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RELAZIONE ILLUSTRATIVA

PROCEDURA NEGOZIATA IN ESCLUSIVA,
Al SENSI DELL’ART. 57 - COMMA 2 LETTERA B) - DEL D.LGS. N. 163/2006
PER LA FORNITURA DI UN SISTEMA LIQUIDO MASSA (LC MS/MS) ORBITRAP FUSION
TRIBRID TECNOLOGY OCCORRENTE ALL’LR.C.C.S. GIANNINA GASLINI
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11 sottoseritio Prof. Lorenze Moretia, in qualith di Direttore Scieatifico dell'Istituto (5. Gaslini (Via
(. Gaslind, 5, Genova) e responsabile del progetfo “Bvilu ppo di tecniche di proteonica avanzata per

diagnosi molecolare nello studio di patologie pediatriche™, avendo preso in visfone la dichiarazione
di unicitd relativa allo stromento Orbitrap Fusfon Tidbwid immt*x dalla ditta Thermo Fisher

Scientific S.p.A. con sede logale Strada Rivoltana 20090 Rodano - Milano, Codice Fiscale/PIVA

G7817950152

DICHIARA

che unico spettrometre di massa ehe atfuslmente consente, nefi'ambito del progetto di ricerca
sopracitato, lo sviluppoe di approcel proteomico-clinied innovativi & 'Ovbityap Fusion Tribrid,

Infatii, la combinazione di tre differenti analizeatori (Quadiupolo, Trappola Lineare & doppia
pressione e Trappola Orhitale FTMS) e lintegrazione di tre sistemi di frammentazione (CID, HCD
¢ BETD) consentonn ung caratterizzazione a Hvello proteomico precisa ed accurata, non sofo in
esperimenti con numeri di cellole dell*ordine ¢i grandezza di 1 mifione, ma anche nel caso di
sottopopolaziond cellulari molte rare (dell’ordine di grandezza di centomils cellide),

Le prestazioni che conferiscont unicitd e quindi parametri di eceellenza nel campo delta sensibilita,
della caratterizzazione shrutturale e dell'analisi quantitativa sono le seguenti:

Tecnologia FTMS sia in MS1 che MSn con altissima visoluzione e acenvatezzs di massa,

Lo spettrometro di -magsa Fusion Tribrid si basa sulla tecnologia Orbirap FTMS (Fourler
Transform Mass Spectrometry) ¢d 2 in grado di ottencre una risoluzione di massa pari a 450,000
FWHM. Aftraverso questa elevatissima risoluzione ¢ possibile caratterizzars in manicra univoca i
peptidi, le proteine intere ¢ le diverse modifiche post traserizionnli.

L'accuratezze di masse & mantenuta costantemente sotto il valore di 1 ppm grazie ad un calibrante
interno.

