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În ultimul deceniu  instrumentele utilizate în spectrometria de masă nu s-au schimbat fundamental, dar progresele importante făcute în dezvoltarea acestora au constat în automatizarea lor în acelaşi timp cu  îmbunătăţirea colectării şi  prelucrării  datelor obţinute. Automatizarea a fost necesară persoanelor implicate în munca de cercetare, în vederea efectuării unor activităţi repetitive care să conducă la o reducere a costurilor şi a timpului de lucru, la o îmbunătăţire a colectării datelor, la o reproductibilitate mai bună a rezultatelor, la o mai bună gestionare a datelor. Sistemele de automatizare asigură deci, o calitate mai bună a datelor şi un control mai strict al modului în care se realizează operaţiuni de rutină. În acest context prezenta teză de doctorat şi-a propus să combine tehnologia de avangardă a microanalizei cu spectrometria de masă în vederea depăşirii limitelor curente ale biologiei moleculare în general şi ale tehnicilor tradiţionale din cercetarea biologică şi biochimică, în particular.

Totodată, lucrarea a urmărit implementarea microtehnologiei cu MS în studii de proteomică şi glicomică. Astfel, obiectivele tezei au fost:

· dezvoltarea, optimizarea şi cuplarea cu spectrometria de masă de înaltă performanţă, a unui sistem robotizat  dotat cu un chip de siliciu, robotul NanoMate bifuncţional care integrează manipularea şi injectarea automată a probei în MS prin chip electrospray. 

· optimizarea pentru prima dată a robotului NanoMate pentru a funcţiona în cuplaj cu un spectrometru de masă  de tip capcană ionică de mare capacitate  (HCT MS). 

· optimizarea robotului NanoMate pentru a funcţiona în cuplaj cu un spectrometru de masă de tip cuadrupolar hibrid cu timp de zbor (QTOF MS). 

· după optimizare, aceste tehnologii inovatoare şi ultramoderne au fost  aplicate în cercetări de chimie, biochimie şi biomedicale, în particular în proteomică şi glicomică pentru screening, fragmentare şi analiza structurală a diverselor tipuri de zaharide, de la polizaharide funcţionalizate la glicani şi compusi glicoconjugaţi (glicolipide şi glicopeptide) exprimaţi în sistemul nervos central uman sănătos şi afectat de boală (tumori) şi respectiv dezordini de glicozilare în care hidraţii de carbon joacă un rol esenţial. 

