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SOMMARIO 

L’interesse per lo sviluppo di nuovi metodi e per l’applicazione di tecniche ifenate è 
generato dalla necessità di caratterizzare campioni biologici complessi. Questo 
lavoro affronta l’applicazione e la messa a punto di tecniche ifenate allo scopo di: 
a) identificare un nuovo biomarcatore da associare al PSA (Prostate Specific 
Antigen) per la diagnostica del cancro prostatico, b) sviluppare una nuova tecnica 
ifenata per l’analisi di glicosfingolipidi. 
Negli studi di proteomica clinica, destinati all’identificazione di nuovi biomarcatori, i 
maggiori problemi sono legati all’incompatibilità dell’intervallo di sensibilità degli 
strumenti di rivelazione con l’intervallo di concentrazione delle specie proteiche e 
peptidiche presenti nei fluidi biologici. Pertanto, poiché l’intervallo di sensibilità 
degli strumenti di rivelazione non può essere variato, il passaggio cruciale è 
rappresentato dalla riduzione dell’intervallo di concentrazione tra le specie più 
abbondanti e le specie meno abbondanti nei fluidi biologici in esame. Nel caso del 
siero ciò è stato ottenuto grazie all’eliminazione della frazione contenente le 
proteine a maggior abbondanza mediante immunodeplezione selettiva. Le frazioni 
seriche a bassa abbondanza preparate da 30 pazienti affetti da cancro alla 
prostata (ADK) e da 30 soggetti controllo sono state analizzate tramite MALDI 
profiling. La metodica applicata ha permesso di individuare delle differenze 
statisticamente significative nell’espressione di alcune componenti proteiche, 
rivelate dalla presenza di picchi differenzialmente espressi negli spettri di massa 
ottenuti. Tuttavia, il punto fondamentale per il trasferimento dei risultati ottenuti in 
diagnostica clinica è rappresentato dall’identificazione delle specie proteiche 
contenute nel profilo di massa MALDI al fine di poter utilizzare tecniche 
immunometriche per la validazione dei dati e sviluppare metodi di dosaggio su 
larga scala applicabili in diagnostica clinica. Grazie all’ifenazione tra tecniche 
cromatografiche, quali la cromatogafia per gel filtrazione e la cromatografia a fase 
inversa, condotte rispettivamente su uno strumento HPLC e su uno strumento 
nano LC, e tecniche di spettrometria di massa MALDI, è stato possibile identificare 
il picco 2021 m/z, statisticamente variato, che corrisponde al peptide C3f, derivato 
dalla proteolisi del fattore del complemento C3, e la sua aumentata espressione in 
pazienti ADK+ a bassi valori di PSA, è stata confermata attraverso un esperimento 
di immunoblotting. I risultati sono stati validati su un secondo gruppo di pazienti e 
controlli. L’aumento di tale peptide indica una deregolazione del fattore del 
complemento C3 che viene inattivato a iC3b, il quale inibisce il ciclo della via 
alternativa del sistema del complemento impedendo l’associazione del fattore C3b 
al fattore B. Il peptide C3f potrebbe pertanto essere usato in associazione con il 
valore serico di PSA per ridurre il numero di pazienti “falsi negativi”. 
Un altro aspetto importante della ricerca biomedica e indirettamente della 
diagnostica clinica è rappresentato da una classe di molecole di segnale che si 
sono rivelate importanti in numerose patologie quali malattie cardiovascolari e 
neurodegenerative, tumori, malattie d’accumulo lisosomiale e sindrome 
metabolica. Nonostante il crescente interesse clinico, l’analisi dei glicosfingolipidi 
non gode di tecnologie ad alta automazione che permettano una facile 
identificazione e quantizzazione di specie con pesi molecolari spesso molto simili. 
Attualmente tale caratterizzazione avviene tramite l’utilizzo di precursori radioattivi, 
oppure di coloranti che non permettono una quantizzazione precisa, o di metodi 
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LC-MS di grande precisione ma dispendiosi in termini di tempo e di coinvolgimento 
dell’operatore. 
Attraverso l’ifenazione diretta HPTLC-MALDI, è stato possibile effettuare una fine 
analisi qualitativa e quantitativa del profilo glicosfingolipidomico estratto da 
mioblasti murini, distinguendo per ogni glicosfingolipide tutte le varianti a diversa 
catena di acido grasso presenti. Un aspetto importante è che lo sviluppo 
metodologico è stato accoppiato ad una analisi di campioni biologici i cui risultati 
sono stati confrontati con quelli precedentemente ottenuti attraverso l’utilizzo di 
precursori radioattivi e successiva analisi densitometrica su glicosfingolipidi estratti 
da mioblasti wild-type e overesprimenti la sialidasi NEU3. Pertanto, l’ifenazione 
proposta si è rivelata di grande applicabilità alla caratterizzazione dei 
glicosfingolipidi in quanto riduce i passaggi analitici necessari evitando l’uso di 
precursori radioattivi e di procedure di estrazione della banda dal gel di silice, e 
potrà essere applicata allo studio di diverse condizioni fisiologiche e patologiche 
per identificare potenziali biomarcatori. 
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ABSTRACT 

The interest for the development of new methods and the application of 
hyphenated techniques for complex biological samples characterization is growing, 
nowadays, more and more. This work faces the application and setup of 
hyphenated techniques with two aims: a) to identify a new biomarker that can be 
associated to PSA (Prostate Specific Antigen) for prostate cancer (ADK) diagnosis, 
b) to develop a hyphenated technique for glycosphingolipids analysis. 
In clinical proteomics, the identification of new biomarkers is hampered by the 
discrepancy between the quantitative range of detection of instruments and the 
concentration range of proteins and peptides in biological fluids. Since the 
quantitative range of detection of instruments cannot be changed, the critical point 
is to reduce the dynamic range in examined biological fluids. In serum, this can be 
obtained by the elimination of high abundant proteins thanks to a selective 
immunodepletion. The serum low abundant protein fraction from 30 ADK patients 
and 30 controls was analyzed by MALDI profiling. The applied methodology was 
able to detect differentially abundant peaks in spectra of ADK vs no ADK controls. 
To transfer the obtained results in clinical diagnostic, the identification of species 
revealed by MALDI profiles is mandatory for two main reasons: data validation 
through the use of immunometric techniques and methodological development for 
a large scale test. Thanks to the hyphenation between chromatografic techniques, 
such as gel filtration on a HPLC and reverse phase on a nanoLC, and MALDI mass 
spectrometry, we were able to identify the highly changed 2021 m/z peak, that 
corresponds to C3f peptide and that derives from the proteolyses of Complement 
C3b. To confirm its increment in ADK patients with low PSA values an 
immunoblotting experiment was conducted. The results were validated on a 
second group of patients and controls. The increase of C3f expression could be 
related to a deregulation of C3 complement, cleft to iC3b, that inhibits the self-
feeding cycle of the alternative pathway hampering the association of C3b to factor 
B. Therefore C3f peptide could be used in association to PSA serum value to 
decrease the number of “false negative”. 
An important aspect of the biomedical research and, indirectly, of clinical diagnostic 
is represented by a class of signal molecules that are important in a number of 
diseases, including neurological and cardiovascular disorders, cancer, lipid storage 
diseases, and the metabolic syndrome. Despite the increasing clinical interest, 
glycosphingolipids (GSLs) analysis cannot benefit by high-throughput techniques 
that allow an easy identification and quantitation of these species, characterized by 
similar molecular weights. Actually, their characterization is based on radioactive 
counts after metabolic radiolabeling, or on staining with proper dyes that doesn’t 
allow a precise quantitation. New approaches including LC-MS are largely used but 
they are time consuming and operator dependent. 
We develop the direct hyphenation HPTLC-MALDI, to obtain a precise qualitative 
and quantitative analysis of the glycosphingolipids profile from murine myoblasts, 
and to distinguish every fatty acid chain variant for each GSL. An important aspect 
is that the methodological setup was coupled to biological samples analysis and 
results were compared to those obtained through the use of radioactive precursors 
and densitometric analysis on GSLs extracted from wild type and NEU3 
overexpressing murine myoblasts. The proposed hyphenation is of great 
applicability to the glycosphingolipids characterization because it reduces the 
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analytical steps, it avoids the use of radioactive precursors and silica scraping, and 
it could be applied to the study of different physiological and pathological 
conditions to identify potential biomarkers. 
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APCI: Ionizzazione Chimica a Pressione Atmosferica (Atmospheric Pressure 
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APPI: Fotoionizzazione a Pressione Atmosferica (Atmospheric pressure 
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SPE: Estrazione in fase solida (Solid Phase Extraction) 
TFA: Acido TriFluoroacetico 
TLC: Thin Layer Chromatography 
ToF: Tempo di volo (Time of Flight) 
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1 INTRODUZIONE 

1.1 Le tecniche ifenate 
Il termine “ifenazione”, derivante dall'inglese hyphenation, è stato introdotto per la 
prima volta da Hirschfeld nel 1980 [1], e si riferisce all’accoppiamento in serie di 
due o più strumentazioni, direttamente interfacciate (on-line), delle quali la prima è 
basata su una tecnica cromatografica, atta a separare i vari componenti presenti 
nel campione da analizzare, mentre la seconda prevede l’utilizzo di un detector 
altamente informativo, come ad esempio l’ NMR o lo spettrometro di massa, per 
caratterizzare e identificare le varie frazioni. La definizione di ifenazione non si 
applica solo a tecniche sviluppate su macchinari direttamente connessi tra loro, ma 
anche a tecniche effettuate in serie, senza passaggi intermedi che coinvolgono il 
rimaneggiamento del campione. 
Recentemente, l’attenzione verso tali approcci è aumentata poiché finalizzata all’ 
identificazione di analiti presenti in concentrazioni minime (ad esempio per 
l’identificazione di impurità o per la conferma della loro presenza in composti di 
varia natura) e per lo sviluppo di metodologie che permettessero l’analisi di un gran 
numero di campioni in tempi brevi, evitando tutti gli svantaggi connessi alla 
variabilità introdotta dall’operatore e dall’elevato numero di passaggi necessari per 
processare il campione. 
L’ifenazione più conosciuta è l’accoppiamento HPLC-MS [2], in cui la cromatografia 
liquida viene associata ad una spettrometria di massa ESI (ionizzazione 
electrospray), sorgente che facilita il passaggio delle molecole di analita non 
cariche dalla fase liquida alla fase gassosa, sotto forma di ioni. La sorgente ESI 
può essere accoppiata a molti tipi di analizzatore: a triplo quadrupolo (QqQ), a 
trappola ionica (IT-MS), a trasfomata di Fourier (FT-MS), o ibridi come il QqTOF, 
costituito da un quadrupolo a cui segue una camera di collisione e un analizzatore 
a tempo di volo, il cui utilizzo dipende dall’applicazione richiesta. Accanto 
all’ifenazione HPLC-MS, l’ifenazione HPLC-NMR [3] ha il vantaggio di fornire 
informazioni di tipo strutturale, ma richiede un grado di purezza tale da non essere 
sempre facilmente applicabile [4].  
Un incremento di sensibilità, in cromatografia liquida, è stato raggiunto con 
l’introduzione della nano cromatografia liquida (nano LC) [5] che riduce i volumi di 
flusso e il diametro della colonna utilizzata, dell’ordine dei micrometri (µm). In 
campo proteomico l’ifenazione nanoLC-ESI-MS [6] è diventata la strategia analitica 
più utilizzata per la caratterizzazione e l’identificazione proteica. Essa permette 
un’analisi riproducibile e molto sensibile, vantaggio derivante dall’alta capacità 
separativa dello strumento nano LC. 
L’elettroforesi capillare (CE), nota per la sua alte capacità separativa e per i veloci 
tempi di analisi, è stata frequentemente utilizzata per l’analisi peptidica [7], ma non 
è mai diventata una tecnica di routine in campo proteomico [8]. Un motivo è 
costituito dalla difficoltà di accoppiare l’elettroforesi capillare alla spettrometria di 
massa: la prima richiede infatti l’applicazione di una corrente dell’ordine di decine 
di microampere (µA) contrariamente alle basse correnti (nA) tipiche della sorgente 
ESI, e manca inoltre un flusso costante che convogli le proteine nello spettrometro, 
a differenza di quanto si verifica nella cromatografia liquida. L’unico modo è 
accoppiare le due tecniche tramite delle interfacce, di cui quella a giunzione liquida 
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è l’unica commercialmente disponibile [9]. In aggiunta, la ridotta capacità di carico 
dell’elettroforesi capillare (nell’ordine dei nanolitri, contrariamente alla 
cromatografia liquida con valori nell’ordine dei microlitri) ne riduce la sensibilità. Per 
aumentare la capacità di carico, sono stati sviluppati metodi on-line basati 
sull’estrazione in fase solida (SPE) che concentrano il campione prima dell’analisi 
CE [10]. La conseguente ifenazione SPE-CE permette l’analisi di analiti in 
campioni biologici ma richiede un attento set-up sperimentale. Un altro problema 
che riduce di molto il campo applicativo dell’ifenazione CE-MS è la presenza di sali 
e surfattanti spesso richiesti per aumentare la selettività di un’analisi CE, ma a cui 
la sorgente ESI è molto sensibile [11]. Si è pensato perciò ad accoppiare 
l’elettroforesi capillare con la sorgente MALDI (acronimo di Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization) [12] tramite un meccanismo offline [13] data la maggior 
tolleranza di questa sorgente alla presenza di sali e tensioattivi. Un approccio 
promettente deriva anche dall’utilizzo delle sorgenti APCI (ionizzazione chimica a 
pressione atmosferica) [14] o APPI (fotoionizzazione a pressione atmosferica) [15] 
ma tali ifenazioni sono ancora in fase di sviluppo. 

