C-term)

m

Amidated [Protein C-term) -
Show all mods.
Quantitation Mone -
Peptide tol. £ 1,2 Da * gwuc O
MS/MS tol. £ 0.5 Dz -
Peptide charge 1+ hd

Monoisotopic @ Awverage

Data format Mascot generic * [MS/MS only)

Instrument Default * [MS/MS only)

Decoy
Error tolerant
Report top AUTO * hits

Figura 34.Schermata di Mascot

Le identificazioni basate su dati provenienti dalan con spettrometria di massa sono sempre
valutate con uno score probabilistico quindi I'imf@azione che si ottiene rappresenta la
probabilita che il match ottenuto sia un eventaiaées Lo score in Mascot viene assegnato con
I'algoritmo MOWSE (Molecular Weight Search) scoriatyorithm che classifica le proteine
risultanti dalla ricerca irbanca dati in base ad uno score che rappresentanisusa della
probabilita assoluta (P) che la proteina identificata sia usofgositivo e non la proteina
effettivamente analizzata. Lo score e quindi d&disbn la seguente formula:

score =-10 Log10 (P)
Nel caso di analisi MS/MS, viene assegnato scmreanche ad ogni singolo ione riconosciuto
(lon Scorg, per ognuno dei quali ci sara un valore sogligabdle in base a diversi parametri tra

cui la lunghezza della sequenza e la tolleranzZisasger lo ioneparent
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La soglia di significativita statistica riportata Mascot corrisponde ad un p-value < 0,5 ovvero
una possibilita inferioral 5% che I'identificazione possa essere attribuibile al caso. Questo valore &
predefinito € viene segnalato nella pagina di riepilogo dei risultati attraverso degli istogrammi dove
ogni barra rappresenta una determinata proteinatrenBarea non evidenziata con colore verde

indica le proteine statisticamente significative.
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Figura 35. Significativita statistica di una proteina identificata in Mascot

Nella figura di cui sopra sono riportati tre podsibsultati ottenuti per l'identificazione di una
proteina. Nel caso A il risultato ottenuto ha utoacore e un’alta significativita, nel caso B,
invece, lo score cade proprio vicino alla finegdrasignificativita. Nell'ultimo caso, figura C,
I'identificazione non é statisticamente signifieati

Nella pagina dei risultati, al di sotto dell'istegnma, sono riportate un tutte le possibili molecole
riconosciute dal software che presentano un prdinile. Nella prima posizione di questo
elenco e riportata la proteina che piu probabil@&acore piu alto) costituisce la molecola di
interesse; di quest’ultima é possibile visualizzaleune informazioni generali tra cui il peso
molecolare, il punto isoelettrico, lo score, la Ziome e la copertura della sequenza
amminoacidica (in rosso sono evidenziati i trattisdquenza riconosciuta o meglio i peptidi
utilizzati per I'identificazione, mentre in nero @li non allineati). In particolare, il parametro
“Intensity Coverage” indica la percentuale di capex della sequenza della proteina identificata,
cioé i picchi o peptidi che sono stati utilizzata dMascot e che hanno contribuito al
riconoscimento.

Grazie a Mascot e possibile collegarsi direttamaita banca dati SwissProt per avere una

descrizione piu dettagliata della proteina.
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3.7 Tecnica Label-Free: quantificazione peptidica/proteica

Strumenti e software
- SoftwarelDEAL-Q (versione 1.6.02)

- SoftwareCompassXportersione 3.0.4 (Bruker Daltonics, Germany).

Metodo

Le frazione ottenute dalla purificazione dei dwelpcostituiti dagli 80 sieri e dagli 80 controlli
sono stati analizzati con 3 run ciascuno con Etspmetro MaXis UHR-QTOF e i dati ottenuti
sono stati convertiti in formato mzXML utilizzandasoftware CompassXport.

Invece nei file in formato mgf ottenuti dall’idefitazione con Mascot e con l'output di
elaborazione DataAnalysl$, il numero dicompundgcmpd) & stato sostituito con il numero di
scan. In questo modo e stato possibile esportare ifil®rmato XML al fine di allineare i dati
degli spettri (mzXML) con i risultati della ricerch’allineamento dei picchi € stato eseguito con
I parametri impostati con predefiniti degli strurti€p-TOF-.

La normalizzazione é stata effettuata utilizzandonmediana dell’abbondanza peptidica e |l
guantile delratio del livello peptidico. Le abbondanze peptidiche catate determinate
utilizzando gli stessi parametri e una sogliaahrepeptidico impostata a 3Bdoreper identita

0 estesa omologia) come calcolati dall'algoritmd/discot

| ratios peptidici ottenuti con la tecnica ESI MS/MS sonatistonfrontati con quelli calcolati a
partire dagli spettri MALDI-TOF. Per raggiungereegto scopo, gli spettri di massa MALDI-
TOF ottenuti in modalita lineare (MALDI-LM) per diero di pazienti e di controlli , sono stati
utilizzati per calcolare itatio m/ztra pazienti e controlli.

L’allineamento deiratios m/zottenuti in MALDI-LM con quelli dell'analisi LC-ESIé stato
effettuato utilizzando come riferimento gli spettiimassa acquisiti in MALDI-TOF modalita
reflectron (MALDI-RM), mediante I'accertamento dell’ identitd alcuni di essi con un’analisi
MALDI-TOF/TOF e la validazione aggiuntiva data @alhisurazioni delle masse accurate nei
profili ottenuti dalle analisi MALDI FT-ICR.

Inoltre, per confrontare iatios peptidici MALDI e i corrispondentratios ESI normalizzati,
quantificati mediante approcciabel-freee stato utilizzato um-testper dati appaiati. E’ stato
impostato un p-value < 0.05 per verificare che &lia delle differenze tra le due analisi, non sia

statisticamente significativa.
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4.RISULTATI
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4.1 Popolazione e dati clinici dello studio

Lo studio e stato condotto su tre gruppi di sogge# soggetti controllo (ctrl) (68 uomini e 24
donne), 85 soggetti affetti da tumore renale auteithiare (ccRCC) (54 uomini e 31 donne) e
29 soggetti affetti da tumori con differente safiotistologico (non-ccRCC) (15 uomini e 14
donne). L'eta media dei soggetti controllo era@iashini con un range compreso tra 30 e 64 anni
mentre per i pazienti 'eta media alla diagnosi@ir&4 anni con un range compreso tra 33 e 87
anni.

Come visibile dalla tabella 11, i pazienti sondistalutati secondo la stadiazione TNM (tumor,
node, metastasis) del 2009, e, prima dell'exerésiuggica della lesione renale, sono stati
sottoposti ad un’analisi istologica nella qualesastati valutati diversi parametri: il sistema di
gradingdi Fuhrman, il riconoscimento del sottotipo istatay il differenziamento sarcomatoide

e cistico, la necrosi del tumore, l'infiltrazionemorale microvascolare e della pelvi urinaria.

N= di PAZIENTI

NUMERO TOTALE 114
Eta media * SD alla diagnosi 64 £12.04
Eta media alla diagnosi (range) 33-87
SESSO
Maschi 69

Femmine 45
STADIAZIONE

Tumere primario (T)

pT1 T4
pT2 23
PT3 1
pT4 0

sconosciuto 4

Linfonodi (N)

NX 68
NO 28
N1 1
sconosciuto 8
GRADO
G1 4
G2 68
G3 21
G4 1
sconosciuto B8
ISTOLOGIA
RCC a cellule chiare 85

RCC papillare 9
RCC a cellule chiare + papillare 3
RCC Cromofobo 2
Oncocitoma [
Angiomiolipoma &
Altri sottotipi 4

TIPO TUMORALE

Maligno 102

Benigno 12

Tabella 10. Caratteristiche e classificazione secondo la scala TNM del 2009 dei pazienti inclusi nello studio
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| pazienti sono stati quindi divisi in due grupptRCC (n=85) e non-ccRCC (n=29)

4.2 Analisi proteomica ed efficacia diagnostica dei pattern

| campioni di siero dei tre gruppi di soggetti anzdhti in questo studio, soggetti controllo,
pazienti affetti da ccRCC e pazienti non-ccRC@Gnasstati sottoposti a pre-frazionamento con
biglie magnetiche a fase inversa C18 prima dellianen spettrometria di massa MALDI-TOF.
Gli spettri dopo essere stati acquisiti in un radigemassa compreso tra 1 e 12 kDa, sono allineati

ed elaborati e, successivamente , valutati a dvathtistico mediante il softwaf&inProTools™

L’analisi statistica condotta sui profili sericitenuti, ha permesso I’ elaborazione di uno spettro
medio dei profili serici per ognuna delle classstadio fig.PRRO 36 e dal loro confronto sono
stati individuati piu di 100 segnali in comune ecai40 segnali con una AUC che differisce in
modo statisticamente significativo tra i tre grufgs<0,05 con analisi ANOVA ad una via).

Data I'elevata complessita dei profili spettralgnlalisi statistica e I'individuazione deatterns
discriminanti, sono state effettuate mediante llz#o di due algoritmi forniti dal software
I'Algoritmo Genetico (GA) e ilSupport Vector MachingSVM) in modo da fornire la piu
accurata classificazione possibile delle tre papofa in studio.
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-
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Figura 36. Profili spettrali serici medi delle tre classi in studio. A. Profilo dei pazienti cc-RCC B.Profilo dei controlli
C.Profilo pazienti non cc- RCC
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L’intera casistica é stata inizialmente suddivisadue gruppi: uno composto da soggetti con
tumore maligno (n=102) mentre l'altro formato daygetti con masse renali benigne (n=12) e
soggetti controllo (n=92). Grazie all'analisi stditta, € stato individuato un cluster discriminante
formato da cinque segnali com/z1264,1419, 2423, 2789 e 4962 Da in modalita linedre
combinazione di questi picchi ha mostrato un migioento dellgperformanceaispetto a quella

di ogni singolo ione e la validazione interna dekster, nella fase di training, ha ottenuto valori
di specificita e sensibilita rispettivamente di 98994% (Tab. 12). L’ analisi statistica effettuata
con le curve ROC, ha inoltre valutato il valoreAdliC per i cinque ioni che e risultato compreso
in un rangedi 0,84 e 0,75. Secondo i criteri suggeriti da SWets valori compresi tra 0,7 e 0,9
suggerisco un test moderatamente accurato mentr€ Auperiori a 0,9 indicano un test
altamente accurato, pertanto i segnali individdeinno un buon potere diagnostico. A
conferma, unaross-validationdi tipo k-fold (k=10) é stata applicata per valutare la capacita
predittiva di questo modello e i risultati ottendélla classificazione mostravano elevati valori di
specificita 84% e sensibilita 89%.

Tutti i segnali individuati sono risultati sovrapesssi (p<0,05) nei pazienti con tumori maligni
rispetto ai soggetti controllo piu soggetti con sesenali benigne a parte lo ione ionen&

4962 che risultava sotto-espresso (p<0,05).

miz MALIGNANT vs BENIGN MALIGNANT vs BENIGN

264 SPECIFICITY [SENSITIVITY true false true true classe precision
1419 |TRAINING PHASE 90 4% 94.1%| |Pred false B85 5 94 4%
2422 |TEST PHASE 83.7% 8§9.2%| |Pred true g 87 90.6%
4961 spec, sens | 90.4%| 94.1%
2789

Tabella 11. Performaces classificative del confronto tra tumori maligni versus lesioni renali benigne e controlli

Successivamente sono state effettuate tre ultegiodifferenti classificazioni caso/controllo:
controlli versusccRCC, controlliversusnon-ccRCC eccRCCversusnon-ccRCC. Per ognuna
delle comparazioni caso/controllo sono stati ottenwalori di specificitd e sensibilita riportati
in Tabella 4B e 4C. Mediante analisi statisticalidsgettri MALDI-TOF in modalita lineare, e
stato individuato urclusterdi due peptidi an/z1466 (AUC=0,89) e an/z4052 (AUC=0,85)
aventi un’accuratezza elevata nella discriminazidnsoggetti controllo e pazienti affetti da
ccRCC. La loro combinazione ha mostrato una sp#éife una sensibilita entrambe del 92%
nella fase dtraining, mentre nella fase di validazione la specificita sensibilitd sono risultate
rispettivamente dell’'88% e dell’85%. Allo scopo whigliorare l'efficienza discriminativa di
questo modello predittivo basato su due ioni, &b &®no stati aggiunti altri ioni i cui valori di
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AUC erano compresi tra 0,89 e 0,70 che corrispoadgmhun test moderatamente accurato208.
Un patterndi quattro (n/zin LM 1466, 2378, 2789 e 4052) ed uno di sei sednakin modalita
lineare 1466, 2378, 2789, 4052, 4089 e 4151) hgperwnesso di migliorare la capacita
classificativa come si puo vedere dai risultgtortati in Tabella 13.

La combinazione dei sei ioni nell’ultimoluster ha mostrato indici di specificita (96%) e
sensibilita (94%) piu elevati se confrontati cowmalori ottenuti con gli altrpatternsaventi un
numero minore di segnali. L'analisi diross-validationha confermato la buona capacita
diagnostica ottenuta nella fase tdaining (93,5% di specificita e 91% di sensibilitd). Due di
questi ioni, an/z1466 e 2789, erano presenti in maggiore concentrazaiei pazienti affetti da
ccRCC, mentre gli altri mostravano una concentrazimaggiore nei soggetti controllo. Dopo
'aggiunta di nuovi segnali nepattern non sono stati riscontrati miglioramenti nella
performancedello stesso, inoltre al fine di evitare il fenamedell’'overfitting dei dati, & stato

deciso di non aumentare il numero degli ioni inched clusterdiscriminante.

miz CTRL vs ccRCC CTRL vs ccRCC
1466 SPECIFICITY |[SENSITIVITY true false |true true |classe precision
4052 |TRAINING PHASE 92 4% 91.8%| |Predfalse 17 ] 92 8%
TEST PHASE 88.1% 84.7%| |Pred true 6 71 82.2%
spec, sens | 92.4%| 91.8%
miz CTRL vs ccRCC CTRL vs ecRCC
1466 SPECIFICITY [SENSITIVITY true false |true true |classe precision
2378 [TRAINING PHASE 96. 7% 90.6%)| |Pred false 20 T 92.0%
2789 |[TEST PHASE 89.1% 89.4%| |Predtrue 3 70 95.9%
4052 spec, sens | 96.7%| 90.6%
miz CTRL vs ccRCC CTRL vs ecRCC
1466 SPECIFICITY |SENSITIVITY true false |true true |classe precision
1378 |TRAINING PHASE 95 7% 94 1%| |Pred falce TQ 5 04.0%
2789 |[TEST PHASE 03 5% 00.6%| |Pred true 4 72 04 8%
4052 spec, sens | 95.7%| 94.1%
4088
4150

Tabella 12. Performaces classificative del confronto tra controlli versus pazienti cc-RCC
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Un’ulteriore confronto statistico eseguito tra setjigsani dai pazienti affetti da non-ccRCC ha
messo in evidenza yatterndi tre ioni (n/zin LM 1419, 2603, 4264) con una forte capacita
diagnostica (rispettivamente 96% e 90% di spetifieisensibilita nella fase tlaining e 95% e
90% nella fase di validazione) (Tab.14). Lo ion@/a1419 (AUC=0,85) e stato osservato essere
piu espresso (p<0,05) nei pazienti affetti da noREC rispetto ai soggetti controllo, mentre gli
altri segnali erano sottorappresentati.

mz CTRL vs noa-ccRCC CTRL vs non-ccRCC

1419 SPECIFICITY [SENSITIVITY truz false |true true |classe precision

2603 |TRAINING PHASE 95.7% §3.7%| |Pred fakse 79| 3 96.3%

4264 |TEST PHASE 84 6% £9.7%| |Pred true l“ 23 23 2%
spec, sens | 95.7%| 59.7%

Tabella 13. Performaces classificative del confronto tra controlli versus pazienti non cc-RCC

E’ stata inoltre eseguita una comparazione traepdizaffetti da ccRCC e quelli non ccRCC
tramite un’analisi statistica eseguita con lo sieapproccio utilizzato in precedenza per la
selezione dei segnali basato, su due algoritmirel’amclusione di sei o piu picchi ma non é

stato possibile individuare un cluster che pernsstali discriminare le due popolazioni.

4.3 Identificazione dei peptidi

L’analisi in spettrometria di massa mediante nLA-ES/MS e la ricerca in  database con il
server Mascot hanno condotto all'identificazioree peptidi delle frazioni ottenute dopo pre-
frazionamento con biglie magnetiche RP-C18 delostkrcontrolli e pazienti affetti da tumore
renale.

Sono stati identificati circa 200 peptidi unici eadi unoscoremaggiore della soglia di identita
peptidica e con ufalse discovery ratal,5% appartenenti a 32 diverse proteine e 262giept
ottenuti utilizzando comeut-off la soglia di omologia con ufalse discovery rat&5% con i
quali é stata costruita utirary. . Piu del 25%di tutti i peptidi identificati presenti nelléorary
sono stati individuati inserendo nerametri di ricerca dlascotalcune possibili modificazioni
post-traduzionali. Tra queste, le piu frequentilltesvrano essere, come gia riportato per i peptidi
endogeni da Tinocet al.209,la solfatazione, la fosforilazione, I'acetilazioheterminale e
'amidazione C-terminale.

Il confronto dei segnali differentemente espresdlierclassi in studio ha permesso di individuare

30 peptidi identificati solo nei pazienti e 53 sokei Boggetti sani.
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Circa il 60% delle 201soforme peptidiche identificate, con uacoremaggiore della soglia di

identita, estato individuato sia nei campioni dei pazienti chquelli dei controlli.

