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Proteom jest to catkowity zbiér biatek kodowanych przez genom organizmu, wraz z
ich mozliwymi modyfikacjami. Termin ten moze by¢ stosowany réwniez w wezszym
znaczeniu i rozumiany jako zbior biatek ulegajacych ekspresji w danym rodzaju
komoérek i w danym czasie. Réznica pomiedzy tymi definicjami wynika z faktu, ze
proteom jest tworem dynamicznym: jego chwilowy skiad rézni si¢ pomiedzy
komoérkami organizmu i zmienia sie w czasie, w zaleznosci od fazy ich rozwoju,
czynnikéw srodowiskowych oraz oddzialywan z innymi komérkami.

Proteomika jest dziedzing biologii molekularnej zajmujgca sie¢ badaniem proteomu,
zaréwno w sposob jakosciowy, jak i ilosciowy.
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Ztozonos¢ i réznorodnos¢ funkcji biologicznych biatek jest przyczyng powstawania
rozbudowanych sieci wzajemnych zaleznosci pomiedzy nimi.
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Badanie tego typu interakcji jest jednym z gtéwnych celéw proteomiki.



Na witasciwosci biatek i ich aktywnos¢ biologiczng wptywajg rowniez modyfikacje
potranslacyjne (PTM - Posttranslational Modifications), polegajace na przyfgczeniu
do aminokwasow czastek niewielkich zwigzkéw chemicznych.

Przyktadami roli modyfikacji potranslacyjnych moga by¢ acetylacja (dodanie grupy
acetylowej COCHs do lizyn) i metylacja (dodanie jednej, dwéch lub trzech grup
metylowych CH: do lizyn lub arginin) biatek histonowych. Modyfikacje te zmieniaja
lokalne wilasciwosci chromatyny, wptywajac tym samym na ekspresje genow.
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Inng bardzo wazna modyfikacja jest fosforylacja (dodanie reszty fosforanowej PO+ do
seryn, treonin i tyrozyn), majaca kluczowe znaczenie dla sygnalizacji komérkowej.
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Spektrometria mas

Podstawowym narzedziem proteomiki jest obecnie spektrometria mas (MS — Mass
Spectrometry) — technika analityczna umozliwiajgcg pomiar mas czastek po ich
uprzedniej jonizacji i przetransferowaniu do fazy gazowe;.

Masa wyrazana jest w ujednoliconych jednostkach masy atomowej (u) lub daltonach
(Da). Obie jednostki sa rownowazne i wynoszg 1,6605402-10*" kg, co odpowiada 1/12
masy pojedynczego atomu izotopu wegla "°C.

W spektrometrii mas badane sg jony, tak wiec pomiar nie dotyczy bezposrednio
masy: mierzona jest wartos¢ m/z, czyli wartos¢ stosunku masy jonu do jego tadunku.

Jednostka stosunku masy do ftadunku jest m/z thompson (Th), zdefiniowany jako
1 Da/e, gdzie e jest elementarnym tadunkiem elektrycznym. Jednak bardziej
powszechne jest stosowanie bezwymiarowej wartosci m/z. W takim przypadku m
oznacza wzgledng mase jonu (odniesiong do 1 Da), a z jest stopniem natadowania,
czyli liczba niesionych przez jon tadunkéw.

John Dalton

Joseph Thomson




Spektrometria mas: budowa spektrometriiiimas

W najwiekszym uproszczeniu mozna powiedzie¢, ze spektrometr mas sktada sie z
trzech podstawowych czesci:

“2rédta jondéw, w ktérym obojetne czastki zamieniane sa na jony;

analizatora, odpowiedzialnego za rozdzielanie jonéw o réznych stosunkach masy
do tadunku;

"detektora, zliczajgcego liczby jondw o poszczegoélnych wartosciach m/z, ktére sa
zapamietywane w postaci widma mas.
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Spektrometria mas: budowal spektrometruimasiZiou ONLRE)

Wybér sposobu jonizacji jest podyktowany wiasciwosciami badanych substanciji.
Peptydy i biatka, jako zwigzki zawierajgce w swej strukturze grupy funkcyjne tatwo
fatwo ulegajgce protonacji, jonizowane sg przez przytaczenie jednego lub wiekszej
liczby protonéw.

Przy tego typu jonizacji, jezeli wzgledna masa czastki wynosi Mo, a stopien
natadowania réwny jest z, to wartos¢ m/z jonu mozna okresli¢ z zaleznosci:

M,+zM
my=

z

gdzie M, jest masa protonu.