1.2 Ruolo delle tecniche ifenate in proteomica 
Lo studio del proteoma ha tratto enorme vantaggio dal concetto d’ifenazione in 
quanto l’accoppiamento in linea di tecniche diverse ha permesso da un lato 
l’aumento delle capacità separative ed identificative del proteoma stesso e 
dall’altro ha migliorato l’automazione e la capacità di processamento di un gran 
numero di campioni. Inoltre, l’introduzione di nuove tecniche separative unite al 
miglioramento delle prestazioni degli spettrometri di massa e ai progressi della 
bioinfomatica ha permesso continui miglioramenti nell’analisi proteica qualitativa e 
quantitativa. 
L’approccio “bottom-up” (Figura 1) prevede l’idrolisi enzimatica delle proteine, 
tramite enzimi proteolitici, direttamente sulle bande escisse da gel SDS-PAGE 
mono o bidimensionali e la successiva analisi in spettrometria di massa dei peptidi 
rilasciati. Il pattern proteolitico di ogni proteina è determinato in modo univoco dalla 
sua caratteristica sequenza amminoacidica, che e’ identificativa della proteina in 
esame [16]. Il confronto tra la sequenza amminoacidica della proteina e le 
sequenze amminoacidiche di proteine “virtualmente” digerite presenti nelle banche 
dati [17] permette un’identificazione univoca, ma solo se i pesi molecolari vengono 
determinati con sufficiente accuratezza. Se, al contrario, l’identificazione non è 
univoca o non è ottenibile, si ricorre a tecniche di spettrometria di massa tandem 
(ESI-MS/MS o MALDI-MS/MS). Utilizzando strumenti a ionizzazione MALDI si 
prevede l’isolamento di una particolare specie ionica, ione “parente”, e la 
successiva analisi degli ioni frammento generati nel tubo di volo mediante la 
presenza di opportune celle che permettono l’invio degli ioni al rivelatore. Le 
frammentazioni caratteristiche dello ione parente, ottenute mediante intensità del 
laser molto elevate, permettono di risalire alla struttura primaria. Nel caso di 
strumenti ESI, invece, le specie ioniche vengono isolate in un primo analizzatore e 
quindi inviate in una camera di collisione dove vengono prodotti degli ioni 
frammento che, successivamente vengono selezionati da un secondo analizzatore 
(alternativamente può essere utilizzato uno strumento IT). I frammenti carichi 
prodotti danno informazioni sulla struttura primaria del peptide selezionato. 



4 
 

Anche nel caso della spettrometria di massa tandem si utilizzano banche dati cui 
vengono sottoposti dati relativi non solo alle masse peptiche, ma anche alla 
sequenza. Grazie a questo approccio è stato dimostrato che due soli peptidi sono 
sufficienti per identificare una proteina in modo univoco [18]. 
Alternativamente alla tecnologia in-gel, scarsamente automatizzabile e che non 
permette di separare proteine con punti isoelettrici o pesi molecolari estremi, 
l’estratto proteico può essere direttamente digerito e in seguito sottoposto a una 
combinazione di una o più tecniche di cromatografia liquida e spettrometria di 
massa tandem, strategia nota con il nome di shotgun proteomics [19],il cui nome si 
rifà al sequenziamento shotgun del DNA [20]. Un approccio di questo tipo è 
rappresentato dalla strategia MUltiDimensional Protein Identification (MudPIT)[21] 
che combina il potere risolutivo dell’HPLC con la spettrometria di massa tandem e 
con algoritmi per la ricerca in database. La miscela proteica viene digerita con 
proteasi, e i peptidi risultanti vengono caricati in colonne con fasi stazionarie a fase 
inversa (RP) e a scambio cationico (SCX) [22]. La separazione avviene secondo 
idrofobicità e carica. Dopo eluizione dalla colonna, i peptidi vengono ionizzati, 
isolati in base al loro rapporto massa/carica e frammentati dallo spettrometro. Gli 
spettri di frammentazione vengono utilizzati per l’identificazione tramite software 
per la ricerca in database (ad es. SEQUEST o MASCOT). La shotgun proteomics 
permette di studiare l’espressione proteica su larga scala e in sistemi biologici 
complessi. Informazioni di sequenza colte anche da un solo peptide ci permettono 
di identificare proteine in quantità sub-stechiometrica, o con punto isoelettrico e 
masse estreme.  
Il maggior vantaggio dell’approccio “bottom-up” è l’abilità di ottenere separazioni ad 
alta risoluzione, anche se dato l’alto numero di peptidi generato consente di 
indagare pochi campioni per volta. Inoltre le proteine più piccole spesso 
possiedono pochi siti di restrizione e non generano abbastanza peptidi per 
un’identificazione univoca. Un ulteriore svantaggio è dato dal fatto che analizzando 
proteine digerite si perdono tutte le informazioni relative al processamento della 
proteina nativa, incluse le modificazioni post trasduzionali. 
 
Non tutte le tecniche proteomiche prevedono l’ifenazione, ad esempio l’approccio 
definito “top-down” (Figura 1), prevede la separazione in 2 passaggi distinti, delle 
proteine intatte tramite tecniche-in gel SDS o basate sulla cromatografia liquida, e 
la successiva analisi delle proteine differenzialmente espresse, che verranno in 
seguito identificate tramite MS [23]. La forza di questo approccio risiede 
nell’ottenimento del peso molecolare della proteina così come si presenta nel 
campione, il che permette di individuare modificazioni post trasduzionali o forme 
troncate, entrambe di grande rilevanza in molte malattie e processi biologici. 
Questo tipo di metodologie si prestano bene quindi alla ricerca di possibili 
biomarcatori, definiti come indicatori di processi biologici, patologici o di risposte 
farmacologiche a un intervento terapeutico [24]. Nella moltitudine di dati derivanti è 
però necessario riuscire a distinguere tra le proteine che potrebbero essere buoni 
biomarcatori e quelle invece la cui espressione viene alterata a causa della 
variabilità intrinseca (dovuta alla strumentazione utilizzata) o della variabilità 
biologica [25]. Quest’ultima è intesa sia come variazione inter-soggetto, derivante 
dalla somma di tutte le differenze nell’espressione proteica associabili a fattori 
come età, sesso o gruppo etnico, sia come variazione intra-soggetto derivante 
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dalle fluttuazioni fisiologiche a cui l’organismo va incontro nelle diverse fasi della 
giornata. 
Contrariamente all’approccio bottom up, le tecniche “top-down” rendono infatti 
possibile il processamento di un gran numero di campioni, soprattutto utilizzando 
materiali di partenza ottenuti in maniera non invasiva, come i fluidi biologici. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1: Schema generale degli approcci proteomici bottom-up 
(a sinistra) e top-down (a destra). 
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1.3 I fluidi biologici 

I fluidi biologici sono il materiale di partenza ideale in campo diagnostico in quanto 
si trovano a diretto contatto coi tessuti e contengono il materiale proteico rilasciato 
dagli stessi, e inoltre possono spesso essere prelevati in modo semplice e poco 
invasivo, al contrario del prelievo bioptico. Alterazioni nello stato fisiopatologico del 
paziente portano a cambiamenti nel numero e nel tipo di proteine rilasciate, dando 
spettri di massa differenti [26], e per questo l’analisi del proteoma dei fluidi biologici 
umani si è rivelata uno degli approcci più promettenti per la scoperta di possibili 
indicatori di patologia [27]. Fluidi come il liquido cerebrospinale, riconducibili a un 
singolo organo, possono aumentare la probabilità di identificare biomarcatori per 
patologie correlate grazie alla loro vicinanza col tessuto di interesse [28]. Purtroppo 
prevedono un prelievo piuttosto invasivo, che deve essere clinicamente giustificato. 
Al contrario, fluidi di escrezione come l’urina sono di facile raccolta ma la loro 
composizione non è sempre omogenea [26, 29]. 

Il sangue, in qualità di plasma/siero, sembra apportare diversi vantaggi: è 
considerato lo specchio della condizione fisiopatologica del paziente in quanto 
scorre attraverso l’intero organismo e con la sua rete di arterie, vene e capillari è a 
stretto contatto con ogni singolo distretto corporeo [30]. Campioni di plasma o siero 
possono potenzialmente contenere ogni porzione di mRNA che sia stato trascritta 
in una cellula qualsiasi del corpo [31, 32] perciò il proteoma del sangue potrebbe 
contenere porzioni di qualsiasi proteina di una qualsiasi cellula [33], contenendo 
molte informazioni sulla condizione del paziente che possono essere utilizzate in 
ambito clinico [34]. A questo si aggiungono la facilità di prelievo e di 
conservazione. Negli studi di proteomica non si analizza il sangue tal quale, bensì 
una delle sue componenti, il plasma o il siero. Il plasma corrisponde alla 
componente liquida del sangue, in cui normalmente sono sospesi gli elementi 
corpuscolati (globuli rossi, globuli bianchi e piastrine). Viene ottenuto aggiungendo 
un anticoagulante, come eparina, EDTA o sodio citrato, subito dopo il prelievo. Il 
campione viene in seguito centrifugato per separare il plasma dalle frazioni 
cellulari. Il siero è ottenuto allo stesso modo ma senza l’utilizzo di anticoagulanti: si 
permette infatti la formazione del coagulo di fibrina che verrà poi allontanato 
tramite centrifugazione. Il siero, a differenza del plasma, non contiene quindi i 
fattori della coagulazione. Nonostante queste due componenti vengano utilizzate 
più o meno indifferentemente per molti esami di laboratorio, la loro composizione 
non è identica [35] e diversi studi hanno dimostrato che i loro profili proteici sono 
differenti [36, 37]. Ovviamente l’utilizzo di entrambi risulta impensabile e complesso 
sia in termini di tempo che di costi, ma, sia che si propenda per l’una o l’altra 
componente, è della massima importanza utilizzare sempre procedure 
standardizzate sia per la preparazione dei campioni, che per la conservazione e le 
tecniche di raccolta al fine di ottenere risultati comparabili e riproducibili. 
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1.4 Il range dinamico 
Il siero possiede molte caratteristiche che lo rendono idoneo per analisi 
proteomiche. Oltre ad essere raccolto in modo semplice e a essere ottenibile in 
grandi quantità ha anche una concentrazione proteica molto alta (60-80 mg/mL) 
[38]. Il suo proteoma è tuttavia molto complesso, in quanto è caratterizzato da 
decine di migliaia di specie proteiche differenti presenti in quantità molto diverse tra 
loro. Tali differenze a livello di abbondanza proteica vengono definite “range 
dinamico” del siero. In proteomica il range dinamico va inteso come il rapporto tra 
la concentrazione delle proteine più abbondanti e quella delle proteine meno 
espresse in un tessuto o fluido. Nel caso specifico del siero, il range dinamico si 
estende per più di 10 ordini di grandezza (dai 35-50 mg/mL dell’albumina ai 0-5 
pg/mL dell’interleuchina 6) [39]. Le proteine più abbondanti (albumina, IgG, IgA, 
transferrina, alfa 2 macroglobulina, IgM, alfa 1 antitripsina, complemento C3 e 
aptoglobina) costituiscono il 90% del contenuto proteico. Un’ulteriore porzione pari 
al 9% è costituita da altre 12 proteine (apolipoproteina A1, apolipoproteina B, 
glicoproteina alfa 1 acida, lipoproteina a, fattore H, ceruloplasmina, complemento 
C4, fattore del complemento B, prealbumina, complemento C9, complemento C1q, 
complemento C8) la cui abbondanza è minore rispetto a quelle citate 
precedentemente ma superiore rispetto al rimanente 1% [40]. 
Quest’ultima frazione è costituita da proteine circolanti poco abbondanti e da 
frammenti proteici rilasciati o escreti nel sangue, che possono essere il risultato di 
eventi fisiologici o patologici che avvengono in tutti i tessuti perfusi [41] e 
comprendono proteine come le citochine, le chemochine e gli ormoni peptidici [40] 
(Figura 2). Si è ipotizzato che tale porzione (definita LAP, low abundant proteins) 
possa essere più interessante rispetto alla componente abbondante (HAP, high 
abundant proteins) per la possibile presenza di biomarcatori. Diversi studi 
proteomici di profiling hanno identificato frammenti proteici nel siero dei pazienti 
che si sono rilevati utili per la diagnosi del cancro alle ovaie [42, 43] e del 
carcinoma epatocellulare [44]. 
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La complessità del siero e l’elevato range dinamico costituiscono un problema non 
indifferente per l’analisi. Il successo di uno studio proteomico è influenzato infatti 
dal numero di proteine presenti in miscela (idealmente se ne dovrebbero avere un 
numero non superiore a 30 per riuscire a identificarle in spettrometria di massa), 
nonché dalla capacità dello strumento di analizzare soluzioni contenenti analiti a 
concentrazioni differenti (per uno spettrometro di massa tale capacità è di 2 ordini 
di grandezza) [45] (Figura 3). 
 

90%

10%

10%

Figura 2: Range dinamico delle concentrazioni proteiche nel siero umano. 
22 proteine costituiscono il 99% del totale proteico. L’albumina da sola 

costituisce il 50%. 
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Ciò significa che è necessario ricorrere a tecniche di frazionamento per ridurre la 
complessità della miscela. Se si opera sul siero non frazionato si vedranno solo le 
proteine maggiormente espresse (Figura 4). La rimozione di queste proteine 
consente quindi di visualizzare anche le specie meno abbondanti, ed 
eventualmente riuscire a identificarle. 
 
 
 
 
 
 

Figura 3: Differenze tra la capacità della spettrometria di 
massa di analizzare proteine e peptidi a diverso range 

dinamico e l’effettivo intervallo di concentrazione delle specie 
proteiche e peptidiche presenti nei fluidi biologici. 
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Attualmente le tecniche atte all’eliminazione delle proteine più abbondanti possono 
essere suddivise in metodiche che riducono il range dinamico tramite delle librerie 
di ligandi combinatoriali [46] e in strategie che allontananano selettivamente alcune 
proteine ad alta abbondanza. Nel primo caso si tratta di una tecnica economica 
basata sull’utilizzo di biglie derivatizzate con diversi ligandi esapeptidici, ognuno 
dei quali ha affinità per una specifica proteina. Le proteine in eccesso sono lavate 
via ma, essendo i ligandi in proporzioni equimolari, le concentrazioni proteiche 
vengono normalizzate, e vengono quindi abbattute le differenze nell’espressione 
proteica tra un campione e l’altro [47]. 
Nel secondo caso la precipitazione selettiva di alcune proteine, come ad esempio 
l’albumina, è stata realizzata tramite cloruro di sodio, etanolo [48], acetonitrile [49], 
agenti riducenti quali DTT (ditiotreitolo) e TCEP (Tris (2-carbossietil) fosfina) [50], e 
ammonio solfato [51].  