Calc. mass
(Da) in all
pre-

fractionated
serum
samples

725,250

start

21

27

sequence

DSGEGDF

Accession
(UNIPROT)

FIBA_HUMAN

Description

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

738,475

12

18

PIVRIAA

ADCYA_HUMAN

Adenylate cyclase type 10 OS=Ho
sapiens GN=ADCY10 PE=1 SV=3

no

738,480

399

405

PLVRVGV

YK031_HUMAN

741,300

587

592

o|x|s|>»

DKETCF

ALBU_HUMAN

Serum albumin OS=Homo sapiens
GN=ALB PE=1 SV=2

748,376

27

34

O

FLAEGGGV

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

806,352

618

625

SSRGGENT

CC114_HUMAN

Coiled-coil domain-containing
protein 114 OS=Homo sapiens
GN=CCDC114 PE=2 SV=3

824,279

419

425

CQLAHSS

P12LL_HUMAN

Putative POM121-like protein 1-likg
OS=Homo sapiens PE=5 SV=3

Sulfo (S)

856,324

35

41

DNEEGFF

FIBB_HUMAN

Fibrinogen beta chain OS=Homo
sapiens GN=FGB PE=1 SV=2

863,403

26

34

DFLAEGGGV

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

904,465

1093

1100

FINNPSLT

SCN3A_HUMAN

Sodium channel protein type 3
subunit alpha OS=Homo sapiens
GN=SCN3A PE=1 SV=2

904,477

27

35

FLAEGGGVR

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

908,450

321

327

QTFFNPR

THRB_HUMAN

Prothrombin OS=Homo sapiens
GN=F2 PE=1 SV=2

920,424

25

34

GDFLAEGGGV

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

920,468

160

167

YIAMDIVP

TBX15_HUMAN

T-box transcription factor TBX15
OS=Homo sapiens GN=TBX15
PE=2 SV=2

920,470

186

193

YIAMDIVP

TBX18_HUMAN

T-box transcription factor TBX18
OS=Homo sapiens GN=TBX18
PE=2 SV=3

941,461

1312

1319

HWESASLL

CO3_HUMAN

Complement C3 OS=Homo sapien
GN=C3 PE=1 SV=2

957,448

1097

1105

SSVTYASMI

CTTB2_HUMAN

Cortactin-binding protein 2
OS=Homo sapiens GN=CTTNBP2
PE=1 Sv=1

958,367

316

323

NNSYADFE

DAPK3_HUMAN

Death-associated protein kinase 3
OS=Homo sapiens GN=DAPK3
PE=1 Sv=1

970,367

34

41

NDNEEGFF

FIBB_HUMAN

Fibrinogen beta chain OS=Homo
sapiens GN=FGB PE=1 SV=2

979,410

1060

1067

KKPNEDMC

BAZ2B_HUMAN

Bromodomain adjacent to zinc fing
domain protein 2B OS=Homo
sapiens GN=BAZ2B PE=1 SV=3

Oxidation

(M)

1014,393

35

43

DNEEGFFSA

FIBB_HUMAN

Fibrinogen beta chain OS=Homo
sapiens GN=FGB PE=1 SV=2

1019,504

26

35

DFLAEGGGVR

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1031,458

136

144

VSLYEAGIT

GTR10_HUMAN

Solute carrier family 2, facilitated
glucose transporter member 10
OS=Homo sapiens GN=SLC2A10
PE=1 SV=2

Phospho
(ST)

1035,487

DTDLEALFN

WWTR1_HUMAN

WW domain-containing transcriptio
regulator protein 1 OS=Homo
sapiens GN=WWTR1 PE=1 SV=1

Amidated
(C-term)

1049,467

24

34

EGDFLAEGGGV

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1054,545

1311

1319

IHWESASLL

CO3_HUMAN

Complement C3 OS=Homo sapien

GN=C3 PE=1 SV=2
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Calc. mass
(Da) in all
pre-

fractionated
serum
samples

1071,440

start

sequence

ETAVCDNGAGH

Accession
(UNIPROT)

CO2_HUMAN

Description

Complement C2 OS=Homo sapien
GN=C2 PE=1 SV=2

1071,443

86

94

VSDVEMEYT

GBRA4_HUMAN

Gamma-aminobutyric acid recepto
subunit alpha-4 OS=Homo sapiens
GN=GABRA4 PE=1 SV=2

Amidated
(C-term)

1076,525

25

35

GDFLAEGGGVR

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1087,417

221

229

PADYFAPEV

NALD2_HUMAN

N-acetylated-alpha-linked acidic
dipeptidase 2 OS=Homo sapiens
GN=NAALAD2 PE=1 SV=1

Sulfo (Y)

1096,588

89

99

PEVRPTSAVAA

APOC3_HUMAN

Apolipoprotein C-lll OS=Homo
sapiens GN=APOC3 PE=1 SV=1

1106,488

23

34

GEGDFLAEGGGV

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1112,397

295

303

QEYDPTEEC

ZN287_HUMAN

Zinc finger protein 287 OS=Homo
sapiens GN=ZNF287 PE=2 SV=1

1128,436

34

43

NDNEEGFFSA

FIBB_HUMAN

Fibrinogen beta chain OS=Homo
sapiens GN=FGB PE=1 SV=2

1144,438

8899

8909

VSVGDSASLQC

TITIN_HUMAN

Titin OS=Homo sapiens GN=TTN
PE=1 SV=3

Sulfo (S)

1170,567

671

682

GLPGPPDVPDHA

ITIH4_HUMAN

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4

1187,560

357

366

QHTPISIKNA

PMGT1_HUMAN

Protein O-linked-mannose beta-1,2
N-acetylglucosaminyltransferase 1
OS=Homo sapiens GN=POMGNT]
PE=1 SV=2

Sulfo (T)

1188,671

12

PVTVTRTTITT

MYADM_HUMAN

Myeloid-associated differentiation
marker OS=Homo sapiens
GN=MYADM PE=1 SV=2

1193,520

315

324

TATSEYQTFF

THRB_HUMAN

Prothrombin OS=Homo sapiens
GN=F2 PE=1 SV=2

1193,520

22

34

SGEGDFLAEGGGV

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1193,593

354

363

ELLESYIDGR

THRB_HUMAN

Prothrombin OS=Homo sapiens
GN=F2 PE=1 SV=2

1200,556

319

327

EYQTFFNPR

THRB_HUMAN

Prothrombin OS=Homo sapiens
GN=F2 PE=1 SV=2

1205,568

24

35

EGDFLAEGGGVR

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1210,646

1310

1319

RIHWESASLL

CO3_HUMAN

Complement C3 OS=Homo sapien
GN=C3 PE=1 SV=2

1215,502

163

172

EQCWNGGFIY

PDZD2_HUMAN

PDZ domain-containing protein 2
OS=Homo sapiens GN=PDZD2
PE=1 SV=4

1221,555

423

434

PVATLSQGSSPV

GMEB1_HUMAN

Glucocorticoid modulatory element
binding protein 1 OS=Homo sapien|
GN=GMEB1 PE=1 SV=2

Sulfo (T)

1228,488

104

114

TDEQEGFAEGF

JUN_HUMAN

Transcription factor AP-1 OS=Hom
sapiens GN=JUN PE=1 SV=2

o]

1231,463

44

55

WEDEGAEDGAPG

CNO_HUMAN

Protein cappuccino homolog
OS=Homo sapiens GN=CNO PE=]
Sv=1

1243,511

32

45

GAGGDGGPDAEGV
w

TEAD2_HUMAN

Transcriptional enhancer factor TEF

4 OS=Homo sapiens GN=TEAD2
PE=1 SV=2

1255,569

290

300

TYMCIAENRVG

ROBO2_HUMAN

Roundabout homolog 2 OS=Homo
sapiens GN=ROBO2 PE=1 SV=2

1258,565

705

715

VGFYESDVMGR

A2MG_HUMAN

Alpha-2-macroglobulin OS=Homo
sapiens GN=A2M PE=1 SV=3

1262,589

23

35

GEGDFLAEGGGVR

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1266,440

461

472

EDDSSEADSPSS

THA_HUMAN

Thyroid hormone receptor alpha
OS=Homo sapiens GN=THRA PES
Sv=1

Acetyl (N-
term)

1269,397

413

424

VSSGASTATNSE

MUC21_HUMAN

Mucin-21 OS=Homo sapiens
GN=MUC21 PE=1 SV=2

2 Phospho
(ST)

1269,400

SSPSKGSGMSAD

NRK_HUMAN

Nik-related protein ks@mOS=Homdg

2 Sulfo (T)
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Calc. mass
(Da) in all
pre-

fractionated
serum
samples

start

sequence

Accession

(UNIPROT)

Description

sapiens GN=NRK PE=2 SV=2

1269,420

413

424

VSSGASTATNSE

MUC21_HUMAN

Mucin-21 OS=Homo sapiens
GN=MUC21 PE=1 SV=2

2 Phospho
(ST)

1287,588

318

327

SEYQTFFNPR

THRB_HUMAN

Prothrombin OS=Homo sapiens
GN=F2 PE=1 SV=2

1291,407

PTTSTPEPDTS

SCMH1_HUMAN

Polycomb protein SCMH1
OS=Homo sapiens GN=SCMH1
PE=1 SVv=1

2 Sulfo (T)

1297,415

GMDLPDSSGLF

ZN304_HUMAN

Zinc finger protein 304 OS=Homo
sapiens GN=ZNF304 PE=2 SV=2

2 Sulfo (S)

1297,462

1129

1141

GETPEDSCSEGST

SCN5A_HUMAN

Sodium channel protein type 5
subunit alpha OS=Homo sapiens
GN=SCN5A PE=1 SV=2

1303,597

12

SDKPDMAEIEK

TYB4_HUMAN

Thymosin beta-4 OS=Homo sapien
GN=TMSB4X PE=1 SV=2

Acetyl (K)

1308,547

21

34

DSGEGDFLAEGGGV

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1324,521

77

87

HDSFVENEDYA

SNX6_HUMAN

Sorting nexin-6 OS=Homo sapiens
GN=SNX6 PE=1 SV=1

1330,527

509

524

DSGGGSDSGTPGPPS
G

KANK3_HUMAN

KN motif and ankyrin repeat domai
containing protein 3 OS=Homo
sapiens GN=KANK3 PE=2 SVv=1

1330,528

894

905

ALGMMESPMVSM

MD13L_HUMAN

Mediator of RNA polymerase Il
transcription subunit 13-like
OS=Homo sapiens GN=MED13L
PE=1 SV=1

3 Oxidation
(M)

1346,487

328

339

NCSGRSEECTFD

LAMC3_HUMAN

Laminin subunit gamma-3
OS=Homo sapiens GN=LAMC3
PE=1 SV=3

1349,621

22

35

SGEGDFLAEGGGVR

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1368,499

SRESASSRRSS

SPKAP_HUMAN

A-kinase anchor protein SPHKAP
OS=Homo sapiens GN=SPHKAP
PE=1 SV=1

2 Sulfo (S)

1368,520

1206

1216

SRESASSRRSS

SPKAP_HUMAN

A-kinase anchor protein SPHKAP
OS=Homo sapiens GN=SPHKAP
PE=1 SV=1

2 Phospho
(ST)

1371,590

219

233

SSTYSSSVQGGGQGA

RAI1_HUMAN

Retinoic acid-induced protein 1
OS=Homo sapiens GN=RAI1 PE=]
SvV=2

1379,584

20

34

ADSGEGDFLAEGGG
\'

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1379,741

15

AAPRPSPAISVSVS

ZYX_HUMAN

Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
PE=1 Sv=1

Acetyl (N-
term)

1384,615

578

589

SYSKQFTSSTSY

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1386,835

2086

2097

PTRILGNFLTKK

PIEZ1_HUMAN

Piezo-type mechanosensitive ion
channel component 1 OS=Homo
sapiens GN=PIEZO1 PE=1 SV=4

1387,553

803

816

WGEGAGAGEPEAEE

S12A9_HUMAN

Solute carrier family 12 member 9
OS=Homo sapiens GN=SLC12A9
PE=1 SVv=1

1387,567

QASEADAAAATFR

GALT_HUMAN

Galactose-1-phosphate
uridylyltransferase OS=Homo
sapiens GN=GALT PE=1 SV=3

Sulfo (T)

1387,571

GAPYAAAAAAQSYP

IRX6_HUMAN

Iroquois-class homeodomain protei
IRX-6 OS=Homo sapiens GN=IRX
PE=2 SV=3

Sulfo (Y)

1387,580

QASEADAAAATFR

GALT_HUMAN

Galactose-1-phosphate
uridylyltransferase OS=Homo
sapiens GN=GALT PE=1 SV=3

Phospho
(ST)

1388,636

317

327

TSEYQTFFNPR

THRB_HUMAN

Prothrombin OS=Homo sapiens
GN=F2 PE=1 SV=2

1389,616

590

601

NRGDSTFESKSY

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1395,615

576

588

SSSYSKQFTSSTS

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo

sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
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Calc. mass
(Da) in all
pre-

fractionated
serum
samples

1396,538

start

270

280

sequence

QQREDEDDYEA

Accession
(UNIPROT)

5NT1B_HUMAN

Description

Cytosolic 5'-nucleotidase 1B
OS=Homo sapiens GN=NT5C1B
PE=2 SV=2

1401,564

75

87

NEESGDSQQPSQP

o

PO2F1_HUMAN

POU domain, class 2, transcription
factor 1 OS=Homo sapiens
GN=POU2F1 PE=1 SV=2

1410,600

TSAGRSDGKMWCA

MMP2_HUMAN

72 kDa type IV collagenase
OS=Homo sapiens GN=MMP2 PE-
Sv=2

Acetyl (N-
term)

1432,797

467

478

TLLVFEVQQPFL

IC1_HUMAN

Plasma protease C1 inhibitor
OS=Homo sapiens GN=SERPING]
PE=1 SV=2

|

1434,647

237

251

TTVSGDTETGQSPGV

EMIL2_HUMAN

EMILIN-2 OS=Homo sapiens
GN=EMILIN2 PE=1 SV=3

1434,892

AIQLLKRLATVAP

NU188_HUMAN

Nucleoporin NUP188 homolog
OS=Homo sapiens GN=NUP188
PE=1 SV=1

Acetyl (N-
term)

1445,689

347

360

VEGEIAEEAAEKAT

SDPR_HUMAN

Serum deprivation-response protei
OS=Homo sapiens GN=SDPR PE-
SV=3

"
1

1446,597

SAAVASGGAQTLAL
A

OGFR_HUMAN

Opioid growth factor receptor
OS=Homo sapiens GN=OGFR PEA
SV=3

2 Sulfo (S)

1446,626

10

21

KLVSSENFDDYM

MYP2_HUMAN

Myelin P2 protein OS=Homo sapie
GN=PMP2 PE=1 SV=3

ns

1446,645

836

847

RDILFLFDGSAN

CO6A3_HUMAN

Collagen alpha-3(VI) chain
OS=Homo sapiens GN=COL6A3
PE=1 SV=5

Sulfo (S)

1448,752

1308

1309

THRIHWESASLL

CO3_HUMAN

Complement C3 OS=Homo sapien
GN=C3 PE=1 SV=3

1457,725

346

359

LVEGEIAEEAAEKA

SDPR_HUMAN

Serum deprivation-response protei
OS=Homo sapiens GN=SDPR PE-
Sv=3

n

1459,673

316

327

ATSEYQTFFNPR

THRB_HUMAN

Prothrombin OS=Homo sapiens
GN=F2 PE=1 SV=2

1464,648

21

35

DSGEGDFLAEGGGV
R

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1464,658

23

37

TTGVSNSEEGIDVGT

PKHA9_HUMAN

Putative protein PLEKHA9
OS=Homo sapiens
GN=PLEKHA8P1 PE=5 SV=1

1464,680

112

125

GSGPSKDSFGELSR

APC2_HUMAN

Adenomatous polyposis coli proteir
2 OS=Homo sapiens GN=APC2
PE=1 Sv=1

Acetyl (N-
term)

1471,647

577

589

SSYSKQFTSSTSY

FIBA_HUMAN

Fibrinogen alpha chain OS=Homo
sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

1475,668

WYVSMPITISSI

NU1M_HUMAN

NADH-ubiquinone oxidoreductase
chain 1 OS=Homo sapiens GN=MT
ND1 PE=1 SV=1

Sulfo (S)

1486,617

219

232

SSELNAPSQESDSH

RBM25_HUMAN

RNA-binding protein 25 OS=Homo
sapiens GN=RBM25 PE=1 SV=3

1486,621

1517

1530

SQTAGRTLTSSSPD

ZN831_HUMAN

Zinc finger protein 831 OS=Homo
sapiens GN=ZNF831 PE=2 SV=4

Sulfo (S) /
Sulfo (T)

1486,666

634

646

FSLGHCPNQDWLA

TLE2_HUMAN

Transducin-like enhancer protein 2
OS=Homo sapiens GN=TLE2 PE=
Sv=2

L

1502,598

700

721

GDGGGSAGGGAGG
GSGGGAGSP

CAD22_HUMAN

Cadherin-22 OS=Homo sapiens
GN=CDH22 PE=2 SV=2

1503,812

23

35

SPMYSIITPNILR

CO3_HUMAN

Complement C3 OS=Homo sapien
GN=C3 PE=1 SV=2

1514,642

448

463

EPAALGSSSAHCTNN
G

CLC14_HUMAN

C-type lectin domain family 14
member A OS=Homo sapiens
GN=CLEC14A PE=1 SV=1

1517,558

105

116

RYYCKAENGVGV

MDGA1_HUMAN

MAM domain-containing
glycosylphosphatidylinositol ancho
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=MDGA1 PE=1 SV=1

Sulfo (Y)

103



Calc. mass
(Da) in all
pre-

fractionated
serum
samples

start

sequence

Accession
(UNIPROT)