Jonizacja i przetransferowanie do fazy gazowej duzych biomolekut, takich jak biatka
i peptydy nie jest zadaniem prostym, gdyz sg to czastki nielotne i tatwo ulegajace
rozpadowi pod wptywem temperatury. Aby nie doprowadzi¢ do ich niekontrolowanej
fragmentacji czastek konieczne jest stosowanie metod ,,tagodnej jonizac;ji”.
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Spektrometria mas: budowa spektrometruimasiZodicyeHEN)

Dwiema najczesciej stosowanymi w badaniach proteomicznych technikami jonizaciji
s elektrorozpylanie (ESI — ElectroSpray lonisation) oraz jonizacja przez desorpcje
laserowg w matrycy (MALDI - Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization).
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Spektrometria mas: budowa spektrometruimasi@naliZauory

Zadaniem analizatora jest rozdzielenie jonéw pod wzgledem wartosci m/z i
skierowanie ich skupionej wigzki do detektora. W zaleznosci od typu analizatora,
podstawg rozdzielenia jonéw charakteryzujacych sie roznymi wartosciami moze by¢:

"pomiar predkosci z jakg poruszaja sie jony po przyspieszeniu w polu elektrycznym
(analizator czasu przelotu, TOF — Time Iof_ Flight),
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wacuum chamber time measurement

"selektywna destabilizacja toréw lotu lub orbit jonéw pod wptywem superpozycji
zmiennego i statego pola elektrycznego (kwadrupol i putapka jonowa),
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"pomiaru czestotliwosci cyklotronowej ruchu obrotowego jonéw w polu

magnetycznym (analizatorze cyklotronowego rezonansu jonéw z transformacja
Fouriera, FT-ICR - Fourier Transform lon Cyclotron Resonance)
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Spektrometria mas: widmo mas

Rozdzielone w analizatorze jony o réznych wartosciach m/z sa zliczane w detektorze,
a ich liczby zapamietywane sg w postaci widma mas.

Widmo mas jest zwykle prezentowane w postaci wykresu liczby zarejestrowanych
jonéw o poszczegolnych wartosciach m/z. Czesto wykres jest znormalizowany wobec

najwyzszego piku.

Wystepujace w widmie piki moga odpowiada¢ caltym jonom molekularnym zwigzkéw
wystepujacych w badanej prébce lub jonom ich mniejszych fragmentéw.

Znormalizowane widmo mas zwiazku
chemicznego (Ci7H21NO4, M = 303.147)
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Spektrometria mas: tandemowarspektrometiaymasiiViSIivES)

W przypadku czagstek o duzych masach pomiar m/z jondw molekularnych moze nie
by¢ wystarczajagcy do jednoznacznej identyfikacji. Przykladowo, nawet bardzo
doktadany pomiar masy peptydu pozwala jedynie okresli¢ sktad aminokwasowy i nie
niesie informacji o kolejnosci wystepowania reszt aminokwasowych w sekwencji:

Zmierzona masa: Skiad chemiczny: Mozliwe sekwencje:
1861.032250 p H_C N _O, P APIRPDIVNFVHTNLR
PIRPDIVNFVHTNLRA

IRPDIVNFVHTNLRAP

RLNTHVFNVIDPRIPA

Whnioskowanie o kolejnosci reszt aminokwasowych w sekwencji mozliwe jest
dopiero po doprowadzeniu do dysocjacji wigzan w czastce i zmierzeniu mas
powstatych w ten sposéb fragmentéw. Wymaga to wykonania dwéch cykli analizy
spektrometrycznej, pomiedzy ktéorymi nastepuje fragmentacja, najczesciej poprzez
dysocjacje wywotang kolizjami (CID - Collision Induced Dissociation) z czastkami
gazu obojetnego.

Spektrometry umozliwiajgce przeprowadzenie tego typu pomiaru nazywa sie
spektrometrami tandemowymi.



Spektrometria mas: tandemowarspektrometiaymasiiViSIivES)

Najprostszy tandemowy spektrometr mas sklada si¢ z dwéch potaczonych
szeregowo analizatoréw (najczesciej kwadrupoli), przedzielonych komorg kolizyjna.
Przyrzad taki moze pracowaé w dwéch trybach: zbierania petnego widma (tryb MS)
oraz tandemowym (tryb MS/MS, w proteomice nazywany trybem sekwencjonowania).

Tryb MS: pierwszy analizator petni funkcje kolimatora wigzki, komora kolizyjna jest
pusta, a separacja jonéw nastepuje w drugim analizatorze (czyli przyrzad zachowuje
sie tak jak klasyczny spektrometr).
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Spektrometria mas: tandemowarspektrometiaymasiiViSIivES)

Najprostszy tandemowy spektrometr mas sklada si¢ z dwéch potaczonych
szeregowo analizatoréw (najczesciej kwadrupoli), przedzielonych komorg kolizyjna.
Przyrzad taki moze pracowaé w dwéch trybach: zbierania petnego widma (tryb MS)
oraz tandemowym (tryb MS/MS, w proteomice nazywany trybem sekwencjonowania).

Tryb MS/MS: pierwszy analizator przepuszcza tylko jony o okreslonym stosunku
masy do tadunku, zwane jonami macierzystymi. Jony te ulegaja fragmentacji w
komorze kolizyjnej, ktéra wypetniana jest na ten czas gazem szlachetnym (zwykle
argonem). Widmo fragmentacyjne (widmo MS/MS), czyli wartosci m/z i liczby jonéw
potomnych bedacych efektem fragmentacji powstaje w drugim analizatorze.
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Spektrometria mas: sprzeganie MS z HRIECHIEC=NS

W przypadku badania ztozonych mieszanin znaczng poprawe czutosci analizy mozna
uzyskaé poprzez potaczenie spektrometru z systemem chromatograficznym.

