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Curs 7 — Identificarea imunologica a proteinelor pe gel.

Spectrometria de masa ca principala tehnica de
proteomica




“ - Evidentierea imunologica a proteinelor

Tehnicile imunologice si-au gasit un numar foarte mare de utilizari in biologia moleculara,
avand aplicatii diverse, de la identificarea proteinelor cu ajutorul anticorpilor pana la purificarea
proteinelor prin imunoprecipitare sau cromatografie de imunoafinitate. in cele ce urmeaz3 sunt
prezentate tehnicile ce stau la baza metodei cunoscute sub numele general de Western-blot,
metoda ce are ca scop evidentierea si identificarea specifica a moleculelor proteice transferate
pe membrane. Tehnica peresupune parcurgerea a 2 etape dostincte:

1. producerea anticorpilor policlonali
2. imunobloting-ul.

Obtinerea anticorpilor policlonali. Tehnici de imunizare

Anticorpii sunt proteine serice care apar in organism ca raspuns la patrunderea
antigenelor si au capacitatea de a reactiona specific atat ,,in vivo” cat si ,,in vitro” cu antigenele
care le-au indus aparitia. Anticorpii policlonali sunt molecule de imunoglobuline (lg) produse
de diferite tipuri de limfocite B ca urmare a stimularii cu un antigen specific ce prezinta mai
multi epitopi diferiti. Spre deosebire de anticorpii monoclonali produsi de un singur tip de
limfocit B fata de un singur epitop specific, cei policlonali reprezinta un amestec de anticorpi,

fiecare fiind determinat si capabil sa reactioneze specific cu un anumit epitop din structura
antigenului.
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%% ™™ Obtinerea anticorpilor policlonali. Tehnici de imunizare

Tn mod obisnuit anticorpii apar Tn serul sanguin al indivizilor sau pacientilor care au intrat
in contact cu antigenele; cu toate acestea, anticorpii pot fi obtinuti si in laborator prin
imunizarea unor animale cu antigene purificate sau partial purificate. Cele mai utilizate
antigene in acest sens sunt proteinele sau peptidele, dar se pot folosi si glucide, acizi nucleici,
celule sau tesuturi.

Obtinerea anticorpilor policlonali depinde in mare masura de calitatea, cantitatea si puritatea
antigenului. Tn cazul utilizarii ca antigen a proteinelor, acestea trebuie s3 fie pure, putand fi
folosite atat formele denaturate cat si cele native. De asemenea trebuie sa se tina cont de
faptul ca eventualii contaminanti care se pot administra impreuna cu antigenul pot declansa o
reactie imuna mult mai puternica, ceea ce duce la sinteza unor anticorpi cu o specificitate mai
mare pentru contaminant decat pentru proteina de interes.

Anticorpii policlonali pot fi obtinuti prin metode mai simple si intr-un timp mai scurt in
comparatie cu cei monoclonali. Metodele de obtinere necesita echipamente relativ ieftine si
disponibile in orice laborator de biologie moleculard. in plus, anticorpii policlonali obtinuti prin
imunizarea animalelor de laborator ofera si avantajul utilizarii directe intr-o serie de tehnici ca
imunoprecipitarea, imunobloting-ul sau ELISA (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assays).

18.12.2024 Tehnici de biologie moleculara — Curs 7 Paginanr. 3



%% ™ ™ Obtinerea anticorpilor policlonali. Tehnici de imunizare

Alegerea animalelor ce urmeaza a fi imunizate trebuie sa tina cont de cateva criterii:

1. specificitatea anticorpilor ce urmeaza a fi obtinuti: de ex. pentru obtinerea anticorpilor cu
o inalta specificitate se prefera utilizarea unor animale transgenice;

2. relatia dintre specia donor a antigenului si cea a producatorului de anticorpi: cu cat
distanta filogenetica intre cele doua organisme este mai mare cu atat potentialul de producere
al anticorpilor este mai ridicat;

3. cantitatea anticorpilor necesara: in functie de cantitatea de ser dorita pot fi imunizati
soareci si sobolani de laborator, hamsteri sau iepuri; de pilda imunizarea iepurilor permite
obtinerea unui volum de 25 ml ser la fiecare sangerare fara a pune in pericol viata acestuia;
pentru experimente la scara mai mica sau pentru obtinerea unor anticorpi cu o specificitate
ridicata se pot utiliza si linii inbred de soareci; utilizarea soarecilor are si un alt avantaj: datorita
taliei mai mici, volumul suspensiei de antigen necesara pentru imunizare este de asemenea
mai mic; in cazul soarecilor la o singura sangerare se pot obtine 0,5 ml ser, dar prin sangerari
succesive se poate ajunge pana la un volum de aproximativ 5 ml.

4. este extrem de important ca pentru imunizarea animalelor in scopul obtinerii de anticorpi
sa se aleaga metoda potrivita in functie de natura antigenului ce va fi folosit (3).
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Imunobloting-ul

Tehnicile de imunobloting sau Western bloting-ul se utilizeaza in scopul identificarii unor
proteine recunoscute specific de anticorpi monoclonali sau policlonali.