Figura 4: Anche con le più moderne tecniche proteomiche, operando sul 
siero non frazionato non sarà possibile visualizzare tutte le proteine in esso 

presenti. Proprio come in un iceberg la parte visibile corrisponde a una 
minima parte di quella totale. 
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Un metodo ideale di frazionamento/deplezione dovrebbe permettere di rimuovere 
le proteine abbondanti minimizzando la perdita dei peptidi e proteine che 
potrebbero esservi legate [40]. L’albumina agisce infatti come un trasportatore e 
lega specie importanti come ormoni, citochine e lipoproteine [38]. Ad esempio 
l’ultracentrifugazione, in cui la forza centrifuga spinge il liquido contro una 
membrana semipermeabile, lasciando passare le molecole inferiori al cut-off 
(MWCO), se operata in presenza di acetonitrile al 20% [52] o al 25% [53] può 
permettere la rottura delle interazioni proteina-proteina e lasciare che i componenti 
a bassa abbondanza passino attraverso il cut-off della membrana (MWCO). 
L’acetonitrile non ha alcuna abilità nell’allontanare l’albumina quindi la sua 
presenza è richiesta univocamente per rompere i legami e arricchire la 
componente LAP [40]. L’ultracentrifugazione è un metodo veloce ed economico, 
ma non specifico in quanto si basa sul peso molecolare e non sulla rimozione 
selettiva di determinate proteine, e alcuni studi hanno dimostrato l’inattendibilità 
della tecnica [54]. Altra tecnica utilizzata è il trattamento termico con conseguente 
analisi della frazione termostabile [55]. E’ stato visto infatti che le spot di albumina 
e IgG sono meno intense nella frazione termostabile piuttosto che nel siero non 
sottoposto a calore, mentre le macchie proteiche delle proteine meno abbondanti 
sono più numerose ed evidenti.  
L’utilizzo di anticorpi [56] permette una deplezione più selettiva. Si tratta di una 
procedura più costosa ma anche più riproducibile. Sebbene inizialmente i metodi 
per la deplezione delle proteine più abbondanti che impiegavano adsorbenti 
cromatografici come anticorpi anti HSA e Cibacron Blue, depletavano anche le 
proteine a bassa abbondanza legate all’albumina, con l’introduzione di 
metodologie basate sull’estrazione in fase solida, la riproducibilità ha raggiunto 
livelli ottimali. Esistono vari tipi di colonne SPE, quali a scambio ionico [57, 58] 
metallo chelante [58], di affinità [59] e soprattutto derivatizzate con anticorpi. 
Queste ultime (chiamate anche colonne di immunodeplezione) sono un ottimo 
strumento per la rimozione delle proteine ad alta abbondanza per la loro efficienza 
e selettività [57, 59]. 
Un’ulteriore ottimizzazione in termini di riduzione di costi e tempi è stata data dallo 
sviluppo di sistemi di rimozione per affinità multipla (MARS) [60] nei quali la 
colonna è derivatizzata con miscele di anticorpi policlonali per eliminare le proteine 
più espresse [56], inclusi i relativi prodotti proteolitici e forme molecolari [59]. 
Questo approccio è in grado di depletare il 90-95% delle proteine totali del siero 
[61], in maniera completa, specifica e riproducibile [62, 63] facendo uso di colonne 
a maggiore capacità e che resistono a molti cicli di utilizzo. 
Più recentemente è stata applicata alla riduzione del range dinamico anche la 
cinetica enzimatica di Michaelis Menten tramite l’utilizzo di una proteasi che 
digerisce selettivamente e poi rimuove i peptidi più abbondanti [64].  

1.5 Il profilo serologico 
L’applicazione della spettrometria di massa alla ricerca di biomarcatori in maniera 
indipendente dalle tecnologie in-gel si concretizza nel Serum Profiling, ossia nel 
confronto dei profili proteomici ottenuti da campioni in stato fisiologico e non. 
Alcune malattie, come ad esempio il cancro, modificano il contenuto proteomico 
del sangue e queste differenze possono definire un fingerprint diagnostico, il quale 
potrebbe funzionare come un indicatore terapeutico anche senza l’identificazione 
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delle specie che lo compongono [42, 65]. Questo metodo potrebbe essere 
trasformato in applicazione clinica per predire la suscettibilità a determinate 
malattie, ottenere una diagnosi precoce prima dell’insorgenza dei sintomi, e 
monitorare la progressione della malattia. Ciò è facilitato dal fatto che il Serum 
profiling è una tecnica high throughput, che permette l’analisi e la validazione di un 
numero elevato di campioni in modo simultaneo, rapido e di facile processamento 
(Figura 5). 
 
 
 

Figura 5: Comparazione di profili serologici per la determinazione di pattern 
caratteristici da utilizzare in diagnostica. 
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La prima tecnologia utilizzata per ottenere pattern proteomici di campioni di siero è 
stata la tecnologia SELDI (surface-enhanced laser desorption ionization) [66]. Essa 
utilizza un supporto funzionalizzato in modo da legare una determinata proteina o 
un gruppo di esse. Possono essere utilizzate diversi tipi di superfici, con 
caratteristiche idrofobiche, anioniche, cationiche o d’affinità. Dopo l’aggiunta del 
campione il supporto viene lavato per eliminare ciò che si è aspecificamente 
legato. Il target è sottoposto ad una analisi tramite ionizzazione MALDI, che 
comprende l’applicazione della matrice adeguata, introduzione del target nello 
spettrometro di massa e acquisizione degli spettri [67]. La misurazione del tempo 
di volo delle molecole ionizzate in un tubo lineare permette di determinare il loro 
rapporto massa/carica. Questo sistema è quindi composto da tre componenti: il 
chip proteico, l’analizzatore di massa e il software di analisi. 
Il vantaggio di questa tecnica consiste nell’analisi simultanea di un gran numero di 
campioni su un’unica piattaforma, in maniera semplice, veloce e automatizzata 
[68]. Nonostante ciò la tecnologia SELDI non ha trovato applicazione in campo 
diagnostico a causa della scarsa riproducibilità degli esperimenti [69-71]. 
Quest’ultima è probabilmente dovuta alla variabilità presente tra i diversi lotti di 
chip o di reagenti utilizzati. Utilizzando le stesse piattaforme per investigare le 
stesse condizioni, i risultati delle analisi producevano differenti picchi diagnostici, 
oppure si ottenevano variazioni al cambiamento dell’algoritmo selezionato. Ciò ha 
impedito di standardizzare le metodiche di analisi [72].  
Grandi vantaggi sono stati ottenuti con l’applicazione della tecnologia MALDI per 
ottenere profili caratteristici degli stati fisio/patologici. Si parla pertanto di MALDI 
Profiling. Il campione dev’essere co-cristallizzato con la matrice opportuna, 
depositato su supporto metallico e sottoposto a raggio laser.  
Questa tecnologia risulta essere più flessibile e riproducibile rispetto a SELDI, e 
inoltre ne conserva le caratteristiche di rapidità, semplicità e di tecnologia high 
throughput. 
Il confronto dei profili proteomici relativi a soggetti patologici rispetto a soggetti di 
controllo può essere utilizzato per due finalità differenti. 
La prima, come già detto precedentemente, consiste nell’impiegare il pattern 
proteomico come un vero e proprio strumento di diagnosi, senza l’acquisizione e 
l’identificazione di una lista di potenziali biomarcatori, ma piuttosto usando come 
marcatore l’intero spettro. Al confronto tra i vari spettri segue una valutazione di 
tipo statistico e la “predizione” della classe di appartenenza sulla base della 
presenza di picchi discriminanti.  
Un secondo approccio consiste invece nell’identificare le molecole corrispondenti 
ai picchi variati nel confronto tra gli spettri dei soggetti controlli e dei soggetti 
malati/trattati, ovvero le proteine la cui espressione risulta essere aumentata o 
diminuita o le varianti proteiche indotte dalla malattia e poi rilasciate e rilevate in 
circolo. Le informazioni sulla sequenza possono essere ottenute in modo diretto 
immediatamente dopo l’acquisizione dei profili per molecole con valori di m/z 
inferiori a 4000 Da. Il picco di interesse viene frammentato mediante esperimenti di 
massa tandem dando origine a una serie di peptidi che forniscono l’identificazione 
mediante esperimenti bottom-up [16].  
Se il picco di interesse possiede valori di m/z superiori a 4000 Da, il suo alto peso 
molecolare sarà causa di una scarsa ionizzazione. In questo caso, o nel caso di 
picchi <4000 Da non identificabili, la miscela proteica dovrà quindi essere 
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ulteriormente frazionata mediante cromatografia liquida per individuare la frazione 
contenente la specie di interesse che dovrà poi essere identificata in MS o MS/MS. 

1.6 La diagnostica del cancro prostatico 
Il tumore prostatico, purtroppo molto diffuso, è il secondo tipo di tumore negli Stati 
Uniti, che colpisce il sesso maschile, dopo il carcinoma polmonare. Il carcinoma 
della prostata è caratterizzato da una crescita lenta e da una fase iniziale spesso 
asintomatica: esso richiede quindi una diagnosi precoce tramite tecniche efficaci e 
non invasive, come il dosaggio di un biomarcatore. Attualmente la diagnosi di 
tumore alla prostata avviene tramite esame rettale -DRE (Digital Rectal 
Endoscopy)- dosaggio del PSA (Prostate Specific Antigen), introdotto da Ablin nel 
1970 [73, 74], e successiva conferma diagnostica con esami bioptici o ecografici. Il 
PSA è una serin-proteasi callicreino-simile (è anche conosciuto con il nome di 
callicreina 3)[75] prodotta principalmente dal tessuto prostatico e secreta per la 
maggior parte nel liquido seminale dove raggiunge una concentrazione di 0,5-2 
mg/mL [76]. Esso viene prodotto anche da altri distretti corporei (quantità molto 
basse di PSA vengono prodotte nelle ghiandole apocrine, seno, tiroide e placenta 
[77]), tuttavia solo il PSA prodotto dalla prostata raggiunge livelli ematici 
quantitativamente significativi e come tali di rilevanza clinica.  
Dagli anni ’90 il dosaggio del PSA totale (ossia del PSA complessato aggiunto al 
freePSA) nel sangue è stato approvato dalla FDA (Food and Drug Administration) 
americana ed è stato definito che i soggetti con valori serici di PSA totale superiori 
alla soglia di 4 ng/mL fossero sottoposti ad ulteriori valutazioni [78]. In particolare, 
prima di procedere con l’esame bioptico, per i pazienti con valori compresi fra 4 e 
10ng/mL viene indagata la percentuale di freePSA che può dipendere 
dall’insorgenza di BPH (ipertrofia prostatica benigna) e non dalla presenza di 
cancro. Per valori superiori a 10 ng/mL, invece, la biopsia è necessaria e nel 60% 
dei casi indica la presenza di tumore [79]. L’utilizzo di intervalli di valori compresi 
rispettivamente fra 0 e 4 ng/ml, 4 e 10 ng/ml e superiori a 10 ng/ml in relazione 
all’età si presta però meglio alla valutazione delle patologie prostatiche in generale 
[80] e non solo di carcinoma prostatico, in quanto la sensibilità e specificità di 
questo marcatore non sono ottimali (rispettivamente circa l’ 85% e il 30%) [81]. 
Esistono infatti casi (circa 20% del totale) in cui il dosaggio di tale biomarcatore 
non permette l’individuazione del tumore (falsi negativi) [80] perché la lenta 
progressione e la specifica localizzazione di quest’ultimo non influenzano i livelli di 
PSA. Inoltre, il valore serico del marcatore può essere influenzato da altre variabili, 
quali BPH, prostatiti, infezioni del tratto urinario ed eventi ischemici, che sono 
cause di falsi positivi (solo un terzo dei pazienti con valori di PSA maggiori di 
4ng/mL è affetto da tumore) [82, 83]. In alcuni casi i livelli del PSA sono maggiori in 
pazienti non affetti da tumore che in pazienti che lo sono. Ciò è riconducibile al 
fatto che anche BPH e prostatiti danno luogo a riorganizzazioni cellulari che hanno 
effetto sul giusto processamento del PSA e del proPSA [84].  
Studi di biologia molecolare hanno proposto un gran numero di potenziali 
biomarcatori alternativi di tipo proteico (come l’antigene di membrana prostata-
specifico) e marcatori genici (PCA3, ipermetilazione, ERTV1 e prodotti di fusione 
genica di TMPRSS2 ed ERG) [85], con lo scopo di superare le lacune del test del 
PSA ma purtroppo, anche in questo caso, la poca specificità e sensibilità, hanno 
rappresentato un problema alla loro applicabilità come strumento di screening. Si è 
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cercato quindi di aumentare la specificità del test del PSA introducendo la 
valutazione aggiuntiva di altri parametri come la PSA density (normalizzazione del 
PSA rispetto al volume della ghiandola prostatica) [86], la PSA velocity 
(monitoraggio dei livelli di PSA nel tempo) [86], la valutazione dell’architettura della 
ghiandola prostatica mediante un Gleason score modificato per stimare 
l’avanzamento del tumore [87] e il dosaggio del freePSA, quest’ultimo in grado di 
discernere tra BPH e tumore per valori di PSA totale compresi fra 4 e 10 ng/mL 
[88, 89].  
A causa delle limitazioni sopra descritte quindi il PSA non può essere utilizzato 
come strumento di routine per ridurre effettivamente il rischio di mortalità, ma deve 
essere inteso come un elemento atto a separare coloro che hanno meno 
probabilità di avere un cancro da coloro che necessitano di ulteriori indagini. Per 
queste ragioni sono in corso numerosi studi atti all’identificazione di nuovi 
biomarcatori associabili al PSA per meglio indirizzare i pazienti ad ulteriori indagini 
diagnostiche. 