Chromatografia jest metoda rozdzielania skladnikéw mieszanin w wyniku ich
réznego podziatu pomiedzy faze ruchomag i stacjonarng. Przemieszczanie sie wzdtuz
uktadu chromatograficznego jest mozliwe tylko w fazie ruchomej, dlatego tez dtuzej
beda w nim przebywaé sktadniki mieszaniny silniej oddziatujgce z fazg stacjonarna.

Rozdzielonym skladnikom, opuszczajagcym ukiad chromatograficzny w réznym
czasie, odpowiada¢ beda osobne piki w chromatogramie rejestrowanym przez
detektor. Czas od wprowadzenia badanej mieszaniny do detekcji maksimum piku
nazywany jest czasem retencji.
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Spektrometria mas: sprzeganie MS z H
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W zaleznosci od stosowanej techniki chromatograficznej, fazg ruchoma moze by¢
gaz, ciecz lub fluid, a fazg stacjonarng ciato state lub ciecz. W przy przypadku
peptydow i biatlek stosowana jest technika LC-MS (Liquid Chromatography — Mass
Spectrometry), w ktorej wstepne rozdzielenie skladnikow préobki nastepuje w

sprzezonym ze spektrometrem systemie wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC - High Performance Liquid Chromatography).
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Podstawa rozdzielania w HPLC s3 wzajemne oddzialywania pomiedzy analitem
a niepolarng faza stacjonarng i polarnym rozpuszczalnikiem. Czastki hydrofobowe
(niepolarne), dazac do zmniejszenia powierzchni wystawionej na dziatanie polarnego
rozpuszczalnika, silniej oddzialuja z fazg stacjonarng, natomiast czastki bardziej
hydrofilowe (polarne) spedza¢ beda wiecej czasu w fazie ruchomej. Oznacza to, ze
rozdzielenie mieszaniny nastepuje zgodnie z hydrofobowoscia jej skiadnikéw: w
pierwszej kolejnosci kolumne opuszczajg czastki hydrofilowe, podczas gdy czastki
hydrofobowe beda charakteryzowaé sie wiekszymi czasami retenc;ji.



Spektrometria mas: sprzeganie MS'z HRLECHISC=VS)

W czasie pomiaru technikag LC-MS badana prébka jest wstepnie rozdzielana pod
wzgledem hydrofobowosci w systemie HPLC, a kolejne jej frakcje schodzace z
kolumny chromatograficznej sa poddawane jonizacji i wprowadzane do
spektrometru. Pomiar widm mas nastepuje zwykle w regularnych odstepach czasu,
zaleznych od szybkosci skanowania spektrometru.

Widmo mas frakcji prébki

Posta¢ danych LC-MS: zbidr jednowymiarowych widm mas kolejnych frakcji prébki.
Widmo w jednym skanie moze zawiera¢ nawet kilkaset tysiecy punktoéw, zas liczba
skanow moze siegaé¢ kilku tysiecy. W efekcie rozmiary plikéw z danymi LC-MS
mierzone sa w gigabajtach.



Spektrometria mas: sprzeganie MS/MSIZH BIECHINC=NISIIVIES)

Mozliwe jest rowniez potaczenie chromatografii cieczowej ze spektrometrig
tandemowa (LC-MS/MS), dzieki czemu rozdzielone chromatograficznie substancje
moga by¢ identyfikowane na podstawie widm fragmentacyjnych. W tym przypadku z
kazdego zarejestrownego widma mas wybierana jest pewna liczba jonéw
macierzystych (zwykle jest to kilka jonéw o najwyzszych pikach), ktére poddawane
sg fragmentacji, a ich widma MS/MS sq mierzone w kolejnych skanach.

Widmo mas frakcji prébki

ol \ ||.H|.llhd.u\.I“ “ u‘h.‘

Widma fragmentacyjne jonéw
wybranych z danej frakcji

Posta¢ danych LC-MS/MS: od kilku do kilkuset tysiecy widm MS/MS. Kazdemu z
widm fragmentacyjnych towarzyszy informacja o wartosci m/z jonu macierzystego
oraz numerze skanu (czyli posrednio o czasie retencji), w ktéorym nastagpita
fragmentacja.
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MS w proteomice: identyfikacja biatek

Podstawowym zadaniem spektrometrii mas w proteomice jest identyfikacja biatek
wystepujacych w prébkach biologicznych. Nalezy jednak przy tym pamietaé, ze:

"ldentyfikacja najczesciej rozumiana jest jako rozpoznawanie w prébce biatek, o
ktérych mamy pewng wiedze wstepng — w szczegdlnosci znamy, przynajmniej
czesciowo, ich sekwencje.