Description

Coiled-coil domain-containing
1517,579 | 1049| 1061 EEEGEEFTEGEHP E| CC165_HUMAN protein 165 OS=Homo sapiens
GN=CCDC165 PE=1 SV=4
Methylcytosine dioxygenase TET3 Amidated
1517,690 TDGQWGLFPGEGQQ| A| TET3_HUMAN 0OS=Homo sapiens GN=TET3 PE=
Sv=3 (C-term)
Serum deprivation-response protei Acetyl (N-
1525,680 2| 15 GEDAAQAEKFQHPG | S | SDPR_HUMAN 0OS=Homo sapiens GN=SDPR PE- term{
SV=3
ADSGEGDFLAEGGG Fibrinogen alpha chain OS=Homo
1535,685 20| 35 VR G | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Paired box protein Pax-8 OS=Homp
1539,647 | 201| 214 SDQDSCRLSIDSQS S| PAX8_HUMAN sapiens GN=PAX8 PE=1 SV=2
Transcriptional-regulating factor 1
1539,659 | 1079| 1092 ETDPTTIFPCKECG K| TREF1_HUMAN OS=Homo sapiens GN=TRERF1
PE=1 Sv=1
Signal-induced proliferation-
1542,710 YRVAVSRTQDTPA F | SIPA1_HUMAN associated protein 1 OS=Homo Sulfo (Y)
sapiens GN=SIPA1 PE=1 SV=1
DSGEGDFLAEGGGV Fibrinogen alpha chain OS=Homo
1544,605 21 35 R G | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 Sulfo (S)
Leucine-rich PPR motif-containing
1544,612 | 495| 508 LQENGCLSDSDMFS | Q| LPPRC_HUMAN protein, mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=LRPPRC PE=1 SV=3
DSGEGDFLAEGGGV Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Phospho
1544,614 21 35 R FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 (ST)
Zinc finger protein 653 OS=Homo
1549,602 | 200| 215 SSGSASDSEESPEGQR/ | ZN653_HUMAN sapiens GN=ZNF653 PE=1 SV=1
SH3 and multiple ankyrin repeat
1557,666 | 1703| 1723 A | ESCSSASCCCCACA | | san1 HUMAN | domains protein 1 OS=Homo sapiens
GN=SHANK1 PE=1 SV=2
Fibrinogen alpha chain OS=Homo
1558,679 | 576| 589 SSSYSKQFTSSTSY N| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Serum deprivation-response protein
1558,773 | 346| 360 LVEGEIAEEAAEKAT |S | SDPR_HUMAN 0OS=Homo sapiens GN=SDPR PE=1
Sv=3
Prothrombin OS=Homo sapiens
1560,721 | 315| 327 TATSEYQTFFNPR T| THRB_HUMAN GN=F2 PE=1 SV=2
Leucine-rich repeat and calponin
QGGGGNSGGGGCGG homology domain-containing protein
15825491 51 26/S | 555566CG T | LRCHZ_HUMAN | 5 55-Homo sapiens GN=LRCH?2
PE=2 SV=2
Fibrinogen alpha chain OS=Homo
1592,711 | 513| 527 HPDEAAFFDTASTGK| T | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
1611,873 | 630| 644 QGAKIPKPEASFSPR | R| ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
Gamma-aminobutyric acid recepto —
1615,630 | 394| 408 EAMLDGNYSDGEVN L |GBRRL_HUMAN | subunit rho-1 OS=Homo sapiens (Ol\jl‘)'dam"
GN=GABRR1 PE=2 SV=2
ADSGEGDFLAEGGG Fibrinogen alpha chain OS=Homo
1615,642 20| 35 VR G | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 Sulfo (S)
ADSGEGDFLAEGGG Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Phospho
1615,652 20 35 VR G | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 (ST)
Serum deprivation-response protein
1615,794 | 344| 359 iALVEGEIAEEAAEK T | SDPR_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SDPR PE=1
Sv=3
Complement C3 OS=Homo sapiens
1616,896 23 36 SPMYSIITPNILRL E | CO3_HUMAN GN=C3 PE=1 SV=2
Complement C4-A OS=Homo
1624,880 | 1338| 1351 GFKSHALQLNNRQI R | CO4A_HUMAN sapiens GN=CAA PE=1 SV=1
WDLDPEVRPTSAVA | Apolipoprotein C-lIl OS=Homo
1625,805 85| 99 A APOC3_HUMAN sapiens GN=APOC3 PE=1 SV=1
Pleckstrin homology domain-
containing family G member 1
1625,823 | 499| 513 QLSSARPSPAQRNSQ P| PKHG1_HUMAN 0S=Homo sapiens GN=PLEKHG1
PE=1 SV=2
1625,839 | 1337| 1350 NGFKSHALQLNNRQ | | CO4A_HUMAN Complement C4-A OS=hm
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sapiens GN=C4A PE=1 SV=1
Complement C4-B OS=Homo
1625,840 | 1337 1350 NGFKSHALQLNNRQ | | | CO4B_HUMAN sapiens GN=C4B PE=1 SV=1
Serum deprivation-response protein
1629,810 | 345| 360 ﬁLVEGE'AEEAAEKA S | SDPR_HUMAN 0S=Homo sapiens GN=SDPR PEZ1
Sv=3
Alpha-2-antiplasmin OS=Homo
1630,818 | 404| 417 MSLSSFSVNRPFLF A2AP_HUMAN sapiens GN=SERPINF2 PE=1 SV-3
. Apolipoprotein A-l OS=Homo
1636,867 | 254| 267 LSALEEYTKKLNTQ APOA1_HUMAN sapiens GN=APOAL PE=1 SV=1
Fibrinogen alpha chain OS=Homo
1648,751 | 590| 603 NRGDSTFESKSYKM | A | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo
1685,899 99| 113 EEHPVLLTEAPLNPK | A | ACTB_HUMAN sapiens GN=ACTB PE=1 SV=1
KH domain-containing, RNA-
binding, signal transduction-
1691,542 GEYDDQTYETYDN S | KHDR2_HUMAN associated protein 2 0S=Homo Sulfo (T)
sapiens GN=KHDRBS2
Serum deprivation-response protein
1710,978 | 344| 360 iﬁLVEGEIAEEAAEK S | SDPR_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SDPR PE=1
Sv=3
Serum deprivation-response protein
1716,842 | 344| 360 iﬁLVEGEIAEEAAEK S | SDPR_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SDPR PE=1
Sv=3
NRGDSTFESKSYKM Fibrinogen alpha chain OS=Homo
1719,789 | 590| 604 A D | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Plasma protease C1 inhibitor
1721,890 ,';l"VGAGV'MACFYP I | S38A9 _HUMAN 0OS=Homo sapiens GN=SERPING] fgﬁ%" O
PE=1 SV=2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
1724,957 | 629| 644 LQGAKIPKPEASFSPR R | ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
1725,880 | 667| 683 iiQLGLPGPPDVPDH Y |ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
TAEVAAPSTSSSATS Helicase SRCAP OS=Homo sapiens
1735,775 | 2695| 2713 SPEG P | SRCAP_HUMAN GN=SRCAP PE=1 SV=3
NRGDSTFESKSYKM Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Oxidation
1735,784 | 590| 604 A D | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 M)
Coagulation factor XIII A chain
1736894 | 23| 38 QEDDLPWELQGW G | F13A_HUMAN 0S=Homo sapiens GN=F13A1 PE+1
SvV=4
Complement C4-B OS=Homo
1738,920 | 1337 1351 NGFKSHALQLNNRQI | R | CO4B_HUMAN sapiens GN=C4B PE=1 SV=1
Complement C4-A OS=Homo
1738,923 | 1337| 1351 NGFKSHALQLNNRQI| R | CO4A_HUMAN sapiens GN=C4A PE=1 SV=1
HRHPDEAAFFDTAST Fibrinogen alpha chain OS=Homo
1757,776 | 511| 526 G K | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Zinc finger protein 865 OS=Homo
1776,669 | 377| 390 PFSCSVCSKSFNRR ZN865_HUMAN sapiens GN=ZNF865 PE=3 SV=1 Sulfo (S)
Complement C3 OS=Homo sapiens
1776,963 | 1305| 1319 SKITHRIHWESASLL | R | CO3_HUMAN GN=C3 PE=1 SV=2
Thymosin beta-4 OS=Homo sapien
1780,819 2 16 SDKPDMAEIEKFDKS | K | TYB4_HUMAN GN=TMSB4X PE=1 SV=2 Acetyl (K)
L Fibrinogen alpha chain OS=Homo
1784,749 | 583| 598 FTSSTSYNRGDSTFE$K | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
1785,847 | 671| 687 SIF‘,EGPPDVPDHAAY R | ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
Serum deprivation-response protein
1787,879 | 343| 360 ASALVEGEIAEEAAE S | SDPR_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SDPR PE=1
KAT Sv=3
Chromodomain-helicase-DNA- S
1790,764 | 127| 142 ESMQNERHGQSFVD S | CHD7_HUMAN binding protein 7 OS=Homo sapien (O,V’I‘)'da"""
GN=CHD7 PE=1 SV=3
EEAPSLRPAPPPISGG Fibrinogen beta chain OS=Homo
1793,895 54 71 GY R | FIBB_HUMAN sapiens GN=FGB PE=1 SV=2
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1803,874 | 344| 361 iﬁéVEGE'AEEAAEK R | SDPR_HUMAN §§%no?:é) g\e/\?)tig):s_rgsr\?:gé%gggl

1814884 | 2| 16| m [AQUMPKYEYVDK 1 ivvig Human gmis&”;%gﬁz'igrg‘\’/jipiens fécrﬁ]tg" 0%

1815925 | 168| 184 %VPSPKVSDTWEP A | TBB4B_HUMAN Z;Sii'ri:‘st(’fhiﬁgé’gjig ggj{'g’\‘;‘gl

1815930 | 168| 184 \S(\,\IIVPSPKVSDTWEP A | TBB3_HUMAN l;;i'r']”stgﬁlajjggg ggj{'g'\‘;gz

1818,938 | 249| 266 I;II(FQPRGPPASSPAPA S | ZYX_HUMAN ?éleq 2\8/2Tomo sapiens GN=2YX

1822,906 | 349| 363|E | DKTERELLESYIDGR | | | THRB_HUMAN gﬁ’ihgg”;'gzlossif;m sapiens

1827,791 | 586| 601 ETSYNRGDSTFESKS K | FIBA_HUMAN E;t:)riigr?g?Nﬂﬁgzcggigloss\/:f;mo

1852,308 | 584| 600 ESTSYNRGDSTFES Y |FIBA_HUMAN E;l;igr?g?Nﬂﬁgicggiglos\ffzomo

1854,848 | 1321| 1337 gEKETKENEGFTVTAE G | co3 HUMAN gﬁln:glgn;?:tlcsvcz)g:mmo sapiens

1858779 | 2| 18 EEBIAAQAEKFQHPG R | SDPR_HUMAN §§_l=£-|no?ne§ g\e/\?)tlg):srgsn?:gé%ggg fécr;tg" (N-

1863,995 | 1304| 1319| R | SSKITHRIHWESASLL|R | CO3_HUMAN g&Tglgn;eErjlcg,VEg:Homo sapiens

1874,890 | 221| 237 Q | SFEOT T CPPNIPS | DL HUMAN 33?333@ 'iﬂagféﬁ? CNPDLIML
PE=1SV=4

1885,871 | 511| 527| R | AR POEAAFFOTASTI ¢+ s Human E;t:)riigr?g?Nﬂﬁgzcggigloss\/:f;mo

1886,897 | 186| 204 gé?ﬁSLGGPEAAKS K | HSPBL_HUMAN S”;;LﬁzoghEﬁéﬂgfigjl%svi';omo

1888,021 | 628 644|y | [EQGAKIPKPEASES Tp | imipg Human Lnﬁgirr;ailﬂpr ?)tsrszﬂ?n?:f;ﬁ;:eaw
GN=ITIH4 PE=1 SV=4 _

1895020 | 585| 600| S | >0 OHRVPPQVIV Ty ap11n HumaN ﬁlfgq]gasrzeHrgn?sssﬁgﬁg protein
GN=AFAP1L1 PE=1 SV=2

1895,020 | 1337/ 1352 SGFKSHALQLNNRQ' G | CO4B_HUMAN g;;‘epgznéeﬁigjfp%:g%":‘i

1895,024 | 1337| 1352| R | NCT SHALQUNNRQI T 6 | coan_Human g;;“epgznéeﬁigjfpﬁig‘{g

1021.016 | 343| 360 EEEPGAPGPLTLKEVE Q | ZYx_HUMAN ?llzler:][ (;\S/z?omo sapiens GN=2YX

1921,075 | 21| 38|s [[OAEPPEPTVELRS 16 | Fiza Human §\%Ej=i-lljcl;?rtmlg ggifé?nrsxélrlﬁggq PE+1

ot 2| ] w [ RSSO || | e St 0 o o

1929,640 fgLSGG'FGGQGNSL S | WDR87_HUMAN ggzﬁgﬁf'scggiﬁ?rgngEg ?S'%”os"m
PE=2 SV=3 _ _

1929,651 oL TEPCTSTROPRET! 6 | MRP6_HUMAN ;’;Arltj)lttgijr:ug (r)esslsljl?)r:r?g_:;;i%ﬂ:tw 3 Sulfo (T)
GN=ABCC6 PE=1 SV=2

1949,996 | 53| 71 EEEAPSLRPAPPP'SG R | FIBB_HUMAN E;ﬁ@ﬁgg‘&ﬁggfgﬁ%@i‘;m°

1950,920 | 407| 424 IGF’,'\éAQTSAQ"'VPKPA S | bcC_HUMAN SNae;?e”n;eg?\‘l’:thDCCgngzs"\'/o:rgo (25';;‘05'0“0

1051,949 | 348| 363 EDKTERELLESYIDG | | THRB_HUMAN gr’\tl)t:h':r(z)n;tl)zigloss\jrzomo sapiens

1953,060 | 96| 113|R | VARFEAPVLLTEAPL 14 | acT_HuMAN Qg;g n‘;wgﬁf;@#cBlp%iiH;\m

1958,050 | 390| 406 \E’EVTS'QDWVQKT'A - | HPT_HUMAN gﬁfﬂ%";’gffg@iim sapiens

1083970 | 27| 44|k |QPFSNETIEQERQAT 1vsi 3 Human é%?%;&é‘ifﬁﬁ.éékéﬁgmfs
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FTSSTSYNRGDSTFES Fibrinogen alpha chain OS=Homo
1999,876 | 583| 600 KS Y |FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SSSYSKQFTSSTSYN Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2000,870 | 576| 593| K RGD S | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SYSKQFTSSTSYNRG Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2014,890 | 578| 595 DST F | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
TSSTSYNRGDSTFES Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2015,870 | 584| 601 KSY K | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SSKITHRIHWESASLL Complement C3 OS=Homo sapiens
2020,097 | 1304| 1320 R S | CO3_HUMAN GN=C3 PE=1 SV=2
SDKPDMAEIEKFDKS Thymosin beta-4 OS=Homo sapien| Acetyl (N-
2022000) 2] 18[My K | TvBa_HUMAR GN=TMSB4X PE=1 SV=2 term)
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2026,990 | 669| 687 SI\FS;;’GPPDVPDHA R | ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
PDZ and LIM domain protein 1
2030,991 | 221| 238 EILESEEKGDPNKPS S | PDLI1_HUMAN OS=Homo sapiens GN=PDLIM1
GFR _ _
PE=1 SV=4
ALLSPYSYSTTAWT Transthyretin OS=Homo sapiens
2040,040 | 129| 147 NPKE TTHY_HUMAN GN=TTR PE=1 SV=1
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2051,080 | 627| 644 ;;;QGAKIPKPEASF R | ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
Acetylcholinesterase collagenic tail
2059,701 (D;EGYLTCETYLPGSY L | COLQ_HUMAN peptide OS=Homo sapiens 2 Sulfo (Y)
GN=COLQ PE=1 SV=2
PDZ and LIM domain protein 1
2062,070 | 183| 200 QPPSSLVIDKESEVY Q | PDLI1_HUMAN OS=Homo sapiens GN=PDLIM1
KML
PE=1 SV=4
LEDKTERELLESYID Prothrombin OS=Homo sapiens
2065,030 | 347| 363 GR | THRB_HUMAN GN=F2 PE=1 SV=2
KREEAPSLRPAPPPIS Fibrinogen beta chain OS=Homo
2078090 52| 71 GGGY R | FIBB_HUMAN sapiens GN=FGB PE=1 SV=2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2082,086 | 663| 683 S;’BﬁiiQLGLPGPPD Y | ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
SSYSKQFTSSTSYNR Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2101,919 | 577| 595 GDST F | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
DDPDAPLQPVTPLQL Complement C4-A OS=Homo
2107,060 | 1429| 1447 FEGR R | CO4A_HUMAN sapiens GN=C4A PE=1 SV=1
DDPDAPLQPVTPLQL Complement C4-B OS=Homo
2107,060 | 1429| 1447 FEGR R | CO4B_HUMAN sapiens GN=CA4B PE=1 SV=1
Phospholipid transfer protein
2112,050 VKQEGLRFLEQELET | | | b 1p pyman 0S=Homo sapiens GN=PLTP PE=| F.10SPhO
IT Sv=1 (ST)
Thymosin beta-4-like protein 3
2112,070 26 44 KNPLPSKETIEQEKQ TMSL3_HUMAN OS=Homo sapiens GN=TMSL3
AGES
PE=2 SV=1
Homeobox protein Hox-C6
2113,955 | 204| 225 STLSGGGGGATADSL E | HXC6_HUMAN OS=Homo sapiens GN=HOXC6 Sulfo (S)
GGKEEKR "~ -
PE=2 SV=3
SYKMADEAGSEADH Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2121855 | 600) 619 EGTHST K | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
QFTSSTSYNRGDSTF Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2127,930 | 582| 600 ESKS Y | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SRPGGRASVDTKEAE]| Caldesmon OS=Homo sapiens
2140,051 | 511| 531 GAPQVE A | CALD1_HUMAN GN=CALD1 PE=1 SV=2
PDAPLQPVTPLQLFE Complement C4-A OS=Homo
2147,150 | 1431| 1449 GRRN R | CO4A_HUMAN sapiens GN=C4A PE=1 SV=1
Gap junction alpha-1 protein
2149,990 AFLLIQWYIYGFSLS 1y | cxa1 HUMAN 0S=Homo sapiens GN=GJA1 PE=| F1OSPhO
AV Sy=2 (ST)
SLEDKTERELLESYID Prothrombin OS=Homo sapiens
2152,065 | 346| 363 GR | THRB_HUMAN GN=F2 PE=1 SV=2
STSYNRGDSTFESKS Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2157,960 | 586| 604 YKMA D | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
FTSSTSYNRGDSTFES$ Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2162,940 | 583| 601 KSY K | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
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DNA repair protein complementing L
2186,310 k',f/m(%\’VRLGEVPY XPC_HUMAN XP-C cells 0S=Homo sapiens (Ol\jl‘)'dam"
GN=XPC PE=1 SV=4
VNPFRPGDSEPPPAP Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
2187,082 36| 56 GAQRAQ ZYX_HUMAN PE=1 SV=1
SSSYSKQFTSSTSYN Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2188,951 | 576| 595 RGDST FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SEAEDASLLSFMQGY Apolipoprotein C-lll OS=Homo
2214,990 21 40 MKHAT APOC3_HUMAN sapiens GN=APOC3 PE=1 SV=1
Thymosin beta-4-like protein 3
2241,112 25 44 glg\(l;PELSPSKETIEQEK TMSL3_HUMAN OS=Homo sapiens GN=TMSL3
PE=2 SV=1
NADH-cytochrome b5 reductase-like
2243,110 | 233| 250 EQARFWNVRTFFVL NB5R5_HUMAN OS=Homo sapiens GN=CYB5RL
SQES — —
PE=1 SV=3
FKVSFLSALEEYTKK Apolipoprotein A-l OS=Homo
2245,200 | 249| 267 LNTQ APOA1_HUMAN sapiens GN=APOA1 PE=1 SV=1
SKIAFKIIRQEPSDSP Desmoglein-1 OS=Homo sapiens
2253,012 | 192| 209 ME DSG1_HUMAN GN=DSG1 PE=1 SV=2 Sulfo (S)
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2270123 | 667| 687 iﬁ?HLSéPGPPDVPDH ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
KSLEDKTERELLESYI Prothrombin OS=Homo sapiens
2280,160 | 345| 363 DGR THRB_HUMAN GN=F2 PE=1 SV=2
PASSPAPAPKFSPVTH Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
2280,220 | 256| 278 KETPVAS ZYX_HUMAN PE=1 SV=1
LEEKGPMFELLPGES Serglycin OS=Homo sapiens
2283,190 50 69 NKIPR SRGN_HUMAN GN=SRGN PE=1 SV=3
HRHPDEAAFFDTAST Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2288060 | 511] 831 R | GrTRPG FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
TSSTSYNRGDSTFES Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Oxidation
2291001 | 984| €03| F | ksykm FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=15V=2 | (M)
DPEDPAPPPGSPPQA 5-oxoprolinase OS=Homo sapiens | Amidated
2308,080 LAFPEHGS OPLA_HUMAN GN=OPLAH PE=1 SV=3 (C-term)
FQVLPWLKEKLQDE Complement factor B OS=Homo
2317,240 | 746| 764 DLGEL CFAB_HUMAN sapiens GN=CFB PE=1 SV=2
Rho guanine nucleotide exchange
2318,130 | 1861 1882 sgy‘?g&Y{DSSLGVW ARHGH_HUMAN factor 17 OS=Homo sapiens
GN=ARHGEF17 PE=1 SV=1
Serum deprivation-response protein
2323,120 | 178| 198 GAVEGKEELPDENK SDPR_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SDPR PE=1
SLEETLH Sv=3
AF4/FMR2 family member 1 2 Acetyl
2323,120 SCQKSPAQQREPPQRQ AFF1_HUMAN 0OS=Homo sapiens GN=AFF1 PE=| (K); Acetyl
TVGTK _
Sv=1 (N-term)
SLDRNLPSDSQDLGQ Serglycin OS=Homo sapiens
2324,050 | 135| 155 HGLEED SRGN_HUMAN GN=SRGN PE=1 SV=3
TEGSEMTTVSTTGAE Mucin-22 OS=Homo sapiens
2345,750 | 810| 830 TTTDST MUC22_HUMAN GN=MUC22 PE=1 SV=1 Sulfo (T)
TSSTSYNRGDSTFES Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2346,043 | 584| 604 F | svima FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Keratin-associated protein 20-2
2349,815 YGHGYGGLGCGYGR KR202_HUMAN OS=Homo sapiens GN=KRTAP20 2 Sulfo (Y)
GYGGYGYG _ _
PE=2 SV=1
Vasodilator-stimulated
2352,119 | 282| 302 ig\T”F;';%ESANQEEPE VASP_HUMAN phosphoprotein OS=Homo sapiens
GN=VASP PE=1 SV=3
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2357,160 | 666| 687 aii%g'F'PGPPDVPD ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
DGQGGYRVGVDGLL Semaphorin-4G OS=Homo sapieny
2362,050 | 605| 626 VTDAQPEH SEM4G_HUMAN GN=SEMA4G PE=2 SV=1 Sulfo (Y)
Thymosin beta-4-like protein 3
2369,171 24 44 QEKNPLPSKETIEQE TMSL3_HUMAN OS=Homo sapiens GN=TMSL3
KQAGES — —
PE=2 SV=1
SKPLGPLQTLMENLS Nik-related protein kinase OS=Hon
2374,130 | 656| 675 SNREY NRK_HUMAN sapiens GN=NRK PE=2 SV=2 Sulfo (Y)
2377,200 | 1429| 1449 DDPDAPLQPVTPLQL CO4B_HUMAN Complement C4-B OS=ido
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sapiens GN=C4B PE=1 SV=1