1.7 Il profilo glicosfingolipidomico  
Un altro aspetto importante della ricerca biomedica e indirettamente della 
diagnostica clinica è rappresentato da una classe di molecole di segnale che si 
sono rivelate importanti in numerose patologie quali malattie cardiovascolari e 
neurodegenerative [90, 91], tumori [92, 93], malattie d’accumulo lisosomiale [94, 
95] e sindrome metabolica [96]. I glicosfingolipidi (GSLs) sono presenti a livello 
della membrana dove promuovono la formazione di lipid rafts o caveolae [97, 98], 
microdomini dinamici coinvolti nella trasduzione del segnale e capaci di interagire 
con recettori, modificando la loro conformazione e regolando il legame con i 
neurotrasmettitori. Queste “zattere” lipidiche possono inoltre mediare 
l’internalizzazione di batteri o virus [99, 100], e l’adesione cellula-matrice, così 
come la crescita cellulare e la differenziazione. I GSLs abbondano nelle cellule 
neuronali e hanno un ruolo primario nello sviluppo neuronale, nel mantenimento 
dell’integrità degli assoni e della mielina [101, 102], e nella trasmissione degli 
impulsi nervosi. Essi sono glicolipidi anfipatici composti da una catena 
oligosaccaridica idrofilica e da uno scheletro idrofobico, il ceramide, costituito da 
una base sfingoide acilata con un acido grasso.  
Un limite allo studio di questa classe di composti è rappresentato dalle difficoltà 
analitiche degli stessi in quanto l’utilizzo di anticorpi diretti contro la componente 
saccaridica dei glicosfingolipidi è incapace di discriminare GSLs che si 
differenziano per un singolo monosaccaride, non garantendo quindi riproducibilità 
d’ identificazione e di quantizzazione, mentre l’utilizzo di precursori radioattivi come 
la [3-3H] sfingosina risulta complicato e pericoloso per l’operatore.  
La separazione dei GSLs può essere effettuata tramite l’utilizzo della cromatografia 
su strato sottile TLC (Thin Layer Chromatography) utilizzando lastre HPTLC (High 
Performance Thin Layer Chromatography)[103] e colorando le singole specie con 
coloranti opportuni quali ad esempio l’orcinolo, che rileva i carboidrati che legano 
lipidi [104], il resorcinolo, specifico per l’acido sialico [105], il reagente di Ehrlich 
[106] e la primulina [107]. L’identificazione avviene confrontando il loro valore di Rf 
con quello di standard noti, molti dei quali commercialmente disponibili. Usando gli 
opportuni solventi, è possibile distinguere i vari GSLs in base alla componente 
saccaridica, e anche più specificatamente in base al numero di residui nella catena 
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acilica, sebbene l’identificazione di queste sub-specie richieda standard 
appropriati, non sempre disponibili.  
Una quantificazione approssimativa dei singoli GSL separati tramite HPTLC può 
essere effettuata tramite densitometria dopo la colorazione o tramite conte 
radioattive in seguito a radiomarcatura dei precursori metabolici. Un’analisi 
quantitativa più accurata può essere ottenuta trasferendo i GSLs, separati tramite 
cromatografia su strato sottile, su una membrana PVDF, e analizzandoli tramite 
l’utilizzo di proteine che legano i carboidrati come anticorpi o tossine batteriche 
[108], prestando attenzione al possibile mimetismo molecolare (molecular mimicry) 
[109], in quanto gli anticorpi potrebbero reagire non solo con il loro antigene ma 
anche con quelli simili, errore dovuto anche alla somiglianza tra i diversi carboidrati 
che compongono i GSLs.  
Un altro metodo tradizionale è costituito dalla cromatografia liquida [110]. La 
cromatografia a fase normale distingue i diversi glicosfingolipidi in base alla catena 
di zuccheri mentre la cromatografia a fase inversa separa sulla base della 
lunghezza e del numero di insaturazioni della catena N-acilica (o della base 
sfingoide) [111, 112]. 
Grandi progressi nella caratterizzazione e nell’identificazione di questi composti 
sono stati ottenuti con l’introduzione della spettrometria di massa con sorgenti ESI 
[113] e MALDI [114], in grado di fornire l’esatta massa per ogni GSL. Se utilizzate 
singolarmente, queste tecniche non sono tuttavia in grado di distinguere tra specie 
isomeriche richiedendo un passaggio preliminare di separazione [115]. Le risultanti 
ifenazioni LC-ESI-MS [116] e nano LC-ESI-MS [117] sono oggigiorno le più 
utilizzate nell’analisi dei GSLs perché sono altamente sensibili e sono in grado di 
distinguere GSLs con tempi di eluizione simili evitando un’analisi quantitativa 
erronea. Per contro, questi metodi sono laboriosi e richiedono molto tempo, 
dipendono dal buon funzionamento della colonna e devono tenere conto della resa 
effettiva e degli effetti di carry-over, e quindi della necessità di pulire la colonna tra 
un campione e l’altro con corse condotte solo con i tamponi. Anche la spettrometria 
MALDI è stata indirettamente accoppiata alla cromatografia liquida (HPLC e nano 
LC), frazionando i campioni sulla piastra MALDI tramite robot specifici [118]. Anche 
in questo caso però, l’acquisizione dei dati richiede molto tempo e non è così ben 
standardizzata come nell’LC-ESI, sebbene possa fornire risultati quantitativi. 
Pertanto nuove tecniche ifenabili sono allo studio per la separazione e 
l’identificazione di una classe di composti di grande interesse biologico, che 
consentano l’analisi diretta dei glicosfingolipidi sfruttando le capacità separative 
spaziali della cromatografia su strato sottile, essenziali per lo studio delle specie 
isomeriche. 
L’ifenazione della spettrometria di massa con un sistema cromatografico planare 
come la lastra HPTLC richiede sforzi maggiori rispetto all’ifenazione con la 
cromatografia su colonna per l’incompatibilità tra la superficie in cui i vari analiti 
sono separati e l’introduzione del campione nello spettrometro di massa. Tuttavia i 
vantaggi di questa analisi, tra cui la possibilità di analizzare molti campioni in 
parallelo con una singola fase di preparazione del campione e con l’utilizzo di 
un’unica fase mobile, dà l’idea dell’importanza dello sviluppo di una tecnica diretta. 
I vari approcci TLC/HPTLC-MS possono essere classificati, in base alla tecnica 
utilizzata, in quelli basati sull’eluizione, ed introduzione in spettrometri ESI 
(electrospray ionization) [119], APCI (ionizzazione chimica a pressione 
atmosferica) [120] o APPI (fotoionizzazione a pressione atmosferica)[121] 



17 
 

(approcci indiretti), o sul desorbimento, con accoppiamento con MALDI [122] o 
FAB (bombardamento con atomi veloci) [123] (approcci diretti). Nel primo caso, 
sono richieste delle procedure di pre-trattamento del campione prima dell’analisi 
MS. Questo vuol dire identificare la posizione delle bande tramite colorazione con 
coloranti non distruttivi, grattare il gel di silice dalla lastra, estrarre l’analita dal gel 
tramite cloroformio, metanolo ed acqua, purificare la soluzione estratta e 
concentrarla prima di introdurla nello spettrometro di massa, per lo più con 
sorgente ESI, tramite infusione diretta [124]. Il vantaggio è quello di poter 
analizzare campioni puliti, concentrati e privi di particelle di gel, proteggendo lo 
spettrometro da inquinanti e facilitando la sua manutenzione. Ma si tratta anche di 
una procedura lenta e difficoltosa e che richiede molto campione. Inoltre, analiti 
con valori simili di Rf non vengono eluiti accuratamente, richiedendo ulteriori analisi 
con GC-MS o LC-MS, e inoltre analiti che non sono stati rilevati dalle tecniche di 
colorazione non verranno analizzati a meno che non si decida di analizzare tutta la 
lastra HPTLC. Recentemente la separazione su lastra HPTLC è stata 
indirettamente associata anche alla spettrometria di massa MALDI tramite un 
approccio di preparazione del campione definito “PrimaDrop” che ha consentito di 
ottenere dati quantitativi sul glicosfingolipide globotetraosilceramide Gb4Cer [125]. 
Le lastre HPTLC sono state spruzzate con la primulina, le bande relative a Gb4Cer 
sono state estratte, eluite e caricate sulla piastra metallica per l’analisi MS. Una 
volta asciugate, è stata applicata una soluzione di matrice satura risospesa in un 
solvente altamente volatile. 
Tra le procedure dirette invece vi è il trasferimento degli analiti separati su TLC su 
una membrana di polivinilidenfluoruro (PVDF), e l’analisi diretta tramite 
spettrometro di massa MALDI [126]. 
Grande interesse è sempre stato rivolto allo sviluppo di metodi che prevedessero il 
minor numero di passaggi possibile, per migliorare l’identificazione e la 
caratterizzazione dei GSLs. L’approccio diretto TLC-MALDI è stato introdotto per la 
prima volta nel 2007 [127] con l’invenzione di una specifica piastra per 
l’introduzione diretta della lastra TLC nello spettrometro di massa MALDI.  
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2 SCOPO DELLA TESI  

Lo scopo del lavoro è stato quello di contribuire allo sviluppo di tecniche ifenate ad 
alta risoluzione da associare alla spettrometria di massa MALDI allo scopo di: 
 
1) risolvere problemi di natura qualitativa e quantitativa nello studio di proteine 
scarsamente abbondanti nel siero prelevato da pazienti con cancro alla prostata, 
ottimizzando i parametri per l’arricchimento delle specie poco abbondanti con la 
finalità di identificare nuovi biomarcatori da associare a quelli già disponibili in 
laboratorio clinico migliorando la diagnostica del cancro alla prostata. 
 
2) semplificare e velocizzare la caratterizzazione qualitativa e quantitativa dei profili 
glicosfingolipidomici tramite la messa a punto di una tecnica semplice e high-
throughput che permetta una facile identificazione e quantizzazione delle specie 
glicosfingolipidiche, effettuata su campioni già caratterizzati tramite l’utilizzo di 
precursori radioattivi e successiva analisi densitometrica, tecnica universalmente 
riconosciuta per l’analisi qualitativa e quantitativa dei glicosfingolipidi. 
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3 MATERIALI E METODI 

3.1 Materiali 
La matrice DHB (acido 2,5- diidrossibenzoico), il colorante primulina, 
ammonioidrogenofosfato (monobasico) e il cloroformio (CHCl3) sono stati 
acquistati dalla ditta Sigma Aldrich (Milano, Italia). Etanolo, metanolo, acetonitrile 
(ACN), acido trifluoroacetico, acqua, acetone e acido citrico sono della massima 
purezza disponibile e sono della ditta Fluka (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA); i 
tamponi per immunodeplezione A e B sono della ditta Agilent Technologies (Palo 
Alto, CA, USA). Le matrici CHCA (acido alfa-ciano-4-idrossicinnamico) e gli 
standard peptidici per la calibrazione Peptide Mix sono della ditta Bruker Daltonics 
(Brema, Germania); la tripsina è stata acquistata da Promega Corporation 
(Madison, WI, USA). Lo standard Gb3Cer (ceramide trihexosides) e Gb4Cer 
(globotetrahexosylceramide) sono della ditta Matreya LLC (PleasantGap, PA), 
mentre lo standard del gangliodide GM3 è della ditta Avanti Polar Lipids (Alabaster, 
Alabama). 

3.2 Profilo di proteine seriche a scarsa abbondanza 
3.2.1 Sieri da Adenocarcinoma prostatico (ADK) 
I sieri sono stati prelevati da 20 pazienti ADK+ e 18 soggetti controllo con valori di 
PSA maggiori di 4 ng/mL, e da 12 pazienti ADK+ e 10 soggetti controllo con PSA≤ 
4 ng/mL. L’età media dei soggetti era di 64 e di 62 anni per pazienti e controlli 
rispettivamente. Tutti i campioni sono stati raccolti dopo consenso informato da 
IRCCS Multimedica. Lo studio è stato approvato dal comitato etico locale.  
I campioni di sangue sono stati fatti coagulare a +4°C per 15 minuti, centrifugati 
per 10 minuti a 3500 g a 15°C e i sieri conservati a -80°C dopo averli valutati 
visivamente per emolisi, ittero e lipidemia. 

3.2.2 Immunodeplezione 
I sieri sono stati scongelati in ghiaccio e sottoposti a immunodeplezione per mezzo 
della colonna Human 7 Agilent multiple affinity removal system (MARS) (Agilent 
Technologies) montata su uno strumento HPLC 1200 series (Agilent 
Technologies). In breve, 40 µL di ogni campione sono stati diluiti 4 volte nel 
tampone A e centrifugati con filtri da 0,22 um (Cellulose acetate Spin-X, Corning 
Inc., NY, USA) dopodichè i sieri sono stati sottoposti a immunodeplezione con la 
colonna MARS 4.6x50 mm Hu7 secondo la procedura indicata dalla ditta 
produttrice. Le frazioni proteiche a bassa abbondanza (LAP) e ad alta abbondanza 
(HAP) sono state eluite nei tamponi A e B (Agilent Technologies), rispettivamente, 
quantificate tramite saggio BCA (Acido Bicinconico) (Pierce Chemical), desalificate 
tramite colonna mRP-C18 (Agilent Technologies) montata su strumento HPLC 
1200 series, ed eluite in 0.1%TFA in ACN. I campioni sono stati in seguito 
liofilizzati e risospesi in 0.1%TFA in modo da ottenere una concentrazione finale di 
1 mg/mL. 

3.2.3 Preparazione della matrice 
La matrice CHCA (0,3 mg/mL) è stata dissolta in etanolo/acetone 2:1 e sonicata 
per 15 minuti. Ogni campione è stato miscelato con la matrice, depositato in 
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quattro replicati (per diminuire la variabilità analitica) sulla piastra AnchorChip (600-
384 target, Bruker Daltonics), e lasciato asciugare a temperatura ambiente prima 
dell’ acquisizione automatica. 

3.2.4 MALDI profiling 
Gli spettri sono stati acquisiti in modalità lineare positiva usando uno spettrometro 
di massa Ultraflex III equipaggiato con laser Smartbeam, frequenza di 100 Hz, e i 
software Flex Control v. 3.3 e Flex Analysis v.3.3(Bruker Daltonics). 
I parametri impostati sono i seguenti: sorgente ionica 1, 25kV; sorgente ionica 2, 
23.5 kV; lenti, 6.3 kV; soppressione dei segnali relativi alla matrice al di sotto di 800 
m/z; tempo di estrazione ionica, 100 ns. 
Gli spettri sono stati acquisiti con un software completamente automatico, 
AutoXecute (Bruker Daltonics), i cui parametri sono: potenza del laser, 60%; spari 
laser totali, 1000; movimento random (25 spari per spot). Gli spettri di massa sono 
stati analizzati tramite il software ClinProTools v. 2.2 (Bruker Daltonics) utilizzando 
una risoluzione di 800. Il software ClinProTools normalizza gli spettri, 
sottoponendoli a calibrazione e sottrazione del rumore di fondo, e li valuta in base 
all’intensità e all’area di ogni singolo segnale di massa, generando uno spettro 
totale medio per ogni categoria. La statistica è stata effettuata sempre tramite il 
software ClinProTools applicando il t-test di Wilcoxon (statisticamente significativo 
per valori p-value <0.05), e i picchi che sono risultati variati in modo statisticamente 
significativo nel confronto tra le diverse classi sono stati nominati “picchi migliori 
separatori”. Il tipo di statistica adottato è di tipo non parametrico, in quanto i picchi 
sono distribuiti in maniera non normale e per la riproducibilità dell’analisi è stato 
valutato il coefficiente di varianza percentuale (CV%), relativo all’area/intensità dei 
picchi, per ogni valore di m/z fornito dal programma. 
L’analisi dei dati derivanti dall’acquisizione degli spettri è condotta utilizzando la 
Principal Component Analysis (PCA), mentre l’analisi delle differenze tra i pattern 
appartenenti a spettri di categorie differenti è basata su algoritmi genetici sia di tipo 
multivariato (Genetic Algorithm e Support Vector Machine) che univariato (Quick 
Classifier).  