Wyznaczanie sekwencji nieznanego biatka jest bardzo rzadko wykonywane jedynie
w oparciu o dane dostarczane przez spektrometr mas. Zdecydowanie czesciej
identyfikacja wspomagana jest informacjami zgromadzonymi w bazach danych
sekwencji biatkowych. W tym przypadku biatko rozpatrywane jest jako liniowa
sekwencja aminokwasow, opatrzona jednoznacznym identyfikatorem i zapisana
jako rekord bazy danych.

Unikalny identyfikator Nazwa biatka Dodatkowe informacje (tutaj organizm i gen kodujacy) Sekwencja biatka

o o

>P54837 Endoplasmic reticulum vesicle protein 25 OS=Saccharomyces cerevisiae GN=ERV25

MVGWQEGANHKNGAGRSQKQEMAEKMVPEVASGEEI SRAQLVPLPPSTYVEFTVSGTDCVAKEATEAAKCNLLAEKQYGFCKATLSEKLGGAEVAV'I%TVFQTQP
SPPDSHVLLAAPPGHQLHRAHYDLRHTFMGVVSLGSPSGEVSHPRTVVQPSVGAAAGPVVPPCPG

Rekord bazy danych opisujacy biatko

Przyktadami czgsto stosowanych baz danych s3: UniProt (www.uniprot.org) oraz
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/protein).


http://www.uniprot.org/

MS w proteomice: identyfikacja biatek

"Mozliwosci jednoznacznej identyfikacji tak duzych czastek jak biatka jedynie na
podstawie pomiaru ich mas czgsteczkowych sg mocno ograniczone. Dlatego tez
pomiarowi w spektrometrze poddawane sg zwykle nie cate biatka, a jedynie ich
krotsze fragmenty (peptydy) powstate w wyniku trawienia proteolitycznego.

Przed wprowadzeniem probki do spektrometru znajdujace sie w niej biatka
poddawane s3 dziataniu enzymu proteolitycznego, ktory dzieli ich sekwencje w

scisle okreslonych miejscach. Przykiadem takiego enzymu

jest trypsyna,

dokonujaca podzialu sekwencji po C-koncowych stronach arginin (R) i lizyn (K), z
wyjatkiem miejsc gdzie nastepnym aminokwasem jest prolina (P).

VTRSQPQPE

TRAWIENI

EAVPTPVVDPDRAPPSPPLGAPGLPPAGSPPDSHVLLAAPPGHQLHRAHYDLRHTFMGVVSLGSPSGEVSHPRTVVOPSVGAAAGPVVPPCPG

MVGWQEGANgiﬂGAGRSQKQEMAEKMVPEVASGEEISRAQLVPLPPSTYVEFTVSGTDCVAKEATEAARCNLLAEKQYGFCKATLSEKLGGAEVAVTCTVFQTQP

Sekwencja biatka

Miejsca ciecia enzymu

SEKWENCJA PEPTYDU MASA [Da]
SQOK 361.19
NGAGR 473.23
ATLSEK 647.73
EATEAAK 718.34
QEMAEK 734.32
AHYDLR 773.38
CNLLAEK 789.40
MVGWQEGANHK 1255.57
MVPEVASGEEISR 1402.67
TVVQPSVGAAAGPVVPPCPG 1801.93
FMGVVSLGSPSGEVSHPR 1841.90
LGGAEVAVTCTVFQTQPVTR 2076.06
SQPQPEGANEAVPTPVVDPDK 2174.04
AQLVPLPPSTYVEFTVSGTDCVAK 2521.27
APPSPPLGAPGLPPAGSPPDSHVLLAAPPGHOLHR 3404.81

Lista peptydéw proteolitycznych




MS w proteomice: identyfikacja biatek

"ldentyfikacja biatka odbywa sie posrednio, na podstawie detekcji pochodzacych z
niego peptydéw. Zakiada si¢ przy tym, ze znajomos¢ sekwencji biatka (jest ona
zapisana w bazie danych) oraz specyficznosci dziatania enzymu proteolitycznego
pozwola zidentyfikowaé biatko nawet gdy okaze sie, ze mozliwa byta detekcja

jedynie ograniczonej liczby jego peptydow.

Zidentyfikowane peptydy biatka

SEKLGGAEVAVTCTVFQTQPVTR! EGANEAVPTPVVDPDKAPPSPPLGAPGLPPAGSPPDSHVLLAAPPGHQLHRAHYDLRH
TFMGVVSLGSPSGEVSHPRTVVQPSVGAAAGPVVPPCPG

Pelna sekwencja biatka

Podstawowq zaleta takiego podejscia do identyfikacji (okreslanego jako bottom-up
proteomics) jest fakt, ze peptydy maja relatywnie mate masy, co znaczaco utatwia
jednoznaczne okreslenie ich sekwencji w tandemowym spektrometrze mas.

Innymi stowy: bardzo trudne zadanie bezposredniej identyfikacji biatka rozbijane
jest na szereg ,,podzadan” polegajacych na identyfikacji sekwencji jego peptydéw.



