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Z.akladni pojmy

Proteomika
Védni disciplina zabyvajici se studiem proteomu, resp. proteint, jejich
funkce, struktury a jejich vzajemnych interakci v celkovém kontextu

Proteom
Soubor proteint v bunce (jeji ¢asti nebo celém organismu) véetné jejich
posttransla¢nich modifikaci; zjednoduSené proteinovy ekvivalent genomu

Posttranslacni modifikace
Chemicka modifikace proteinu v posledni fazi biosyntézy proteinu (po
translaci), velmi Casto rozhodujici o funkci a aktivité proteinu

Hmotnostni spektrometrie (MS)

NejrozSifend)si analyticka technika pro identifikaci proteinu a studium jejich
posttransla¢nich modifikaci

(MS, z anglického mass spectrometry)




Genom versus Proteom

Studium proteomu je mnohem komplikovanéjsi:

@ proteini je podstatné vic nez genii
lidsky genom obsahuje ~25 000 genii, ale lidsky proteom miize obsahovat ~ 1 000 000 proteinii
(http://www.expasy.org/sprot/hpi/hpi_desc.html)

@ u proteinu radové vyssi variabilita primarni struktury
u genomu 4 zdkladni stavebni jednotky, u proteinii 20 zakl. stavebnich jednotek (plus posttranslacni
modifikace)

@ Siroky rozsah koncentraci proteini (~ 10 idadun)

nutnost ucinne separace majoritnich proteinii od minoritnich, chybi obdoba PCR reakce pouzivané
pro amplifikaci DNA




Moznosti hmotnostni spektrometrie

MS analyzuje proteiny zejména na urovni primarni struktury (poradi
aminokyselin)

V soucasné dobé¢ se stale vice vyuziva 1 k analyze proteinovych komplexi,
studiu prostorove struktury proteini (komplementarné k NMR) nebo k
sledovani distribuce proteintl v tkanich (MS imaging)

Zakladni ukoly MS v analyze proteinii.:

@ Urceni hmotnosti intaktnich proteint

@ Identifikace proteinti

@ Urceni druhu a mista posttranslacni modifikace

@ Kvantifikace proteinu

Otec hmotnostni spektrometrie J.J. Thomson,
Nobelova cena za fyziku, 1906




Hmotnostni spektrometrie (MS)

Princip metody:
@ mcéfeni mérneho naboje (m2/z) iontl analyzovane latky
m - hmotnost iontu

Zdkladni operace: z - naboj

@ 1onizace molekul analyzovane latky
@ separace iontl podle jejich mérného naboje m/z
@ detekce 1ontl

Iontovy Hmotnostni

! ; —p] Detektor
zdroj analyzator

Vysledek:

@ hmotnostni spektrum - zdvislost intenzity iontt na jejich m/z
takto uréeni hmotnosti iontu,
v ptripad¢ molekularniho iontu

hmotnost celé molekuly

2955 m/z

Pozn. Kromé vybranych typu ionizace, vSechny kroky MS analyzy probihaji ve vakuu, aby bylo zamezeno
nechtenym srazkam analyzovanych iontii po cesté ze zdroje do detektoru (stredni volna draha molekul)




Prulom v MS proteinu

Nové ,,Setrné* ionizacni techniky (polovina 80. let 20. stoleti)

zakladni predpoklad pro Siroké vyuziti MS pro analyzu biomolekul
(Nobelova cena 2002)

Koichi Tanaka

M ALDI Shimadzu Corp., Kyoto, Japan

ionizace laserovou desorpci za ucasti matrice
(nejCastéji ve spojeni s priletovym analyzatorem, TOF)

John B. Fenn
Virginia Commonwealth University,

E SI Richmond, USA

ionizace elektrosprejem
(nejcastéj1 ve spojeni s iontovou pasti, IT)




MALDI ionizace

Priprava vzorku:

» vzorek proteinu je smichan s nadbytkem matrice

» smg¢s je nanesena na vzorkovaci desticku a necha se zaschnout
» vzniknou smésné¢ krystaly matrice se vzorkem

matrice je nizkomolekularni latka schopna absorpce laserového zareni
napr. kyselina dihydroxybenzoova (pro UV laser)

lonizace vzorku:

+ kratkym pulzem laserového zareni jsou molekuly vzorku a matrice
vytrZzeny z povrchu, diky nadbytku matrice je zamezeno nechténé
fragmentaci vzorku

+ vzorek je pak nasledné ionizovan, obvykle volnymi protony @

4+ prednostné vznikaji jednou nabité ionty

P

> Setrna ionizace bez fragmentace
> ] ednoducha spektra




Vzorkovaci desticka pro MALDI-MS
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Vyk.rystaliz.ovany- vzorek s matrici
pripraveny na analyzu
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Desticka pro pristroj Reflex IV (Bruker)




Pruletovy analyzator (Time-of-Flight, TOF)

Separuje 1onty dle doby letu analyzatorem, Cas je pak prepocten na hmotnost

E=Y% mv? E — energie iontu
V= s/t m — hmotnost iontu
v — rychlost iontu
s — draha letu
t —doba letu iontu

Iontiim je po 1onizaci udélena stejna kineticka energie; soucasné vstupuji do
trubice analyzatoru a méfi se jejich ¢as dopadu na detektor
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MALDI -TOF MS

MALDI-TOF hmotnostni spektrometr Reflex IV od firmy Bruker umistény v CL OFGP PfF MU




MALDI-TOF spektrum proteinu
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ESI ionizace

Priprava vzorku:
» vzorek proteinu je v roztoku
» roztok je pak davkovan pres vstupni kapilaru do 1ontového zdroje

lonizace vzorku:

4+ roztok vzorku je vstupni kapilarou zmlzovan v komote iontového zdroje
za atmosferického tlaku

+ 1onizace probiha ve spreji plisobenim vloZeneho elektrického napéti

+ vznikaji nabité kapicky kapaliny, které¢ béhem odpatfovani pirechdzi na
vicenasobné nabité 1onty

4+ 1lonty jsou pak vtazeny do vakuove Casti spektrometru prechodovou
kapilarou a dale analyzovany

» Setrna ionizace bez fragmentace
» vicenasobn¢ nabité ionty

Q.

LC - kapalinova chromatografie; CE - kapilarni elektroforéza




MS scan

Iontova past

Méreni hmotnosti resp. m/z analyzovanych iontu

2
-
.

zachyceni iontu
postupné vypuzovani iontl z pasti podle m/z
detekce 1ontt

Ionty vzniklé v elektrospreji jsou transportovany do komory iontove pasti a odtud jsou pak
postupné zmeénou vloZenych elektrickych poli vypuzovany do detektoru

MS/MS scan
Analyza fragmentu vybranych iontu

Q
Q
Q
Q

zachyceni 1ontu

vypuzeni vSech 1ontll z pasti mimo iontll s poZadovanym m/z
excitace a fragmentace vybranych iontl

detekce fragmentil (dcefinnych ionti)

Vyhodou iontove pasti je moZnost fragmentace vybranych iontl a takto ziskani strukturni informace
o fragmentované latce.

[onty jsou zachyceny v iontové pasti stejné jako pti MS modu, nasleduje izolace iontii o vybraném
m/z (ostatni ionty jsou z prostoru iontove pasti vypuzeny), pak jsou vybrané ionty fragmentovany
kolizn€ indukovanou disociaci (srazky s He), vzniklé fragmenty jsou pak postupné vypuzeny do
detektoru dle svého m/z.