DDPDAPLQPVTPLQL Complement C4-A OS=Homo
2377,203 | 1429| 1449 FEGRRN R | CO4A_HUMAN sapiens GN=C4A PE=1 SV=1
MIEQNTKSPLFMGK | Alpha-1-antitrypsin OS=Homo
2389,250 | 398| 418|L |\ \pTOK ALAT_HUMAN sapiens GN=SERPINAL PE=1 SV43
W Pre-mRNA-processing factor 40
2393,116 EE'IP’S}I'/ESIVA DN T | PR40A_HUMAN homolog A OS=Homo sapiens Sulfo (T)
GN=PRPF40A PE=1 SV=2
KKSLEDKTERELLES Prothrombin OS=Homo sapiens
2408,250 | 344| 363 YIDGR | THRB_HUMAN GN=F2 PE=1 SV=2
Putative Polycomb group protein
2420,130 | 448| 470 EEI?SGSEA\[ﬁPNFSTSSE T | ASXL2_HUMAN ASXL2 OS=Homo sapiens
GN=ASXL2 PE=1 SV=1
DSHSLTTNIMEILRG Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Amidated
2420,139 DFSSANN R | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 (C-term)
KMADEAGSEADHEG Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2421,070 | 602| 624 THSTKRGHA K| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
DSHSLTTNIMEILRG Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2421,123 | 1011 122/ K | pegganN R | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
FTSSTSYNRGDSTFES Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2422,070 | 583| 603 KSYKM A | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SVVPSPKVSDTVVEP Tubulin beta-4B chain OS=Homo
2424,250 | 168|190 YNATLSVH Q | TBB4B_HUMAN sapiens GN=TUBB4B PE=1 SV=1
DSHSLTTNIMEILRG Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Oxidation
2437,118 | 101|122 DFSSANN R | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 (M)
FTSSTSYNRGDSTFES$ Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Oxidation
2438,070 KSYKM A | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1SV=2 | (M)
Coiled-coil domain-containing
2439,120 | 218| 240 2¥Sgs"l"s%EDHGCSLP L |cC149 HUMAN protein 149 OS=Homo sapiens
GN=CCDC149 PE=1 SV=2
ESFKVSFLSALEEYT Apolipoprotein A-l OS=Homo
2461,270 | 2471 267\ L 1 ) NTO APOAL_HUMAN | oo hiens GN=APOAL PE=1 SV=1
SSYSKQFTSSTSYNR Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2465,060 | 5771 598 GDSTFES K| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Thymosin beta-4-like protein 3
2470,219 23 44 TQEKNPLPSKETIEQE _ TMSL3_HUMAN OS=Homo sapiens GN=TMSL3
KQAGES _ _
PE=2 SV=1
tRNA pseudouridine(38/39) syntha S
2470230 | 271| 201|T | GRAFLYHQVRCMM | o | bys3 HumAN 0S=Homo sapiens GN=PUS3 PE- 2 OXidation
AILFLIGQ sv=3 (M)
SLDRNLPSDSQDLGQ Serglycin OS=Homo sapiens
2471,120 | 135| 156 HGLEEDE M | SRGN_HUMAN GN=SRGN PE=1 SV=3
Ral guanine nucleotide dissociatior]
2476,022 | 530| 553 g%gngSKSSgKSTAS V | RGL1_HUMAN stimulator-like 1 OS=Homo sapieng Sulfo (T)
GN=RGL1 PE=1 SV=1
Uncharacterized protein C9orf82
2476,981 | 258| 281 NADAYDSDIEGPCNE N | ClI082_HUMAN OS=Homo sapiens GN=C9orf82
EAAAPEAPE _ _
PE=1 SV=2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2482,310 | 660| 683 EEESX;E{SARAQLGLPG Y |ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
IIVPTDTONIFFMSKV Alpha-1-antichymotrypsin
2491,310 | 402| 423 AACT_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SERPINA3J
TNPKQA "~ -
PE=1 SV=2
FTSSTSYNRGDSTFES$ Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2493,110 | 583| 604 KSYKMA D | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Ammonium transporter Rh type C 8
2495,990 DENCFEDAVYWEMP | | | piicG HUMAN 0S=Homo sapiens GN=RHCG PE{ A\midated
EGNSTVY Sv=1 (C-term)
DQETGEQVSSPSSHP Niban-like protein 1 OS=Homo
2496,949 ALHTTTE D | NIBLL_HUMAN sapiens GN=FAM129B PE=1 sv=4 2 >0 (1)
Mitochondrial ubiquitin ligase
2496,972 gggEgSSQDFDSLL S | MULL HUMAN activator of NFKB 1 OS=Homo |2 Sulfo (Y)
sapiens GN=MUL1 PE=1 SV=1
LMIEQNTKSPLFMGK Alpha-1-antitrypsin OS=Homo
2502,334 | 3971 418| F |\ \pTOK ALAT_HUMAN sapiens GN=SERPINAL PE=1 SV43
YSKQFTSSTSYNRGD Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2506,125 | 579| 6001 S | grppgkg Y | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
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ATP-binding cassette sub-family B
2508,180 | 611| 633 l\FAI\I\//I\I/EIIE_gAD%ﬁASNAHG ABCB9_HUMAN | member 9 OS=Homo sapiens
GN=ABCB9 PE=1 SvV=1
SDKPDMAEIEKFDKS Thymosin beta-4 OS=Homo sapien
2508,280 2| 22 KLKKTE TYB4_HUMAN GN=TMSB4X PE=1 SV=2 Acetyl (K)
FTSSTSYNRGDSTFES Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Oxidation
2509,107'| 583| 6041 Q |k svima FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 | (M)
AIQLTYNPDESSKPN Fibrinogen gamma chain OS=Homp
2519,260 89| 111K MIDAATLK FIBG_HUMAN sapiens GN=FGG PE=1 SV=3
Plexin domain-containing protein 2
2528,260 68 90 NLDFLKAVDTNRAS PXDC2_HUMAN OS=Homo sapiens GN=PLXDC2
VGQDSPEPR — —
PE=1 SV=1
Coagulation factor XIII A chain
2530,270 15 38 VPPNNSNAAEDDLPT F13A_HUMAN OS=Homo sapiens GN=F13A1 PE+1
VELQGVVPR Sv=4
EKKSLEDKTERELLE Prothrombin OS=Homo sapiens
2537,300 | 343| 363 SYIDGR THRB_HUMAN GN=F2 PE=1 SV=2
SSSYSKQFTSSTSYN Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2552,094 | 576| 598| K | ponsTrEg FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Sodium/glucose cotransporter 2
2558,200 | 590| 612|C | PESAMEMNEPQAPA SC5A2_HUMAN 0S=Homo sapiens GN=SLC5A2
PSLFRQCLL PE=1 SV=1
DSHSLTTNIMEILRG Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2577,220 | 1011 123K | pegg annR FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2581,333 | 617| 639 gX';ﬁD?(SPEFAFKYYLQ ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
LESCFSAKNGTPRQP Nef-associated protein 1 OS=Hom
2590,056 | 361 STV | gicoygR NAPL_HUMAN sapiens GN=C90rf156 PE=1 Sv=2| Sull0 (S)
RGPPASSPAPAPKFS Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
2590,390 | 253| 278 VTPKETPVAS ZYX_HUMAN PE=1 SV=1
SYSKQFTSSTSYNRG Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2593,160 | 578| 600 DSTFESKS FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Coagulation factor XIlIl A chain
AVPPNNSNAAEDDL - X & i
2601,303 14| 38 PTVELOGVVPR F13A_HUMAN g\?:—‘ll-lomo sapiens GN=F13A1 PE#1
SLDRNLPSDSQDLGQ Serglycin OS=Homo sapiens
2602,161 | 135| 157 HGLEEDFM SRGN_HUMAN GN=SRGN PE=1 SV-3
SDKPDMAEIEKFDKS Thymosin beta-4 OS=Homo sapien Acetyl (N-
26093301 21 23IM |y kkTET TYB4_HUMAN GN=TMSB4X PE=1 SV=2 term)
FERM and PDZ domain-containing
2611,080 | 1213 1241 2%2??}’5055;_2%85 FRPD4_HUMAN protein 4 OS=Homo sapiens
GN=FRMPD4 PE=1 SV=1
Rab GDP dissociation inhibitor alpha
2615,350 10 34 LGTGLTECILSGIMSV GDIA_HUMAN OS=Homo sapiens GN=GDI1 PE=1
NGKKVLHMD SV=2
Histone acetyltransferase MYST4
2618,151 | 1486| 1510| ¢ | NSEPKELAGDPEAVP o | \iysT4 HUMAN | OS=Homo sapiens GN=MYST4
ESDEEPPPGE PE=1 SV=3
SLDRNLPSDSQDLGQ Serglycin OS=Homo sapiens Oxidation
2618,160 HGLEEDFM SRGN_HUMAN | GN=SRGN PE=1 Sv=3 (M)
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2626,329 | 663| 687 S;/BﬁiighglﬁPGPPD ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
Erythroid transcription factor
2642,060 | 21| 45 PALVSS TPESGVFFPS GATAL_HUMAN 0S=Homo sapiens GN=GATA1 | F1OSpho
GPEGLDAAA PE=1 SV=1 (ST)
AAPVPTAPAAGAPL Reticulon-4 OS=Homo sapiens
2646330 65| 911S | MDFGNDFVPPAPR RTN4_HUMAN GN=RTN4 PE=1 SV=2
AAPVPTAPAAGAPL Reticulon-4 OS=Homo sapiens
2646,330 65 91 MDFGNDFVPPAPR RTN4_HUMAN GN=RTN4 PE=1 SV=2
DEAGSEADHEGTHS Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2658,250 | 605| 629 TKRGHAKSRPV FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SVVPSPKVSDTVVEP Tubulin beta-4B chain OS=Homo
2665,400 | 168| 192 F | y\aT svHOL TBB4B_HUMAN sapiens GN=TUBB4B PE=1 SV=1
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2668,360 | 617| 640 gXEﬁ:?(?:EZFSKYYLQ ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
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SYKMADEAGSEADH Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2671,168 | 600| 624/ K | EcrpigTKRGHA K| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SSSYSKQFTSSTSYN Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Amidated
2679,200 RGDSTFESK S | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 | (C-term)
SSYSKQFTSSTSYNR Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2680,189 | 577] 600 GDSTFESKS Y | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Ubiquitin carboxyl-terminal
2681,170 | 740| 762 .II?S.IS.E\\(/I(ES\I(‘SEDEVC Q | UBP31_HUMAN hydrolase 31 OS=Homo sapiens
GN=USP31 PE=1 SV=2
FEKKSLEDKTERELL Prothrombin OS=Homo sapiens
2684,370 | 342| 363 ESYIDGR I | THRB_HUMAN GN=F2 PE=1 SV=2
VNPFRPGDSEPPPAP Zyxin OS=Homo sapiens GN=ZYX
2687,340 | 36| 61 GAQRAQMGRVG E | ZYX_HUMAN PE=1 SV=1
LEIDSLSSLLDDMTK Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
2693,358 | 146| 169 NDPEKARVYS S | ZYX_HUMAN PE=1 SV=1
SLDRNLPSDSQDLGQ| Serglycin OS=Homo sapiens
2715,240 | 135| 158 HGLEEDEML SRGN_HUMAN GN=SRGN PE=1 SV=3
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2723,382 | 662| 687 Egg;sHsAigh%II‘:PGPP R | ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
FGLEGDEESTMLEDS Talin-1 OS=Homo sapiens
2725,300 | 409| 433 VSPKKSTVLQ Q | TLN1_HUMAN GN=TLN1 PE=1 SV=3
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2727390 | 658| 683 '\P"gFF,EgS;,”E;ﬁSAﬁQLGL Y | ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
Rho GDP-dissociation inhibitor 2
2729180 | 2| 24|m | [EKAPEPHVEEDDD |\ I gpiry HUMAN | 0S=Homo sapiens GN=ARHGDIB | Acetyl (K)
DELDSKLNY PE=1 SV=3
GKSSSYSKQFTSSTS Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2737,210 | 574| 59 YNRGDSTFES K| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
DAHKSEVAHRFKDL Serum albumin OS=Homo sapiens
2752,430 25| 48 GEENEKALVL I | ALBU_HUMAN GN=ALB PE=1 SV=2
SYSKQFTSSTSYNRG Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2756,220 | 578| 6011 S | horrEgKsy K| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Coagulation factor XIII A chain
RAVPPNNSNAAEDD _ : _ |
2757,405 13 38 LPTVELQGVVPR G | F13A_HUMAN (S)\?z—‘ll-lomo sapiens GN=F13A1 PEF+1
SEAEDASLLSFMQGY Apolipoprotein C-lll OS=Homo
2758,290 21 45 MKHATKTAKD A | APOC3_HUMAN sapiens GN=APOC3 PE=1 SV=1
Serum deprivation-response protein
ALTSEEAERSDGDPV _ . — )
2763,331 | 400| 425 QPAVLQVHQTS - SDPR_HUMAN (S)\?:—:I;Iomo sapiens GN=SDPR PEF1
SSSYSKQFTSSTSYN Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2167,221 | 576| 600 RGDSTFESKS Y | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Probable ATP-dependent RNA
2767,242 | 213| 239 %E‘EEX'&S‘SSSST’\'SW Q | DDX4_HUMAN helicase DDX4 OS=Homo sapiens
GN=DDX4 PE=2 SV=2
. 2 Phospho
EAVKFDMGAYKSSK Interleukin-1 alpha OS=Homo )
21768,220 DDAKITVIL R | ILIA_HUMAN sapiens GN=IL1A PE=1 SV=1 (ST);
Phospho (Y)
PVLESFKVSFLSALEE| _ Apolipoprotein A-l OS=Homo
2770,480 | 244| 267 YTKKLNTQ APOAL_HUMAN sapiens GN=APOA1 PE=1 SV=1
Cyclic AMP-responsive element- —
2783,460 | 196| 219 .'F\A/é\,(lﬁ%'[g?\ﬁ(v'-w V | CREB3_HUMAN | binding protein 3 0S=Homo sapien (Ol\jl‘)'dam"
GN=CREB3 PE=1 Sv=1
SSPLPKEVNDSPRAA Zinc finger protein 532 OS=Homo
2805,137 | 297| 320 DKSPESONL I | ZN532_HUMAN sapiens GN=ZNF532 PE=1 SV=2 Sulfo (S)
Ankyrin repeat domain-containing
2805,170 | 983| 1007 ?g:\s/ﬁ’éﬁ(égmps N | ANR31_HUMAN protein 31 OS=Homo sapiens
GN=ANKRD31 PE=5 SV=2
AYERSMMSAYERSM Protein SON OS=Homo sapiens |6 Oxidation
2813,089 | 1061| 1083 MSPMADRSM M | SON_HUMAN GN=SON PE=1 Sv=4 M)
GSESGIFTNTKESSSH Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2815,320 | 548| 574 HPGIAEFPSRG K| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Carcinoembryonic antigen-related 8
2828,390 gg%hﬂ;\'}“ﬁms S | CEAM8_HUMAN | cell adhesion molecule 8 OS=Hom fgjt'gfﬁ;d
sapiens GN=CEACAM8 PE=1 SV
2828,400 20 44 KTETQEKNPLPSKETI| - TMSL3_HUMAN Thymosin beta-4-kkprotein 3
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EQEKQAGES OS=Homo sapiens GN=TMSL3
PE=2 SV=1
GELSRQLEEKESIVS Myosin-3 OS=Homo sapiens Phospho
2828,410 QLSRSKQAF MYH3_HUMAN GN=MYH3 PE=1 SV=3 (ST)
SEAEDASLLSFMQGY Apolipoprotein C-lIl OS=Homo
2829,330 21 46 MKHATKTAKDA APOC3_HUMAN sapiens GN=APOC3 PE=1 SV=1
Regulator of nonsense transcripts 1
D
2834,033 | 1072 1095 MSQPSQMSQPGLSQ RENT1_HUMAN OS=Homo sapiens GN=UPF1 PE=| Sulfo (S)
ELSQDSYLG SV=2
SSYSKQFTSSTSYNR Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2843,250 | 577| 601 GDSTFESKSY FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
MADEAGSEADHEGT Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2860,330 | 603| 629/ K | o pGHAKSRPV FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SDKPDMAEIEKFDKS Thymosin beta-4 OS=Homo sapien
2866,430 2 25 KLKKTETQE TYB4_HUMAN GN=TMSB4X PE=1 SV=2 Acetyl (K)
HLSQDTGSPSGMRP Coagulation factor V OS=Homo
2868,260 | 893| 919 WEDLPSQDTGSPS FAS_HUMAN sapiens GN=F5 PE=1 SV=4
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
2879,480 | 661| 687 Eg\?l\i’/lgiiighgtpep ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
Synaptotagmin-like protein 4
2904,330 | 296| 320 SVPGLNVDMEEEEEE SYTL4_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SYTL4
EDIDHLVKLH PE=1 SV=2
TQPRGPPASSPAPAP Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
2916,550 | 250| 278 KESPVTPKETPVAS ZYX_HUMAN PE=1 SV=1
Protein unc-45 homolog B
2917,480 QTVSGILQGPFDLGN UN45B_HUMAN | OS=Homo sapiens GN=UNC458B | Acetyl (K)
QLLGLKGVMEMM _ _
PE=2 SV=1
Synaptotagmin-like protein 4
2922,440 | 237| 262 VEKETQPGGQNVVF SYTL4_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SYTL4
VDEGEMIFKKNT PE=1 SV=2
YSKQFTSSTSYNRGD Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2928,320 | 579| 603 STFESKSYKM FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SSSYSKQFTSSTSYN Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2930,284 | 576| 601/ K | ponsTrESKSY FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
GKSSSYSKQFTSSTS Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2945,340 | 5741 600| R | y\RGDSTFESKS FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Serum deprivation-response protein
FGRKKVREGESHAE - . — N
2945410 | 297| 322 NETKSEDLPSSE SDPR_HUMAN (S)\?z—glomo sapiens GN=SDPR PEF1
GGTGSGMGTLLMNK Tubulin beta-1 chain OS=Homo
2973415 | 141} 167 IREEYPDRIMNSF TBB1_HUMAN sapiens GN=TUBB1 PE=1 SV=1
GDKLFGPDLKLVPP Alpha-2-antiplasmin OS=Homo Sulfo (Y)/
2983,398 | 466| 491 MEEDYPQFGSPK AZAP_HUMAN sapiens GN=SERPINF2 PE=1 SV Sulfo (S)
GDKLFGPDLKLVPP Alpha-2-antiplasmin OS=Homo Phospho
2983,410 | 466| 491I R | \icEpypQFGSPK AZAP_HUMAN sapiens GN=SERPINF2 PE=1 SV (ST)
KMADEAGSEADHEG Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2988,420 | 602] 6291 Y | g TKRGHAKSRPV FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
YSKQFTSSTSYNRGD Fibrinogen alpha chain OS=Homo
2999,360 | 579| 604 STFESKSYKMA FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SIDLEIDSLSSLLDDM Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
3008,501 | 143| 169 TKNDPFKARVS ZYX_HUMAN PE=1 SV=1
Serum deprivation-response protein
SYALTSEEAERSDGD - X ~ i
3013,430 | 398| 425 PVOPAVLOVHQOTS SDPR_HUMAN g\?z—;lomo sapiens GN=SDPR PE=1
YSKQFTSSTSYNRGD Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Oxidation
3015,356 | 579| 604| S | grrEgKSYKMA FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 | (M)
Melanoma-associated antigen C2
3015360 | 78| 107|p |NLTESIPSSPPQGPPQ o | \1AGc2 HUMAN | OS=Homo sapiens GN=MAGEC2
GPSQSPLSSCCSSF _ _
PE=1 SV=1
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
3026,550 | 660| 687 EE'SSX'E,E&RA%%'EPG ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
NTQPRGPPASSPAPA Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
3030,590 | 249| 278 PKESPVTPKETPVAS ZYX_HUMAN PE=1 SV=1
AEKKKMQONIQELE Myosin-9 OS=Homo sapiens
3044,470 | 936| 960 EQLEEEESARQ MYH9_HUMAN GN=MYH9 PE=1 Sv=4