3.2.5 Identificazione dei picchi 
Cromatografia per gel filtrazione: 80 μg delle frazioni LAP liofilizzate dopo la 
cromatografia a fase inversa (1°pool: ADK+, PSA≤4 ng/mL; 2°pool: ADK+, PSA>4 
ng/mL; 3° pool: ADK-, PSA≤4 ng/mL; 4°pool: ADK-, PSA> 4 ng/mL) sono stati 
dissolti in acetonitrile in modo da ottenere una concentrazione finale di 6 mg/mL, 
caricati su una colonna BioSep SEC-S2000 (Phenomenex Inc.) e sottoposti a 
separazione cromatografica con un flusso isocratico di 30 minuti (0.1%TFA e 40% 
ACN in acqua) a 1 ml/min. Le frazioni sono state raccolte ogni 30 secondi per un 
totale di 60 frazioni e ognuna di esse è stata controllata tramite MALDI-MS al fine 
di verificare la presenza delle masse dei picchi “migliori separatori”. 

 

Analisi in spettrometria di massa: Le frazioni contenenti i picchi di interesse sono 
state ulteriormente separate tramite cromatografia in fase inversa (colonna RP-18) 
con lo strumento nLC system (Proxeon) accoppiato al raccoglitore di frazioni 
Proteineer FCII (Bruker Daltonics). I campioni sono stati iniettati in una colonna 
nanoC18 0,075×150mm (Proxeon) ed eluiti con un gradiente di acetonitrile/ 0,1% 
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acido formico. Ogni campione è stato separato in ulteriori 15 frazioni, depositate 
automaticamente su una piastra MALDI PAC (Prespotted AnchorChip, Bruker 
Daltonics) e analizzate con spettrometro di massa ULTRAFLEX III e software 
Warp-LC, e gli spettri sono stati calibrati esternamente usando il mix di calibrazione 
Peptide Mix (Bruker Daltonics). Gli spettri sono stati processati con il software 
FlexAnalysis v. 3.3 (Bruker Daltonics) impostando il valore soglia del rapporto 
segnale/rumore a 6 e la ricerca è stata condotta correlando gli spettri con le entries 
relative all’Homo Sapiens nel database NCBInr 20100918 tramite il software 
BioTools v. 3.2 (Bruker Daltonics) interfacciato al software MASCOT on-line. Sono 
stati definiti statisticamente significativi i valori di p<0,05 e l’ossidazione della 
metionina è stata impostata come modificazione variabile. La tolleranza di massa è 
stata fissata a 80 ppm e 0.5 Da per i peptidi e i frammenti ionici rispettivamente. 

3.2.6 Immunoblotting 

Al fine di validare l’alterata espressione del C3f indicata dall’analisi MALDI-
Profiling, sono stati condotti degli esperimenti di immunoblotting. Dopo la diluizione 
in 2X loading buffer (125mM Tris, 4% SDS, 10% glicerolo, 130mM DTT, BBF in 
tracce) 100 μg di siero immunodepleto di pazienti ADK (n=10) e di soggetti 
controllo (n=10) sono stati separati in triplicato tramite SDS-PAGE (10% T, pH 8.8 
running gel), e le bande sono state trasferite e bloccate su una membrana PVDF 
(300 mA; 180 min) utilizzando un Transblot Cell (GE Healthcare). Le membrane 
sono state bloccate per tutta la notte in TBS (20mM Tris, 137mM NaCl, 0.1% 
Tween, pH 7.5) contenente 5% di albumina serica bovina (GE Healthcare). In 
seguito le membrane sono state incubate con l’anticorpo monoclonale anti-C3b 
(1:250 diluizione anticorpo primario; Thermo Scientific) e il coniugato HRP anti-
mouse (1:2500 diluizione anticorpo secondario; GE Healthcare). Le proteine sono 
state visualizzate tramite chemioluminescenza usando lo strumento ECL Plus kit 
(GE Healthcare). Le immagini sono state scansite e ogni banda è stata quantizzata 
usando il software ImageQuant (GE Healthcare). I dati sono stati normalizzati 
considerando il totale di proteine colorate con Sypro Ruby e sottoposte al t-test di 
Student paragonando ADK e controlli. Le differenze sono state considerate 
statisticamente significative per valori di p <0.05. 

3.3 Profilo glicosfingolipidomico 
3.3.1 Colture cellulari 
I mioblasti murini C2C12 sono stati ottenuti dall’ American Type Culture Collection 
(ATCC) e coltivati in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Sigma Aldrich) 
alto glucosio (4,5 g/L) con aggiunta di siero bovino fetale (FBS; Sigma Aldrich)10% 
(v/v), 4mM L-glutammina, 100U/ml penicillina, and 100mg/ml streptomicina (Sigma 
Aldrich) in atmosfera umidificata al 5% di CO2 e 95% di aria a 37°C. I mioblasti 
murini C2C12 che overesprimono la sialidasi NEU3 sono stati preparati secondo il 
protocollo descritto da Papini et al. [128]. Il contenuto proteico è stato determinato 
con il metodo descritto da Lowry et al. [129]. 

3.3.2 Marcatura metabolica dei glicosfingolipidi cellulari 
La marcatura metabolica dei glicosfingolipidi cellulari è stata realizzata secondo il 
metodo descritto da Riboni et al. [130]. Brevemente, le cellule sono state piastrate 
in una petri (10x100 cm2) alla concentrazione di 3600 cellule/cm2. Dopo 24 ore, la 
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[3-3H]sfingosina (D-erythro >97%, 50 µCi, 1.85MBq, Perkin Elmer) è stata dissolta 
in etanolo, trasferita in una provetta di vetro sterile e portata a secco sotto flusso di 
azoto; il contenuto è stato risospeso in 5 mL of DMEM-basso glucosio con 10 % 
FBS per ottenere una concentrazione finale di 2,4 nM di sfingosina e una quantità 
di radioattività di 110.000 dpm/mL. Il medium è stato aggiunto alle cellule e dopo 2 
ore di incubazione (pulse) è stato sostituito da DMEM basso glucosio con 10% 
FBS non contenente la sfingosina radioattiva per 48 ore (chase) per raggiungere 
uno stato stazionario dal punto di vista metabolico. Queste condizioni sono risultate 
essere ottimali dopo aver testato il chase time dalle 24 alle 72 ore. Alla fine del 
chase, le cellule sono state lavate e raccolte in PBS freddo tramite raschiamento. 
Le sospensioni cellulari sono state in seguito congelate e liofilizzate. 

3.3.3 Estrazione e separazione cromatografica degli sfingolipidi 
radioattivi 
I lipidi totali delle cellule liofilizzate, marcate metabolicamente come descritto, sono 
stati estratti [103]. I lipidi radioattivi delle fasi acquose e organiche sono stati 
separati e analizzati tramite HPTLC usando lastre HPTLC di silice con il supporto 
in alluminio (75x50 mm, Merck, Darmstadt, Germany) e la miscela di solventi 
cloroformio/ metanolo/ acqua 110:40:6 (v/v/v) e cloroformio/ metanolo/ 0,2% CaCl2 
acquoso 60:40:9 (v/v/v) per la fase organica e acquosa, rispettivamente [103].  
I lipidi radioattivi sono stati visualizzati con Beta-Imager 2000 (Biospace) e 
identificati tramite confronto con standard triziati [131]. La radioattività associata ai 
singoli lipidi è stata determinata con il software β–Vision (Biospace). 

3.3.4 Separazione cromatografica degli sfingolipidi estratti da cellule 
non sottoposte a marcatura metabolica 
6,5 milioni di cellule C2C12 sono state piastrate in petri da 10x150 cm2 (BD 
Falcon) e messe in coltura per 3 giorni, raggiungendo circa l’80% di confluenza. Le 
cellule sono state in seguito lavate e raccolte in PBS freddo tramite raschiamento. 
Le sospensioni cellulari sono state congelate e liofilizzate. I lipidi totali sono stati 
estratti due volte con 20:10:1 (v/v/v) cloroformio/ metanolo/ acqua, portati a secco 
sotto flusso d’azoto, risospesi in cloroformio/metanolo 2:1 (v/v) e separati in due 
fasi in cloroformio/metanolo 2:1 (v/v) e 20% (v/v) di acqua per separare la fase 
organica dalla fase acquosa. I lipidi della fase organica sono stati sottoposti a 
trattamento alcalino per rimuovere i glicerosfingolipidi. In breve, la fase organica è 
stata risospesa in 100 µL di CHCl3 e in 100 µL di NaOH 0.6 N in metanolo e 
incubate a 37°C per un’ora. La reazione è stata bloccata aggiungendo 120 µL di 
HCl 0.5 M in metanolo. Il campione è stato sottoposto a un’altra separazione di 
fase e la nuova fase organica è stata usata per l’analisi HPTLC-MALDI. 

3.3.5 Procedure di deposizione della matrice per l’analisi HPTLC-
MALDI 
Per ottimizzare le procedure di deposito della matrice, due lastre HPTLC di silice 
con retro in alluminio (75x50 mm) sono state sviluppate sia con uno standard 
glicosfingolipidico neutro che con uno acido. Lo standard Gb4Cer (4µg) è stato 
caricato sulla lastra e separato in cloroformio/metanolo/acqua 110:40:6 (v/v/v), 
mentre lo standard GM3 (4µg) è stato separato in cloroformio/metanolo/0,2% 
CaCl2 acquoso 60:40:9 (v/v/v). Le lastre sono state fatte asciugare molto 
accuratamente, inserite nello strumento ImagePrep (Bruker Daltonics) e lo strato di 
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matrice è stato depositato ripetendo 3 cicli (per i GSLs acidi) o 4 cicli (per i GSLs 
neutri) identici del metodo da noi impostato che prevede 8 cicli di spray, seguiti da 
30 secondi di incubazione e da 30 secondi di essicamento. I parametri impostati 
tramite l’interfaccia dell’ImagePrep sono stati i seguenti: potenza dello spray 30%, 
modulazione 20%, tempo di spray 1,5 secondi. È stata utilizzata la matrice DHB in 
50% acetonitrile alla concentrazione di 50 mg/mL (per Gb4Cer) e 100 mg/mL (per 
GM3). In seguito, le lastre HPTLC sono state montate sull’adattatore MTP TLC 
(Bruker Daltonics) e inserite nello spettrometro di massa MALDI. 
Per quanto riguarda la matrice DHB a 200 mg/mL in 90% acetonitrile con 10 mM 
ammoniodiidrogenofosfato e 0.1% TFA, altri tipi di deposizione della matrice sono 
stati testati. In una procedura, le lastre HPTLC sono state immerse in un 
contenitore contenente la matrice, asciugate tramite un getto d’aria calda e 
sottoposte a una seconda immersione. Questo metodo assicura che la matrice 
abbia una densità di circa 5 mg/cm2. Un secondo metodo consiste nello spruzzare 
la soluzione di matrice con uno spruzzatore per TLC, mentre nel terzo molte gocce 
di matrice di 0,5-1 μL sono state depositate usando una pipetta e asciugate sotto 
un getto d’aria calda. 
Gli spettri di Gb4Cer sono stati acquisiti in modalità reflectron positiva mentre gli 
spettri di GM3 in modalità reflectron negativa utilizzando uno spettrometro di 
massa Ultraflex III ToF/ToF equipaggiato con laser Smartbeam (frequenza 100 Hz, 
Bruker Daltonics) e software FlexControl v. 3.3 (Bruker Daltonics). 

3.3.6 MS/MS 
Per l’esperimento MS/MS, la massa dello ione precursore è stata isolata e 
frammentata in LIFT. La nomenclatura introdotta da Domon e Costello [132] e da 
Adams e Ann [133] è stata utilizzata per l’attribuzione degli ioni frammento. 

3.3.7 HPTLC-MALDI dei mioblasti murini C2C12 wild-type e 
overesprimenti la sialidasi NEU3 
I glicosfingolipidi estratti dai mioblasti murini C2C12 wild-type e overesprimenti la 
sialidasi NEU3 sono stati caricati su lastre HPTLC (75x50 mm) per la separazione 
cromatografica. A questo proposito, la fase acquosa e la fase organica 
(corrispondenti a 4 e 2 mg di proteine totali, rispettivamente) sono state separate e 
caricate su due diverse HPTLC, una delle quali sviluppata in cloroformio/ metanolo/ 
0.2% CaCl2 acquoso 60:40:9 (v/v/v) per l’analisi dei GSL della fase acquosa (i 
GSLs acidi- ovvero i gangliosidi) e l’altra in cloroformio/metanolo/acqua 110:40:6 
(v/v/v) [134] per l’analisi dei GSL neutri, estratti dalla fase organica. Le lastre sono 
state accuratamente essiccate, inserite nell’ImagePrep (Bruker Daltonics) e lo 
strato di matrice è stato depositato come precedentemente descritto, utilizzando 
DHB 50 mg/mL per i GSL neutri e DHB 100 mg/mL per i GSL acidi. 
Gli spettri relativi all’HPTLC contenente la fase organica sono stati acquisiti in 
modalità reflectron positiva mentre gli spettri dei gangliosidi sono stati acquisiti in 
modalità reflectron negativa. Per l’acquisizione automatica dei dati è stato utilizzato 
il software TLC MALDI con i seguenti parametri: intervallo di distanza sulla TLC per 
acquisizione spettri, 0.5 mm; numeri di spettri acquisiti nella stessa posizione X 
variando il parametro Y, 3; larghezza della linea, 5 mm; spari laser totali, 600 (200 
spari per posizione). 
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3.3.8 Spettrometria di massa MALDI 
Gli spettri sono stati acquisiti usando lo spettrometro Ultraflex III ToF/ToF con laser 
Smartbeam (frequenza 100 Hz, Bruker Daltonics) e software FlexControl v. 3.3 
(Bruker Daltonics). Per l’analisi dei GSL neutri è stata adottata una polarità positiva 
con i seguenti parametri: sorgente ionica 1, 25 kV; sorgente ionica 2, 21,67 kV; 
lenti, 9,3 kV; reflector 26,3 kV; reflector 2, 13,7 kV; soppressione dei segnali relativi 
alla matrice al di sotto di 500 m/z; 100 mV/full scale. 
Gli spettri dei GSL acidi sono stati acquisiti in modalità reflectron negativa. 
Parametri impostati: sorgente ionica 1, 20 kV; sorgente ionica 2, 17,2 kV; lenti, 7,4 
kV; reflector 21 kV; reflector 2, 11 kV; soppressione per le masse al di sopra di 800 
m/z; estrazione ionica pulsata 200 ns. 
Gli spettri sono stati calibrati esternamente usando i picchi dei glicosfingolipidi 
standard, precedentemente caricati vicino al campione sulla HPTLC e sottoposti 
anch’essi ad analisi HPTLC-MALDI. 