In scopul identificarii, proteinele sunt separate electroforetic folosind SDS-PAGE, dup3 care
sunt transferate pe membrane de nitroceluloza, nailon sau difluorura de poliviniliden.

Imuno-detectia propriu-zisa consta in tratarea membranei cu un anticorp primar care se
leaga specific de proteina de interes. Situsurile de legare ramase libere sunt apoi blocate prin
imersarea membranei intr-o solutie ce contine un agent de blocare (o proteinda sau un
detergent inert din punct de vedere imunologic). Membrana este spalata si apoi tratata cu
un anticorp secundar anti-IgG ce se va lega de anticorpul primar. Anticorpul secundar este
modificat in mod specific, in sensul ca este cuplat cu o enzima ce poate genera in prezenta
unui substrat cromogen, produs colorat ce marcheaza prezenta proteinei de interes.

O variantd mai simpla de imunobloting este reprezentata de dot-blot. in acest caz proteinele
de interes nu mai sunt separate electroforetic, ci sunt depuse direct pe membrana sub forma
unui punct (dot, spot). Dot-blot-ul este o tehnica preliminara folosita pentru a identifica
prezenta unui antigen specific intr-o proba.

18.12.2024 Tehnici de biologie moleculara — Curs 7 Paginanr.5



“*~~ |munobloting-ul

A
&
= +
— WAL . [T
YV — 1 J
el | Membrane
Gel
+ v \( Sponge
Eleckophorsels Transfer Blocking
WESTERM BLOT
- L J 1 [
O e = | t— —
-
*_ m—
Detection Secondary antibody F‘rir_narj.r an_tibm:ly
incubation incubation

18.12.2024 Tehnici de biologie moleculara — Curs 7 Paginanr. 6



v~ Imunobloting-ul

Imunobloting-ul presupune parcurgerea a 2 etape distincte:
a. Electro-transferul proteinelor pe membrane

O metoda eficienta de transfer a
majoritatii proteinelor din gelul de
poliacrilamida pe membrane diverse @Catod
este reprezentata de blot-ul semi-
uscat. In acest caz, gelul de
poliacrilamida este plasat orizontal,
peste membrana, intre foi de hartie de
filtru saturate cu solutie tampon.
Electrozii sunt pusi in contact direct cu
foile de hartie de filtru, foarte aproape
unul de celalalt. Prin aplicarea unui
curent de la o sursa de curent standard
precum cea utilizata pentru
electroforeza, proteinele fincarcate @Anod
negativ vor migra rapid din pe gelul de
poliacrilamida pe membrana.

Hartie de filtru imbibata
in solutie tampon

Gel
Membrana de
nitroceluloza

-

Hartie de filtru imbibata
in solutie tampon

<+— Placa anod

a. Imunodetectia proteinelor transferate pe membrane de nitroceluloza
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“waa I munobloting-ul

Avantaje:
Tehnicile de imunobloting se utilizeaza in principal pentru studiul expresiei, purificarii si
modificarilor proteinelor avand numeroase aplicatii in cercetare si diagnosticul clinic. Desi initial
a fost folosit doar pentru identificarea unor proteine din amestecuri migrate electroforetic,
ulterior imunobloting-ul a fost combinat cu electroforeza bidimensionala si spectrometria de
masa permitand studiul isoformelor cu reactivitate incrucisata ale aceleasi proteine rezultate
prin modificari post-translationale sau clivaje proteolitice.

Aplicatiile in diagnosticul de laborator se bazeaza pe identificarea unor antigene de natura
proteica asociate cu diferiti patogeni, alergeni sau tumori, folosind ca sursa de anticorpi primari
serul pacientului.

Limitari:

Metoda se bazeaza pe reactia specifica dintre un anticorp si proteina corespunzatoare.
Deoarece pe parcursul electroforezei proteinele sufera un proces de denaturare, recunoasterea
acestora de catre anticorpii specifici poate avea de suferit. Din acest motiv eficienta unui
anumit anticorp de a se lega specific de proteina corespunzatoare trebuie determinata mai intai
empiric. Frecvent anticorpii diponibili comercial sunt caracterizati de producatori din punctul de
vedere al eficientei lor in diferite aplicatii (Western blot, imunoprecipitare).

18.12.2024 Tehnici de biologie moleculara — Curs 7 Paginanr. 8



T NG SpECtromEtrla de maSé

Il. 1. Principii generale si particularitati legate de masurarea peptidelor/proteinelor

Spectrometria de masa este o tehnica analitica prin care este masurat raportul masa-sarcina
(m/z) al moleculelor incarcate electric. Raportul m/z poate fi mai apoi utilizat pentru a identifica cu
precizia masa moleculara (M,- molecular weight) a moleculelor neutre. Rezultatul unei analize de
spectrometrie de masa este un spectru de masa — un grafic ce are pe axa 0X valoarea m/z in Da a
ionilor analizati, iar pe 0Y intensitatea semnalului corespunzatoare ionului analizat. Instrumentul ce
inregistreaza spectrul de masa poarta numele de spectrometru de masa si este alcatuit din 3

componente principale: sample
lons resolved
ons
\ souce [ | mase 2y
4 . . . v LIVAN v —"—> __“"
A. O sursa de ioni — asigura trecerea probei in faza — —

gazoasa, ionizarea moleculelor din proba de
analizat si transferul ionilor catre

B. Un analizor de masa —in care ionii sunt separati
functie de m/z si sunt transferati catre o
! ! ! intensity
C. Un detector sensibil la prezenta ionilor separati de
analizor care trimite semnale catre un computer ce ‘ ‘ ' | l
!