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SSSYSKQFTSSTSYN Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3058,380 | 576| 602 K | popnsrresksyk | M | FIBAHUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
DAHKSEVAHRFKDL Serum albumin OS=Homo sapiens
30836201 251 S1/R | GEenpkaLvLIAF  |A | ALBU_HUMAN GN=ALB PE=1 SV=2
SYSKQFTSSTSYNRG Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3086,390 | 578| 604 DSTFESKSYKMA D | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Plasma protease C1 inhibitor
3104,650 | 467| 491 TLLVFEVQQPFLFVL M [IC1_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SERPING1
WDQQHKFPVF PE=1 SV=2
GKSSSYSKQFTSSTS Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3115400 | 574| 601 YNRGDSTFESKSY K| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
LANTQPRGPPASSPA . _ . _
3127,680 | 247| 277|'S | PAPKFSPVTIPKETPV | S | ZYX_HUMAN Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
PE=1 SV=1
A
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
3140,590 | 659| 687 giﬁg@gbﬁiﬁg'ﬁf R | ITIHA_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
YKMADEAGSEADHE . .
Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3151,490 | 601| 629 STHSTKRGHAKSRP R | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
3155,619 | 617| 644 IC\IBXE%I;(?’TE’ZFSP?:YS\I(:’LIS R | ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
DSGPRRYTIAALLSP | Transthyretin OS=Homo sapiens
3156,609 | 119] 147 YSYSTTAVVTNPKE TTHY_HUMAN GN=TTR PE=1 Sv=1
SSYSKQFTSSTSYNR Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3173,420 | 577| 604|S | ohorrEsksykma | P | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Transcription intermediary factor 1-
3189382 | 848| 874|v | (RS CHVPILIEPS i | TiF1A_HUMAN alpha OS=Homo sapiens Sulfo (S)
GN=TRIM24 PE=1 SV=3
SSSYSKQFTSSTSYN Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3189,420 | 576| 603 K | ponsrresksykm | A | FIBAHUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SSSYSKQFTSSTSYN Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Oxidation
3205,410 | 576| 603 RGDSTFESKSYKM A | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 (M)
LANTQPRGPPASSPA : _ ; _
3214,710 | 247| 278|S | PAPKFSPVTPKFTPV | K | ZYX_HUMAN Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
AS — PE=1 SV=1
GLRPLFEKKSLEDKT Prothrombin OS=Homo sapiens
3220,710 | 337| 363 ERELLESYIDGR | THRB_HUMAN GN=F2 PE=1 SV=2
SYKMADEAGSEADH . .
Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3238,517 | 600| 629 \E/GTHSTKRGHAKSRP R | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
NRGDSTFESKSYKM . .
Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3243,360 | 590| 619 é?EAGSEADHEGTH K | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Hepatitis A virus cellular receptor 1
3250,970 MTVSTTTSVPTTTSIP V | HAVR1_HUMAN OS=Homo sapiens GN=HAVCR1 | 8 Sulfo (T)
TTTSVPVTTT _ _
PE=1 SV=2
SYKMADEAGSEADH . . —
Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Oxidation
3254,510 | 600| 629 \E/GTHSTKRGHAKSRP R | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 ™)
TFPGFFSPMLGEFVS Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3257,490 | 528|557 ETESRGSESGIFTNT K| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
SSSYSKQFTSSTSYN Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3260,457 | 576/ 604 RGDSTFESKSYKMA D | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
3271,635 | 658| 687 gggﬁg&;’éﬁii%g,‘; R | ITIHA_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
RGEEIASSGQSPHIKS| UPF0308 protein C9orf21 OS=Hon
3276,445 1 133| 160/ K |\ sgglostwr |~ | C1021_HUMAN sapiens GN=C9orf21 PE=2 Sv=1 | S AceV(K)
SSSPGGSRGGSPHHS Zinc finger protein 703 OS=Homo
3276,450 | 215| 247 EESSGGGVGGGELD E | ZN703_HUMAN sapiens GN=ZNF703 PE=1 SV=1 Sulfo (S)
SSSYSKQFTSSTSYN Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Oxidation
3276,450 RGDSTFESKSYKMA | P | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 | (M)
EYYRLHLEGYHGTA Tenascin-X OS=Homo sapiens
3276,470 | 4188| 4216 SDSMSYHSGSVFSA D | TENX_HUMAN GN=TNXB PE=1 SV=3
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SRGDSTYTFHEGPVL SLAM family member 9 OS=Homo
3276,480 | 1711 2001 L | grqwrpgDsALsyTc R | SLAFO_HUMAN sapiens GN=SLAMF9 PE=2 SV=2
WEEGSSGSSSDEEHG REST corepressor 1 OS=Homo
3278,989 GGGMRVGPQYQAY | Y |RCORLHUMAN | o GN=RCOR1 PE=1 Sv=1 | 2 >ul0 ()
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy S
3287,630 hpﬂggsg\%liaii%glﬁ R | ITIH4_HUMAN chain H4 OS=Homo sapiens (ON’I‘)'dam"
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
PQDMAEKDTTFEAPP Tumor necrosis factor receptor Amidated
3298,440 LGTQPDCNPTPENGE| P | TNR8_HUMAN superfamily member 8 OS=Homo (C-term)
A sapiens GN=TNFRSF8 PE=1 SV=]
PPGPPLLSKPGDEDD AT-rich interactive domain-
3306,560 | 173| 204 APPKMGEPAGGRYE | L |ARI1B_HUMAN containing protein 1B OS=Homo | Acetyl (K)
HPG sapiens GN=ARID1B PE=1 SV=2
Ribosomal RNA-processing protein 7
3314,750 35| 62 géiﬂg#m%ﬁ%\ﬁ V | RRP7A_HUMAN homolog A OS=Homo sapiens
GN=RRP7A PE=1 SV=2
HRHPDEAAFFDTAST Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3343,540 | S111 540 R | oy rrpgrrspmLcer| V | FIBA-HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
TAFGGRRAVPPNNS Coagulation factor XIII A chain
3346,702 7 38 NAAEDDLPTVELQG |G | F13A_HUMAN OS=Homo sapiens GN=F13A1 PE+1
VVPR Sv=4
YEGSYALTSEEAERS Serum deprivation-response protein
3362,550 | 395| 425 DGDPVQPAVLQVHQ | - SDPR_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SDPR PE=1
TS Sv=3
C-X-C chemokine receptor type 4
3368,480 15 43 EMGSGDYDSMKEPC | CXCR4_HUMAN OS=Homo sapiens GN=CXCR4
FREENANFNKIFLPT PE=1 SV=1
EEIFPSPPPPPEEEGGF. Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
3426,700 | 111| 142 EAPIPPPPOPREKVS S | ZYX_HUMAN PE=1 SV=1
GHRPLDKKREEAPSL Fibrinogen beta chain OS=Homo
3432,860 45 76 EZAPPPISGGGYRAR K | FIBB_HUMAN sapiens GN=FGB PE=1 SV=2
GFPRGDKLFGPDLKL | Alpha-2-antiplasmin OS=Homo Sulfo (Y)/
3440,642 | 462] 491 VPPMEEDYPQFGSPK| A2AP_HUMAN sapiens GN=SERPINF2 PE=1 SV Sulfo (S)
GFPRGDKLFGPDLKL | Alpha-2-antiplasmin OS=Homo
3440,650 | 462| 491 VPPMEEDYPQFGSPK AZAP_HUMAN sapiens GN=SERPINF2 PE=1 SV53
GFPRGDKLFGPDLKL | Alpha-2-antiplasmin OS=Homo Phospho
3440,650 | 462| 4911 K |\ ppyieEpypQrGspK ~ | A2AP_HUMAN sapiens GN=SERPINF2 PE=1 SV (ST)
CCYFCGTVCSLIHLC Olfactory receptor 5L1 OS=Homo
3440,650 LALRIPEYRSNVINH || ORSLLHUMAN | o ens GN=OR5L1 PE=2 Sv=1 | Nospho (¥)
HRHPDEAAFFDTAST Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3442608 | 511| 541 \(/BKTFPGFFSPMLGEF S | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
GKSSSYSKQFTSSTS oo . _
3445570 | 574| 604| R | YNRGDSTFESKSYK |D | FIBA_HUMAN Fibrinogen alpha chain OS=Homo
MA - sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
GKSSSYSKQFTSSTS oo . L
Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Oxidation
3461,568 | 574| 604 :\(AIXRGDSTFESKSYK D | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 )
GDSTFESKSYKMAD Fibrinogen alpha chain OS=Homo
3522,530 | 592| 624 EAGSEADHEGTHST |K | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
KRGHA
KFSPGAPGGSGSQPN : _ ; _
3737,810 | 279| 316|S | QKLGHPEALSAGTGS|A | ZYX_HUMAN ?g_‘g (;\S/:?omo sapiens GN=2YX
PQPPSFTY - -
SEYQQFQDAKAVLE . o
Tubulin beta-1 chain OS=Homo
3738,600 | 420| 451 EgEEVTEEAEMEPED - | TBB1_HUMAN sapiens GN=TUBB1 PE=1 SV=1
VTLAAHLPAEFTPAV Hemoglobin subunit alpha
3740,030 | 108| 142 HASLDKFLASVSTVL |- | HBA_HUMAN OS=Homo sapiens GN=HBA1 PES1
TSKYR Sv=2
EEIFPSPPPPPEEEGGP . _ . B
3741,840 | 111| 145|E | EAPIPPPPQPREKVSSIL | ZYX_HUMAN Zyxin OS=Homo sapiens GN=2YX
D PE=1 SV=1
NRGDSTFESKSYKM oo . _
3792,680 | 590| 624|Y | ADEAGSEADHEGTH |K |FIBA_HUMAN ;'ibri'gr?gg‘Ni'ﬁhG"j\cggflos\;_"'zomo
STKRGHA P - ToVE
3825,970 | 467| 497 TLLVFEVQQPFLFVL | P | IC1_HUMAN Plasma protease Clilitor
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WDQQHKFPVFMGR OS=Homo sapiens GN=SERPING]
VYD PE=1 SV=2
SSTKPAAGGTAPLPP . .
3827,950 | 185| 222| K | WKSPSSSQPLPQVPA H | ZYX_HUMAN ?I'Exz'q (;\S/;?omo sapiens GN=2YX
PAQSQTQF
SETSRTAFGGRRAVP Coagulation factor XIII A chain Acetyl (N-
3948,970 2 38 PNNSNAAEDDLPTVE| G | F13A_HUMAN OS=Homo sapiens GN=F13A1 PE term)
LQGVVPR Sv=4
VHFPPQDQRPQGQY Probable ribonuclease ZC3H12C
4050,656 PSMMMATKNHGTP | P | ZC12C_HUMAN OS=Homo sapiens GN=ZC3H12C | 2 Sulfo (Y)
MPYEQY PE=1 SV=2
DAPDSPRPVKASRED A-kinase anchor protein 11
4050,920 | 429| 467 SGLFSPIRSSAFSPLG| C | AKA11_HUMAN OS=Homo sapiens GN=AKAP11
GCTPAECF PE=1 Sv=1
VGQLKSSLTCTDCG Ubiquitin carboxyl-terminal Acetyl (N-
4050,920 YCSTVFDPFWDLSLP | E | UBP2_HUMAN hydrolase 2 OS=Homo sapiens term) +
IAKRGYP GN=USP2 PE=1 SV=2 Acetyl (K)
HQSGSSSHQGGATTT . _ .
4052,690 PLASGASVNTPFINLP| A | SBSN_HUMAN Suprabasin OS=Homo sapiens | 4 g5 (7
GN=SBSN PE=2 Sv=1
ALWRSV
MKTCFRGTVRLYNR Uncharacterized protein CXorf22 23:;3 ((P)’
4072,890 QNCCAQFQWQPVNT| S | CX022_HUMAN OS=Homo sapiens GN=CXorf22 /Phospho
GRGIAF PE=2 SV=3 (ST)
CTGDKDVVNEGRKS Phosphatidate phosphatase
4082,536 FPSGHSSFAFAGLAF | G | PPC1B_HUMAN PPAPDC1B OS=Homo sapiens 5 Sulfo (S)
ASFYLA GN=PPAPDC1B PE=1 SV=2
ADRHSLMAKYIMDL Tyrosine-protein kinase JAK3
4088,000 | 229| 267 ERLDPAGAAETFHV |L |JAK3_HUMAN OS=Homo sapiens GN=JAK3 PE=
GLPGALGGHDG Sv=2
TPGSGEADCGLRPLF Prothrombin OS=Homo sapiens
4088,020 | 328| 363 EKKSLEDKTERELLE || THRB_HUMAN _ _ _
GN=F2 PE=1 SV=2
SYIDGR
GDSTFESKSYKMAD Fibrinogen alpha chain OS=Homo
4089,883 | 592| 629 EAGSEADHEGTHST | R | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
KRGHAKSRPV
DHTFSTTSKDGEGSC Reticulon-1 OS=Homo sapiens
4111,575 90| 125 YTSLISDICYPPQEDS | | RTN1_HUMAN GN=RTN1 PE=1 SV=1 Sulfo (Y)
TYFTG
TLKVFLDDVNDCSP .
4150,160 | 921| 958|V | AFIPSSYSVKVLEDLP|E | FAT3_HUMAN o N Ay poss um
VGTVIAWL
TLLVFEVQQPFLFVL Plasma protease C1 inhibitor
4150,166 | 467| 500 WDQQHKFPVFMGR | - IC1_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SERPING]
VYDPRA PE=1 SV=2
HCYLDLVYQQWTES Pappalysin-2 OS=Homo sapiens
4166,170 | 827| 862|M | RKPTPIPIPPMVIGQT |H | PAPP2_HUMAN iy A
NKSLTI
TFGSGEADCGLRPLF . .
4167,973 | 328| 363|R | EKKSLEDKTERELLE || |THRB_HUMAN Prothrombin OS=Homo sapiens | g, 1, (1
GN=F2 PE=1 SV=2
SYIDGR
TFGSGEADCGLRPLF . .
4167,980 | 328| 363|R | EKKSLEDKTERELLE || |THRB_HUMAN Prothrombin OS=Homo sapiens  [FIGSRER
SYIDGR - GN=F2 PE=1 SV=2 (ST)
FEIPINGLSEFVDYED Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
4178,031 LVELAPGKFQLVAE R | ITIH2_HUMAN chain H2 OS=Homo sapiens Sulfo (S)
NRRYQ GN=ITIH2 PE=1 SV=2
VVQLNFLKLLSATAR Collagen alpha-3(V) chain Phospho
4180,900 | 1630| 1665 QNFTYSCOQNAAAWL | S | CO5A3_HUMAN OS=Homo sapiens GN=COL5A3 | (ST) +
DEATGDY PE=1SV=3 Phospho (Y)
MLGEFVSETESRGSE Fibrinogen alpha chain OS=Homo
4180,940 | 536| 574 SGIFTNTKESSSHHPQG K | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
IAEFPSRG
AAMVPSQAPYLVPA Period circadian protein homolog 3
4182,161 | 788| 829 FPLPAATSPGREYAA | S | PER3_HUMAN OS=Homo sapiens GN=PER3 PE=2
PGTAPEGLHGLPL Sv=4
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LMMEQENGNLRGSP Collagen alpha-1(XVII) chain 3 Oxidation
4206,990 | 556| 597 GPKGDMGSPGPKGD| H | COHA1_HUMAN OS=Homo sapiens GN=COL17A1 M)
RGFPGTPGIPGPLG PE=1 SV=3
QSFNFTRGLCLHKDY Cytosolic phospholipase A2 zeta
4207,050 | 634| 669 VAGREFVAWKDTHP | T | PA24F_HUMAN OS=Homo sapiens GN=PLA2G4F
DAFPNQL PE=2 SV=3
NRGDSTFESKSYKM o .
4360,030 | 590| 629|Y | ADEAGSEADHEGTH |R | FIBA_HUMAN e A pen e
STKRGHAKSRPV
ALVVEMVLTFLFSA Putative uncharacterized protein
4387,248 ALLATRSVITINKNG |V | CRAS1_HUMAN CRYM-AS1 OS=Homo sapiens Sulfo (S)
PFDFAAQPVDE GN=CRYM-AS1 PE=5 SV=1
SEAEDASLLSFMQGY . . _
4398,120 | 21| 61|A | MKHATKTAKDALSS |W | APOC3_HUMAN Qg&"e%c;péogggggg305;1023:1
VQESQVAQQARG
FVREPEDEEEEEEEE . .
4518,960 | 27| 64|Q | EEDEDEDLEELEVLE |A | RTN4_HUMAN Refictlon -4 OS-Homo sapiens
RKPAAGLS
YNRGDSTFESKSYK Fibrinogen alpha chain OS=Homo
4523,090 | 589| 629 MADEAGSEADHEGT | R | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
HSTKRGHAKSRPV
FLEKMSEPLIRRSSFS Uncharacterized protein C130rf33
4524,082 DRKFSVTSRGSIDDV | R | CM033_HUMAN OS=Homo sapiens GN=C130rf33 | 2 Sulfo (S)
FNCNLSP PE=2 SV=1
SYNRGDSTFESKSYK Fibrinogen alpha chain OS=Homo
4610,120 | 588| 629 MADEAGSEADHEGT | R | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
HSTKRGHAKSRPV
SALVETRTIVRFNRPF Alpha-1-antichymotrypsin
4622,490 | 384| 423 LMIIVPTDTQNIFFMS | - AACT_HUMAN OS=Homo sapiens GN=SERPINA3J
KVTNPKQA PE=1 SV=2
o Colagen a5
4625,220 | 1285| 1334 PSGHMGREGREGEK P | CO5A3_HUMAN OS=Homo sapiens GN=COL5A3
PE=1 SV=3
GAKGEPG
SSSYSKQFTSSTSYN
RGDSTFESKSYKMA Fibrinogen alpha chain OS=Homo
4784,030 | 576| 619 DEAGSEADHEGTHS K| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
T
LEAIPMSIPPEVKFNK . .
4786,570 | 377| 418|F | PFVFLMIEQNTKSPLF|- | ALAT_HUMAN Q;%T:nigﬁig‘é%g”?‘i‘l'*;gol svis
MGKVVNPTQK
SEAEDASLLSFMQGY
MKHATKTAKDALSS Apolipoprotein C-lll OS=Homo
4899,340 | 211 65| A | yoESQVAQQARGW | G | APOCS_HUMAN | o iens GN=APOC3 PE=1 SV=1
VTD
SEAEDASLLSFMQGY
MKHATKTAKDALSS Apolipoprotein C-lIl OS=Homo
4956,370 21 66 VQESQVAQQARGW F | APOC3_HUMAN sapiens GN=APOC3 PE=1 SV=1
VTDG
TFPGFFSPMLGEFVS Fibrinogen alpha chain OS=Homo
5061,352 | 528| 574 ETESRGSESGIFTNTK K | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
ESSSHHPGIAEFPSRG
g[I)DI\? LI?(AI‘E?.}SAKEESEY/ Rab3 C_BTPase—_activating protein Acetyl (N-
5099,300 GKSWDSWSDSEEEF C | RB3GP_HUMAN catalytic subunit OS=Homo sapieng term) +
FE GN=RAB3GAP1 PE=1 SV=3 3Acetyl (K)
TFPGFFSPMLGEFVS
ETESRGSESGIFTNTK Fibrinogen alpha chain OS=Homo
5189,450 | 528| 575 ESSSHHPGIAEFPSR( S | FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
K
SSSYSKQFTSSTSYN
RGDSTFESKSYKMA Fibrinogen alpha chain OS=Homo
5333,346 | 576) 624 DEAGSEADHEGTHS K| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
TKRGHA
AASGKDSSSRLAVTD Histone acetyltransferase KAT6B
5349,290 | 389| 434 PTRPGATTKITTTSTY | | KAT6B_HUMAN OS=Homo sapiens GN=KAT6B Sulfo (S)
ISASTLKVNKKTKGL PE=1 SV=3
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SSSYSKQFTSSTSYN
RGDSTFESKSYKMA Fibrinogen alpha chain OS=Homo | Oxidation
5349,341 | 576| 624K DEAGSEADHEGTHS K| FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 (M)
TKRGHA
ESEEFGE(E{(?\\//géFGE'%” Rho guanine nucleotide exchange | 7 Phospho
5543,535 | 373| 419|L PGYVYKNSIKVSCLG E | ARHGP_HUMAN factor 25 OS=Homo sapiens (ST)+Phosp
L GN=ARHGEF25 PE=1 SV=2 ho (Y)
QDIAPGSNWRRLYS Cell adhesion molecule-
HLATDSVDPADSGN related/down-regulated by oncogerjes
5593,600 | 260) 3101 G | ygemagnKkseDVKY | P | CPON_HUMAN 0S=Homo sapiens GN=CDON PE#1
VTYMVNVLE Sv=2
SSSYSKQFTSSTSYN
RGDSTFESKSYKMA Fibrinogen alpha chain OS=Homo
5801,630 | 576| 628| K DEAGSEADHEGTHS Vv |FIBA_HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
TKRGHAKSRP
SSSYSKQFTSSTSYN
RGDSTFESKSYKMA Fibrinogen alpha chain OS=Homo
5900,700 | 576| 629 K | hEAGsEADHEGTHS | R | FIBA-HUMAN sapiens GN=FGA PE=1 SV=2
TKRGHAKSRPV
HRHPDEAAFFDTAST
GKTFPGFFSPMLGEF . . _
6929210 | 511| 574|R | VSETESRGSESGIFTN K | FIBA_ HUMAN ;'ibﬁ'gggg'Neﬂﬁgicgg'flos\;ﬁzomo
TKESSSHHPGIAEFPS P B B B
RG
DAKISFLQKAIDVVV
MVSGEPLLAKPARIV TRAF3-interacting protein 1 Acetyl (N-
7763,210 K | AGHEPERTNELLQIIG| R | MIPT3_HUMAN OS=Homo sapiens GN=TRAF3IP1 termgl
KCCLNKLSSDDAVR PE=1 SV=1
RVLAGEKGEVKG
TQQPQQDEMPSPTFL
TQVKESLSSYWESA
KTAAQNLYEKTYLP Apolipoprotein C-ll OS=Homo
8909,390 | 23] 1011 G | AV/DEKLRDLYSKST APOCZ_HUMAN | oahiens GN=APOC2 PE=1 SV=1
AAMSTYTGIFTDQVL
SVLKGEE