MS w proteomice: identyfikacja biatek

Mieszanina biatek

J Mieszanina peptydow

-Trawienie "I'I;F AN
S

Zidentyfikowane biatka

ID BIALKA | NAZWA BIALKA LICZBA
PEPTYDOW
P54837 ERV2S5 protein precursor 3
P22202 Heat shock protein SSA 2
P12689 DNA repair protein REV1 2
- Rozdziat chromatograficzny peptydoéw i

rejestracja ich widm MS/MS w systemie
pomiarowym LC-MS

Ustalenie listy biatek

Baza danych I

Zidentyfikowane peptydy k,/
|
SEKWENCJA PEPTYDU ID BIALKA :
VDDALNATR P54837 :
QITTNAGEEASVIVGK P54837 : I_,-I‘(I Zmierzone widma MS/MS
INTSEEVAQVGTISANGEAEIGR | P54837 ' L
GVDILADAVK P22202
SGVSLAALK P22202 - X -
LDDTVHVVIATPGR P12689 Identyfikacja peptydow L
LLLPGEm p12689 i :: j: ; I ‘ h‘ll I‘u\ ||l||||h|| I‘:III:' L 1l i




MS w proteomice: identyfikacja biateki(oktesianerSErWENEINIE I

Identyfikacja sekwencji peptydéw odbywa si¢ na podstawie widm fragmentacyjnych
zmierzonych za pomocg tandemowej spektrometrii mas. Jest to mozliwe dzieki
znajomosci zasad fragmentacji jonéw peptydowych podczas zderzen z czasteczkami
gazu obojetnego w komorze kolizyjnej spektrometru.

Przy typowo stosowanych energiach kolizji (do 100eV) dysocjacji ulegajg najczesciej
pojedyncze wigzania tancucha giéwnego peptydu. Po rozerwaniu wigzania powstajq
dwa fragmenty, z ktérych wykryty przez spektrometr moze byé¢ ten, przy ktérym
pozostanie tadunek.

W zaleznosci od miejsca dysocjacji, jony potomne nazywane s3a a, b, ¢ jezeli
zawierajg N-koniec peptydu (koniec tancucha z wolng grupg aminowa) oraz x, y, z
jezeli zawierajg C-koniec (z grupa karboksylowa). Indeksy przy nazwach jonéw
okreslajg pozycje aminokwasu, ktérego wigzanie ulegto przerwaniu. Indeksy jonow
a, b, c liczone sg od N-konca, podczas gdy jonéw x, y, z od C-koinca

X3 Y3 Zz3 Xy Yo Zy X Y1 Z;
T T
- Ryl O | | Ry | O | | Rz 1 O | | Ry
sl I | N [ I [
| | | | | | | | |
H2N CiC'NiCiCiNiCiCiNiC COOH
|| ||||| ||||| I||| C-koniec
Hp \H e (R R R
] ]| ] a] el ] el Ll
a; b; C1 a, b, C> as bs Cs

Wiazanie peptydowe
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Prawdopodobienstwa powstania poszczegoélnych rodzajow jonéw nie sg jednakowe:
dysocjacja najczesciej w miejscu wigzania peptydowego (pomiedzy atomami wegla i

azotu), co prowadzi do rejestracji jonu typu b: lub y:...

Przyktadowo: jezeli dlugos¢ peptydu wynosi 4, to z dysocjacji trzeciego od N-konca
wigzania peptydowego towarzyszy¢ bedzie detekcja jonu b; lub y1, w zaleznosci od

tego, po ktorej stronie miejsca fragmentacji pozostanie tadunek.

Miejsce fragmentacji

O
N-koniec | | | | | |
HN C C—N C C=—N C—~C

R4
= HEI\@—&—CDDH
| .

I
I
| '
|
N C
H H

Jon yi

COOH

C-koniec
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W uproszczeniu mozna zatozyé¢, ze pojedynczy jon peptydowy ulega fragmentacji w
jednym miejscu. Gdy fragmentacji ulega jednoczesnie cata populacja jednakowych
peptydow, woéwczas obserwowane bede cate rodziny jonéw potomnych 5 i y,
odpowiadajgcych dysocjacji roznych wigzan peptydowych.

W widmie fragmenacyjnym jony potomne rejestrowane sg jako piki o wartosciach m/z
wynikajacych z ich masy i stopnia natadowania.

Sekwencja fragmentowanych peptydow I

100+
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604
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" " 00 300 400 500 600 700 800
I Widmo fragmentacyjne r mfz
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I e -IA
RICS

Finlz sa:znc)l osutydow)

Jezeli sekwencje dwoch jondw tego samego rodzaju i o jednakowej liczbie tadunkéw
réznia sie od siebie o jedna reszte aminokwasowg (np. dwa kolejne jony b: i bi+1), to
réznica wartosci m/z odpowiadajagcych im pikow bedzie réwna masie tej reszty
podzielonej przez stopien natadowania. W efekcie kazdy rodzaj jonéw generuje serie
pikbw o wzajemnych potozeniach zaleznych od mas kolejnych aminokwaséw w
sekwencji peptydu, a tym samym niosacych informacje o tej sekwenciji.