3.3.9 Curve di calibrazione 
Gli standard Gb3Cer e GM3 sono stati diluti in CHCl3/CH3OH 2:1 con 
concentrazioni comprese tra 0.125 e 10 µg/µL e le diverse diluizioni sono state 
depositate su lastre HPTLC (200x100 mm, Merck), sviluppate come descritto in 
precedenza e tagliate a dare delle lastre HPTLC della dimensione di 75x50 mm, 
per condurre l’analisi HPTLC-MALDI come precedentemente descritto. In parallelo, 
ulteriori lastre HPTLC sono state caricate con le stesse diluizioni di standard, 
sviluppate e spruzzate con il colorante fluorescente primulina (5% p/v in 
acetone:acqua (80:20, v/v). Le bande degli standard sono state rilevate con uno 
scanner a fluorescenza, Ettan Dige Imager (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) a 
una lunghezza d’onda di 410 nm (eccitazione) e 550 nm (emissione). 

3.3.10 Analisi dei dati 
Attraverso il software SurveyViewer v.1.1 (Bruker Daltonics) gli spettri acquisiti 
sono stati visualizzati in un grafico 2D in cui in ascissa è rappresentato il valore m/z 
mentre in ordinata la posizione sull’HPTLC. Gli spettri di interesse sono stati poi 
analizzati tramite il software FlexAnalysis v. 3.3 (Bruker Daltonics). La massa dei 
vari glicosfingolipidi è stata attribuita tramite il database LIPID MAPS structure 
[135] inserendo il valore di massa dello ione precursore [136]. 
La curva di calibrazione del GM3 è stata ottenuta considerando il rapporto 
segnale-rumore del picco C16:0 [M-H]- negli spettri acquisiti nell’area della HPTLC 
in cui si posiziona il GM3, e l’area sotto la curva del GSL è stata calcolata 
attraverso il metodo dei trapezi per le concentrazioni crescenti di GM3. La stessa 
procedura è stata usata per la curva di calibrazione di Gb3Cer considerando il 
picco C16:0 [M+Na]+, e per l’analisi semi-quantitativa degli sfingolipidi estratti dai 
mioblasti murini, paragonando l’area sotto la curva di GM3 e LacCer tra le cellule 
C2C12 wild-type e overesprimenti NEU3. Nel caso di LacCer, solo gli addotti sodici 
sono stati tenuti in considerazione per il calcolo dell’AUC, in quanto sono risultati 
essere quelli a maggiore intensità. La procedura utilizzata per la costruzione delle 
curve di calibrazione e per l’analisi semi-quantitativa è descritta in maggior 
dettaglio in Figura 6. 
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Figura 6: Procedura adottata per la costruzione delle curve di calibrazione e per 
l’analisi dei profili glicosfingolipidomici. 
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4 RISULTATI E DISCUSSIONE 

4.1 Profilo di proteine seriche a scarsa abbondanza 
4.1.1 Analisi MALDI profiling 
L’analisi MALDI profiling è sempre più utilizzata in studi di tipo patologico o 
farmacologico [137,138] e risulta essere particolarmente adatta per la 
classificazione dei pazienti, per la scoperta di possibili indicatori con valore 
diagnostico e prognostico e di target biochimici per lo sviluppo di nuovi farmaci. È 
una delle tecniche più promettenti che consente di ridurre il divario tra studi di tipo 
proteomico e di tipo clinico, permettendo di adottare per tempo una determinata 
strategia terapeutica mirata al paziente e consentendo una sorta di “medicina 
personalizzata“ [139], utilizzando analisi a basso costo. Ovviamente la raccolta dei 
dati clinici dei pazienti e dei campioni devono essere eseguiti con molta cura così 
come molto attentamente bisogna definire la questione clinica e interpretare i dati. 
L’analisi dei sieri tramite MALDI profiling è stata accoppiata al frazionamento per 
immunodeplezione secondo una messa a punto compiuta nel nostro laboratorio 
[140], che intende ridurre il range dinamico del siero, caratterizzato da 10 ordini di 
grandezza, per rapportarlo alle capacità degli spettrometri di massa attuali di 
analizzare soluzioni contenenti analiti a concentrazioni differenti e permettere 
quindi l’analisi delle frazione proteica a scarsa abbondanza. L’immunodeplezione 
con la colonna MARS Hu7 è stata favorita ad altri metodi di deplezione in quanto si 
tratta di una tecnica molto riproducibile. Il primo picco cromatografico, che viene 
eluito intorno ai 3 minuti, è quello relativo alla frazione del siero contenente le 
proteine e i peptidi a scarsa abbondanza che verrà successivamente sottoposta 
all’analisi MALDI Profiling, mentre il secondo picco, eluito intorno ai 12 minuti, 
contiene le sei proteine più abbondanti del siero. 
Questa strategia è stata utilizzata per l’analisi delle proteine seriche a scarsa 
abbondanza in pazienti affetti da cancro alla prostata (ADK+). Nello studio è stato 
scelto di sottoclassificare 30 sieri dei pazienti ADK+ e 30 sieri dei soggetti controllo 
in base al valore soglia di PSA (4 ng/mL) in quanto un’analisi MALDI profiling 
preliminare condotta confrontando i profili proteici dei sieri con alti e bassi valori di 
PSA ha indicato la presenza di 15 picchi “migliori separatori” (p<0.05), mentre 
nessun picco risulta essere variato nel confronto tra sieri ADK+ e ADK- (Figura 7), 
suggerendo l’importanza di questo valore per la corretta classificazione dei 
campioni, al fine di evitare l’insorgenza di risultati falsi negativi o falsi positivi.  
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L’analisi MALDI Profiling condotta sulle frazioni LAP dei sieri di pazienti ADK+ e di 
soggetti controllo (con valori di PSA superiori a 4 ng/mL) ha rilevato la presenza di 
62 picchi totali nell’intervallo 1000-10000 m/z. Tramite il software ClinProTools 
sono stati generati gli spettri medi per i pazienti ADK (in rosso) e per i controlli (in 
verde) (Figura 8) ed è stato applicato un test statistico di tipo non parametrico (t-
test di Wilcoxon). L’analisi statistica ha indicato 24 picchi migliori separatori 
(p<0,05, Tabella 1). Tra questi, 11 picchi possiedono un p-value minore di 0,01. 
Sono state in seguito confrontate le frazioni LAP di pazienti ADK+ e di soggetti sani 
con valori di PSA inferiori o uguali a 4ng/ml (Figura 9). L’analisi statistica ha 
rivelato la presenza di 89 picchi totali nell’intervallo 1000-10000 m/z con 13 picchi 
migliori separatori (p<0,05) e 4 picchi con un p-value inferiore a 0,01 (Tabella 1).  
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Figura 7: Analisi PCA relative al confronto tra i profili 
proteomici dei sieri dei soggetti ADK+ e dei soggetti 

controllo (A) e tra i profili dei sieri ad alti valori e a bassi 
valori di PSA (B). L’analisi statistica è stata effettuata 

tramite l’utilizzo del software ClinProTools. 
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Figura 8: Le frazioni proteiche scarsamente abbondanti (Low Abundant 
Proteins-LAP) di sieri prelevati da pazienti ADK+ e da soggetti sani, con 

valori di PSA alto (>4 ng/mL), sono state sottoposte ad analisi MALDI 
profiling su piastra Anchorchip utilizzando la matrice CHCA. Sono stati 

rilevati 62 picchi totali: tra questi 24 picchi risultano variati con un p-
value inferiore a 0,05 mentre 11 picchi risultano differenzialmente 
espressi con p<0,01. Sono mostrati gli spettri medi dei profili serici 
ADK+(in rosso) e dei profili serici controllo (in verde) insieme agli 

ingrandimenti di alcuni tra i picchi migliori separatori (1451, 3195, 5908 
e 7771 m/z) e alla analisi PCA. 
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Tabella 1: Picchi (indicati come rapporto m/z) differenzialmente espressi (p<0.05) 
nel confronto tra i profili proteici dei sieri prelevati da pazienti ADK positivi e da 
soggetti controllo. Per ogni picco sono indicati il p-value e le intensità medie per 
ciascuna classe. I picchi con p-value minori di 0.01 sono evidenziati in grigio. 
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Figura 9: Spettri medi dei profili LAP serici di pazienti ADK+ (in rosso) e 
di soggetti controllo (in verde), con valori di PSA bassi (≤ 4ng/mL). Sono 
stati rilevati 89 picchi totali: tra questi 13 picchi risultano variati con un 

p-value inferiore a 0,05 mentre 4 picchi risultano differenzialmente 
espressi con p<0,01. Sono mostrati gli ingrandimenti dei picchi migliori 

separatori con p<0,01 (2021, 2040, 2046 e 2056 m/z) e alla analisi 
PCA. 
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m/z 
p-value, 
Wilcoxon 
test 

Intensità 
medie, 
ADK 

Intensità 
medie, 
Controlli 

 
1451.7 0.000708 16.43 32.67 

Gruppo ad alto PSA (PSA > 4 
ng/mL), ADK vs Controlli 

3243.4 0.000708 23.06 15.47 
5908.4 0.00225 194.71 101.74 
3265.8 0.00225 81.4 40.2 
5808.5 0.00225 15.74 11.88 
3194.8 0.0029 44.34 25.16 
5340.4 0.0029 40.94 26.27 
7771.5 0.00592 71.93 34.39 
9297.1 0.0084 191.62 113.62 
8818.9 0.0084 34.05 13.08 
8695.2 0.0084 27.33 13.01 
2772.3 0.0113 26.22 18.3 
1868 0.0159 32.63 136.64 
4212.9 0.0159 108.74 73.72 
2955.8 0.0168 35.86 23.82 
5758.1 0.0177 14.81 11.14 
3210.7 0.0187 19.18 15.2 
4646.8 0.0223 51.6 33.53 
2935.2 0.0229 47.79 29.92 
1780.8 0.0229 13.24 28.06 
3885.5 0.0229 15.28 10.95 
6093.3 0.0229 11.25 9.26 
3281.3 0.0377 26.81 18.83 
4271.3 0.0492 27.21 22.63 
2021.1 0.000308 258.65 145.25 

Gruppo a basso PSA (PSA < 
4 ng/mL), ADK vs Controlli 

2046.1 0.000386 23.51 15.11 
2055.9 0.000386 24.47 16.17 
2040 0.000396 18.51 12.14 
6943.7 0.0119 97.49 117.8 
1780.7 0.0119 37.32 51.51 
1981.8 0.0197 27.79 22.99 
1565.1 0.0198 28.92 36.89 
5379.2 0.0248 11.85 14.71 
2095.3 0.0291 20.53 16.07 
1451.6 0.038 28 42.45 
1692.8 0.038 31.18 40.03 
8696 0.0477 55.08 60.73 
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4.1.2 Identificazione dei picchi 
L’identificazione dei picchi altamente variati (p<0.01) è stata effettuata utilizzando 
come materiale di partenza per la separazione cromatografica quattro pool 
costituiti dalla frazione LAP dei pazienti ADK+ e dei soggetti controllo in condizioni 
di alto e basso PSA. Come tecnica cromatografica è stata utilizzata la gel-
filtrazione, che discrimina le diverse specie proteiche attraverso la loro massa, lo 
stesso tipo di informazione fornita dagli esperimenti di MALDI profiling.  
Ogni campione è stato suddiviso in frazioni da 30 secondi e analizzato tramite 
spettrometria di massa MALDI per verificare in quali di queste frazioni fossero 
presenti le masse relative ai picchi migliori separatori. Queste ultime sono state 
ulteriormente analizzate tramite nLC–MALDI con colonna a fase inversa. Questo 
approccio ha permesso di identificare il picco a 2021 m/z nel gruppo ADK+ a basso 
PSA con un punteggio MASCOT di 65. Questo picco corrisponde al frammento C3f 
del fattore del complemento C3 (Figura 10). Quest’ultimo è la proteina del 
complemento più abbondante nel siero umano ed è spesso utilizzata in test di 
screening per il suo ruolo chiave nella cascata del complemento. Il fattore C3 viene 
tagliato dalla C3 convertasi liberando l’anafilotossina C3a e il frammento C3b, che 
rappresenta la forma attiva del fattore del complemento C3. Il taglio di C3b in iC3b 
inattiva quasi tutti i siti di legame rendendo impossibile l’associazione di C3b al 
fattore B e quindi l’attivazione del complemento. Il taglio da parte del fattore I del 
complemento, insieme al fattore H e ad altri cofattori, può avvenire in due punti 
della catena alfa di C3b, e se avviene in entrambi i siti viene rilasciato un piccolo 
frammento (C3f).  
Nell’analisi MALDI profiling questo frammento risulta essere maggiormente 
espresso nei pazienti ADK a basso PSA rispetto ai controlli, suggerendo un 
possibile aumento nella formazione di iC3b e quindi nell’inattivazione del fattore del 
complemento C3b. 
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4.1.3 Immunoblotting 
Per confermare l’aumentata espressione del peptide C3f nei sieri dei pazienti ADK 
a basso PSA rispetto ai soggetti controllo è stato utilizzato un metodo indiretto, 
resosi necessario a causa del basso peso molecolare del frammento C3f. Tale 
metodo consiste nel valutare tramite immunoblotting l’espressione degli altri 
frammenti che si formano dalla proteolisi del complemento C3b. Insieme al C3f si 
forma infatti anche un frammento di 182 kDa, che in condizioni denaturanti dà 
origine a tre frammenti di 67, 40 e 75 kDa. Il frammento di 67 kDa può in seguito 
essere tagliato rilasciando un frammento di 38 kDa e uno di 29 kDa che in 
condizioni non denaturanti forma, insieme ai frammenti di 40 e 75 kDa, il fattore del 
complemento C3c. La presenza di questi frammenti è stata verificata tramite 
riconoscimento antigene-anticorpo utilizzando l’anticorpo monoclonale anti-C3b. La 
Figura 11 mostra aumentati livelli di espressione delle bande a 67 kDa e 29 kDa 
nei sieri ADK+, che suggeriscono un’elevata proteolisi del fattore del complemento 
nei sieri dei pazienti ADK+, con un conseguente aumento del frammento C3f, e 
quindi del peptide 2021 m/z corrispondente al picco migliore separatore. 
In questo studio è stata indirettamente provata la relazione tra l’espressione del 
peptide C3f e la deregolazione del fattore del complemento C3. Quest’ultimo viene 
inattivato dall’azione proteolitica del fattore I e di molti altri cofattori, con formazione 
di iC3b che inibisce il ciclo della via alternativa del sistema del complemento 
(impedendo l’associazione del C3b al fattore B), e induce la degradazione delle 
specie che partecipano a tutta una varietà di interazioni ligando-recettore 
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Figura 10: Il picco 2021 è stato frammentato tramite MALDI-MS/MS e identificato: 
esso corrisponde al peptide C3f del fattore del complemento C3. 
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(citotossicità cellulare mediata da anticorpi –ADCC-, adesione leucocitaria, 
fagocitosi, presentazione dell’antigene, rilascio di citochine). 
Questo studio ha dimostrato che utilizzando Il PSA come valore di riferimento è 
possibile sottoclassificare i pazienti grazie a profili proteici caratteristici, inoltre ha 
dimostrato che grazie all’identificazione dei picchi è possibile selezionare nuovi 
marcatori da associare in diagnostica a marcatori già presenti sul mercato, e ha 
identificato una molecola facilmente associabile nella diagnosi al test del PSA, 
evitando, nelle persone a rischio, i falsi negativi.  
Molto rimane ancora da fare, in particolare vanno utilizzate ulteriori tecniche di 
frazionamento per favorire l’identificazione degli altri picchi associabili ai vari valori 
di PSA.  
 