Dei 101 segnali presenti negli spettri MALDI- Linelslode (LM) ), 43 sono stati identificati
nella library sulla base di un confronto delle Massolecolari relative (Mr) individuate in LC-
ESI con quelle determinate in MALDI-TOF LM e e Raflor Mode (RM) e anche mediante
MALDI FT-ICR. Gli errori medi associati alle miswiani delle masse molecolari (MMiBass
measurement errdrrilevate in MALDI ed ESI relativamente ai peptidientificati sopra la
soglia di identita erano 12,0 + 26,1 ppm per RMD& 1 192 ppm per LM L’errore medio nella
misurazione della massa dai profili FT-ICR rispettie masse esatte identificate in LC-ESI MS

e stato determinato essere 0,11 + 0,88 ppm.

MME in
ppm

Calc.

Calc. mass (Da) Masco
m/z

Accesion
(UNIPRO Sequence
T

Reflectron  Linear FT-ICR (from - in all pre- t

mode m/z mode m/z m/z precisio fractionated signifi
n serum samples cance
profile)
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Calc. mass (Da) Masco

Reflectron  Linear FT-ICR (from in all pre- t acesslol SETEE
mode m/z mode m/z m/z precisio fractionated signifi q
n serum Samples cance
profile)
[ FIBA_HU
1077565 | 107772 1077533 048 1077532 1076525 | 0% GDFLAEGGGVR
1206,609 | 1206940 1206575 020 1206575 1205568 EA'E’\Q—HU EGDFLAEGGGVR
1263632 | 1263.93] 1263596 -0.12 1263596 1262589 ﬂiﬁ—”u GEGDFLAEGGGVR
1350,662 | 1351,064 1350628 -0.11 1350,628 1349621 ,\Fﬂ'iﬁ—HU SGEGDFLAEGGGVR
1418581 | 1419,09
CO3_HU
1449767 | 1450130 14497 0 1449760 1448752 | SOV | THRIMWESASLL
1465,655 1465,655 1464,648 + 32@—“” DSGEGDFLAEGGGVR
APC2_H Acetyl
1465,690 | 1466,13( 1465687 164,680 + |1PCEM | GsePskpsFGELSR Nty
PKHAQ_
1465,665 1464,658| + [\ | TIGVSNSEEGIDVGT
RBM25_
1487624 1486,617| + | KoVa>- | SSELNAPSQESDSH
ZN831_H Sulfo
1487,679 | 1487,93( 1487,628 1486621 + | Neo M | SQTAGRTLTSSSPD )/
Sulfo (T)
1487,673) 1486,666| + Iﬂ'f,\f—'*“ FSLGHCPNQDWLA
1518711 | 1519,16d ‘ ‘
I FIBA_HU
1536,717 | 1537,150 1536692 -050 1536692 1535685 | o~ | ADSGEGDFLAEGGGVR
‘ 1545,612| 1544,605| + |1 o | DSGEGDFLAEGGGVR Sulfo (S
1545,750 | 1545,15( 1545,621 1544614 + ,\Fﬂ'iﬁ—HU DSGEGDFLAEGGGVR F;‘%Spho
‘ 1545,619| 1544612 + b’iA'TNC—H LQENGCLSDSDMFS
1561,767 | 1562,25( 1561,7 1561,728 1560721 E*I\'Ai?\l—H TATSEYQTFENPR
1616,801 1615794 + LSJE)/IPAIIQ\I_H SALVEGEIAEEAAEKA
‘ 1616,649) 1615642 + |- > ="' | ADSGEGDFLAEGGGVR Sulfo (S
1616,697 | 1616,77( s Shosho
1616,659 1615652 + |yan~ | ADSGEGDFLAEGGGVR | (oD
GBRRL_
1616,637 1615630 + |SoNils | TAMLDGNYSDGEVND
CO4A_H
1739,048 | 174044 1739929 -045 1739930 1738/923 ggfg‘; NGFKSHALQLNNRQI
UMAN
] CO3 HU
1865010 | 186538] 1865002 -034 1865003 1863095 | O | SSKITHRIHWESASLL
CO4A_H
UMAN/
1896,031| -0,26| 1896,031 1895000 + NGFKSHALQLNNRQIR
1896,037 | 1896,64( CO4B_H
: ' UMAN
1896,027| 1895,020] + G;ﬂﬁ—“ CSEKSHRVDPQVKVKR
2021117 | 2021,65( 015 2021,04 2020,09% I\Cﬂiﬁl—HU SSKITHRIHWESASLLR
2104251 | 2104,87
2271108 | 2271,804 035 2271131 2270123 IJ;KNH ﬁEQLGLPGPPDVPDHAAYH
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Calc. mass (Da) Masco

Reflectron  Linear FT-ICR (from in all pre- t acesslol SETEE
mode m/z mode m/z m/z precisio fractionated signifi q
n Serumsamples cance
profile)
CO4A_H
2378200 | 2378330 2378209 -019 2378210 2377206 ggAN/ DDPDAPLQPVTPLQLFEGR
4B_H |RN
UMAN
2422.129| 046| 242213 24211b3 + |FIBAHU | DSHSLTTNIMEILRGDFSSA
MAN NN
2422107 | 2422,87
FIBA_HU | KMADEAGSEADHEGTHST
2422,077| 2421070 + | PO A
2423001 | 2422874 2423081 031 2423082 2422076 I\FA'E’\Q—HU I\FATSSTSYNRGDSTFESKSYK
2553083 | 2553514 2553101 -043 2553101 2552004 | /BA_HU | SSSYSKQFTSSTSYNRGDST
MAN FES
F13A_HU | AVPPNNSNAAEDDLPTVEL
2602,311| 0,07 2602311 2601303 + |13 OGVVPR
2602,284 | 2603,29(
I SRGN_H | SLDRNLPSDSQDLGQHGLE
2603168| 004| 2603168 26021p1 + |oroN- | oo
FIBA_HU | DEAGSEADHEGTHSTKRGH
2659,242 | 265973 2650,257) 2658250, + |1 PRy
ALBU H | DAHKSEVAHRFKDLGEENF
2753405 | 2753790 275343 016 2753437 2752430 | LrEact | DARKS
FIBA_HU | SSSYSKQFTSSTSYNRGDST
2768223 | 276858] 2768228 005 276828 2767221 | o7 e
2788,987 | 2789,18
FIBA_HU | MADEAGSEADHEGTHSTK
2861344 | 2861,87] 286133 003 2861334 2860330 | o7 AT
2882531 | 2883,06
FIBA_HU | SSSYSKQFTSSTSYNRGDST
2031201 | 2031714 2931292 018 293192 2030284 | o% Sy

2951,874

2951,95

FIBA_HU

KMADEAGSEADHEGTHST

2989,850| 2989,428 -0,54 2989,4p9 2988,420+ MAN KRGHAKSRPV
ITIH4_H | NVHSGSTFFKYYLQGAKIP
3156,630| 1,03| 3156,627 3155,6(19 + UMAN KPEASFSPR
3156,637 | 3157,34d
TTHY_H | DSGPRRYTIAALLSPYSYST
3157,616| 3156,609| + UMAN TAVWTNPKE
FIBA_HU | SSSYSKQFTSSTSYNRGDST|
3190,428| 0,38 3190,427 3189,4P0 + MAN FESKSYKM
3190,448 | 3190,87
TIF1IA_H | FHLSCHVPTLTNFPSGEWIC
3190,389| 3189,382| + UMAN TECRDLS Sulfo (S)
FIBA_HU | SSSYSKQFTSSTSYNRGDST Oxidatio
3206,458 | 3206,41 3206,417| 3205,410{ + MAN FESKSYKM n (M)
| FIBA_HU | SYKMADEAGSEADHEGTH
3239,571 | 3240,02 3239,526 0,57 3239,524 323851# MAN STKRGHAKSRPV
FIBA_HU | SSSYSKQFTSSTSYNRGDST|
3261,497 | 3261,85 3261,465 O, 3261,464 3260,45% MAN FESKSYKMA
FIBA_HU | SSSYSKQFTSSTSYNRGDST Oxidatio
3277,496 | 3277,00 3277,457| 3276,450| + MAN FESKSYKMA n (M)
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MME in Calc

ppm " Calc. mass (Da) Masco
Reflectron  Linear FT-ICR (from 3 in all pre- t

Accesion
(UNIPRO Sequence

mode m/z mode m/z m/z precisio T)

n
profile)

fractionated signifi

M+
serum samples| cance

HJ+

Cl021_H | RGEEIASSGQSPHIKSNLLSG 3 Acetyl

3277,452 3276,445  + | U | SLOSLWR (K)

ZN703_H | SSSPGGSRGGSPHHSDCKN

8277457 3276,4501  + | jMAN™ | GGGVGGGELDKKDQ

Sulfo (S)

TENX_H | EYYRLHLEGYHGTAGDSM

3277,477| 3276,470| + UMAN SYHSGSVFSAR

SLAF9_H | SRGDSTYTFHEGPVLSTSW
UMAN RPGDSALSYTC

FIBA_HU | GKSSSYSKQFTSSTSYNRGIL
MAN STFESKSYKMA

3277,487| 3276,480| +

3314,800

3446,080 3446,577| 3445570 +

3881,440
3934,070
3951,020

AKA1l_ | DAPDSPRPVKASREDSGLFS

4051,927) 4050.920)  * | jyMAN | PIRSSAFSPLGGCTPAECF

ZC12C_H| VHFPPQDQRPQGQYPSMM | 2 Sulfo
UMAN | MATKNHGTPMPYEQY )

Acetyl
UBP2_H | VGQLKSSLTCTDCGYCSTV | (N-term)
UMAN FDPFWDLSLPIAKRGYP + Acetyl
(K

4051,663| 4050,656| +

4051,927| 4050,920| +

THRB_H | TFGSGEADCGLRPLFEKKSL
UMAN EDKTERELLESYIDGR

IC1_HU | TLLVFEVQQPFLFVLWDQQ
MAN HKFPVFMGRVYDPRA

4089,110 4089,0p3 4088,p20+

4089,02
4151,162

N S
= o
o (&)
[¢¢] N
= o
o a1
o o

IN
=
N
o
>
o
S

-2,51| 4151,178 4150,166 +

IN
=
a
=
N
a
S

FAT3_H | TLKVFLDDVNDCSPAFIPSS

4151,167) 4150,160)  + | yuAN | YSVKVLEDLPVGTVIAWL

4207,997| 4206,990| +

IN
=
)
a1
©
N
o

LMMEQENGNLRGSPGPKG |3
DMGSPGPKGDRGFPGTPGIPOxidatio
GPLG n (M)

COHAL_
HUMAN

4208,447 | 4207,87(

PA24F_H | QSFNFTRGLCLHKDYVAGR

4208,057) 4207.050]  + | yMANT | EFVAWKDTHPDAFPNQL

e
NN
| A
H| O
H| O
© | o
o | O

4380,710
4393,470
4465,940
4565,490
4624,980

IS
N
®
o
>
N
o
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MME in Calc

ppm " Calc. mass (Da) Masco
in all pre-
fractionated

Reflectron  Linear FT-ICR (from

mode m/z mode m/z m/z precisio
n

profile)

[M+
HJ+

t
signifi

serum Samples cance

4785,040 4784,0

FIBA_HU
MAN

Accesion

Sequence

SSSYSKQFTSSTSYNRGDST|
FESKSYKMADEAGSEADHE
GTHST

4787,574

|
|
|
|
|
|
|

5077,900
5246,270
5261,850

5334,920| 5334,354 0,9 5334,3

4786,570

|
|
|

b4 5333,

ALAT H
UMAN

FIBA_HU
MAN

FIBA_HU
MAN

LEAIPMSIPPEVKFNKPFVFL
MIEQNTKSPLFMGKVVNPT
QK

TFPGFFSPMLGEFVSETESR
GSESGIFTNTKESSSHHPGIA
EFPSRG

SSSYSKQFTSSTSYNRGDST|
FESKSYKMADEAGSEADHE
GTHSTKRGHA

5595,160 5594,607|

5593,600

FIBA_HU
5901,707| 5900,700

CDON_H
UMAN

QDIAPGSNWRRLYSHLATD
SVDPADSGNYSCMAGNKS
GDVKYVTYMVNVLE

SSSYSKQFTSSTSYNRGDS
FESKSYKMADEAGSEADHE
GTHSTKRGHAKSRPV
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MME in &
ppm " Calc. mass (Da) Masco

Reflectron  Linear FT-ICR (from in all pre- t
. 0 - o
mode m/z mode m/z m/z precisio fractionated signifi
n H+ serum samples| cance
profile)

Accesion
(UNIPRO Sequence
T

7668,840

DAKISFLQKAIDVVVMVSG
MIPT3_H | EPLLAKPARIVAGHEPERTN | Acetyl
7764,217 7763.2101 | MAN | ELLQIGKCCLNKLSSDDAV
RRVLAGEKGEVKG

4.4 Validazione

Al fine di validare i risultati ottenuti dall’anai MALDI-TOF, i rapporti peptidici ottenuti da
guesta tecnica sono stati confrontati con quelliltanti dalla strategia di quantificazione relativ
Label-Free (LF) mediante nLC-ESI MS/MS applicath sigssi campioni.

Per l'analisi LF sono stati preparati due poolssiéiro con i campioni analizzati con metodo
MALDI: : il primo costituito da 80 controlli mentréaltro composto da 62 pazienti affetti da
ccRCC e 18 non-ccRCC. Per calcolare il ratio m/zigyge/controllo, sono stati utilizzati gli
spettri di massa ottenuti con MALDI-TOF LM per ograziente e controllo inserito nei pools.
Analogamente a quanto riportato per I'identificamalei peptidi, € stato eseguito I'allineamento
delle masse. Sono state determinate le masse ralesdative (Mr) mediante MALDI-RM ed
ESI per i peptidi quantificati con unecore maggiore della soglia di identita. Le differenze
medie tra le due Mr sono state di 8,4 + 13 ppm. Ualalazione aggiuntiva dell’allineamento
delle masse € stata effettuata anche grazie adlerazioni accurate effettuate nei profili MALDI

FT-ICR. Anche in questo caso per i peptidi quacttii con uncscoremaggiore della soglia di
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identita e stato valutato I'errore medio assocate misurazione delle masse molecolari MME
nei profili FT-ICR con le masse calcolate in ESléestato trovato un valore di 0,14 + 0,92 ppm.
| bassi MMEs relativi al confronto tra le massecoidte per i peptidi identificati e quantificati in
ESI e le relative Mr protonate presente nel prafiIALDI LM, RM, FT-ICR hanno avvalorato
I'accuratezza dell’allineamento. Tre dei 28 segmpaiptidici allineati e quantificati tramite LF
sono stati anche confermati tramite identificazibd&LDI TOF MS/MS: tutti e tre sono stati
riconosciuti come frammenti della catena alfa dbliRogeno &ccession numbeti SwissProt:
P02671) con unacorein Mascotmaggiore della soglia di identita (p<0,05). In pafare, il
segnale am/z 1263,63, determinato in MALDI-TOF in modaliteeflector (Mr calcolata
1262,589), €& stato identificato sdoree93) come un peptide avente sequenza
GEGDFLAEGGGVR. Gli altri due ioni an/z1350,66 (Mr calcolata 1349,621)n@'z 1465,69
(Mr calcolata 1464,648) sono stati identificati eompeptidi aventi rispettivamente sequenza
SGEGDFLAEGGGVR gcore=112) e DSGEGDFLAEGGGVRs¢ore=130).

Come si puo vedere dalla tabella i segnali indigtdin MALDI-RM e 6 in MALDI-LM sono
stati presumibilimente identificati mediante apmiocLF con unoscore di Mascot maggiore
della soglia di identita. | segnali na/z 1449.77 e 2753.40 osservati in MALDI-RM sonoistat
identificati con unscoremaggiore della soglia di omologia.

Gli ioni aventi Mr 2601,30 e 2602,17 identificatglhanalisi LC-ESI MS/MS e aventi tempi di
ritenzione (r.t.) diversi, potrebbero corrispondarsegnali an/z2603 e 2602,28 osservati negli
spettri MALDI-TOF acquisiti rispettivamente in mdia lineare e reflector. Il primo segnale e
stato identificato come un frammento di F13Bogagulation factor Xl A chain(r.t. 82 min)
mentre il secondo come drammento di SRGNSerglyci) (r.t. 77 min). Entrambi i peptidi
sono stati osservati nei profili MALDI FT-ICR rispp@amente a valori dm/z di 2602,311 e
2603,168.

Inoltre, sono stati individuati tramite approcci®é due peptidi: uno a Mr 3155,62 (r.t. 74 min)
identificato come un frammento di ITIH&er-alpha-trypsin inhibitor heavghain H9 e I'altro

a MR 3156,61 (r.t. 93 min) come un frammento di ¥[Mransthyretin, che potrebbero
corrispondere al segnale presenta/a 3156,64 osservato nello spettro MALDI-RM. Tuttgvia
nei profili MALDI FT-ICR, é stato possibile collega ai dati LC-ESI solo lo ione &/z
3156,630.