Fragmentacyjne widmo mas peptydu LADEIIIR (tylko piki y i b o stopniu natadowania +1)

s

Wysokosc wzgledna [ %]
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Okreslenie nieznanej sekwencji aminokwasow peptydu na podstawie widma MS/MS
moze odbywa¢ sie w rézny sposob. Mozliwe sg m.in.:

"bezposrednia (,,reczna” lub automatyczna) interpretacja pikow widma, nazywana
sekwencjonowaniem de novo. Problemem w tym przypadku jest duza ziozonos¢
widm MS/MS. Oprécz pikéw serii » i y moga w nich wystepowaé réwniez inne
rodzaje pikéw, np. pochodzacych od jonéw pozostatych serii, jondw powstatych w
wyniku wielokrotnej dysocjacji wigzan tancucha giéwnego peptydu (jondéw
wewnetrznych) lub fragmentacji tancuchéw bocznych aminokwaséw. Dodatkowym
utrudnieniem moze by¢ réwniez niski stosunek sygnatu do szumu;

Przykiad rzeczywistego widma MS/MS

Full Spectrum IT MS/MS Data

631.1

1005
953
90
853
&0
753
703
65
&0
559
50
454
40
359

885.3
984.4

Relative Abundance

204

4942

25

)
038
153
104

f07.2
571.2

"uzycie algorytmu wykorzystujgcego bhaze danych sekwencji znanych biatek, co jest
rozwigzaniem mniej ztozonym i obecnie zdecydowanie czesciej stosowanym.
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aminokwasowych, powiekszonej o mase wody i protonu (pozwala to okresli¢ C-

koricowy aminokwas).

Nastepnie, idgc w kierunku rosnacych wartosci m/z, wybiera si¢ pik odlegly o mase
jednej z reszt aminokwasowych od piku y: i zaktada sie, ze odpowiada on jonowi y-.
Proces ten jest kontynuowany az do osiggniecia masy jonu macierzystego.

- E +(H.O+H")
§ 1004
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@ 80-
N
= 60+
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xg 40
g J
o ¥
gu 204 ; ‘

| | NS ] | ] | | ] | ] | ] | | |
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»Reczng” interpretacje widma mozna zaczaé¢ od znalezienia piku jonu y1 o stopniu
natadowania +1, jako takiego, ktoérego m/z jest rowne masie jednej z 20 reszt
aminokwasowych, powiekszonej o mase¢ wody i protonu (pozwala to okresli¢ C-
koncowy aminokwas).

iednei z reszt aminokwasowych od piku v i zaklada sie, Z2e odpowiada on jonowi vz.

Proces ten jest kontynuowany az do osiggniecia masy jonu macierzystego.

- E+(H.O+H")  _ I N
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»Reczng” interpretacje widma mozna zaczaé¢ od znalezienia piku jonu y1 o stopniu
natadowania +1, jako takiego, ktoérego m/z jest rowne masie jednej z 20 reszt
aminokwasowych, powiekszonej o mase¢ wody i protonu (pozwala to okresli¢ C-
koncowy aminokwas).

Nastepnie, idac w kierunku rosngcych wartosci m/z, wybiera sie pik odlegly o mase
jednej z reszt aminokwasowych od piku y: i zaktada sie, ze odpowiada on jonowi y-.
Proces ten jest kontynuowany az do osiggniecia masy jonu macierzystego.
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W podobny sposéb mozna wykorzysta¢ piki odpowiadajgce pikom 5. Otrzymana w
ten sposéb sekwencja powinna by¢ identyczna jak ta okreslona na podstawie pikéw
serii y, tyle ze jej odczytywanie przebiega w odwrotnym kierunku (pierwszy zostanie
zidentyfikowany aminokwas N-koncowy).
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Istniejg algorytmy automatycznego sekwencjonowania de novo. Czesto bazuja one
na przeksztatceniu widma MS/MS w graf odzwierciedlajacy relacje pomiedzy
wystepujacymi w nim pikami. Wierzchotkami grafu sg piki widma, a potaczenia
miedzy nimi tworzone sg wtedy, gdy réznica mas miedzy pikami odpowiada masie
jednej z reszt aminokwasowych.

s¢ wzgledna [%]
-

Przy zastosowaniu takiej reprezentacji problem okreslenia sekwencji sprowadzony
zostaje do znalezienia w grafie sciezki o najnizszym koszcie.
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Skutecznos¢ algorytméw sekwencjonowania de novo jest silnie uzalezniona od
jakosci danych pomiarowych. Algorytmy te sg réwniez kosztowne obliczeniowo i
mogq prowadzi¢ do wygenerowania sekwencji pozbawionych sensu biologicznego.