inregistreaza spectrul de masa.
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™ Spectrometria de masa — instrumente

A. Surse de ioni utilizabile in proteomica

Moleculele neutre pot fi convertite in ioni prin diverse mecanisme chimice sau fizice.. Pentru a putea fi
preluate de analizorul de mas3, ionii generati in sursd trebuie s3 fie in stare gazoasa. In cazul moleculelor
biologice, metodele de ionizare trebuie sa fie foarte eficiente, dar sa nu distruga/fragmenteze analitul. Din
aceste motive, in studiile de proteomica s-au impus preponderent doua tipuri de ionizare:

1. MALDI - Matrix assisted LASER desorption ionization - Proba decompusifrecvent utilizati ca matrice in MALDI

analizat amplasata intr-un matrice cu caracter acid este supusa unor |va Wavslergn  ajr appicaons
pulsuri laser repetate de 50-200 ori. Pulsurile au loc in general in vacum |*"** CU™ wem admiomen
si genereaza explozii de mici dimensiuni ale probei de analizat, peptidele |*onEimmes o Smosom sy
. . . . A A . . . methoxybenzoic acid) /[\ J’ synthetic polymers
si proteinele ionizand norul ce apare in urma exploziei. Deoarece mediul |.......c o o e, s
este acid, ionii ce se formeaza sunt preponderent pozitivi. Matricea 261 - |
utilizatd in MALDI are rolul de a genera protoni, dar de asemenea si de @ [eomee oo w e
prelua majoritar energia pulsurilor laser. Moleculele din matrix ionizeaza @
si ele, insa masa lor moleculara (100-200 Da) este semnificativ mai mica |[sreevsoness e g s
decit cea a peptidelor sau proteinelor (peste 1000 Da), fiind usor de [ewsemomme o w oo s
. n . v N/\]/CHE nm, nm gg:\n—cr@s\;as:;m
ignorat in analizorul de masa. o e ol
k,ma,g;?;g:my;::xy- . J‘iOCHs uv Protein, pleplidss.
Analyzer R 337nm, 353nm ggpﬂ-cr@s\::;nt
<‘9¢\°, ' X ’]\%\x nearF—}nsutraI pH
: -.‘ _-..’ Succinic acid HOOC-CHy- CHy~ COOH IR Proteins, peptides
'..":.;,- #{nautral maktcmolecife’ Glycerol H;C— CH~ CH; ;2:4““ s Proteins, peptides,
:u,_..‘: ‘:::F:oa?\amemoxmle OHOH OH 2.94um, 2.78um  liquid matrix
.T T:-.”.. e IR = infrared; UV = ultraviolet.
\ 3 nl ._M!D Minster

after 0.001 ms after 0.01 ms
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W Mo Spectrometria de masa — instrumente

2. ESI - electrospray ionization — daca in MALDI proba de analizat trebuie sa fie solida, in ESI aceasta este in
solutie. Proba de analizat dizolvata intr-un solvent volatil si acid este pulverizata foarte fin printr-un capilar
intr-o camera de evaporare ce comunica cu conul analizorului de masa. Solventul este treptat eliminat din
picaturile formate in camera de evaporare, analitul devenind astfel gaz. Prin evaporarea solventului acid se
genereazd un exces de protoni, ceea ce face ca face ca analitul s ionizeze. Intre capilarul ce pulverizeaz3
proba si conul analizorului de masa exista o diferenta mare de voltaj ce directioneaza ionii catre conul
detectorului de masa.

— Conul analizorului de masa
Incarcat -

Capilar cu prob3 de evapora
N ol *
(incarcat +) /+
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%% ™ Particularitati ale peptidelor si proteinelor in analiza MS

Tn cazul peptidelor, sarcina lor netd este variabila, astfel:

1. n solutie, gradul de ionizare al peptidelor depinde de pH:

- catenele laterale ale aminoacizilor dicarboxilici sunt ne-ionizate la valori de pH mai mici de 3.0 si ionizate
(Incarcate negativ) la valori de pH mai maride 7.0

- capatul N terminal si aminoacizii di-aminici sunt ionizati la pH mai mic de 8.5

- functie de valoare de pH a mediului, peptidele pot fi asadar incarcate pozitiv (pH < 3.5) sau negativ (la
valori bazice de pH). De cele mai multe ori ionizarea peptidelor se face in mediu acid, ionii rezultand prin
protonarea resturilor NH, si avand astfel sarcina pozitiva.