Lo ione am/z 4786 presente nello spettro MALDI-LM non é statsaysato nello spettro
reflector corrispondente. L’analisi MALDI FT-ICR da questo peptide a quello identificato

come un frammento di FIBA=(brinogen alpha chaipcorrispondente ad una Mr di 4784,03 Da.
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| ratios peptidici ottenuti dall’analisi LC-ESI MS/MS sontati confrontati con quelli calcolati

dagli spettri MALDI-TOF: ilt-test di Studenper dati appaiati non ha messo in evidenza alcuna

differenza statisticamente significativa tnaiios (p=0.4547).

| QUALITY of PEPTIDE IDENTIFICATION in SAMPLES N® of PEPTIDE IDENTIFICATIONS

HOMOLOGY)

IDENTITY IDENTITY 7 ™ 86
IDENTITY HOMOLOGY 1 13 14

IDENTITY IDENTITY not identified 1 ] 30 17 154 1
HOMOLDGY IDENTITY 0 18 18
not identified IDENTITY 8 45 53
$OMOLOGY HOMOLOG G 19 a5

H oK HOMOLOG not identified 76 63 139 11 151 262
not identified I i 29 &9 a8

Total (IDENTITY+ 5 S =

Tabella 14: Peptidi identificati mediante nLC-ESI MS/MS nel siero purificato con biglie magnetiche RP-C18 di pazienti e
controlli. L’identificazione si basava sullo score di Mascot maggiore della soglia di identita (rosso) o della soglia di
omologia (blu). PTM= modificazioni post-traduzionali
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5. CONCLUSIONI
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Negli ultimi anni ha assunto sempre piu importareiafini diagnostici, lo studio dei profili
proteomici, che presenta numerosi vantaggi rispettianalisi del trascrittoma poiché
I'espressione genetica non sempre e correlata’assetto proteico funzionale e quantitativo in
guanto e regolato sia da eventi post-traduzioilia fattori ambientali.

Il proteoma dei fluidi biologici rifletterebbe lotado di salute dell'organismo, dato che essi
trasportano proteine secrete dai tessuti. Per guastivo, I'investigazione diretta nei fluidi
periferici di proteine correlate ad un alteratotctdisiopatologico rappresenta un valido
approccio, perché i campioni possono essere oitimiimente con metodi di raccolta per nulla
0 poco invasivi. L’'espressione delle proteine, emtini qualitativi, quantitativi ma anche di
struttura, modificazioni, interazioni proteina-pewta e distribuzione spaziale, rappresenta un
utile strumento al fine di comprendere i meccanisisiopatologici della malattia, identificare
biomarcatori per una diagnosi precoce della malatippure eventuali bersagli di nuove
molecole ad attivitd farmacologi¢¥'® E’ importante inoltre sottolineare che l'uso digsili
biomarcatori per la diagnosi di una malattia namselutivo, in quanto molte patologie sono di
origine poligenica, quindi la predittivita di metodiagnostici basati sul dosaggio di marcatori
multipli risulta piu affidabile soprattutto quandovoglia utilizzarli per la diagnosi precoce.
Numerosi sforzi sono stati compiuti nel campo deilgerca al fine di sviluppare nuove
metodiche adeguate per una diagnosi precoce del ® € un suo monitoraggio continuo.
Tuttavia ad oggi non sono stati individuati bionadoei specifici, che permettano attraverso
I'analisi di fluidi biologici il riconoscimento dguesta patologia né in stadio precoce né gia
avanzato. Per molti anni a riguardo sono stateaggie tecniche di proteomica classica, che
consistono nell’estrazione proteica da tessutilrermamali e tumorali, seguita da separazione in
elettroforesi bidimensionale ed identificazione cepettrometria di massa delle proteine
differentemente espres<e®. L'elettroforesi bidimensionale risulta perd urecriica lunga e
laboriosa, quindi difficilmente applicabile per urscreening diagnostico della popolazione;
inoltre consente facilmente di rilevare proteingitte e loro frammenti oltre 10 kDa, ma presenta
forti limitazioni per proteine/peptidi al di sotth questa sogli&®’. Negli ultimi anni, tuttavia, le
tecniche utilizzate per lo studio del proteoma lasmbito un notevole impulso, che ha condotto
ad un significativo miglioramento della capacitsotutiva dei metodi analitici e ad uno sviluppo
di sofisticati programmi bioinformatici per un aumte della specificita e selettivita di analisi.
Oggi l'interesse scientifico € rivolto all'utilizzdi tecniche di profiling altamente sensibili e

versatili, basate su processi cromatografici diffpazione prima dell’analisi in spettrometria di
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massa’. Il frazionamento del campione pud essere utitizza fine di aumentare il numero di
proteine individuabili in MS (arricchimento di peshe poco abbondanti) mediante ad esempio
cromatografia liquida bidimensionale (MudPit) o ddurre la complessita del campione
mediante utilizzo di superfici attivate. La tecnida estrazione su fase solida basata sul
frazionamentff-line del proteoma mediante I'utilizzo di biglie magnéeco un target MALDI
solido con superficie attivata, prima dell’analisispettrometria di massa, come ad esempio le
tecniche ClinProt e SELDI, permette una ricetugh-throughputnei fluidi periferici di
proteine/peptidi alterati dalla patolofia®®

L’obiettivo di questo lavoro di ricerca € stato Hoieli costruire i profili proteomici differenziali

di sieri di controlli e di pazienti con RCC, estendo I'analisi anche a pazienti affetti da non-
ccRCC, mediante tecnica di estrazione in fase a&addislsociata alla spettrometria di massa.
L’applicazione di questa tecnologia avanzata, ampiega biglie magnetiche attivate con
opportune fasi per I'estrazione da fluidi biologui proteine/peptidi, consente di valutare il
proteoma al fine di identificare marcatori preditiiella patologia. In questo studio la ricerca e
stata focalizzata maggiormente su piccoli peptidrid (Mr<5000 Da) ottenuti dal pre-
frazionamento dei campioni con biglie magneticli@sa inversa (RP-C18).

In primo luogo I'analisi era volta ad individuare pattern di segnali in grado di differenziare
tumori maligni da masse renali benigne e soggatii. Da un punto di vista clinico, infatti, € piu
interessante focalizzarsi sulla malignita del tuenior modo supportare la diagnosi di casi dubbi
ed avere ricadute diverse sull'intervento chircoged il follow up del paziente. L’analisi
statistica effettuata sui profili medi delle popotmi in studio, ha permesso di individuare un
pattern di cinque segnali con elevate percentliapecificita e sensibilita rispettivamente del
90% e del 94% (Tab.12) ottenute nella fasdraining, le quali sono state successivamente
confermate nel test di validazione che hanno rgtortvalori di specificita e sensibilita
rispettivamente di 83,7% e 89,2%.

Successivi test analitici hanno permesso di stadi@nche la natura delle lesioni renali
effettuando differenti comparazioni tra le popoteiin esame: 2 classificazioni caso/controllo
(ccRCC versus controlli e non-ccRCC versus colfr@d un’ulteriore classificazione ccRCC
versus non-ccRCC. Sono stati quindi testati diveltsters aventi numero crescente di ioni, da 2
a 6 e grazie a questi test é stato individuatoaitem di sei segnali con valori di m/z in modalita
lineare 1466, 2378, 2789, 4052, 4089 e 4151 Daadadi discriminare i pazienti affetti da
ccRCC dai controlli. I valori di AUC di tali segnalompresi tra 0,89 e 0,70, mostravano elevata

accuratezza e hanno mostrato elevati indici diifipga (96%) e sensibilita (94%) nella fase di
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training confermati anche dalle alte percentualspkcificita e sensibilita ottenute nella fase di
validazione.

Un ulteriore cluster di tre segnali (m/z 1419, 2603264 Da) ha permesso di discriminare i
pazienti affetti da carcinoma renale non-RCC dajgstti controllo anche i questo caso con
elevati indici di specificita e sensibilita rispetmente 95,7% e 89,7% nella fase di training e
94,6 % e 89,7% nella fase di validazione.

Il confronto statistico effettuato sulle due popidai di pazienti, RCC versus non- RCC non ha
purtroppo condotto alla costruzione di un clustéidabile probabilmente a causa dell’elevata

eterogeneita dei pazienti stessi e dell’esiguo mardecampioni.

5.1 Validazione

| risultati ottenuti dalla pre-purificazione medianbiglie magnetiche RP-C18 combinata con
I'analisi MALDI-TOF richiedono generalmente una é@ma con un metodo di validazione
indipendente. Solitamente questi metodi prevedoraisa immunologiche basate sull'utilizzo di
western-blot con anticorpi specifici e non crogsattivi. Tuttavia questo tipo di validazione non
puo essere eseguito a livello peptidico a causk getccola dimensione dei peptidi, della
possibilitd che esse possano non esseratibs di quantificazione*

Recentemente e stato pubblicato uno studio sulpipsia prostatica benigna in cui digeriti
triptici di proteine estratte da urine con tecnlugh-throughputMALDI-TOF sono state
identificate e calcolati i ratios di quantificam® controllo /paziente attraverso la tecnologia LC
ESI MS/MS in combinazione con la marcatura corojgostabili.

In questo lavoro di tesi si & pensato pertantapgiicare un approccio simile per la validazione
dei risultati ottenuti con I'analisi MALDI : e st@tquindi, effettuata una quantificazione relativa
label free LF basata su un metodo di ionizzazidieeretivo.

La metodologia proteomica LF € stata applicata lpewvalutazione quantitativa a livello
peptidomico e non mirata al livello proteico conoditamente riportato per le miscele triptiche
compless&?

| ratios peptidici eseguiti sui pools di siero degli stgsszienti e controlli ottenuti dall’approccio
LF sono stati confrontati i con quelli ottenuti clantecnologia MALDI. Il confronto deiatios

dei segnali peptidici quantificati sia in MALDI che ESI é stato reso possibile attraverso un
accurato allineamento delle masse. E stato quinasipile sovrapporre molte delle
identificazioni ottenute mediante LC-ESI MS/MS dosegnali presenti nei profili MALDI-LM
dei campioni di siero analizzati. L’'allineamentoi datios m/zdell’analisi MALDI-LM con

quelli ottenuti in LC-ESI e stato eseguito attraeelutilizzo degli spettri di massa acquisiti in
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MALDI-TOF con modalitareflectore successivamente confermato dai profili MALDI FIR e
dalle identificazioni MALDI MS/MS. Come riportatoenrisultati, gli MME sono risultati essere
molto bassi intermini di ppm. L'analisi statistiomn ha messo in evidenza alcuna differenza
statisticamente significativa (p<0,05) traatios peptidici determinati in MALDI ed in ESI,
rinforzando quindi la loro validita.

Solo in due casi sono stati identificati in LC-E$SIS/MS due peptidi che potrebbero
corrispondere ad un singolo ione presente neglitrsp@ALDI-LM ( m/z 2603 e 3157).
Ciononostante, iatios per entrambi i possibili peptidi identificati trainLC-ESI MS/MS, che
possono essere assegnati agli ioni osservati in MAIOF,erano simili. llratio del segnale a
m/z2603 e stato osservato essere sottoespresso siduyeepeptidi identificati in ESI che per il
segnale osservato in MALDI. Per quanto riguarddtrbasegnale am/z 3157 Da, che
probabilmente & presente in maggiore quantita otralli in base ai risultati MALDI, nei dati
ottenuti in ESI non sono state riscontrate altenazper il peptide a Mr 3156,61 mentre quello a
Mr 3155,62 risultava essere presente in maggioneardrazione nei soggetti sani. Ventotto dei

101 ioni presenti negli spettri MALDI-LM sono stapuantificati anche mediante approccio LF.

5.2 Identificazione peptidica

L’identificazione di potenziali marcatori corralaid uno stato di salute alterato rappresenta un
passaggio fondamentale nello sviluppo di saggiipeanclusi saggi immunologici al fine di
ottenere la validazione di un efficace strumenggudostico della patolodiX.

Va inoltre sottolineata I'importanza che I'identéizione di ciascuna proteina potrebbe assumere
nel miglioramento della conoscenza biologica, deltanprensione della funzione e della
regolazione di molecole bioattive e della regolagiadi molecole bioattive e di prodotti di
degradazione nei fluidi biologici in stati patologfi®.

In questo studio le identificazioni sono stateettte grazie alla tecnologia nLC- ESI MS/MS
che permette di ottenere identificazioni piu actaimaffidabili rispetto all’ approccio MALDI.

Tale tecnologia, infatti, risulta essere veloce eemgette di ridurre il tempo necessario alla
preparazione del campione specialmente con la a@nione di un robot com’e stato realizzato
in questo progetto. Tuttavia l'identificazione degtidi con la tecnica MALDI e invece piu
complessa, solitamente meno sensibile e informasimprattutto a causa della singola carica del
precursore, a differenza di quanto avviene neltmdmgia LC-ESI MS/MS dove le specie

ottenute sono tutte multicarica.
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Pochi anche in letteratura gli studi in cui I'iddicaizione e stata condotta con la tecnica MALDI
e la pit ampia lista di peptidi identificati in Eleumano & stata pubblicata \délanueva et af®
AncheTiss et al.sono stati in grado di identificare piu di 90 picalei profili MALDI di siero
umano, derivanti da 13 proteine e con una piconv@apposizione condatasetgia pubblicati in
letteraturad®®.

Per questi motivi la scelta della tecnica di idécdizione si € basata su un’ analisi in LC ESI
MS/MS e grazie al’laumento delle energie di framtagione CID e |'ottimizzazione dei tempi
di accumulo degli spettri MS/MS, insieme con unqagosettingdei parametri di acquisizione
e stato possibile ottenere una migliore frammentezdei peptidi endogeni.

Pertanto dall'analisi delle frazioni purificate cbiglie magnetiche e stato possibile costruire una
library di circa 460 peptidi endogeni di cui diiarca 200 peptidi unici con uno score di
Mascot superiore alla soglia di identita e 262 jpkepdventi uno score sopra la soglia di
omologia. La costruzione di questo database ha gesondi identificare 43 dei 101 segnali
presenti negli spettri maldi acquisiti in modalltheare grazie all’allineamento delle masse
molecolari relative individuate in LC-ESI con gleetleterminate in MALDI-TOF e in MALDI
FT-ICR.

Il matchtra le identificazioni ottenute in NLC-ESI MS/MSiesegnali osservati negli spettri
MALDI e stato reso ancora piu valido dal basso rmaia ppm del MME dell'allineamento delle
masse, come precedentemente descritto.

Se si considera l'intera library, 7 dei 12 pepiaentificati e presenti nei modelli diagnostici
appartengono a proteine implicate nella coagulazidel sangue o nell’attivazione del sistema

del complemento.

MALDI-TOF nLC-ESI MS/MS

o Massa calc. (Da) nei R s T ; :
Modalita Modalita (:m\i!)m(di(sicer( )a:.H ATC Popolazione con aumentato valore di Significato in Accesion

P a : concentrazione Mascot (UNIPROT)

pre-frarionamento

Reflectron m/z  Lineare m/z Sequenza PIM

L6362 | 1263930 077 Maligai [ - [FBAHUMAN [GEGDFLAEGGGV®R | |
1418.581 1419.000 0.84/0.85 Maligni & non-ccRCC
1465690 | 1466130 1464648 0.8 «RCC : FIBA_HUMAN __|DSGEGDFLAEGGGVR
= T COIA_HUMAN/ z
WBA0 | 2378330 2377200 077 Controll i HoMay [PPPDAPLQPVTPLQLEGRRN
P [pr— 1421103 ; FIBA_HUMAN __|DSHSLTTNIMEILRGDFSSANN
211070 079 Maligui ¥ FBA_HUMAN __|KMADEAGSEADHEGTHSTKRGHA
HBWL | 428 2422070 : FIBA_HUMAN _|FISSTSYNRGDSTFESKSYKM
2601303 : : FI3A_HUMAN __|AVPPNNSNAAEDDLPTVELQGVVPR
M | 2 2602.161 o Dol 3 SRGN HUMAN SLDF.\‘LPSDSQDLGOHGLESDFM
2768987 | 2780180 0.75/0.88 Maligni e ccRCC
4050920 ; AKA1] HUMAN _|DAPDSPRPVKASREDSGLFSPIRSSAFSPLGGCTPAECE
4052050 050,636 085 Controlli ¥ ZC12C_ HUMAN _|VHFPPQDQRPQGQYPSMMMATKNHGTPMPYEQY 2 Sulfo (¥)
4050920 UBP2 HUMAN _|VGQLKSSLTCTDCGYCSTVFDPFWDLSLPIAKRGYP Acetyl (N-term) + Aceryl K)
4089.110 4088020 0.69 - THRE_HUMAN | TFGSGEADCGLRPLFEKKSLEDKTERELLESVIDGR
4151450 4150.166 070 Controll m [CLHUMAN __|TLLVFEVQQPFLFVLWDQQHKFPVEMGRYYDPRA
083
0.83 Beuigui e controlli

Tabella 15. Elenco dei segnali utilizzati per la costruzione dei modelli diagnostici e di screening. L'identificazione dei
peptidi & stata condotta sulla base degli score di Mascot maggiore della soglia di identita ("+") o di omologia ("-“). La
tabella riporta inoltre i valori di AUC (Area Under the Curve) di tutti gli ioni sulla base delle loro curve ROC (Receiver
Operating Characteristics) e la popolazione in cui la concentrazione del relativo segnale risulta essere aumentata in
maniera significativa. PTM= modificazioni post-traduzionali
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Tre ioni am/z1264,1466 e 2423 osservati negli spettri MALDI-Lidentificati come frammenti
della catena alfa del Fibrinogeno (FIBA), sono preisin concentrazioni maggiori nei campioni
dei pazienti affetti da RCC. | primi due peptidnsoframmenti del Fibrinopeptide A (FPA) (Mr
1535,69) che deriva dalla degradazione del fibremaga fibrina con il rilascio dei Fibrinopeptidi
A e B. Invece, lo ione en/z2423 corrisponde alla sequenza aminoacidica trd@ke Asnl122
della catena alfa del Fibrinogeno (FIBA).

Tali risultati sono in accordo con quanto gia ogsr in uno studio sul tumore della mammella,
della vescica e del fegato condotto da Villanuenva &’. Gli autori hanno dimostrato che alcuni
biomarcatori non sono direttamente espressi dautegatologici, ma sono prodotti di
degradazione derivanti dall’attivita di esopeptida®se contribuiscono alla generazione non solo
di peptidi serici cancro specifici, ma anche speicger il tipo di carcinoma. E’ stato ipotizzato
che che differenti tipi di tumore secernono pratedistinte che, attraverso la loro attivita
catalitica, possono generare profili peptidici isieunici.

Inoltre 21 dei 43 peptidi identificati e presentiei profili MALDI sono stati riportati nello
studio di Villanueva sebbene siano state utilizzbiglie magnetiche con fasi stazionarie
differenti (RP-C18 e CB8). La tabella 17 mostratios peptidici delle tre differenti neoplasie

studiate da Villanueva e quelli derivanti dal tusnognale indagati in questo studio.

Villanuewva at al [12] Ratio of medians
{pati=ntsfcontrols)

MALDI-TOF nLC-ESI MS/MS PEPTIDE IDENTIFICATION

GOFLAEGGGR.