Dlatego tez podczas identyfikacji peptydéw w badaniach proteomicznych zwykle
uzywa sie z baz danych sekwencji biatek. Korzysta sie przy tym z dwéch zatozen:

"znajomos¢ miejsc cigcia enzymu proteolitycznego pozwala okresli¢ teoretyczng
liste peptydéw powstajagcych podczas trawienia dowolnego biatka o znanej
sekwencji;

MVGWQEGANHENGAGRSQRQEMAERMVPEVASGEEISRAQLVPLPPSTYVEFTVSGTDCVAKEATEAAKRCNLLAERQYGFCRATLSERLGGAEVAVTCTVFQTQP
VTRSQPQPE EAVPTPVVDPDKAPPSPPLGAPGLPPAGSPPDSHVLLAAPPGHQLHRAHYDLRHTFMGVVSLGSPSGEVSHPRTVVOPSVGAAAGPVVPPCPG

Sekwencja biatka

SEKWENCJA PEPTYDU MASA [Da]

SQK 361.19

NGAGR 473.23

ATLSER 647.73

EATEAAR 718.34

TRAWIENI QEMAEK 734.32
AHYDLR 773.38

CNLLAEKR 789.40

MVGWQEGANHEK 1255.57

MVPEVASGEEISR 1402.67

TVVQPSVGAAAGPVVPPCPG 1801.93

FMGVVSLGSPSGEVSHPR 1841.90

LGGAEVAVTCTVFQTQPVTR 2076.06

Miejsca ciecia enzymu SQPQPEGANEAVPTPVVDPDK 2174.04
AQLVPLPPSTYVEFTVSGTDCVAK 2521.27
APPSPPLGAPGLPPAGSPPDSHVLLAAPPGHQOLHR 3404.81

Lista peptydéw proteolitycznych
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"znajomos¢ regut fragmentacji pozwala wyznaczy¢ teoretyczny model widma MS/MS
peptydu o znanej sekwencji. Tym samym istnieje mozliwos¢ wyznaczenia wartosci
miary podobienstwa modelu z widmem pomiarowym.

Zmierzone widmo MS/MS

|
0o 400 00

a3}
o ) —— T
=)

: ¥
0 ~ 5 1000

Liczbowa miara
podobienstwa

Teoretyczne widmo MS/MS peptydu

0 100 200 200 400 00 00 700 200 an0 1000

Uzycie bazy danych pozwala zastgpi¢ problem sekwencjonowania de novo znacznie
prostszym zadaniem, polegajacym na wyszukaniu sposréod peptydéw ze znanych
biatek takiego, ktérego teoretyczne widmo fragmentacyjne jest w jak najwiekszym
stopniu zgodne (w sensie wartosci wybranej liczbowej miary podobienstwa) z
zarejestrowanym widmem eksperymentalnym.
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Ogoélny schemat procesu przypisywania sekwencji peptydu do zmierzonego widma
fragmentacyjnego (powtarzany dla kazdego z widm w zbiorze danych pomiarowych):

+ Sposréd peptydow, ktore moga powstac w wyniku teoretycznego trawienia
sekwencji wszystkich bialek z bazy danych przez zadany enzym proteolityczny,
wybierany jest zbior peptydéw kandydackich, o masach mieszczacych si¢ w
tolerancji 4M (jest ona parametrem zadanym przez uzytkownika) wokét zmierzonej
masy jonu macierzystego M (jest ona znana z pomiaru MS).

Peptyd P11:  MVGWQEGANHK |(Mp, ¢ (M — AM, M+@

(S
g % Peptyd P12: CNLLAEK Mp: ¢ (M —AM, M + AM)
)
> e
N
v% £ | — 7 Peptyd Pivi: GAMVGNVWR P € ( M)
Biatko B g
©
~_ ©
:: | p| Peptyd P21i: QETANWK Mp & (M — AM, M + AM)
Biatko B2 9
v o
E | Peptyd Pz GAMVGNVWR Mpve & (M — AM, M + AM)
@
~ ?9
c
Biatko Bk \ § ————— | Peptyd Pki: CCWYK Mpa & (M — AM, M + AM)
|_

Peptyd Pkn«: VGNMWVGAR @ (M —AM, M @




MS w proteomice: identyfikacja biateki(oktesianerSErWENEINIE I

Ogoélny schemat procesu przypisywania sekwencji peptydu do zmierzonego widma
fragmentacyjnego (powtarzany dla kazdego z widm w zbiorze danych pomiarowych):

+ Dla wszystkich peptydéw kandydackich wyznaczane s3 teoretyczne modele widm
fragmentacyjnych. Sq one nastepnie poréwnywane z widmem eksperymentalnym,
czemu towarzyszy wyznaczenie miary dopasowania (cz¢sto nazywanej score).

score ="

score =12
GAMVGNVWR -
!

1 I| I || . ‘|| |||. il ||| . |
150 200 300 ado 560 560 700 860
m/z

Widmo pomiarowe

Peptydy kandydackie Widma teoretyczne




MS w proteomice: identyfikacja biateki(oktesianerSErWENEINIE I

Ogoélny schemat procesu przypisywania sekwencji peptydu do zmierzonego widma
fragmentacyjnego (powtarzany dla kazdego z widm w zbiorze danych pomiarowych):

+ Widmu eksperymentalnemu przypisywana jest sekwencja peptydu, ktérego model

widma charakteryzuje si¢ najwiekszym dopasowaniem. Powstata w ten sposéb
para ztozona z widma i sekwencji nazywana jest Peptide-Spectrum Match (PSM).