 

 
 
 
 
 
 

C3f

C3

C3b

iC3b

C3c

1°taglio proteolitico

2°taglio proteolitico

3°taglio proteolitico

Figura 11: Il fattore del complemento C3 è attivato da una serie di tagli 
proteolitici a causa dei quali alcuni peptidi (indicati dalle frecce) vengono 

rilasciati, mentre il resto della struttura del complemento, in condizioni 
native, rimane legata attraverso ponti disolfuro. In condizioni riducenti 

possono essere invece rilevati tramite riconoscimento antigene-anticorpo 
frammenti di 67 kDa e di 29 kDa. 100μg di siero immunodepleto di pazienti 

ADK+ e di soggetti controllo sono stati separati in triplicato tramite SDS-
PAGE (10% T, pH 8.8 running gel), e le bande sono state trasferite e 

bloccate su una membrana PVDF, incubata con l’anticorpo anti-C3b 1:250 
per tutta la notte. 
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4.2 Profilo glicosfingolipidomico 
Lo sviluppo di una tecnica ad alta risoluzione ed ad alta efficienza per l’analisi dei 
glicosfingolipidi, ha richiesto una serie di messe a punto metodologiche che hanno 
riguardato principalmente la fase di accoppiamento TLC/MALDI. 
Il tipo di matrice e la sua deposizione sulla lastra HPTLC sono passaggi cruciali per 
un’analisi diretta tramite ifenazione HPTLC-MALDI. A causa della sua 
composizione, la superficie in silice della lastra HPTLC richiede una grande 
quantità di matrice ad alta saturazione, che deve essere depositata tramite 
passaggi ripetuti, ognuno dei quali seguito da un’attenta asciugatura. Quest’ultimo 
passaggio è critico sia per la cristallizzazione della matrice sia per le possibili 
rotture che possono verificarsi sulla lastra, a causa del contenuto d’acqua del 
solvente in cui è risospesa la matrice. Ciò comporta anche la diffusione laterale del 
campione, che insieme all’assorbimento dell’analita nella superficie di silice, 
determinano un crollo nelle capacità di rilevazione dello spettrometro MALDI, 
diminuendo la sua sensibilità, con una più bassa intensità dei picchi. In più, è 
assolutamente necessario evitare concentrazioni troppo alte o troppo basse di 
matrice, in quanto nel primo caso possono produrre cluster di segnali che rendono 
difficoltosa l’analisi, mentre nel secondo non permettono di rilevare alcun tipo di 
segnale. Inoltre, quando lo strato di matrice è troppo spesso si può verificare uno 
shift di masse (1-2 Da) e diventa quindi necessario un attento set-up sperimentale 
per definire le condizioni di deposito della matrice sulla lastra HPTLC. 
Attraverso l’utilizzo dello strumento ImagePrep, lo spessore dello strato di matrice 
depositato è stato attentamente controllato impostando un metodo, di durata 
minore per i glicosfingolipidi neutri e maggiore per quelli acidi (gangliosidi), che 
alterna fasi di spray molto corte, della durata di 1,5 secondi, a lunghe fasi di 
incubazione ed essicamento (30 secondi). Questa procedura permette la 
formazione di cristalli di matrice piccoli e regolari sulla superficie della lastra. 
Studi recenti hanno indicato la matrice DHB (acido 2,5-diidrossibenzoico) come 
quella d’elezione per l’analisi dei glicolipidi [127, 141, 142] e in particolare questa 
matrice è stata selezionata per la sua efficacia nella visualizzazione dei GSLs 
neutri [143, 144] e per la sua capacità di rilevare anche i GSLs acidi.  

4.2.1 Ottimizzazione del metodo di deposito della matrice 
La matrice DHB è stata testata a 50 mg/mL, 100 mg/mL, e 200 mg/mL. 
Quest’ultima concentrazione, molto alta, non è stata depositata tramite lo 
strumento ImagePrep per evitare l’otturazione del sistema di spray. In un primo 
approccio la soluzione è stata perciò raccolta in un reservoir e la lastra è stata 
immersa molto velocemente per due volte. In questo modo lo strato di matrice era 
omogeneamente distribuito sulla lastra, ma la quantità depositata non era 
sufficiente a permettere il rilevamento di segnali. 
Si è tentato di depositare la matrice per mezzo di una pipetta, il metodo ha fornito 
spettri di buona qualità ma si tratta di una procedura dispendiosa in termini di 
tempo e operatore-dipendente. La riproducibilità degli spettri infatti è bassa a 
causa di una non-omogenea distribuzione della matrice. 
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Metodo di 
deposizione 
della 
matrice 

Concentrazione 
DHB 

Distribuzione 
della matrice 

Rilevamento 
picchi 

Riproducibilità 
degli spettri 

Immersione 

200 mg/mL in 90% 
ACN con10 mM 
(NH4)H2PO4 e 0.1% 
TFA omogenea molto basso - 

TLC sprayer 

200 mg/mL in 90% 
ACN con10 mM 
(NH4)H2PO4 e 0.1% 
TFA omogenea basso basso 

Pipetta 

200 mg/mL in 90% 
ACN con10 mM 
(NH4)H2PO4 e 0.1% 
TFA non-omogenea alto basso 

ImagePrep  
50 or 100 mg/mL 
in ACN:H2O/1:1 omogenea alto alto 

 
 
 
Si è quindi deciso di utilizzare lo strumento ImagePrep ma con concentrazioni di 
DHB leggermente inferiori (50 e 100 mg/mL). Questo apparecchio utilizza un 
sistema di vaporizzazione vibrazionale automatico per creare un aerosol di 
matrice, costituito da gocce di circa 20 µm, che copre omogeneamente l’intera 
superficie dell’HPTLC con una densità di 1-5 mg di matrice per cm2.  
Come affermato precedentemente [141, 143], buoni risultati sono stati ottenuti 
utilizzando la matrice DHB in acetonitrile:acqua/1:1, che è stata quindi testata sia 
su uno standard gangliosidico (GM3) che su un GSL neutro (Gb4Cer). Dai risultati 
è emerso che l’utilizzo di DHB a 100 mg/mL accoppiato all’acquisizione degli 
spettri in negativo è la condizione più appropriata per rilevare i picchi relativi ai 
gangliosidi tramite HPTLC-MALDI, ed è stata utilizzata per esperimenti e confronti 
sui glicosfingolipidi acidi estratti dai mioblasti murini, mentre la concentrazione più 
bassa (50mg/ml) è stata adottata per esperimenti su GSLs neutri. 
In più lo spettro MS/MS dello standard Gb4Cer acquisito tramite DHB 50mg/mL ha 
indicato che gli spettri MS2 possano essere acquisiti direttamente dalle lastre 
HPTLC (Appendice A). 

4.2.2 Curve di calibrazione 
Un numero crescente di articoli dimostra che le informazioni quantitative possono 
essere ottenute da spettri di massa MALDI con un’accurata deposizione della 
matrice, unita all’utilizzo di standard e di curve di calibrazione. Per dimostrare 
l’applicabilità della tecnica HPTLC-MALDI all’analisi quantitativa, sono state 
costruite curve di calibrazione in triplicato sia per un GSL neutro (Gb3Cer) che per 
uno acido (GM3). La Figura 12 mostra la curva di calibrazione del glicosfingolipide 
neutro Gb3Cer nelle concentrazioni comprese tra 0.3-7 µg/µL, intervallo in cui è 
possibile osservare correlazione lineare. Il limite di rilevabilità è stato stimato a 0,1 
µg, mentre una HPTLC caricata con le stesse concentrazioni di standard e 
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spruzzata con il colorante fluorescente primulina mostra un limite di rilevabilità 
intorno a 0,75 µg.  

 

 

Nella Figura 13 è mostrata la curva di calibrazione del ganglioside GM3 
nell’intervallo compreso tra 0.4 e 6 µg/µL. Il limite di rilevabilità è stato stimato a 0.4 
µg. Il valore R2 è risultato maggiore di 0.95 per ogni curva di calibrazione.  
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Figura 12: Curva di calibrazione del glicosfingolipide (GSL) globotriaosilceramide 
(Gb3Cer): A) costruita in triplicato considerando il rapporto segnale/ rumore del picco 
C16:0 [M+Na]+ negli spettri acquisiti nell’area della lastra HPTLC corrispondente alla 
posizione di Gb3Cer e calcolando l’area sotto la curva del GSL attraverso il metodo 
dei trapezi per tutte le concentrazioni crescenti di Gb3Cer (0.1, 0.125, 0.25, 0.3, 0.5, 
0.6, 0.75, 1, 2.5, 5. 7, 10 μg/μL). B) costruita attraverso la colorazione con primulina. 

Le bande Gb3Cer sono state rilevate su una lastra HPTLC caricata con le stesse 
quantità di standard utilizzate per l’analisi HPTLC. Il limite di rilevabilità è in questo 
caso di 0,75 μg. C) Intensità del picco C16:0 [M+Na]+ di Gb3Cer alle varie diluizioni 

utilizzate per la curva di calibrazione. 
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4.2.3 HPTLC-MALDI dei mioblasti murini C2C12 
La linea cellulare di mioblasti murini C2C12, derivata da cellule satelliti isolate da 
muscolo rigenerante di topo adulto [145], rappresenta una delle linee cellulari più 
utilizzate per lo studio della biologia del muscolo scheletrico in vitro e per tale 
ragione è stata utilizzata per verificare l’applicabilità della metodologia proposta a 
sistemi biologici complessi. Le cellule muscolari in coltura forniscono infatti un 
eccellente modello per lo studio del differenziamento miogenico poichè tale 
processo risulta facilmente inducibile attraverso la composizione del mezzo di 
coltura e controllabile attraverso il monitoraggio dei parametri legati al 
differenziamento. Notevole è il ruolo dei glicosfingolipidi come biomarcatori di 
specifiche popolazioni cellulari, inclusi i mioblasti [146]. Recentemente è stato 
riportato che le sialidasi, enzimi glicoidrolitici che rimuovono residui di acido sialico 
dalle sialo-glicoproteine e dai gangliosidi, sono coinvolti nella differenziazione del 
muscolo scheletrico [147]. In particolare, la sialidasi NEU3 modula il contenuto 
gangliosidico [148, 149] e la sua overespressione nei mioblasti C2C12 induce un 
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Figura 13: Curva di calibrazione del ganglioside GM3 standard: A) costruita in triplicato 
considerando il rapporto segnale/ rumore del picco C16:0 [M-H]- negli spettri acquisiti 
nell’area della lastra HPTLC corrispondente alla posizione di GM3 e calcolando l’area 

sotto la curva del ganglioside attraverso il metodo dei trapezi per tutte le concentrazioni 
crescenti di GM3 (0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 μg/μL). B) costruita 

attraverso la colorazione con primulina. Le bande GM3 sono state rilevate su una 
lastra HPTLC caricata con le stesse quantità di standard utilizzate per l’analisi HPTLC. 