T30 68 ECOFLARGGEVE. 1
T3z CEGOFLAEGEGVE. 020 024 023
1350682 SCEGDFLAEGGOVE. 047 048 035
1545767 TERETHESASLL 1883 546 a7
1567 690 DSGEGOFLAEGGGNA 066 [ 180
1536717 ADSGEGOFLAEGGONE, i 158 [0 =]
15948 NCFESHALGLORAL COYA_HIRAN/ CO45 HOMAN (&5 [ 1%
TE65018 SRR T03_HUMAN fET] 33 030
T88.037 HEESALGUCENR CO4A HUMAN | COS_HMAN 117 33 185
7 STTHREWESASLIR, C03_HUMAN 103 3 193
SRGLGLPGPFDVPDEAAVERF e AN =] 164 136
[SSEYSRIFTSS ToN NRGDSTFES FEA B 135 131 50
AUPPNNSNAAEDDLPTVELQGVVFR FI3A_BUMAN 184 131 17
DEAGSEADHE TS TER ARSI FEA,_HUBMAN 3] T8 FYE
[EEE Y RGP SE TRy N CDR TFESEE [FEA_ e [%i] [ [
S5 SR TSS TS YR DS TFESRSY FEA BN 14 [3E] 097
[FVESGETFFEY Y L CARPEPE A5Fos. TES A ¥ 1068 K]
SSSYSRIGFT S5 TS NRGDSTFESESVEM FEA HUBAN 52 [ ]
3 FEA_HUMAN 0 100 50
=4, BN 33 [ 74

Tabella 16. Confronto tra i ratio dei peptide sierici determinati per I pazienti affetti da tumore renale e quelli riportati da
Villanueva et al. per il tumori della prostata, della vescica e della mammella in stadio avanzato rispetto ai soggetti sani.
L’identificazione dei peptidi & stata condotta sulla base degli score di Mascot maggiore della soglia di identita (rosso) o di
omologia (blu)

La sovrapposizione di molti di essi mette ancor piuevidenza limportanza di proteasi
specifiche nel sangue. Utilizzando criteri robyséir la valutazione della sottoratio fold
change<0,5) o sovra-concentrazionefjo fold change>1,5) come gia suggerito in letteratura é

possibile notare cometilend di espressione peptidica tra il tumore renale atle tre patologie
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mostri un basso livello di coerenza: il 38% pezatcinoma prostatico, il 19% per il cancro della
vescica e il 24% per il tumore della mammella (T&p. Questo dato, pertanto, rafforza il fatto
che ogni tipologia tumorale potrebbe essere caiattga da un pattern degradativo tipico.

In accordo con quanto riportato dalla letteratuea gitre patologie anche per il tumore renale
sono state state identificate alterazioni di frantndella catena alfa del Fibrinogeno. Oltre a
quelle gia illustrate precedentemente, lo ione Mwr2422,07, che potrebbe corrispondere allo
stesso segnale &/z 2423 nello spettro MALDI-TOF in modalita lineare,aem/z 2423,09
osservato in MALDI-TOF modalitaeflectron & stato identificato come un frammento della
catena alfa del Fibrinogeno con sequenza compra&he583 e Met603.

Il segnale era sovra espresso nel siero di pazadfeiti da RCC e questo potrebbe riflettere
'aumentata espressione ed attivazione di protspscifiche per questo tipo di tumore. Tale
risultato € pero in contrasto con lo studio di &fillieva in cui e stato riscontrata una diminuzione
del 60% di questi peptidi.

Gli altri quattro peptidi identificati (Mr 2377,202601,30, 4088,02 e 4150,17) erano tutti
sottoespressi nei pazienti con tumore e derivah@dmplemento C4-A o B, dalla catena alfa
del fattore XIlII della coagulazione (F13A), dallaoRombina (THRB) e dallinibitore della
proteasi plasmatica C1 (IC1).

La ridotta espressione di entrambi i fattori C4-B @on risulta inaspettata in stati patologici in
quanto entrambi rivestono ruoli rilevanti nellaar@nce immunitaria, la memoria e le funzioni
effettrici della risposta immunitaria umordl La carenza di C4-A e B & stata gia studiata in
letteratura ed € spesso associata non solo a itumaranche a malattie infettive e
autoimmunt®.

Sono stati inoltre osservati, nell’analisi LC-ESBNS, due ioni aventi Mr 2601,30 e 2602,16 a
diversi tempi di ritenzione (RT) che potrebberorispondere al segnale ra/z 2603 rilevato
nello spettro MALDI-TOF in modalita lineare, comeepedentemente descritto. Entrambi i
peptidi risultavano sotto-rappresentati nei pazieah tumore. Il peptide a Mr 2601,30 € un
frammento del propeptide di F13A, il peptide attilasciato dalla Trombina, mentre il secondo
e un frammento della Serglicina (SRGN), un protieaglo con sequenze ripetute di un dipeptide
costituito da serina e glicina e caratterizzatarddte catene laterali di glicosamminoglicani. Il
core della Serglicina €& costituito da 158 residui amrmatidici che formano tre domini
funzionali e il peptide identificato in questo stuéa parte del dominio di glicosilazioff8 Ueda
etal. hanno gia riportato in letteratura che il livelleriso di questi due peptidi, cosi come di altri
peptidi inclusi nei clusters discriminanti, sontegdti in pazienti affetti da adenocarcinoma del

polmone, ma non hanno fornito informazioni circdol® concentrazion&. Lo ione am/z4089
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rilevato in MALDI-LM é stato identificato come laatena leggera della Trombina, tagliata dal
fattore Xa. Il complesso formato dal fattore Xal, fdtore Va, dai fosfolipidi e dagli ioni calcio
viene chiamato protrombinasi in quanto permettetrésformazione della protrombina in
trombing*2 Il C1 inibitore (o inibitore della C1 esterasil<TNH) & un inibitore delle proteasi
seriniche (SERum Protease INhibitors, SERPIN) doeda l'attivita di C1r, C1ls, MASP-1 e
MASP-2 nel sistema del complemento, fattore Xlaticreina nel sistema di contatto, fattore Xl
e trombina nel sistema della coagulazione, attredtissutale del plasminogeno (tPA) e plasmina
nel sistema fibrinolitico. In letteratura e stata dimostrato come la carenza di questo inibitore
connesso a patologie con quadro clinico carattatizda angioeders.

Tra gli altri cinque segnali, non implicati nei pessi di coagulazione del sangue o nel sistema
del complemento, solo per uno ionemé& 4052 in MALDI-LM, é stata ottenuta una possibile
identificazione come frammento di AKAl$dqoredi 31, sopra la soglia di omologia pari a 26).
Altre due sequenze amminoacidiche sono state éodat database di ricerca con stmrepiu
basso e possibili modificazioni variabili (ZC12Cnconoscoredi 26 e UBP2 con unsecoredi

25). Le AKAP (A-Kinase AnchoProteing sono un gruppo di proteine citoplasmatiche cagaci
legare la sub unita regolatoria deéfeotein Chinasi APKA) e AKA11 risulta essere espressa in

molti organi tra cui il ren&“,

5.3 Espressione proteica

| valori deiratios dei loro peptidi determinati mediante approdeibel-free identificati con uno
scoremaggiore della soglia di identita o di estesa omial¢>37) hanno permesso di individuare
alcune proteine i cui frammenti presentano valoalibondanza coerenti tra loro, ovvero tutti up
o down rappresentati. Per questo sembrerebbe mgiteipotizzare che il trend di espressione
peptidica possa riflettere la concentrazione seatalla proteina e in alcuni casi essere correlata
al loro significato biologico.

Attraverso i risultati proposti da Villanuew al. sia da quelli ottenuti dalle analisi oggetto di
tesi si potrebbero in questo modo valutare le tepeladi espressione di alcune proteine e la

generazione di uno specifico cluster di frammeetiggni tipo di tumoré™.
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Protein ratio

Accession (UNIPROT) Description
| patients/controls)
ISDPR_HUMAN Serum deprivation-response protein OS=Homo sapiens GN=SDPR PE=1 SV=3 0.56
iTl-IRB_HUMﬂ\N Prathrombin OS=Homo sapiens GN=F2 PE=1 SV=2 9.39
[ZYX_HUMAN Zyxin OS=Homo sapiens GN=Z¥X PE=1 SV=1 0.31
iSRGN_HUMAN Serglycin OS=Homo sapiens GN=SRGN PE=1 5V=3 0.52
ETMSLS._HUMAN Thymosin beta-4-like protein 3 OS5=Homo sapiens GN=TM5L3 PE=2 SV=] 0.47

Tabella 17. Ratio dell’espressione differenziale delle proteine, non citate da Villanueva et al, aventi un trend di
espressione coerente con i loro derivanti peptidi endogeni determinati mediante approccio label-free. L’identificazione
dei peptidi é stata condotta sulla base degli score di Mascot maggiori di 37 (soglia per l'identita o I'omologia estesa). Il
ratio € stato calcolato tra i due pools di siero di 80 controlli e 62 pazienti ccRCC sommati a 18 pazienti non-ccRCC.

Delle proteine elencane nella tabella 18 solo trgueste, il ratio proteico € in accordo con
quanto riportato in letteratura.

In particolare , la Protrombina (THRB) ha mostratoelevata over-espressione e quasi tutti i
nove peptidi, identificati e quantificati come framanti della Protrombina mediante approccio
LF, avevano umatio peptidico molto alto, che correla con un maggiakre di concentrazione
nei pazienti coerentemente con il relatratio proteico (Tab. 18).

La protrombina (fattore 1l) € una glicoproteina7@ KDa € il precursore inattivo della Trombina
ed e formata da una unica catena poliptidica. Quesiteina e costituita da quattro regioni: il
frammento 1 (Ala44- Argl98), il frammento 2 (Serd®&@327), una catena leggera (Thr328-
Arg363) ed unacatena pesante (lle364-Glu622). lesfdrmazione in trombina avviene
attraverso una serie di reazioni catalizzate dadptesso costituito dal fattore Xa, dal fattore Va,
dai fosfolipidi e dagli ioni calcio. Il fattore Xscinde la protrombina in due parti: una contenete i
frammenti 1 (Ala44- e 2 l'altra costituita dallagmombina 2. La trombina deriva dalla
protrombina 2 quando questa viene scissa dal éXarin due polipeptidi'’?*2

Tutti i nove frammenti identificati in questo staodcoprono solo la regione proteica compresa
tra Arg314 e Arg363. Questo e in accordo con i jpdssiti di taglio del processo di attivazione
della Protrombina. E risaputo che sulla superfiigiba membrana fosfolipidica cellulare che lega
la sequenza N-terminale della Protrombina, il Fatt§a rimuove il peptide di attivazione e
taglia la parte rimanente in catena leggera e pesalivello di Arg327 e Arg363. Tuttavia non é
ancora chiaro se gli altri peptidi piu piccoli, caglio dopo Arg314, possano essere rilasciati nel
naturale processo di coagulazione del sangue. N#lidio oggetto di tesi sono stati trovati
frammenti over-espressi nel siero dei pazientitafta tumore renale, alcuni dei quali coprono
quasi l'intera catena leggera. Inoltre altri quatirammenti tra quelli presenti in maggiore
concentrazione nei pazienti, coprono l'intera segasdel frammento 2, da Arg314 a Arg327. E
da evidenziare anche il fatto che livelli siericingentati del frammento di Protrombina con
sequenza T315ATSEYQTFFNPR327 (segnala/al561,77) sono stati gia descritti in tumori
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della mammella al IV stadio. Inoltre, in un reced®oro pubblicato e stata riportata una
concentrazione aumentata nelle urine di paziefettafla carcinoma della vescica della forma
intatta della proteina, che é stata inclusa in anngllo proteico diagnostico a causa della sua

grande efficacia nella discriminazione della popaae dei pazienti da quella dei controlli.

Anche la proteina citosolica SDPRdrum Deprivation-Response Fagdt@r stata individuata
come sotto-espressa (Tab. 18) come riportato iersiivstudi di neoplasia. SDPR si lega alla
fosfatidilserina e la principale proteina di legapresente nelle piastrine. Inoltre, SDPR lega
specificamente PKC e svolge un ruolo importantdisgare le PKC alle caveolad¥.

Il gene che codifica per questa proteina e stasocato alla capacita delle cellule normali di
controllare la crescita di cellule tumorali adiatief stato inoltre dimostrato che SDPR &
espresso in maniera estesa in tessuti umani, oigaressere diminuito in molte cellule tumorali,
comprese quelle della prostata, del rene e deiékpiluminale della mammella. In aggiunta, il
gene SDPR si trova sul cromosoma 2033246, che Haltaurprobabilita di perdita di
eterozigosita in alcuni tumori del polmof€. In conclusione, la proteina SRBSHR-related
gene producthat binds c-kinageé anch’essa indotta dalla deprivazione del seet@ssociata
alla Protein Chinasi C248. L'espressione di SRBSLiIta essere soppressa nei carcinomi del
polmone e della mammella apparentemente a causedielezione genica o di una metilazione
Inoltre dati recenti suggeriscono il potenziale @dsdSDPR come biomarcatore che porta alla
diminuzione di Fhi1: é stato trovato infatti chedpressione genica di SDPR e di FHL1 e ridotta
in maniera significativa in tumori della mammell&(,001 e p<0,02), del rene(p<0,01) e della
prostata (p<0,05). La soppressione dell’espressioisPR e Fhll e guidata da Src in maniera
indipendente da Protein Chinasi Mitogeno-AttivatiAPK). Infatti gli autori hanno stabilito che
Fhil induce I'espressione di SDPR in cellule Sasformate e che, come Fhll, Src utilizza Cas
(Crk-associated substrat@er sopprimere I'espressione di SDPR. Questltagisono coerenti
con altri lavori pubblicati in letteratufd®*%

In accordo con le conoscenze attuali relativamafitesua espressione nei tumori anche per la
proteina Zyxin puo essere riportata una sotto-esprae sulla base della concentrazione dei suoi
sei frammenti identificati (Tab. 18).

Zyxin € un componente del complesso adesione focalesvolge un ruolo centrale nella
polimerizzazione del filamento di actina in celldiemammifer§® Varie evidenze dimostrano
che zyxin puo funzionare per reclutare componegtessari per I'assemblaggio dell’actina a siti

specifici della cellula e stimolare la polimeriziza®e dell'actina stessa.
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E interessante notare che zyxin mostra un se@matéonale che parte dal nucleo e arriva ai siti
di adesione cellulare. Henat al. hanno inoltre suggerito che tale proteina abbiauaho nella
promozione dell'apoptosi attraverso il legame allccicellulare e la Proteina 1 regolatrice
dell'apoptosi (CARP-1) tuttavia il suo ruolo netlegolazione dell'apoptosi & controverfso

La ridotta espressione di questa proteina € skgaciata con la progressione del cancro della
vescica, ed €& stato mostrato che Zyxin agisce comme soppressore tumorale
nel sarcoma di Ewing e in cellule di cancro allagbata. Sebbene questi risultati indicano un’
attivita soppressiva del tumore, le vie di segrialez e i meccanismi molecolari connessi alla

224 Un lavoro recente condotto

soppressione del tumore rimangono in gran parte amoari
mediante RT-PCRWesterrBlot riporta che Zyxin & un target genico direttondR-16, un
mMiRNA particolarmente up-regolato nelle cellule tiehore alla laringe quando confrontate con
tessuto normale. MiR-16, legando Zyxin, potrebberawna profonda influenza sull’adesione e
sulla migrazione cellulare. Questi risultati sonocaccordo con il fatto che I'ablazione genetica
della Zyxin causa la mislocalizzazione di MerMdafnheimia succiniciproducene VASP
(vasodilator stimulated phosphoproteif’aumentata motilita e il deficit nel rimodellanmto
dell’acting?>.

E’ stato studiato che Zyxin partecipa alle dinareidell'actina legando le VASP, un’interazione
che avviene attraverso le sequenze ripetute ridctirolina dell’N terminale dell’ActA. Dato
che il legame di Zyxin a molte molecole, attragerslomini LIM, necessita di fosforilazione,
sembra probabile che la fosforilazione possa akdimterazione testa-coda e, quindi, I'attivita
di Zyxin. | mutanti puntiformi di Zyxin ad un sitdi fosforilazione noto, la serina, presentano
un’ alterazione dell’abilitd del frammento dellaotgina di legare direttamente un altro
frammento del dominio LIM. Questi dati suggeriscatne la fosforilazione di Zyxin a livello
della Ser142 porti alla perdita dell'interazionstéecoda, causando un cambiamento nell’attivita
di Zyxin nei contatti cellula-cellufd®. E interessante notare che sono stati identifisatb nei
campioni di siero dei controlli, due frammenti egdoi di Zyxin contigui nella sequenza e che
sono stati tagliati a livello del sito di fosforziane Serl42-Serl143: un frammento a Mr 3426,70
corrispondente alla sequenza E11EIFPSPPPPPEEEGAGPERPQPREKVS142, identificato
con unoscoredi 28 e sopra la soglia di omologia ed un secontr 8008,50 avente sequenza
S143IDLEIDSLSSLLDDMTKNDPFKARVS169. Recentemente Siag et al. hanno studiato
gli effettori delle integrine nel carcinoma or&fe utilizzando un approccio proteomico basato
sulla spettrometria di massa. | suddetti autori nbardeterminato che una riduzione
dell'espressione di Zyxin porta ad una modulazialela migrazione cellulare, una ridotta

resistenza nelle linee cellulari tumorali al cispla e una diminuzione della proliferazione. Tra

136



gli effettori delle integrine studiati in questovtac®’, la riduzione mirata della Talina ha
prodotto il maggiore impatto sui processi adesidipendenti, inclusi I'invasione, la migrazione
e la chemioresistenza. In accordo con i dati otterd stato identificato il frammento
FAO9GLEGDEESTMLEDSVSPKKSTVLQ433 (Mr 2725,30), pnete solo nei campioni dei
controlli, appartenente alla Talina-1 (TLN1).

Per altre due proteine identificate riportate andlabella 18, invece i livelli di espressione sono
in disaccordo con quanto riportato in letteratura.

Il segnale a Mr 2602 Da é stato identificato conaenimento della proteina Serglicina ed e stata
trovata sotto-espressa mostrandoratio in disaccordo con i dati presenti in letteraturaa
Serglicina (SRGN) e una proteina facente parteadd#isse dei proteoglicani meglio nota come
granulo di cellule ematopoietictfé E stato trovato che la serglicina & sintetizairacellule
endoteliali, & localizzato nelle vescicole citoptasiche ed & secreto costitutivaméfite

La struttura di questa proteina presenta la ripetezdi dipeptidi Ser-Gly e viene modificata con
diversi tipi di catene laterali glicosaminoglicaha Serglicina intracellulare & responsabile della
conservazione e della secrezione di proteasi, cbleim®, citochine legandosi a questi fattori nei
granuli secretoff®. La Serglicina extracellulare & stato trovata raespressa in diversi tipi di
cellule tumorali umane, ed é in grado di promuovieranetastasi di cellule di carcinoma
nasofaringeo. Diversi studi hanno confermato abrglg$cin promuove la metastasi del cancro a
seguito della glicosilazione della core-proteine gfuo essere ottenuto mediante meccanismi di
secrezione autocrina e paracrina.

L’altra proteina identificata com&imosin p-4-Like Protein (TMSL3) e stata trovata sotto-
espressa: anche questo risultato € in contrastayeanto pubblicato in un recente studio. E’
stato dimostrato infatti, che 'aumento di TMSL3pruove la tumorigenicita ed il potenziale
metastatico, inoltre sembra indurre la farmacotesi delle cellule malighe.

Questi dati discordanti possono essere spiegatil ¢atto che siccome poiché il presente lavoro
e stato svolto a livello peptidomico, queste ddfeze potrebbero essere ascritte alla presenza di
peptidi condivisi tra isoforme proteiche multipleeati diversa abbondanza o alla presenza di
modificazioni post-traduzionali della proteina cpertano ad una diversa concentrazione del

peptide modificatg® 2%

In conclusione, i risultati di questo lavoro diitesostrano la possibilita di costruire dei modelli
discriminativi sulla base di cluster di peptidiisedi elevata accuratezza che permettano di
distinguere non solo i pazienti dai controlli mgpiadutto i tumori renali benigni da quelli

maligni e dai soggetti sani.

137



La caratterizzazione mediante metodica nLC-ESI MS/Mel siero purificato con biglie
magnetiche ha permesso la costruzione di un daathapeptidi endogeni che consente di
aumentare la conoscenza e l'informazione circafitda delle specie presenti.

Inoltre I'approccio LC-MSlabel-freesi e rivelato unvalido metodo per la verifica dei risultati
ottenuti mediante strategia grofiling MALDI-TOF applicata alla ricerca di biomarcatori: E
stata possibile, inoltre, I'individuazione di privie con espressione alterata che potrebbero

fornire importanti informazioni sulla patogenesinorale.
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