·  cuplarea sistemului NanoMate cu tehnica de disociere prin transfer de electroni (ETD) a condus la  aplicarea acestei metodologii combinate pentru analiza structurală prin fragmentare a peptidelor şi proteinelor în regim top-down.
Teza de doctorat este structurată în trei părţi: Consideraţii teoretice, parte ce conţine trei capitole, în care sunt detaliate aspecte ce ţin de stadiul actual al cunoaşterii în domeniul spectrometriei de masă, cum sunt: teoria şi tehnica ionizării prin electrospray, tendinţe actuale în dezvoltarea sistemelor de ionizare  prin chip-electrospray în spectrometria de masă, noutăţi în dezvoltarea  metodelor bazate pe chip-electrospray utilizate în  proteomică şi glicomică.
Partea experimentală conţine un capitol de materiale şi metode, capitol în care se detaliază probele utilizate  pentru analiză, reactivii şi materialele folosite, spectrometria de masă şi sistemul de injectare/ionizare complet automată prin chip-electrospray, utilizate în experimentele efectuate.
Contribuţii originale. Rezultate şi discuţii este partea ce încheie prezenta teză de doctorat şi care prezintă pe larg experimentele de  cuplaj între un sistem complet automat de infuzie prin chip-electrospray şi spectrometrul de masă hibrid quadrupolar cu timp de zbor cu accelerare ortogonală (QTOF MS), precum şi experimentele  de cuplaj dintre  robotul NanoMate cu injectare automată  prin chip electrospray cu spectrometrul de masă cu capcană ionică de mare capacitate (HCT MS). De asemenea sunt prezentate studiile de fezabilitate pentru  metoda  nanoESI chip QTOF MS şi  metoda nanoESI chip HCT MS, precum şi  optimizările  acestora pentru compuşi glicoconjugati, glicopeptide şi poliaharide funcţionalizate.
Primul capitol al studiului de literatură prezintă noţiuni generale despre teoria şi tehnica ionizării prin electrospray în spectrometria de masă, teoria fenomenului de ionizare prin electrospray şi ionizarea prin nano electrospray. Următorul capitol dezvoltă cuplajul şi adaptarea sistemelor chip monofuncţionale la ESI-MS, iar în continuare cîteva modele pentru emiţǎtorul de electrospray compatibil cu cuplarea dispozitivului chip sau microfluidic microTAS cu MS. Ultimul capitol al primei părţi aduce informaţii despre noutăţile apărute în dezvoltarea  metodelor bazate pe chip-electrospray utilizate în  proteomică şi glicomică. Tehnicile moderne şi sofisticate de spectrometrie de masă caracterizate prin sensibilitate, rezoluţie şi înaltă precizie au oferit o platformă analitică de mare potenţial pentru dezvoltarea de strategii, ce au avut drept scop analiza structurală atât a  proteinelor prin MS, cât şi a hidraţilor de carbon şi a glicoconjugaţilor. 
Partea a doua a lucrării, partea experimentală, se axează pe materialele şi metodele folosite ]n cercetările efectuate. Astfel sunt prezentate în subcapitole: reactivii şi aparatura de laborator, probele utilizate  pentru analiză (eşantioanele de gangliozide, polizaharidele funcţionalizate, peptidele standard, ş.a.), spectrometrul de masă cuadrupolar hibrid cu timp de zbor (QTOF-MS) şi spectrometrul de masă cu capcană ionică de mare capacitate (HCT MS).
Ultima parte a tezei de doctorat, intitulată „Contribuţii originale. Rezultate şi discuţii” cuprinde două capitole referitoare la experimentele de cuplaj dintre un spectrometru de masă şi sistemul automat de injectare a probe, însoţite de studiile de fezabilitate ale metodelor astfel dezvoltate.
În capitolul V, „Cercetări asupra realizării unui cuplaj între un sistem complet automat de infuzie prin chip-electrospray şi spectrometrul de masă hibrid quadrupolar cu timp de zbor cu accelerare ortogonală”, este prezentată intrefaţarea robotului NanoMate, cu infuzie automată şi ionizare prin chip ESI, cu un spectrometru de masă ultra modern cuadrupolar hibrid cu timp de zbor (quadrupole time-of-flight, QTOF), precum şi optimizarea riguroasă a cuplajului. De asemenea este prezentată şi metodologia generală de lucru, în vederea standardizării ei. Studiul de fezabilitate, ce însoţeşte această metodă, prezintă optimizarea parametrilor acesteia în  analiza compuşilor glicoconjugaţi utilizaţi ca probe cum sunt: glicosfingolipidele sialilate (gangliozide), glicopeptidele, polizaharide funcţionalizate.
Capitolul VI “Cercetări asupra realizării unui cuplaj între un sistem complet automat de injectare automată prin chip-electrospray şi un spectrometru de masă de tip capcană ionică de mare capacitate” reia ideea de interfaţare dintre robotul NanoMate, dar de aceasta dată cu un spectrometru de masă de tip HCT MS. Noutatea acestui tandem este obţinerea unui  sistem care să combine injectarea ESI, automată, bazată pe chip de siliciu, cu screeningul ultra-rapid şi cu fragmentarea în stagii multiple, la sensibilitate superioară. Cuplajul a fost testat şi optimizat pentru a funcţiona în regimul de screening şi fragmentare în modul ionilor pozitivi şi negativi pentru principalele clase de biomolecule: peptide, proteine şi hidraţi de carbon. La aceştia din urmă s-au analizat atât mono- şi polizaharidele ca atare, cât şi derivaţii glicoconjugaţi de tip glicopeptidă şi glicolipidă.

În concluzie, cele două platforme analitice (sistemul NanoMate-QTOF şi sistemul NanoMate-HCT MS) şi-au dovedit capacităţile şi performanţele superioare în comparaţie cu metodele tradiţionale bazate pe electrospray prin capilar. Avantajele derivă în special din aceea că, oferă o viteză de lucru mult mărită prin automatizarea/robotizarea manipulării probei şi a injectării acesteia, un semnal de electrospray stabil pe timp îndelungat, de intensitate constantă şi totodată reproductibil. Ambele platforme bazate pe chip ESI au putut fi optimizate, testate şi aplicate pe o larga varietate de compuşi în scopul verificării fezabilităţii lor, precum şi pentru elaborarea protocoalelor adecvate care să permită abordarea cât mai multor tipuri de biomolecule ( pentru screening şi identificare compoziţională şi structurală în detaliu).
Sistemul NanoMate-QTOF a oferit rezultate de screening şi analiză structurală asupra unor compuşi cu rol biologic semnificativ. Astfel, prin NanoMate-QTOF MS au fost studiate glicosfingolipidele sialilate (gangliozide) din meningiomul benign uman, hemangiomul uman şi glicopeptidele sialilate extrase din urina unui pacient suferind de boala lui Schindler. Pentru ambele tipuri de biomolecule extrase, din cele două tipuri de matrici biologice umane, rezultatele au permis postularea posibilului rol de biomarker al unor specii. În ceea ce priveşte studiul efectuat asupra polizaharidelor lungi şi funcţionalizate, acesta are o importanţă deosebită atât în vederea obţinerii produşilor de reacţie, dar şi a verificării structurii zaharidei modificate (funcţionalizate). De asemenea, metoda dezvoltată în cadrul tezei poate fi considerată un model în ceea ce priveşte derivatizarea carbohidraţilor cu lanţuri lungi, care nu prezintă grupuri uşor ionizabile şi care în stare naturală nu ar fi putut fi investigate prin spectrometria de masă. 