2. In ESI peptidele nu ionizeaza uniform. Orice peptida obtinutd prin utilizarea tripsinei in faza de hidroliz3

va avea cel putin 2 radicali ionizabili: capatul N terminal si restul de Lys/Arg unde a avut loc hidroliza la

capatul C-terminal. Prin ESI, din peptida va produce asadar cel putin 3 tipuri de molecule:

- peptida neionizata — nu poate fi preluata de analizorul de masa si deci nu va aparea in spectrul de masa;

- peptidaionizata la un capat — are o sarcina pozitivd, va apirea in spectrul de masi cu m/z= M, +1A,/1 =M, +1 Da

- peptida ionizata la ambele capete — are doua sarcini pozitive, va aparea in spectrul de masa cu
m/z= M +2A,/2 Da.

Si proteinele native pot fi ionizate prin ESI. Proteinele prin catenele laterale ale aminoacizilor expusi
la exterior pot accepta 10-30 protoni. Similar cu o peptida, si o proteina va genera o populatie de ioni cu
m/z cuprins intre m/10......m/30.

Distributia populatii de ioni proveniti din aceeasi molecula dar avand cu m/z diferite poarta numele
de anvelopa multi-sarcina. in cazul peptidelor, anvelopa multi-sarcini contine 2 semnale in cele mai multe
cazuri, 3 semnale daca in secventa exista aminoacizi bazici. Anvelopa multi-sarcina a proteinelor contine
numeroase semnale si poate fi utilizata pentru identificarea masei moleculare o proteinei de interes printr-
un proces automatizat de deconvolutie a semnalelor.
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%% ™ Particularitati ale peptidelor si proteinelor in analiza MS

Spectrul ESI-MS al peptidei cu secventa indicata. Cele doua semnale corespunzatoare celor doua
stari de ionizare sunt evidentiate
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Spectrometria de masa — instrumente

B. Analizoare de masa utilizate in proteomica

1. Analizor de masa TOF — time of flight — ionii generati de sursa sunt transferati intr-un tub vidat si
accelerati printr-un tub cu ajutorul unui camp electric constant. Viteza de deplasare a ionilor este
dependenta de sarcina acestora — cu cat sarcina este mai mare, cu atat au fost accelerati mai puternic si
deci viteza de deplasare va fi mai mare. Pentru ionii cu sarcini egale, viteza de deplasare depinde doar de
masa ionilor — ionii mai grei vor avea o viteza mai mica, iar cei mai usori o viteza mai mare. Analizorul de
masa separa ionii pe baza timpului necesar ca acestia sa parcurga in zbor o distanta prestabilita -

lungimea tubului vidat al detectorului TOF. Bendix  MA-2
Time-of-Flight
Mass
Spectrometer,

) ) ) o "Bl 1960
Tubul vidat al analizorului de masa TOF ’

AN
o O
St _
lonii de analizat”
S — ; l
- S
Despre un analizor de masa TOF functionand dupa principiile de mai sus se spune ca functioneaza in
modul liniar. Indiferent care ar fi sursa de ioni, toate detectoarele TOF functiondnd in acest mod au o
rezolutie scazuta datorita distributiei spatiale a ionilor cu acelasi m/z (distributia Tn norul ce se formeaza
printr-un puls laser in MALDI a ionilor de aceeasi sarcind). Deoarece ionii cu acelasi m/z nu pleaca simultan
din acelasi loc in spatiu, distanta pe care o parcurg pana la detector este diferita si deci timpul de zbor
inregistrat de detector pentru ioni cu acelasi m/z va varia si se va suprapune cu ioni ce au m/z foarte

agrogiat => rezolutie scazuta.
18.12.9024 ’
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Rezolutia de separare a analizoarelor de masa TOF a fost insa imbunatatita
prin aparitia a 2 inovatii tehnice:
1. Introducerea unui reflectron — un dispozitiv ce genereaza un camp

electrostatic care actioneaza asemanator unei oglinzi ionice, reflectand fluxul de ioni inapoi in tubul de
zbor, insa pe o traiectorie usor diferita. lonii ce au viteza mare vor patrunde mai adanc in campul
electrostatic al reflectronului, vor fi astfel franati mai puternic si reflectati tarziu. lonii mai lenti nu vor avea
energia cinetica necesara pentru a patrunde adanc in campul reflectronului, si vor fi reflectati mai repede
citre detector. In aceastd manierd, pe de o parte, distanta de zbor se dubleazd pentru aceeasi lungime a
tubului TOF, iar pe de alta parte ionii de acelasi m/z sunt concentrati in interiorul reflectronului. Astfel,
diferentele in timpul de zbor dintre ionii cu m/z foarte apropiate ce pleaca din puncte diferite in spatiu sunt
mult amplificate, ei vor sosi la distante mai mari de timp pe detector si deci rezolutia instrumentului este
semnificativ imbunatatitd. In prezent, analizoarele de masa TOF au o rezolutie de 0.001 amu — separa 2 ioni
ce difera unul de celalalt prin 0.001 Da).

