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Il. 2. Identificarea proteinelor prin spectrometrie de masa
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Toate metodele de proteomica presupun fractionarea proteinelor din proba si digestia lor pentru a se genera un
amestec de peptide. Functie de tipul de instrument de spectrometrie de masa utilizat, informatiile obtinute prin
analiza peptidelor pot fi utilizate pentru identificarea peptidelor din proba. Au fost descrise 2 abordari distincte
pentru identificarea proteinelor:

A. Amprentarea masica — metode ce utilizeaza spectrometre de masa ce functioneaza in in modul scanare completa

si identifica m/z-ul peptidelor din amestec; valorile obtinute sunt apoi utilizate pentru a identifica proteinele din
care aceste peptide provin;

B. Secventierea peptidelor - metode ce utilizeaza spectrometre de masa in tandem, care identifica m/z-ul peptidelor
din amestec pe care mai apoi le fragmenteaza pentru a identifica secventa de aminoacid a fiecarei peptide;

secventele de aminoacizi sunt apoi utilizate pentru a identifica proteinele din amestecul initial
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A. 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 in 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
posibila 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,

proteinele existente in proba vor fi hidrolizate, iar peptidele generate analizate cel mai
frecvent print-un spectrometru de masa MALDI-TOF (sursa de tip MALDI cuplata cu
analizor de masa TOF). Instrumentul va identifica valorile m/z pentru fiecare peptida din
proba pe baza carora se poate calcula masa reala a peptidelor existente in proba de
analizat. Daca masa reala masurata este unica si se regdseste in lista extinsa cu masele
teoretice ale peptidelor obtinute prin digestii virtuale, atunci este foarte probabil ca
peptida reala sa fie identica cu cea teoretica, 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 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.

Available online at v sciencedirect com J F
ScienceDirect
Review Article

Current status of MALDI-TOF mass spectrometry in | m ‘
w=x

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

e o n . . . QY
Limitarile principale in aplicarea metodelor de amprentare masica se referd la:  “foa

journal homepage: www.jfda-online.com

2. in organismele superiore exista numeroase proteine omoloage, foarte similare
ca secventa, 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. In cazul unei proteine ce sufera PTM, amprenta masica teoretica
este semnificativ diferita de cea reala si nu mai poate fi identificata prin aceasta
metoda.
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B. Secventierea peptidelor prin spectrometrie de masa in tandem (MS/MS) incearca sa elimine limitarile PMF prin

fragmentarea peptidelor intr-o celula de coliziune, analiza fragmentelor formate in scopul identificarii ordinii

aminoacizilor. Secventa de aminoacizi calculata este apoi utilizata pentru a identifica proteinele existente in proba.
Secventierea peptidelor prin MS/MS pleaca de la observatia prin interactiunea dintre gazul inert si peptidele in

celula de coliziune, catena peptidica se fragmenteaza intr-o maniera predictibila prin ruperea legaturilor covalente

si formeaza un set limitat de ioni:

b
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1. lonii b si y — se formeaza prin ruperea legaturii peptidice dintre carbonul
carbonilic si N amidic. lonul b este purtator al gruparii amino din capatul N
terminal al peptidei mama precursoare si a unei sarcini pozitive pe C carbonilic ca
urmare a ruperii legarurii peptidice. lonul y contine capatul C terminal al peptidei
mama precursoare si o sarcina pozitiva pe gruparea NH2 rezultate din ruperea
legaturii peptidice. Daca peptida a fost obtinuta prin hidroliza cu tripsina, capatul C-
terminal contine aminoacizii Arg sau Lys — aminacizi di-aminici, deciionii Y pot purta
o0 sarcina pozitiva suplimentara.

2. loni a si z — se formeaza prin ruperea legaturii dintre C carbonilic si Ca;
COO- ionul a este purtator al gruparii amino din capatul N terminal al peptidei

mama precursoare, iar lonul z contine capatul C terminal al peptidei
mama precursoare.