Sistemul NanoMate-HCT MS, o premieră, a fost succesiv optimizat, atât pentru funcţionarea în tehnica de detecţie a ionilor pozitivi, cât şi în tehnica ionilor negativi, în combinaţie fie cu disociere indusă prin cionire (CID), fie cu disociere prin transfer de electroni (ETD).
În combinaţie cu CID, platforma NanoMate-HCT MS a permis identificarea peptidelor analizate prin intermediul ionilor diagnostic formaţi şi apoi detectaţi în procent mare şi la intensităţi, relativ ridicate. Aplicaţia a vizat implementarea platformei în proteomică, prin analizarea unor peptide mici şi medii. Rezultatele obţinute au arătat, că sistemul este capabil să genereze spectre de masă de calitate superioară, datorită eficienţei ionizării,  a vitezei şi sensibilităţii superioare, în comparaţie cu tehnicile de ionizare, analiză şi detecţie existente până in prezent.
Sistemul NanoMate-HCT MS a  fost aplicat şi în studiul unei peptide conjugate, modificată şi mai complexă, Dau-GnRH III. Şi în acest caz, comparând cu tehnica clasică de injectare prin seringa-pompă sau capilar, s-au obţinut rezultate superioare, în special cu privire la  gradul de ionizare, dar şi la  reducerea fragmentării nespecifice în sursă. Aceste observaţii au susţinut introducerea tehnicii ETD în combinaţie cu NanoMate-HCT MS în urma căreia biogonjugatul Dau-GnRH III a putut fi fragmentat cu succes şi identificat structural. Rezultatele obţinute utilizând drept analit, peptidele medii, au demonstrat că tehnica nou introdusă are capacitatea de a rezolva problema spinoasă a proteomicii prin „top-down”. În acest sens, experimentele de top-down, prin ETD, efectuate pentru prima dată pe o proteină au arătat că prin NanoMate-HCT MS se pot asigura condiţiile de ionizare ale ionului precursor, precum şi că se pot asigura condiţiile de stabilitate pentru semnalul ESI, atât de necesar efectuării fragmentării top-down a proteinei intacte. Aplicaţia pe o proteina de masă moleculară medie, în urma căreia s-a înregistrat identificarea proteinei cu un procent de „acoperire” în ioni diagnostic de peste 80%, se constituie în primul experiment reuşit de top-down proteomică,  prin ETD. Un asemenea studiu sistematic, folosind microtehnologia pe un chip si HCT ETD,  în protemica, nu a mai fost întreprins până acum, şi de aceea caracterul novator al acestor rezultate este evident. Pentru a valida conceptul NanoMate-HCT MS în modul ionilor negativi şi a demonstra aplicabilitatea sa pentru categorii cat mai diverse de biomolecule, experimentele au fost dirijate în continuare spre screening-ul glicopeptidelor sialilate. În final, metoda a fost testată şi pe produşi sintetici, polizaharide de tip maltodextrin, funcţionalizate cu 4,4'-diamina-difenil-metan printr-o reacţie de aminare reductivă. Astfel, au fost identificate componente unice, prezente în amestecuri eterogene, de mare complexitate ce prezintă un grad mare de polimerizare.
În ceea ce privesc rezultatele cercetărilor experimentale, prezentate în teza de doctorat,  acestea au condus la redactarea a 2 lucrări ştiinţifice publicate în reviste cotate ISI (Analytical Biochemistry, 378, pp. 43-52, 2008 şi Central European Journal of Chemistry, 7, pp. 66-73, 2009) şi 1 lucrare cotată ISI proceedings (Proceedings of the 56th American Society for Mass Spectrometry Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, June 1-6, 2008, Denver, Colorado, USA). De asemenea rezultatele cercetărilor întreprinse au fost comunicate în cadrul a 9 conferinţe ştiinţifice naţionale şi internaţionale.
