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PROTEOM- skup proteina kodiranih genomon nekog organizma
9
PROTEINI- strukturno gradeni od aminokiselina povezanih peptidnom vezom
AMINOKISELINE- poredane jedinstvenim slijedom u proteinu pojedinog organizma

SEKVENCIRANLIJE- poznavanje jedinstvenog slijeda aminokiselina

IDENTIFIKACIJA ORGANIZMA



PRIPREMA UZORKA
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EKSTRAKCIJA DIGESTIJA DERIVATIZACIJA

Razaranje stanica, tkiva ili Odgradnja proteina Specifi¢no obiljezavanje N- ili C-
organa kako bi se ekstrahirali proteinazama na peptide kraja peptida

04 IH

ANALIZA INTERPRETACIJA REZULTATA

Spektrometrija masa Asignacija pikova, kreiranje
proteinske sekvence te
identifikacija
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‘\) Specifitne proteinoze O

NajCesce koristene proteinaze za odgradnju proteina

Proteinaza Mjesto cijepanja peptidne okosnice
Kimotripsin FX, YX, WX, LX, MX, IX, SX, TX, VX, HX, GX, AX
Tripsin KX, RX

EX 1 DX u fosfatnim puferima

Glu-C EX u NH,HCO, puferu
Lys-C KX, NX

Arg-C RX, KX

Asp-N XD, XC, XE

V8 EX

Peptidi sadrze bazicne aminokiseline arginina ili lizina na C-kraju

Nastaju peptidi optimalne duzine (oko 30 aminokiselina) za analizu spektrometrijom masa

Ref: . Dodig, /s¢itavanje reverzne translacije sekvenciranjem peptida de novo tehnikama tandemne spektrometrije masa, Doktorska disertacija, 6
Prirodoslovno-matematicki fakultet, Zagreb, 2016, str. 1-146. )



aPEKTROMETRIJA

Princip analize, ESI, MALDI, m/z




|ONIZATOR

lonizacija molekula u
plinovitom stanju

« Pozitivni [M+H]* ioni
‘Negativni [M-H] ioni

ANALIZATOR

Odjeljivanje iona na
temelju omjera mase i
naboja (m/2)

Moguca fragmentacija

DETEKTOR

Pretvorba elektri¢nog
signala u spektar masa

Pikovi predstavljaju m/z
vrijednost detektiranog
lona



1. ANALIZATOR 2. ANALIZATOR

Odjeljivanje pepida Odjeljivanje nastalih
odabrane vrijednosti fragmenta samo
myz- 10N PREKURSOR jednog peptida
|ONIZATOR FRAGMENTACIJA PEPTIDA OETEKCIJA
lonizacija peptida Cijepanje peptida
odabrane vrijednosti
myz

KOLIZIJOM INDUCIRANA DISOCIJACUIA (CID) - ioni prekursori stupaju medusobno u
interakciju ili u interakciju s inertnim plinom (Ar, N,, zrak, itd.
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Rezultat je fragmentacija iona prekursora, tj. peptida na specifi¢nim mjestima peptidne veze
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6\) Nomenklotura fragmentacije O
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| peptid
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m/z=a;+x;=b;+y;=¢c,+ 2,

loni nastali fragmentacijom peptidnog iona prekursora oznacavaju se: a,, b, i ¢, odnosno z,, X, iy,
ovisno o tome jesu li nastali cijepanjem C- odnosno N-kraja peptida

10.
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gas-phase peptide ions lacking mobile protons. /. Am. Chem. Soc.131,14057-14065 (2009)

Energetski ili kineticki favorizirana mjesta za g
.. . . ) v v - H X o) " (0]
protonaciju u molekuli peptida - bazicni bocni HZN_CZ_H_N_CZJJ_N_EI_C/\/
ogranci lizina ili arginina na C-kraju © i OH
. y : — HoN £-NH;
Povecanjem interne energije nastaju reaktivni n
meduprodukti - protonirani peptidni izomeri s
protonom na dusikovom atomu peptidne veze Hy | H, © 0
HN—C ——N—C L e
0 @)
Proton prisutan na dusiku reaktivnog i
meduprodukta migrira na kineticki favorizirano HaN & NHz
mjesto - dolazi do disocijacije peptidne veze | H2N/\C$H+ HN
nastanka iona b- i y-serije 0 +
@)
Ref: Bythell, B. J, Suhai, S, Somogyi, A. & Paizs, B. Proton-driven amide bond-cleavage pathways of © H2N——C—C//
\

OH
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Pretraga proteomskih baza podataka

nacina:

Metoda otiska prsta mase peptida

Eksperimentalno dobivene mase spektra
usporeduju se s masama peptida koji su
teorijskim putem (/n sifico ) nastali cijepanjem
analiziranog proteina

Pretraga cjelokupne baze podataka nije
moguca

Identifikacija moguca samo ukoliko nam je
prethodno poznata taksonomska vrsta bica
analiziranog proteina

|dentifikacija proteina O

|dentifikaciju proteina moguce je provesti na dva

Sekvenciranjem proteina de novo

Moguce identificirati | one proteine koji se ne
nalaze u proteomskim bazama podataka

Iz dobivenog MS spektra kreira se slijed
aminokiseling, tj. slovni niz analiziranog
peptida

|dentifikacija proteina provodi se
iIS¢itavanjem reverzne translacije

Moguce pretraZiti spektre u cjelokupnim
bazama

13.

Moguce odrediti taksonomsku vrstu bica
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KEMIJSKD AKTIVIRANA
FRAGMENTACIJA (CAF)



loni b-serije
A g

Zwitterioni

Sulfonacijo N-krojo peptida

loni y-serije

HoN

Nastaje Zwitterion "O,—R-A-A,—-A;-A,-A.-X* koji u
plinovitom stanju nosi pozitivan i negativan naboj

Kiseli se N-kraj peptida deprotonira, a bazi¢ne skupine
lizin I arginin na C-kraju protoniraju
)\
Amidne skupine postaju favorizirano mjesto
protonacije

O
o A

Disocijacija peptidne veze i nastaju ioni b- i y-serije

NH 4

NH." Zwitterioni nisu detektabilni — negativan se naboj
neutralizira pozitivnim nabojem

16.



SPITC reagens Ho—s:J%j\Hzczs
4-sulfofenil-izotiocijanat

« QOgranicenja sulfonacije N-kraja peptida = nespecifi¢no vezanje CAF reagensa na bocne
ogranke aminokiselina

* lzotiocijanatna skupina SPITC-a moZe se neZeljeno vezati na prolin (pK, 10,6), lizin (pK,
110,5) i tirozin (pK,10,0) u peptidu dok je pK, N-kraja peptida otprilike 8

« Gvanidacija - korak prije derivatizacije - Cesto rezultira razrjedenju uzorka peptida

e Rjesenjel! Promjena pH otopine uzorka

* Smanjenjem pH reakcijske otopine, izotiocijanatna skupina ima dovoljan afinitet
vezanja na amino skupinu N-kraj peptida, ali nedovoljan za stupanje u reakciju s ostalim
bazicnijim skupina

Ref: Butorac, A. et al. Benefits of selective peptide derivatization with sulfonating reagent at acidic pH for facile matrix-assisted laser desorption/ionization
de novo sequencing. Rapid Commun. Mass Spectrom. 30, 1687-1694 (2016)
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‘\) Disulfonski CAF reagens

Disulfonski CAF reagens obiljezava N-kraj peptida i ima dvojaku ulogu:

1. omogucuje bolju ionizaciju i usmjerava fragmentacijski put iona,
2. daje predominantnu seriju samo jednog tipa iona u pozitivnom nacinu rada

spektrometra masa i drugog tipa iona u negativhom nacinu rada.

Dodatkom jos jedne sulfonske skupine nastaje b-ion negativhog naboja koji je moguce
snimiti negativnim nacinom rada MS-a

19.
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Pokrivenost sekvence (%)
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Analizom y- i b-iona istog uzorka, doprinosi vecoj
pokrivenosti peptidne sekvence proteina

Veca pokrivenost sekvence ujedno rezultira
nedvojbenoj identifikaciji analiziranog
proteina

= Nederivatizirani uzorak
B Derivatizirani uzorak
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Proteini
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Veca pokrivenost proteinske
sekvence obiljeZzenog uzorka za
59%

Ref: HIGHER SEQUENCE COVERAGE OF PROTEINS WITH UPLC/MSE,
http://rapidcell.proteinacrobat.com/application.html 20



ZAKLJUCAK

CAF reagensi usmjeravaju Jednostavni spektri
mehanizam fragmentacije omogucuju nepogrjesivu
peptida identifikaciju c¢ak i evolucijski
srodnih bica

Nastaju ioni samo jedne serije
(y- i b-serije) Cime se lakSe
odreduje aminokiselinski slijed
analiziranih peptida

Omogucena identifikacija
proteina pretragom preko
cijele baze do taksonomske
vrste analiziranog bica
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http://bit.ly/2Tynxth
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