Differenti tecaiche 8i Frammentazione disponibili in ogni fase MSn per Videntificazione
peptidicn ¢ pér Ia caratterizzazione i glicopeptidi. Tecniche differentt per Pidentificazions di
sequenze peptidiche efo proteiche aumentano il grado di confidenza necessario per una couralia
valutarione dei sistemi proteici analizzati, Grazie alfa presenza di tre analizzator ¢ di tre teeniche di
frammentazione € possibile selezionare la modalith di frammentazione in qualsiasi fase di MSn ¢
quindi di sviluppare metodi capaci i affrontare la complessitd strutturale dei glicopeptidi.
Considerando che molti marcatori seno glicosilati e che i differenti gradi di glicosilazione comelano
con l'aggressivith tumorale, la caratterizzazione di glicopetidi & di primaria importanza nel nostri
studi ¢ cid & reso possibile sull'Orbitrap Fusion mediante 1n. approseio unico, denominato "FT-
FIMS2 (HCD) pd-CID/ETD/HCD” che consente di avere contemporaneamente. i rilevamento e
Midentificazione del peptide e del glicano. A supporto sf riporta un interessante articolo apparse
reécentemente in letteratura: Novel LO-MS? producy dependent purallel daia acquisition function and
aata analysis worlflow for sequencing aud identificatton of imtact glyeopeptides. Anel Chem. 2014
Jun 3:86(11):5478-86, Wu SW1, Pu TH, Viwer R, Khoo KH.
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Elevaty sensibilitd in matriel complesse come lisati cellulari.
L altissima risoluzione e le nuove ottiche di campionamento ¢ di trasmissione ivoica, permettono
allo spettrometro di massa Fusion Tribrid i raggiungere livelll di sensibilitd pari a qualche attomole
di protelna. Grazie all’slevata specificits, di dvelazione, date dalla risoluzione, & possibile
ragpiungere quest! livelli di sensibilita anche su mafrici estremamente complesse come | lisati
cellularl. Questa capacita & di valore critico per scoprire o monitorare coneentrazioni molto bagse di
biomarcatori di diverse patologie. .
Elevata welocith di acquisiziong MS/MS associata ad wn elevato grado di tpPSMs {true
pﬂmtnve peptide-to-spectrum matehes), Un cellula umana contiene appmwmatwammm 10000
proteine, Lo spettrometro di massa necessario per 1o studia dei cmmpxmu descritti nel progetio i
ricerca deve essere in grado di coprire, 4 livello &’identificazione, la quasi totalith di proteine in un
intervallo di poche ore, Lo spettrometro di massa Fosion Tribrid visponde a questo requisitc in
quanto & in grade di fornire simultaneamente una velocitd di scansione MS/MS pari s 20Hz sulla
trappola lineare ¢ 18 Hz sull’analizzatore FTMS Orbitrap. In entrambi gh analizzaloui essendo
scansioni derivanti da trappole ionfcht, il rendimento della rivelazione & molto elevato poické non
sussistono perdite di segniale, classiche di altri analizzatori come Quadrupoli o Tempi di Volo
{TOF). L'alta qualitd dello spettro di frammentazions permetie di ottenete wn elevato grade d
tpPSMs. A sostegno di queste affermazioni esistono divetsi lavord in letteratura di seguito si riporia
il primo uscito nel 2014: The ane howr yeast proteome, Mol Cell Proteomics. 2014 Jean; 13(1):339-
47 Hebert AS. Richends AL, Bailey DJ, Ulbrich A, Coughiin EE, Westphall M5, Coon JJ.
Acenrata guantificazione per 11 sistema mudtiplex a 18 canali serza problemi di riproducibilith
& semgitivith cansati da interferenze di font contaminant, Al fine di poter comprendere paintogie
complesse conse il cancro, & necessaria Panalisi di molti campioni, I sistemi multiplex con “‘Lnttmn
di quantificare i cambiamenti proteici in pzmlie:io abbattendo 1 problemi di iempo, cosio
variabllitd stramentale, L aumento del numero di campioni apalizzeii consente di utilizzare i p(ﬁ’fﬁ"ﬂﬂ
strumenti della statistica per individuare biomarcator fortemente significativi. La proteomica
quantitativa deve essere sofida, affidabile ¢ non soggetta ad aleun dubbio nella valutazione dei
rapport reletivi di abbondanza quantitativa, 1 sistema Orbitrap Fusion soddisfa queste esigenze
mediante Ia risoluzione {spesso st tratta di separare masse che differiscono di 6 mDa) ed elevate
velocitd di scansione ¢ frammentezions. Inoltre, questo spettrometio possiede una caralterdstica
tecnologica unica che consente la selezione sinerona di foni precursoti per effetiuare esper imenti di
MS3. In guesto modo si elimna ogm possibile effetto di disturbo nella stima delle intensitd degli
ioni marcatori mulh;plui ¢ quindi i riduce al minimo la possibilith di errore sulld quantificazione
proteica. Df seyuito si eftano due tavord, il primo & relativo allo sviluppo del metodo. il secondo
descrive la sua applicazione nel sampo dell'imnminio-proteoinica:
MultiNoteh MS3 enables accurate, sensitive, and mudtiplexed detection of differentiol expression
across cancer cell Tine profeomes. dnal Chem. 20014 Jul 13:86014): 7150-8,
Medlister GCL, Nusinow DP, Jedrychowski MP, Withr M, Huttlin EL. Erickson BR, Rad R, Hoas
W, Gygi SP.
Quantitative femporal viromics: an approach to investigate host-puthogen Inferaction, Cell, 2014
Jun 5;137(6):1460-72. Weekss MP1, Tomusee P, Huttlin EL, Fielding CA, Nusinow D, Staion &,
Wang EC. Aicheler R, Murrell §, Wilkinson GV, Lehner BJ, Gygi SP.

L integrazione di quasta nuova tecnolegia di Tronticra con quelle all avapgunrdia gid presenti presso
I'istituto G, Gaslind consentiranna di aumentare it valore complessivo della ricerca ¢ delia sua
diretla applicazione ad wna diagnostica avanzats,

Prof. Torenzo Moretta
Direttore Scientifico
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