ESI -IT MS
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Davkovac vzorku

e

ESI-IT hmotnostni spektrometr Esquire 2000 od firmy Bruker umistény v CL OFGP PfF MU
Misto davkovace vzorku lze ptipojit kapalinovy chromatograf




ESI — MS spektrum proteinu

myoglobin (MW 16 951)
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Porovnej s MS spektrem pti pouziti MALDI ionizace




MSMS peptida
¢ peptidy jako polymerni latky jsou spojeny peptidovou vazbou

¢ pii fragmentaci je peptid St€pen prednostné na peptidové vazbeé a to tak, ze v
1dealnim ptipadé dojde k rozstépeni vSech peptidovych vazeb, takze vznikne
soubor fragmentt s jednou, dvéma, tfemi ... aminokyselinami,

z rozdilt v m/z (resp. hmotnosti) ,,sousednich fragmenti‘ 1ze odvodit druh
aminokyseliny

¢ vznikaji predikovatelné serie iontit (b —y, a— X, ¢ — z), které 1ze snadno ze znamé
sekvence peptidu odvodit

o me e
HEN—(|3-§-C-§NH§—C-§-C-§NH§—L|':—C—OH

Schema fragmentace tripeptidu




ESI-MS a MSMS peptidu (MW 1148.5)
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Identifikace proteinu pomoci MS

Standardni postupy:

Specifické Srovnani

‘ iroteolitlcke ‘ ‘ ieitldove maii

Gelova elektroforéza
MALDI-TOF MS

Kapalinova chromatografie

Separace

Specifické Separace Srovnani fragmenti

iroteolitlcke na‘s’téieni’ch ‘ MS/MS ‘ Iednotllvich ieitldu

Kapalinova chromatografie ESI-IT MS
Kapilarni elektroforéza




Priklad identifikace proteinu pomoci peptidového mapovani
(peptide mass fingerprinting, peptide mapping)




Separace proteinové smési pomoci dvojrozmérné gelové elektroforézy
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Proteolytické Stépeni (digesce)

enzymatické Stépeni proteinu na soubor peptidu specifickou proteazou

Trypsin

Stépi vZdy za lysinem (K) a argininem (R), pokud neni nasledujici aminokyselina prolin

ONGVQVL SPSEI PORDWFPSDFTFGAATSAYQ EGAVWEDGKGESNWDHFCHNHPERI LD
GSNSDI GANSYHWYKTDVRLLKEMAVDAYRFSI SWPRI LPKGTKEGGE NPDGE KYYRNLI

NLLLENG EP

QNGVQWL SPSEI PQR 1- 15
DWFPSDFTFGAATSAYQ EGAVWNEDGK 16-42
CESNVWDHFCHNHPER 43- 57
| LDGSNSDI GANSYHMYK 58-75
TDVR Specificke 76- 79

proteolytické
117 -~

Soubor hmotnosti takto vzniklych peptidii (peptidova mapa) je charakteristicky pro

dany protein podobné jako otisk palce pro ¢lovéka

1683. 848
3010. 317
1864. 757
1984. 907

490. 262

TEYY ST




MALDI - TOF MS peptidu po digesci proteinu
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MS spektrum obsahuje hmotnosti peptidu vzniklych digesci vybraného proteinu




Identifikace proteinu — peptidové mapovani
databazové prohledavani

Namérena peptidovd mapa (soubor hmotnosti peptidu vzniklych digesci
analyzovanc¢ho proteinu) je prohledavana proti databazi proteinovych
sekvenci.

Prohledavaci program si vytvari teoretickou peptidovou mapu od kazdé
proteinove sekvence v databazi (to je umoznéno pouzitim specifické
protedzy se znamymi St€pnymi misty) a postupné je srovnava s
experimentalné namérenou peptidovou mapou naseho analyzovaného
proteinu.

Vysledkem prohledavani je zebticek proteint s nejpodobné;jSimi
peptidovymi mapami. Mira shodnosti je vyjadiena tvz. skore, vSechny
proteiny s hodnotou skore vySsi neZ limitni jsou programem
povazovany za identifikovane.