‘—V I

\ 4
Y
r

2. Modificare sursei de ioni MALDI prin introducerea unei intarzieriintre pulsul laser ce genereaza explozia
matrix-ului cu proba si introducerea propriu-zisa a ionilor in detectorul de masa — delayed extraction
MALDI. Aceasta intarziere permite o distributie uniforma a ionilor la inceputul tubului de zbor.
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Wiy Spectrometria de masa — instrumente

2. Analizor de masa quadrupol — contine 4 bare metalice A
dispuse in paralel ce alcatuiesc 4 electrozi pe care se aplica,
controlat, in mod repetat, cu o anumita frecventa, curenti de
voltaje variabile. In acest fel se genereazd un cAmp magnetic ce
forteaza ioniii sa se deplaseze intre cele 4 bare pe o traiectorie in
spirala spre capatul opus celui in care au intrat in quadrupol. Prin
controlul foarte strict al voltajului aplicat si al frecventelor cu care

ion
direction

acesta se schimba, doar ionii de un anumit m/z se vor deplasa spre iesirea din quadrupol unde este amplasat
detectorul. Prin modificarea controlata periodica a voltajului aplicat (scanare) si sincronizarea acestor
modificari cu informatiile de la detector se poate identifica prezenta de ioni cu valori m/z diferite.

In proteomicd analizorul quadrupol de sine stitdtor este mai putin utilizat. Cel mai frecvent 3 asemenea
analizoare sunt grupate si funcsioneaza sincronizat (in tandem) pentru a forma un spectrometru de masa
numit triplu-quad. Tntr-un triplu-quad, cele 3 detectoare au functii diferite:

- doua dintre detectoarele quadrupol notate Q1 si Q3 ce functioneaza dupa principiile descrise mai sus,
separand ionii functie de m/z — sunt realmente analizoare de masa;

- un analizor quadrupol notat q2 ce functioneaza ca o camera in care ionii, indiferent de m/z, sunt retinuti
pentru o perioada de timp si pot fi eliberati simultan prin modificarea tensiunii aplicate. Frecvent, acest
quadrupol este numit celula de coliziune deoarece aici ionii sunt bombardati cu un gaz neutru precum
N,, He sau Ar. Impactul dintre moleculele gazului si cele are ionilor duce la fragmentarea ionilor printr-
un proces numit disociere indusa prin coliziune — collision-induced dissociation, CID.

Intr-un triplu-quad, cele 3 detectoare quadrupol sunt dispuse unul dupa celalalt, ionii
parcurgandu-i-i in odinea Q1, g2, Q3.
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Un detector triplu-quad poate functiona in doua moduri:

1. Scanare completa (full-scan, MS*) — ionii ce provin de la sursa sunt separati in Q1 ce functioneaza in
acest caz ca un analizor de masa in adevaratul sens al cuvantului. lonii separati trec fara sa
interactioneze cu g2 si Q3 pentru a ajunge la detector. Acest mod este implementat in general timp de 1
s, timp Tn care spectrometrul de masa identifica toti ionii ce patrund in Q1. Aplicat in cazul peptidelor —
toate peptidele ce sunt livrate spectrometrului de masa timp de 1s de catre un sistem nanoHPLC prin

intermediul ) — T sttt S e

- o e
-
- -

Sursa de ioni Q1 q2 Q3 Detector

2. Mod in tandem sau MS-MS, uneori notat si MS/MS, sau MS2 — toti ce 3 quadrupli functioneaza
sincronizat. In acest caz Q1 joac rol de filtru de masa, permitand doar ionilor cu un anumit m/z s3 treaca
in q2. lonii ce ajung in camera de coliziune poarta numele de ioni precusori si sunt fragmentati, iar
fragmentele rezultate sunt analizate pe baza de m/z in Q3. Tn acest mod Q3 joaca rolul de analizor de
masa, Tnsa un separa ionii din proba de analizat, ci fragmentele rezultate prin disocierea acestora. Valorile
m/z ale fragmentelor generate Tmpreuna cu m/z ionului precursor sunt mai apoi utilizate pentru a stabili
natura/structura acestuia. Acesta este modul de functionare ce permite fragmentarea si secventiere a
peptidelor. Tn proteomica, un triplu-quad este folosit alternativ, pentru a realiza o scanare completd si
identificarea peptidelor din proba, si mai apoi in modul MS/MS pentru a determina secventa acestora din
fragmentele generate.

-
o
-

18.12.2024 Q1 q2 Q3

Sursa de ioni Detector 1/



Spectrometria de masa — instrumente

3. Analizor de masa tip ,,capcana” pentru ioni— acest tip de analizor de A I

masa nu separa ionii pe masura ce sunt livrati de catre sursa asa cum 0 L onsin S ™
fac analizoarele TOF si quadrupol. loni se acumuleaza in interiorul uneim W #’
camere delimitate de 3 electrozi: "”"""":) 0% (ﬂ D , (=
- un electrod superior ce alcatuieste plafonul camerei, prevazut cu un br,c,,gdﬂ
orificiu ce comunica cu sursa. Prin acest orificiu ionii sunt introdusi in e i
camerd; ¢ D