C) Intensità del picco C16:0 [M-H]- di GM3 alle varie diluizioni utilizzate per la curva di 
calibrazione. 
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calo marcato del ganglioside GM3, attivando la cascata MAPK/ERK, promuovendo 
la proliferazione cellulare e ritardando l’inizio della differenziazione [128, 148, 149]. 
Tale modello cellulare rappresenta quindi un ottimo sistema per la verifica del 
nuovo approccio analitico proposto. 
I profili glicosfingolipidomici della fase organica e acquosa, estratte dai mioblasti 
murini C2C12, sono stati analizzati tramite HPTLC-MALDI e paragonati a quelli 
ottenuti tramite un metodo universalmente accettato, che consiste nell’addizionare 
il terreno di coltura con il precursore radiomarcato delle specie sfingolipidiche, la 
[3-3H]sfingosina, separare i GSLs radioattivi generati tramite HPTLC e identificarli 
mediante confronto con GSLs radioattivi standard. Le HPTLC radioattive mostrano 
una doppia banda per ogni GSL: la superiore contiene tutte le varianti a lunga 
catena di acidi grassi mentre quella inferiore le isoforme a catena corta, ma da 
questi dati non si riescono a ricavare informazioni sulla lunghezza della catena. 
Anche tramite HPTLC-MALDI è possibile discriminare tra catene corte e lunghe, 
ma in aggiunta gli spettri relativi alla fase organica (Figura 14) e alla fase acquosa 
(Figura 15) mostrano che in ogni singola banda è presente più di un picco, 
indicando quindi la presenza di più varianti e fornendo un’analisi più dettagliata e 
una maggior caratterizzazione dei GSLs.  
I picchi [M+Na]+ relativi alle bande superiori del glucosilceramide (GlcCer) (807 
m/z, 832.7 m/z e 834.7 m/z) (Figura 14B), lactosilceramide (LacCer) (968.9 m/z, 
995 m/z e 997 m/z) (Figura 14C), globotriaosilceramide (Gb3Cer) (1131 m/z, 1157 
m/z e 1158.9 m/z) (Figura 14D), e sfingomielina (SM) (809.7 m/z, 835.9 m/z e 
837.9 m/z) (Figura 14E), corrispondono alle isoforme C22:0, C24:1 e C24:0 
rispettivamente, mentre i picchi rilevati nelle bande inferiori corrispondono solo alla 
variante C16:0. I picchi [M-H]- relativi alle bande superiori di GM3 (1235.9 m/z, 
1262.1 e 1263.8 m/z) (Figura 15B), GM2 (1439 m/z, 1464 m/z e 1467.3 m/z) 
(Figura 15C), e GM1 (1602 m/z, 1626.9 m/z e 1628.8 m/z) (Figura 15D), 
corrispondono alle varianti C22:0, C24:1 e C24:0, mentre i picchi relativi alle bande 
inferiori corrispondono a C16:0. Il picco (1939.3 m/z [M+Na+-2H]-) relativo a GD1a 
e trovato nella banda superiore corrisponde all’isoforma C24:0, mentre il segnale 
1829.7 m/z [M+Na+-2H]-, relativo alla banda inferiore, corrisponde a C16:0 (Figura 
15E). La risoluzione dei picchi al di sopra di 3000 e di 8000 per gli spettri acquisiti 
in modalità negativa e positiva, rispettivamente, e la separazione spaziale data dal 
valore Rf, permettono un’analisi precisa della composizione glicosfingolipidomica 
del campione. L’utilizzo di una matrice acida causa la perdita di acido sialico, come 
già descritto in precedenza [150], sia nei disialo- che nei monogangliosidi e il picco 
[-NeuAc+Na+] è altresì presente. Questa perdita può essere considerata 
omogenea in tutti i campioni analizzati e non ha influenzato i successivi confronti 
tra mioblasti wild-type e overesprimenti NEU3. 
Questi risultati indicano che la tecnica HPTLC-MALDI fornisce l’esatta massa 
isotopica sorpassando i limiti di risoluzione dell’HPTLC. In più, trattandosi di 
un’analisi di tipo diretto, evita i limiti di altre tecniche che prevedono passaggi di 
trasferimento (come TLC-Blot-MALDI [126, 151]) o l’estrazione dell’analita della 
silice e successiva purificazione [125], e by-passa i metodi radioattivi riducendo i 
passaggi analitici, la variabilità e possibilmente implementando il numero di specie 
identificate. Infatti tra i vantaggi dell’ifenazione diretta HPTLC-MALDI c’è la 
possibilità di analizzare tramite MS ogni singolo punto della lastra, che se 
paragonato a un esperimento LC, corrisponderebbe all’analisi dei picchi 
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cromatografici raccolti in ogni singolo minuto o addirittura secondo, aumentando in 
questo modo il numero di piatti teorici. 
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Figura 14:(A) Autoradiografia delle bande relative ai GSLs neutri 
estratti da mioblasti C2C12 wild-type e separati tramite HPTLC. 
Vengono identificate quattro specie principali: il glucosilceramide 
(GlcCer) a 36,5 e a 38 mm, il lactosilceramide a 23 e a 25 mm, 

Gb3Cer a 12 e a 13,5 mm e la sfingomielina (SM) a 7 e a 9 mm.(B-
E) Spettri di massa rappresentativi dei glicosfingolipidi neutri 

identificati, acquisiti in modalità reflectron positiva. La base sfingoide 
è la sfingosina (d18:1) in quanto le cellule analizzate sono mioblasti. 
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Figura 15:(A) Autoradiografia delle bande relative ai GSLs acidi 
estratti da mioblasti C2C12 wild-type e separati tramite HPTLC. 

Vengono identificate quattro specie principali: i monogangliosidi GM3 
a 28.5 e a 29.5 mm, GM2 a 21.5 e a 23.5 mm, GM1 a 18.5 e a 19.5 

mm e il disialoganglioside GD1a a 7.5 e a 9 mm. (B-E) Spettri di 
massa rappresentativi dei glicosfingolipidi acidi identificati, acquisiti 

in modalità reflectron negativa. 
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4.2.4 Analisi semi-quantitativa di GM3 e degli altri GSLs in mioblasti 
murini wild-type e overesprimenti la sialidasi NEU3 
La sialidasi NEU3 modula il contenuto gangliosidico [148, 149] e la sua 
overespressione nei mioblasti C2C12 induce un calo marcato del ganglioside GM3, 
che viene desialilato a lactosilceramide (LacCer). Questo esempio biologico, molto 
ben caratterizzato, è stato scelto per valutare l’attendibilità dell’ifenazione HPTLC-
MALDI per una caratterizzazione qualitativa e quantitativa dei glicosfingolipidi. 
I profili HPTLC-MALDI di GM3 e di LacCer, estratti dai mioblasti murini wild-type e 
da quelli overesprimenti la sialidasi NEU3, sono stati paragonati a quelli ottenuti 
tramite densitometria su HPTLC radioattive.  
È interessante notare come l’analisi HPTLC-MALDI permetta di effettuare 
un’analisi semi-quantitativa più specifica, in quanto questa tecnica consente di 
distinguere le singole varianti per ogni glicosfingolipide, comprese quelle aventi un 
valore Rf molto simile. È noto che tramite spettrometria di massa MALDI non è 
possibile effettuare l’analisi quantitativa dei picchi appartenenti a specie diverse a 
causa del differente grado di ionizzazione di ogni specie, ciò nonostante è 
possibile paragonare lo stesso picco in spettri diversi. Gli spettri acquisiti hanno 
indicato che due isoforme di GM3 (d18:1 C16:0 e d18:1 C22:0) diminuiscono nei 
mioblasti overesprimenti NEU3 mentre l’isoforma d18:1 C24:1 aumenta (Figura 16) 
Questi risultati suggeriscono che la sialidasi NEU3 possa agire in maniera 
preponderante sulla catena C16:0 del ganglioside GM3, rendendo plausibile 
l’ipotesi che un enzima possa agire solo su uno specifico gruppo o su una singola 
variante di glicosfingolipidi. Risultati simili a quelli ottenuti con il precursore 
radioattivo sono stati ottenuti tramite gli spettri HPTLC-MALDI addizionando le aree 
sotto la curva delle isoforme del GM3, supportando l’affidabilità di tale metodica nel 
fornire risultati quantitativi molto sensibili. 
Gli spettri di LacCer hanno indicato un leggero aumento di questo glicosfingolipide 
nei mioblasti overesprimenti NEU3, risultato paragonabile a quello ottenuto con 
l’analisi radioattiva (Figura 17). In più le singole varianti di LacCer aumentano 
indistintamente e in maniera modesta se confrontate con la notevole diminuzione 
del GM3, fenomeno spiegabile se si pensa al possibile coinvolgimento di LacCer in 
altri processi e vie.  
Le capacità di questo metodo, di discriminare e quantizzare le diverse isoforme, 
apre nuove prospettive nella comprensione del ruolo della sialidasi NEU3 e dei 
GSLs nella fusione dei mioblasti e nella differenziazione e, più in generale, nei 
processi biologici, oltre ad essere un futuro strumento ideale per la diagnosi e il 
monitoraggio di malattie o per l’identificazione di potenziali target utili per lo 
sviluppo di farmaci. 
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Figura 16: Analisi semi-quantitativa condotta sul 
ganglioside GM3 in mioblasti C2C12 (wt) e 
overesprimenti la sialidasi NEU3.(A) Analisi 

densitometrica delle bande relative al ganglioside GM3 
marcato in mioblasti trattati con [3-3H]sfingosina. **P-
value<0,001 (t-test di Student).(B) Profiling di GM3 
tramite HPTLC-MALDI. Gli spettri acquisiti hanno 
indicato che due isoforme di GM3 (d18:1 C16:0 e 

d18:1 C22:0) diminuiscono nei mioblasti 
overesprimenti NEU3 mentre l’isoforma d18:1 C24:1 

aumenta. *P-value<0,05 (t-test di Student). 
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Figura 17: Analisi semi-quantitativa condotta sul 
GSL neutro LacCer nei mioblasti C2C12 (wt) e 
overesprimenti la sialidasi NEU3(L-NEU3).(A) 
Analisi densitometrica delle bande relative al 
LacCer marcato in mioblasti trattati con [3-

3H]sfingosina. (B) Profiling di LacCer tramite 
HPTLC-MALDI. Gli spettri acquisiti hanno 
indicato un leggero incremento così come 

nell’analisi densitometrica, con un aumento di 
tutte le varianti. 
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5 CONCLUSIONI 

La capacità delle tecniche ifenate di analizzare frazioni complesse in campioni ad 
alto range dinamico è alla base del grande interesse per lo sviluppo di nuovi 
accoppiamenti tra metodi separativi e identificativi degli analiti biologici. In questo 
lavoro si è cercato di contribuire allo sviluppo di nuove tecnologie ifenate ad alta 
risoluzione associate alla spettrometria di massa MALDI, che, per le sue 
caratteristiche, è particolarmente adatta ad una applicazione diagnostica. Un 
esperimento di MALDI profiling, eseguito confrontando le frazioni proteiche a bassa 
abbondanza di 30 sieri prelevati da pazienti affetti da cancro alla prostata e 30 sieri 
da soggetti controllo, ha infatti rilevato la presenza di 24 picchi differenzialmente 
espressi) nel gruppo ad alto PSA e di 13 picchi variati (p<0,05) (4 picchi con 
p<0,01) nel gruppo ad alto PSA, che sono stati ulteriormente indagati in quanto 
possibili marcatori per la presenza del tumore. 
La cromatografia per gel filtrazione ha permesso di arricchire ulteriormente le 
frazioni proteiche e l’ifenazione tra la cromatografia a fase inversa eseguita su uno 
strumento nano LC e la spettrometria di massa MALDI ha permesso di identificare 
il picco 2021 m/z, differenzialmente espresso. Esso corrisponde al frammento C3f 
del fattore del complemento C3, e risulta essere maggiormente espresso nel siero 
di pazienti ADK+ con bassi valori di PSA. Ciò è stato confermato tramite un 
esperimento di Immunoblotting “indiretto” che ha rivelato l’aumentata espressione 
nei sieri dei pazienti ADK+ di frammenti di 67 kDa e 29 kDa, che si formano, così 
come il C3f, in seguito agli eventi proteolitici che coinvolgono il fattore C3b. Il 
peptide C3f potrebbe pertanto essere usato in associazione con il valore serico di 
PSA per individuare i soggetti da sottoporre ad ulteriori approfondimenti e ridurre il 
numero di pazienti “falsi negativi” che presentano o che svilupperanno la malattia 
ma che non sono sottoposti ad ulteriori indagini a causa dei loro bassi livelli di 
PSA. 
Ulteriori tecniche ifenate sono in fase di studio per l’identificazione degli altri picchi 
differenzialmente espressi nel confronto tra sieri ADK+ e controllo. Tecniche 
cromatografiche saranno direttamente accoppiate alla spettrometria di massa ESI 
(LC-ESI-MS/MS) per migliorare il processo identificativo mentre l’ifenazione on-line 
tra un supporto IPG-CHIP, basato sul principio dell’isoelettrofocalizzazione, e lo 
spettrometro di massa MALDI, verrà sviluppata per effettuare il profiling sulle 
frazioni proteiche seriche già arricchite, al fine di ottenere informazioni aggiuntive 
rispetto alla classica analisi MALDI profiling. 
Inoltre, l’ifenazione diretta tra cromatografia su strato sottile e spettrometria di 
massa MALDI (HPTLC-MALDI), si è rivelata la tecnica migliore per una semplice e 
veloce caratterizzazione qualitativa e quantitativa dei profili glicosfingolipidici.  
Dopo aver ottimizzato le procedure di deposito della matrice per mezzo dello 
strumento ImagePrep, l’ifenazione HPTLC-MALDI condotta su glicosfingolipidi 
estratti da mioblasti murini C2C12, già caratterizzati mediante l’utilizzo di una 
tecnica radioattiva universalmente riconosciuta per l’analisi glicosfingolipidica, ha 
evidenziato come gli spettri siano in grado di rilevare la presenza, per ogni 
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glicosfingolipide, di tutte le varianti a diverse catene di acido grasso (d18:1 C16:0, 
C22:0, C24:1, C24:0), mentre le tecniche colorimetriche e radioattive sono in grado 
di discriminare solo tra varianti a corta e a lunga catena. Inoltre il confronto tra i 
profili glicosfingolipidomici ottenuti tramite HPTLC MALDI e tramite l’analisi 
densitometrica dei glicosfingolipidi radioattivi, sottolinea la capacità dell’ifenazione 
HPTLC-MALDI di fornire risultati quantitativi maggiormente dettagliati. A tal 
proposito, esperimenti condotti su mioblasti murini overesprimenti NEU3 hanno 
indicato una diminuzione nei livelli di due isoforme di GM3 (d18:1 C16:0 e d18:1 
C22:0) e un aumento dell’isoforma d18:1 C24:1, mentre l’autoradiografia indica 
solo una diminuzione totale del GM3. 
L’ifenazione proposta, a differenza dell’ifenazione LC-MS, utilizza un tipo di 
cromatografia semplice e veloce che la rende ideale per analisi di routine atte a 
verificare la presenza/assenza di un determinato GSL o la sua 
sovra/sottoespressione. Inoltre, essa riduce i passaggi analitici necessari in quanto 
non prevede né l’uso di radioattivo, né l’utilizzo di procedure di estrazione della 
banda dal gel di silice. 
L’ifenazione HPTLC-MALDI verrà quindi applicata allo studio di diverse condizioni 
fisiologiche e patologiche allo scopo di comprendere i vari ruoli giocati dai diversi 
sfingolipidi e in particolare dalle loro isoforme al fine di identificare potenziali 
biomarcatori o target utili per lo sviluppo di farmaci. 
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7 APPENDICI 

A 

 
Spettro MS/MS dello standard Gb4Cer (d18:1, C22:0), mostrato insieme alla 
struttura molecolare e allo schema di frammentazione dello standard. 
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