Srovnani
peptidové mapy




Vysledek databazového prohledavani

Mascot Search Results peptidove mapovani

Database : MSDB 20021127 (1019653 sequences)
Limitni skore = 58 Timestamp : 26 Jan 2003 at 10:36:50 GMT
/ Top Score : 165 for S18600, glutamate-ammonia ligase ....
—TT T T Skore
jale] 106 150
Probability Based Mowse Score
1. S18600 Mass: 47780 Total score: 165 Peptides matched: 12
glutamate-ammonia ligase (EC 6.3.1.2) precursor, chloroplast (clone lambdaAtgsl1) - Arabidopsis thaliana
2.S32228 Mass: 47714 Total score: 76 Peptides matched: 7
glutamate-ammonia ligase (EC 6.3.1.2) precursor - rape - Brassica napus .
Srovnani
tidové
e s databisemisekvenci

1 MAQ LAASPT CQVRVPKHSS VI ASSSKLWS SWWLKQKKQS NNKVRGFRVL
51 ALQSDNSTVN RVETLLNLDT KPYSDRI | AE Yl W GGSG D LRSKSRTI EK
101 PVEDPSELPK WNYDGSSTGQ APGEDSEVI L YPQAI FRDPF RGGANI LVI C
151 DTWIPAGEPI PTNKRAKAAE | FSNKKVSGE VPWEG EQEY TLLQQONVKWP
201 LGWPVGAFPG PQGPYYCGVG ADKI WGRDI S DAHYKACLYA G NI SGTNGE
251 VMPGQWEFQV GPSVG DAGD HW\CARYLLE RI TEQAGWL TLDPKPI EGD
301 WNGAGCHTNY STKSMREEGG FEVI KKAI LN LSLRHKEHI S AYGEGNERRL
351 TGKHETASI D QFSWEVANRG CSI RVGRDTE AKGKGYLEDR RPASNMVDPY!

401 VTSLLAETTL LWEPTLEAEA LAAQKLSLNV  J
www.matrixscience.com

Cervené jsou vyznaceny useky sekvence odpovidajici pfitazenym peptidim z namétené peptidové mapy




Priklad identifikace proteinu pomoci LC-MSMS




Proteolytické Stépeni (digesce)

Specifické
proteolytické

Na rozdil od ,,modré varianty* identifikace proteinii je enzymaticky Stépena
cela smés proteinu najednou, opét za pouziti specifické proteazy (obvykle
trypsin).

Takto vznikla smés peptidu je pak separovana a podrobena MSMS analyze.




Separace peptidu tryptického digestu smési proteinit

Intens.
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Separace
3- naStépenych

i g

0

r o+ o | o~ o~ r .. p v, . T rv.T T v T r. T T r T 1 T T [ T T T T [ T T T T ]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90  Time [min]

Digest vzorku lidské plazmy separovany kapalinovou chromatografii spojenou s hmotnostni
spektrometrii (LC-MSMS)




MSMS spektrum tryptického peptidu (m/z 608.3, 2+)

Intens. [33. +MS2(608.3), 53.7-54.1min (#1399-#1411)
L .
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MSMS spektrum obsahuje fragmenty peptidu vzniklé kolizni disociaci v iontové pasti.
Fragmenty nesou specifickou informaci o sekvenci peptidu.




Identifikace proteinu — MSMS
databazové prohledavani

Nameétfené fragmentacni mapy (soubory hmotnosti fragmentii vzniklych
pi1 kolizni disociaci jednotlivych peptidil) jsou prohledavany proti
databazi proteinovych sekvenci.

Prohledavaci program si vytvari teoretickou peptidovou mapu
proteinove sekvence v databazi, po té si od kazdého peptidu prislusne
peptidove mapy pripravi teoretickou fragmenta¢ni mapu a postupné je
srovnava s experimentalné nameérenymi fragmentacnimi mapami
analyzovanych peptidi. Takto to provede pro kazdou proteinovou
sekvenci v databazi.

Pro kazdy ptifazeny peptid (MSMS spektrum) je spocitano individudlni
skore, hodnota skore vysSi nez limitni urcuje signifikantni shodu mezi
teoretickou a naméfenou fragmentacni mapou.

Mira shodnosti proteinu je vyjadiena celkovym skore, kter€ je souctem
individudlnich skore peptidi ptifazenych danému proteinu.