- un electrod inferior ce alcatuieste podeaua camerei. Si acest prevazut N g
cu un orificiu, insa acesta comunica cu detectorul; M z)
- un electrod circular ce corespunde peretilor camerei. Prin aplicarea cu

o controlata, cu o anumita frecventa a curentilor de voltaje variate, in
spatiul dintre electrozi se genereaza un camp magnetic ce mentine in
permanenta ionii in miscare in interiorul sau— ,capcana” pentru ionii.
Similar cu un sistem triplu-quad, si un detector tip capcana de ioni functioneaza in mod alternativ, in doua
moduri:

© scan out to

% ggg’-’“ — detector

1. Scanare completa (full-scan, A din figura) — ionii sunt introdusi in campul dintre electrozi. Dupa ce toti
ioni sunt in capcana, prin modificare controlata a frecventei cu care sunt aplicatii curentii generatori de
camp (scanare), ionii vor parasi in mod ordonat incinta, functie de m/z;

2. Mod in tandem (A, B, C, D din figura) — un nou set de ioni sunt introdusi in capcana (A). Prin modificarea
campului magnetic, din capcana sunt eliminati ionii ce nu sunt de interes pentru analiza si se selecteaza un

singur ion de analizat (B). lonul precursor selectat este fragmentat prin CID (C), iar printr-o noua modificare a
campului magnetic fragmentele rezultate vor parasi in mod ordonat incinta, functie de m/z (D);
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Fata de un triplu-quad, analizorul de masa tip , capcana” pentru ioni are avantajul ca ciclizarea intre
cele doua moduri precum si fragmentarea se realizeaza in acelasi spatiu fizic (in interiorul capcanei, ionii nu
sunt transferati intre Q1, g2 si Q3 ca in cazul triplu-quad-ului). Acest lucru permite ca unul dintre ionii
rezultati din fragmentare ionului precursor sa fie retinut si fragmentat inca o data, adica realizarea unei
analize MS/MS/MS sau MS3. In principiu aceastd analizd Tn tandem ar putea fi repetatd la infinit — analize
MS", insa in realitate acest tip de abordare este rar utilizata in proteomica deoarece:

1. in cazul peptidelor in prezent nu se poate anticipa ce fragmente for rezulta din fragmentarea MS/MS, si,
in consecinta, nu se poate selecta inainte de analiza propriu-zisa ce fragment va fi pastrat in capcana
pentru o noua fragmentare si o noua analiza MS;

2. numarul total de ioni disponibili pentru analiza descreste odata cu cresterea ciclurilor MS. Dupa un
MS/MS al unei peptide, in general cantitatea de ioni produsda nu este suficienta pentru ca o noua

fragmentare sa genereze ioni decelabili de catre detector.
Analizoarele de masa prezentate pot fi combinate sau modificate pentru a obtine analizoare in tandem

precum:
- Analizorul de masa Q-TOF - identic din punct de vedere functional cu un triplu-quad, dar Q3 este inlocuit
de un analizor TOF. Scanarea completa (MS?) este deci realizata de Q1, fragmentarea se realizeaza in g2 dar
analiza fragmentelor rezultate se realizeaza in TOF care are avantajul de a avea o rezolutie semnificativ mai
buna decat un analizor quadrupol;

- Analizorul de masa FT-ICR - Fourier transform ion cyclotron resonance MS — similar ca principii cu o
capcana pentru ioni, doar ca ionii nu sunt evacuati catre un detector, ci prezenta lor este identificata pe baza
modificarilor produse de acestia intr-un campul magnetic de intensitate marte; prezinta o rezolutie foarte
buna dar si costuri de achizitie si operare foarte mari;

- Analizorul Orbitrap — poate fi considerat ca un tip aparte de FT-ICR cu costuri considerabil mai reduse
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Indiferent de tipul lor, analizoarele de masa capabile sa realizeze analize MS in tandem pot fi deosebit

de utile pentru analiza in masa a unui foarte mare de peptide deoarece pot fi programate pentru realiza in
mod automat trecerea de la un mod de masurare la altul astfel:

A. Instrumentul functioneaza in modul
scanare completa si identifica ce peptide
exista in proba furnizata de sursa;

B. Peptidele cele mai abundente sunt 1
selectate pe rand si fragmentate prin CID; 3 4 full scan
spectrele MS/MS sunt inregistrate pentru | | | MS

L |

fiecare peptida in parte

. m/7
C. Instrumentul revine la modul scanare MS-MS
completa si ciclul se reia. fragmentation
1 4
i Ll
m/z m/3
2 3
m/z m/z
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C. Detectoare de ioni utilizate in spectrometria de masa

Detectorii folositi in spectrometria de masa au rolul de a identifica prezenta, la un moment de timp
bine precizat, a unui ion. Majoritatea lor au ca principiu de functionare detectorul numit cupa lui Faraday.
Aceasta este reprezentata dintr-un electrod cilindric confectionat din materiale ce emit electroni la contact
cu ionii, precum GaP sau BeO. Electronii emisi vor genera un curent ce poate fi amplificat si inregistrat.