3. loni ¢ si X — se formeaza prin ruperea legaturii dintre N amidic si Co; ionul ¢ este
purtator al gruparii amino din capatul N terminal al peptidei mama precursoare,
iar lonul x contine capatul ¢ terminal al peptidei mama precursoare.
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Tn celulele de coliziune ale spectrometrelor MS/MS folosite Tn proteomica — triplu-quad, capcana de ioni sau Q-

TOF — cel mai frecvent se rup legaturile peptidice ceea ce duce la formarea cu precadere a ionilor y si b. Nu exista
insa nici o preferinta legata de care dintre legaturile peptidice, dintre care aminoacizi se vor rupe.

n . . b; b2 by by bs bg by bg

De exemplu, in cazul unei peptide cu secventa 77N 1720V 2028\ 29930 w1487 472566 529618 600.6% )

AVAGCAGAR, oricare dintre legaturile peptidice se pot A v A G c A G A IR

rupe ceea ceea ce duce la formarea unei serii de ioni y o .

0] 0 0
. - AN . v y l
sib reprezepta'gl in flg.ura. . B .,HJNJ\"J{N NHJ\(rM\/uNHj\WN'\HLNH”ﬁr HW)LN Ol
Numerele ionilor dintre-o serie corespund pozitiei a o o o H

legaturii peptide care se rupe si in consecinta
numarului de aminoacizi pe care fragmentul respectiv

il contine. el \R30 \$Hs® N340 \i«?w \yz;a,m \psal
Masa fiecarui ion y sau b dintre-o este suma maselor

resturilor de aminoacizi continuti (Mw a aminoacizilor — ‘)\‘ HN. _NH
18 Da (masa H,0 eliminata in formarea legaturii n

peptidice)) + 1 Da pentru b (H de la NH, terminal) sau
+19 Da pty (OH de la COOH terminal + 2H* la N am|d|c)

HS
(0] (0]
H
f J\( HyN NHW/U\NH/YNWJLE CO.H
Diferenta de masa dintre 2 ioni y sau b consecutivi " °

va reprezenta asadar masa restului de aminoacid AVAG® CAGAR®
prin care acestia difera si este parametrul utilizat s 5

m/z 299.350 m/z 476.557
pentru secventierea protemelor.
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Spectrul MS/MS al peptidei AVAGCAGAR cu evidentierea semnalelor pentru seriile de ioniysi b
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Fig. 4. Annotated MS-MS spectrum of the [M+2H]?* ion of AVAGCAGAR showing b- and

y-ions.
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Secventierea peptidelor prin spectrometrie de masa in tandem (MS/Ms) presupune deci inregistrarea spectrului de
masa rezultat prin fragmentarea controlata prin CID a fiecarei peptide urmata apoi de identificarea seriei de ioni y si
b pe baze semnalelor dominante. Diferentele de m/z intre ionii aceleiasi serii de ioni indica aminoacizi continuti, iar
ordinea ionilor — secventa in care acesti ioni sunt legati in structura peptidei analizate. in general, identificarea unei
serii de ioni (y sau b) este suficienta pentru a stabili secventa unei peptide, insa este de preferat stabilirea ambelor
serii pentru verificare (seria y completeaza seria b).

Interpretarea manuala a unui spectru MS/MS al unei peptide poarta numele de secventeiere de novo si, functie
de complexitatea spectrului si pregatirea utilizatorului poate dura de la 15 minute pana la cateva ore. De aceea se
preferd interpretarea computerizata a spectrelor MS/MS ce presupune compararea spectrelor MS/MS reale cu
spectre MS/MS teoretice. Acest lucru presupune parcurgerea urmatoarelor etape:

1. Generarea, plecand de la secvente de aminoacizi sau de baze azotate cunoscute a unei baze de date
cu peptide teoretice;

2. Fragmentarea acestor peptide si stabilirea tuturor spectrelor de masa posibile a se genera si
inregistra; realizarea unei noi baze de date cu m/z —uri posibile a fi inregistrate pentru toate seriile de
ioni teoretice;

3. Tnregistrarea spectrului de mas3 real al unei peptide si identificarea valorilor m/z predominate ;

4. ldentificarea seriei de ioni teoretice ce corespunde cel mai bine cu seria de ioni reala.
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Fig. 1. Schematic representation of operation of Sequest algorithm for correlation of MS-MS
spectra with peptide sequences from databases.
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