Srovnani fragmentu
jednotlivych peptidi




Vysledek databazového prohledavani

Mascot Search Results
Database : SwissProt 51.2 (243975 sequences; 89639744 residues)
Taxonomy : Homo sapiens (human) (15175 sequences)

Timestamp : 16 Dec 2006 at 16:05:59 GMT
Significant hits: AACT_HUMAN Alpha-1-antichymotrypsin precursor (ACT) —
Homo sapiens

Limitni skore = 35 Srovnani fragmenti

Number of Hits

/ jednotlivych peptidi
0 T T T T T T T ' 1
40 ae] g tale] 16
Probability Based Mouse Score CelkOVé SkOI‘e

Peptide Summary Report /

1. AACT _HUMAN Mass: 47621 Score: 99 Queries matched: 1
Alpha-1-antichymotrypsin precursor (ACT) Homo sapiens (Human)

Query Observed Mr(expt) Mr(calc)  Delta Miss Score Expect Rank Peptide
1 608.3000 1214.5854 1214.7234 -0.1380 0 99 2.2e-08 1 K.ITLLSALVETR.T

\ Individualni skore peptidu

Diky variabilité primarni struktury proteintl 1ze urcit jejich identitu na zakladé fragmentace
(MSMS spektra) jediného peptidu.




Vyhodnocené MSMS spektrum

[Abs. Tnt. " 1000]
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Z rozdilt m/z (resp. hmotnosti) mezi sousednimi ionty ptislusné serie (b, y) lze zjistit
1dentitu jednotlivych aminokyselin 1 jejich poradi.




Charakterizace proteinu pomoci MSMS
shrnuti

Identifikace proteinit pomoci MSMS technik je daleko
| spolehlivéjsi nez metoda peptidoveho mapovani (pomoci
58338 fragmentace muzeme overit pfimo aminokyselinové slozeni

peptidu véetné poradi jednotlivych aminokyselin)

Pomoci MSMS technik Ize urcit 1 sekvence peptidu, resp.
proteind, ktere jesté nejsou v databazich (de novo sequencing)

796.34 MSMS techniky jsou tu€innym nastrojem pro vyhledavani
S posttranslan¢nich modifikaci, urCovani jejich druhu a mista
_

modifikace, opét na zakladé rozdilli hmotnosti (resp. m/z)
charakteristickych pro ptislusné modifikace.

J ” - L 756.35

m/z

S — serin
S, 1.« — fosforylovany serin

phos

[ T T ¥ T | T
800 900 m/z




Kvantifikace proteinu pomoci MS

Nejpouzivanéjsi jsou metody relativni kvantifikace zalozen¢ na
srovnani dvou 1 vice vzorkli oznacenych znackami o rtizn¢ hmotnosti.

Vysledkem je pak pomér v jakém se prislusny protein vyskytuje v
jednotlivych vzorcich. Takto lze urcit zda je protein ve vzorku ve vySsi
¢1 niz8i koncentraci oproti vzorku kontrolnimu, coz je dulezita
informace napft. pii studiu odezvy organizmu na zménéné podminky,
pi1 studiu bunécnych procest C1 pi1 diagnoze chorob.

Znacky jsou vétSinou 1zotopicky znacene slouceniny, které jsou
navazany na analyzované¢ proteiny, resp. digestovane peptidy nebo jsou

do proteinti zabudovany béhem bunécného ristu.

Priklad kvantifika¢ni znacCky

ICAT reagents
Heavy reagent: d8-ICAT (X = deuterium)
Light reagent: dO-ICAT (X = hydrogen)

H xX .X)(H

oo et




Schéma kvantifikacniho experimentu

100% |

Navazani izotopicky odliSnych znacek
(rizné ,,tézkych*)

N

Spole¢na digesce smichanych vzorku

LC-MS analyza =
m

Stejny peptid, odliSen kvantifika¢ni znackou




Z.aver

@ Hmotnostni spektrometrie je nejrozsifenéjsSi metoda charakterizace
proteinll zejména na urovni jejich primarni struktury.

@ Hmotnostni spektrometrie je vyznamnym pomocnikem, pfi studiu
bunéénych procestli, odezvy organizmil na dané podminky pii
odhalovani mechanizmu chorob, 1ze j1 vyuzit pro v€asnou diagnostiku
chorob ...