In prezent, principalul detector folosit la spectrometrele de masa cu aplicatii in proteomic3 este foto-
multiplicatorul ca functioneaza dupa urmatoarele principii:

- lonii din analizorul de masa lovesc o suprafata acoperita cu GaP sau BeO ceea ce duce |la emisia unor
electroni;

- Electronii sunt captati de un ecran fosforescent ce emite un foton pentru fiecare electron;

- Fotonii sunt apoi captati de un fotomultiplicator ce creste intensitatea semnalului luminos si il
converteste in curent electric ce poate fi apoi inregistrat.

conversion

o | dynode (positive)

. ®., ion beam

IONS IN ——my -"-7-6- --—»  detector
it \

L1+ ii 4~ conversion

secondary _—| ik Ao P dynode (negative)

electrons R

[~ phosphorescent

photons = screen

phOt%T;eltlp“er University of
© Paul J. Gates 2014 BRISTOL
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- Abordarea generala intr-un studiu de proteomica

: Tripsina
:9%3‘93@; %
g8 ee %] o
Proteine : | Peptide . |
| | |
_ ulars < : | C. Digestia : :
A. Liza ce u.ara si : | proteinelor | '
exFraTtlad. | : pentru : :
prol‘:c)elr;(? Ior n : | generarea de : |
Proba Dlologlta | peptide | :
B. Fractionarea |- ' |
proteinelor celmai | D.Fractionarea |
frecvent prin | peptidelor prin |
o l . . . u l
electroforezs : cromatografie lichida |
(facultativa) ' |
_____________ === 4
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~~~ Fractionarea peptidelor

In mod traditional, peptidele sunt separate prin cromatografia de fazi inversati folosind coloane
cromatografice in care faza stationara este atasata de bile inerte din silica cu dimensiuni de 1.8-5 pm. Faza
mobila este pompata prin coloana cromatografica cu un debit de 0.1-10 ml/minut si lichidul este fortat sa
treaca prin spatiile stramte dintre bile, ceea ce creeaza presiune in interiorul sistemului cromatografic. Din
acest motiv tehnica de separare se numeste HPLC — high presure liquid chromatography. Desi termenul a
devenit aproape sinonim cu separarea peptidelor, HPLC se refera la absolut toate separarile cromatografice ce
folosesc faza mobila lichida (LC-liquid chromatography, spre deosebire de GC — gaz chromatography) Tn care
presiunea de lucru este mare.

Principiile separarii peptidelor folosind RP-HPLC:

18.12.2024

Faza stationara este reprezentata din molecule hidrofobe -
catene alchil (-CH,-, alcani sau hidrocarburi cu diverse grade de
nesaturare) cu lungimea cuprinsa intre 2 si 18 atomi de C. Cel mai
frecvent sunt notate C2-C18;

Faza mobila este reprezentata dintr-un amestec variabil dintr-un
solvent polar precum apa (solvent apos) si unul nepolar, organic
(acetonitril, ACN sau metanol, MetOH - solvent organic). La
inceputul separarii raportul este favorabil apei, faza mobila fiind
preponderent polara, la finalul separarii raportul este favorabil
solventului nepolar. Modificarea raportului intre cei doi solventi
se realizeaza automatizat de catre sistemul cromatografic in doua
modalitati diferite:

Tehnici de biologie moleculara — Curs 7
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v~ Fractionarea peptidelor

A. Sub forma unui gradient de concentratie continuu;

B. Sub forma unor modificari in trepte a concentratiei;

- Amestecul peptidic este injectat in coloana in prezenta fazei
mobile polare, apoase, ceea ce va face ca aminoacizii
hidrofobi din structura peptidelor sa interactioneze cu
catenele C18 hidrofobe si sa fie retinute de catre faza
stationara;

- La cresterea concentratiei de solvent organic, interactiunile
hidrofobe dintre peptide si catenele hidrofobe ale fazei

100 Gradient continuu

S
o

Trepte de
concentratie

Solvent organic %
D
o

= N
(o NN

. . . . . . o ) Tim
stationare scad, iar peptidele se desprind fractionat din X | peptide eluatg P Cradiont
coloana cromatografica functie de secventa: peptidele cu un g de solvent
v . . .. . .. . . e solven
numar mic de aminoacizi nepolari la concentratii mici de ab 0oD214
S
solvent polar, cele cu numar mare de aminoacizi nepolari ° Cromatograma
spre final, la concentratii mari de solvent polar. Procesul de S
. . w . >
antrenare a peptidelor de pe coloana cromatografica prin g
modificarea unui parametru fizico-chimic (in cazul de fata 0 470 £0 70 80

polaritatea solventului) poarta numele de elutie. Timp
- Peptidele eluate din coloana cromatografica sunt inregistrate
prin intermediul detectorului sub forma unor semnale sau
peak-uri.
Cel mai frecvent, in RP-HPLC detectorul este un spectrometru UV-VIS, peptidele fiind detectate Ila
214nm;
- Timpul scurt de la injectia probei in coloana cromatografica pana la elutia unei peptide este
inregistrat si se numeste timp de retentie. Intensitatea semnalului de la detector reprezentat de
inaltimea peak-ului este strict proportionala cu concentratia peptidei eluate. Pagina nr. 24



»»~~ Fractionarea peptidelor

Sistemele HPLC traditionale functioneaza la un debit de 0.1-10 ml/minut si datorita acestui fapt nu
pot fi conectate direct la spectrometre de masa — cantitatea de solvent este prea mare, nu poate fi
evaporat suficient de repede pentru ca peptidele sa ionizeze. De asemenea, coloanele in HPLC traditionle
au diametru mare (4,6 mm cel mai frecvent) ceea ce face ca in urma separarii proba sa fie diluatj,
devenind nedetectabila de catre instrumentele MS.

