ANEXO

PROGRAMA

FUNDAMENTOS Y OBJETIVOS

El curso analiza en profundidad | as técnicas de espectrometria de masa

Utiles para el estudio de moléculas termol &biles, especialmente de alto peso molecular,
incluyendo biomacromoléculasy polimeros sintéticos. Entre ellas, las de mayor uso en
la actualidad son las que utilizan como método de inonizacion (1) la
desorcién/ionizacién molecular asistida por una matriz e inducida por un laser
ultravioleta (UV-MALDI) y (2) la nebulizacion bajo la accidon de un campo eléctrico o
ionizacién por electro-spray (ESI) agregandose recientemente (3) métodos hibridos de
desorcién-ionizacion como PESI, DART y DESI. En todos |os casos se trata de un
método suave de ionizacién-volatilizacion que permite caracterizar masas molaresy
estructura de macromol écul as aisladas asi como su distribucién en mezclas de las
mismas presentes en soluciones, suspensiones e in situ en sistemas complejos naturales
(biosistemas) o sintéticos (perfiles y mapas moleculares por espectrometria de masa).

PROGRAMA

Parte 1: Métodos de ionizacion

1-El andlisis de iones gaseoso mol eculares como herramienta analitica, espectrometria
de masa (MS). Andlisis de bio-macromoléculas por MS. Determinacion de pesos
moleculares y de estructura quimica. Fundamento de los métodos de ionizacion Utiles
basados en desorcion (FD, PD, FAB, SIMS, LD, MALDI, UV-MALDI), en
nebulizacion (ES, TESI, ESI) y desorcién-nebulizacién (PESI, PPESI, DESI). Campo de
aplicacion de cadauno, ventgjas y limitaciones. La problemaética de preparacion de las
muestras para UV-MALDI-MSy ESI-MSYy en los demés casos.



2-UV-MALDI: Absorcién de sélidos. Excitacion con fuentes laser de 266 y 337 nm.
Fendmeno de desorcion / ionizacion. Analisis de |os iones gaseosos generados.
Espectrometria de masa por desorcion laser (LD-MS). Uso de fotosensibilizadores
(matrices) en laregion UV parainducir desorcion del aceptor (analito). Espectrometria
de masa con desorcion/ionizacion inducida por laser ultravioleta asistida por una matriz
(fotosensibilizador) (UV-MALDI-MS). Propiedades de las matrices. Preparacion de las
muestras. Generacion de ion molecular intacto e induccién de fragmentaciones.

3-ESI. Generacion de iones moleculares policargados. Modelo de Dole (RMC) (Taylor;
Coulomb; Raleigh). Desarrollos de Fenn. Determinacion de larelacién m/z. Influencia
del medio en e proceso ES| (polaridad, pH, sales). Nano-ESI. Z-ESI.

4-Fundamento de los analizadores de iones gaseosos de uso actual (TOF, E-B Q, IT,
FTICR, OrbiTrap), campo de aplicacion actual, ventgjasy limitaciones.

5-La fragmentacion como herramienta analitica en espectrometria de masa. Formas de
evitarlay formas de inducirla. Accesorios o celdas CAD, CID, ECD (El), IRMPD, FI
(CD). Espectrometria de masa tandem (M Sn). Modo de operacion PSD en el analizador
de “tiempo de vuelo” (TOF-PSD y TOF/TOF). Lafragmentacion en procesos UV -
MALDI y en ESI.

6-Equipamiento comercial actual por combinacién de UV-MALDI y de ESI con
diferentes analizadores de iones (i) solos (Q, TOF, IT, FTICR, OrbiTrap) o (ii) en
tandem (QqQ, Q/TOF, Q/IT, IT/TOF, TOF/TOF, FTICR, Q/FTICR). Criterio para
seleccionar la combinacion més ventajosa. Posibilidades y limitaciones.

7-Protocol os actuales de trabajo en protedmicay glicomicay otras“omicas’.
Combinacién de datos experimental es con banco de datos y programas de simulacion
(*anovo™). Protocol os de trabgjo “ buttom-up” y protocol os “top-down”

8- Macromoléculas presentes en superficies naturales o sintéticas. Andlisis cuaitativo y
cuantitativo de su distribucion. Perfiles-mapas molecul ares de superficies (Imagen por
espectrometria de masa; IMS). Posibilidades actuales de IMS: SIMS, LD, MALDI, PES|



y DESI. Aplicaciones. Macromoléculas presentes en célulaintacta.

9-Movilidad ionicadiferencial en fase gaseosa (lon Mobility, IM) como accesorio en €l
espectrometro de masa (lon Mobility Mass Spectrometry, IMMS). Fundamento.
Diferenciacion de especies con idéntico peso molecular y diferente estructura molecular
(isdbmeros). Aplicaciones: moléculas quirales, hidratos de carbono, comple os proteicos,
entre otros.

10-Conclusiones. ¢Desorcion (UV-MALDI) vs nebulizacion (ESI) en el campo de las
macromol éculas, competencia o complementariedad?

11-LaEM atémica como método analitico de alta sensibilidad para deteccién de
heterodtomos complejados en muestras naturales biologicas y sintéticas. Camaras de
ionizacién | CP, fundamento y caracteristicas. Equipos comerciales (ICP-Q; ICP-IT;
|CP-TOF; ICP-Orbi-Trap). Aplicaciones actuales (alimentos; quimicaforense; andlisis
clinicos; mineria, citometry M S, etc).

Parte 2: Aplicaciones

Determinacion de pesos moleculares y de estructuras de bio-macromol écul as (proteinas,
nucledtidos, nucledsidos, vitaminas, etc.) y macromoléculas en general. Andlisis de
maodificaciones postransduccionales en proteinas. Andlisis de comple os moleculares
nativos. Folding y unfolding de proteinas. Analisis de la composicion de biopolimeros
(oligosacéridos, polisacaridos, lipidosy compuestos glicoconjugados;), determinacion
de laestructura, del peso molecular y de larelacién cuantitativa de los oligémeros.
Comparacion de UV-MALDI-MSYy ESI-MS con otras técnicas de uso en la analitica de
macromol écul as (espectrometrias de masa: FD-MS, FAB-MS, SELDI (SALDI), DIOSy
SIMS; técnicas cromatogréficas. SEC; técnicas electroforéticas). Aplicaciones concretas
en el campo de la biologia molecular, en € andlisis de célula (tgjidos) intactos, en la
caracterizacion de biosistemas compljos por sus perfiles metabdlicos, en el campo de
control de calidad de alimentos, de monitoreo en librerias combinatorias, en
organometdlicos y en polimeros sintéticos.
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