Fractionarea peptidelor in experimentele de proteomica se realizeaza in
sisteme nano-HPLC, ce functioneaza dupa acelasi principii ca sistemele
HPLC clasice dar:

- Debitul utilizat este de ordinul nano-litrilor, cel mai frecvent 200-350
nanol/min;

- Coloanele cromatografice au diametrul de 50 — 75 micrometri;

- Elutia peak-urilor peptidice are loc intr-un volum de aproximativ 100 nL,
volum ce poate fi usor evaporat pentru a ioniza peptidele continute;
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™ %y |dentificarea proteinelor prin spectrometrie de masa

Amprentarea masica (peptide mass fingerprinting, PMF)

Aceasta metoda de identificare pleaca de la ideea ca, avand la dispozitie genomul complet al unui
organism s-ar putea n principiu genera cu ajutorul calculatorului o lista cu toate proteinele din organismul
respectiv. Cunoscand modul in care actioneaza proteazele (tripsina hidrolizeaza legatura peptidica la un rest
de K sau R, daca nu este urmat de P) tot cu ajutorul calculatorului s-ar putea genera o lista cu toate
peptidele posibil a rezulta prin digestia fiecarei proteine ce alcatuieste proteomul speciei respective. Pentru
peptidele teoretice generate s-ar cunoaste originea (proteina din care provine), lungimea, secventa si deci i
s-ar putea calcula masa. Tn acest fel ar fi posibild realizarea unor liste extinse cu masele teoretice ale
peptidelor obtinute prin digestii virtuale, fiecarei peptide fiindu-i asociata proteina din care provine.
Unele dintre aceste peptide, cu precadere cele de peste 6 aminoacizi au mase unice, ceea ce inseamna ca
fiecarei proteine ii sunt asociate un numar variabil de valori masice unice — o amprenta masica a
proteinei, realizate pe baza maselor peptidelor.

Prin procesarea in laborator a unei probe provenite din organismul de interes, Pepide Massist
proteinele existente in proba vor fi hidrolizate, iar peptidele generate analizate cel :
mai frecvent print-un spectrometru de mas3 MALDI-TOF (sursa de tip MALDI cuplatd 87

1529.0002
1529.2001

cu analizor de masa TOF). Instrumentul va identifica valorile m/z pentru fiecare  isozss

peptida din proba pe baza cdrora se poate calcula masa reala a peptidelor existente 12357348 < 15007348
1529.9978 measured

in proba de analizat. Daca masa reala masurata este unica si se regaseste in lista sz mass

o o . o o o . .o . o 1531.0003
extinsa cu masele teoretice ale peptidelor obtinute prin digestii virtuale, atunci este  ssi0107

1531.3004
foarte probabil ca peptida reald si fie identicd cu cea teoreticd, indicAnd asadar '™
prezenta proteinei parentale in proba. Cu cat se identifica mai multe peptide reale cu
corespund ca masa cu peptidele virtuale apartinand aceleiasi proteine, cu atat nivelul

de incredere ca proteina respectiva este in proba este mai mare.
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Prin identificare potrivirilor dintre masele peptidelor masurate cu ajutorul unui unui spectrometru de
masa si masele peptidelor teoretice posibil a exista in organismul respectiv se pot astfel identifica proteinele
existente intr-o proba necunoscuta. Succesul amprentarii masice pentru identificarea proteinelor depinde
de 2 factori cheie:

Precizia cu care se masoara m/z-urile si deci cu care se calculeaza masele peptidelor reale. Din acest
motiv instrumentele utilizate sunt cel mai frecvent MALDI-TOF;
- Acuratetea datelor genomice pe baza carora se creeaza lista de mase teoretice.

Limitarile principale in aplicarea metodelor de amprentare masica se refera la: o %K

Review Article
Current status of MALDI-TOF mass spectrometry in  m
=]

1. desi bazele de date cu secvente sunt deosebit de mari, nu contin decat rar e
genomul complet si anotat (pozitia genelor este descrisa, codonii start si stop
sunt identificati) al unei specii;

2. in organismele superiore exista numeroase proteine omolage, foarte similare ca
seventa, al caror amprenta masica este foarte similara sau chiar identica;

3. bazele de date cu secvente contin rar date despre modificarile post-traducere
ale proteinelor. Tn cazul unei proteine ce suferd PTM, amprenta masic3 teoretic
este semnificativ diferita de cea reala si nu mai poate fi identificata prin aceasta
metoda.
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