\core=7

- e —

X 100

score =12 £

GAMVGNVWR — ZZ
0 i |I . ‘| “ ||| .|

| Widmo pomiarowe
score =6

PSM

I Peptydy kandydackie I I Widma teoretyczne I
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Po wyznaczeniu PSM dla kazdego widma, lista biatek wystepujagcych w probce jest
tworzona na podstawie listy peptydéw uznanych za wiarygodnie zidentyfikowane
(majacych mozliwie ,,pewne” sekwencje). W najprostszym przypadku uwzglednia sie
wszystkie peptydy o wartosci score powyzej pewnego progu.

Lista zidentyfikowanych peptydéw Lista zidentyfikowanych biatek
# |PEPTYD BIALKO SCORE # ID NAME PEPTIDES #

1 ELLIIGGVAAR Q92499 97.56 1 |P09874 Poly [ADP-ribose] polymerase 1 76

2 IALTDNALIAR P18124 94.07 2 |Q09666 Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK 57

3 |P16403 Histone H1.2 39

3 P DILILSITY SIS Q9BQGO 90.88 4 |P09651 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 35

5 IDEPLEGSEDR P61978 88.07 6 |QINR30 |Nucleolar RNA helicase 2 32
6 |EQISDIDDAVR P53999 87.73 7 |POC7M2 |Putative heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-like 31

7 |ELLIQIFSTPR Q8TDNG6 81.21 8 |P16402  |Histone H1.3 30

8 |IFGLLMGTLOK QoH307 81.11 9 P35579  Myosin9 _ _ 28

9 GVTFLFPIQAK QINR30 79.04 10 |P22626 Heterogeneous nuclear r!bonucleoprote!ns A2./B1 . 27

11 |Q32P51 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-like protein 26

10 [HIEIFTDLSSR P13010 76.55 12 |P19338 Nucleolin 2%

alale s xiee 0 13 |Q92499 ATP-dependent RNA helicase DDX1 25

5039 DLEEFFSTVGK Q14498 59.12 14 |P78527  |DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 25

5040 |AVFPSIVGRPR A5A3EOQ; P60709; F 40.27 15 |P23246 Splicing factor, proline- and glutamine-rich 24

5041 |[TAAENDEFVTLK P35908 40.15 16 /000571  |ATP-dependent RNA helicase DDX3X 24

5042 |FSPAGPVLSIR FQ1 3310 39.5 17 043390 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R 22
5043 EITALAPSTMK l P60709; P62736; P 38.91 190 |P61978  |Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 2
5044 |SEIBEYYAMLAK I P62888 37.18 191 |P14866 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 1
5045 |SLOELFLAHIL / P09874 36.14 192 |Q92841  |Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 1
5046 |[SVAGGEFVYTYK l Q15393 35.91 193 |P63261 Actin, cytoplasmic 2 1
5047 |AGGSAALSPSK | Q2522 34.12 194 |P60709  |Actin, cytoplasmic 1 1
5048 |[SEMEVQDAELK I QoUQS80 33.32 195 Q08211  |ATP-dependent RNA helicase A 1
s poominpiiy | [ 3234 157 25500 [Popyamidine teckbrdemedn 1 i
5050 [HILSPWGAEVK I P09874 31.75 198 |Q9Y3I0 UPF0027 protein C220rf28 1
5051 [VPVHDVTDASK / P21333 24.07 199 |015523 | ATP-dependent RNA helicase DDX3Y 1

Prég score
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Przedstawiony powyzej schemat implementowany jest przez szereg bazodanowych
systemow identyfikacji, zarowno komercyjnych (np. Mascot, Sequest, Peaks DB), jak
i typu open source (np. X!Tandem, MS-GF+, OMSSA, Andromeda).

1@ Matrix Science - Mascot - (@) GPM Cyclone, simple search form - Mozilla Firefox e

re e v e o] MAscoOt: www.matrixscience.com TR s G £ X!Tandem: thegpm.org

I& Matrix Science - Mascot -

:GPM Cyclone, simple search form | + |

€ L www.matrixscience.com/cgifsearch_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=! c

2+ # € % human thegpm.org/tandem/thegpm_tandem.html c Pl ¥+ &

MA I RIX 1. Human lysine acetylation sites listed

m A comprehensive list of all abserved human lysine acetylation sites has been released W

SCIENCE h 2. Human M-terminal acetylation sites listed y
Search this site

A comprehensive list of all observed human N-terminal acetylation sites has been released

[UEERLILEICLEEREEW M Products  Technical support  Training [YETE This site GPM Cyclone, simple search form
advanced search 1. spectra
saved xml data 7 commaon, mzXML, mzData, DTA, PKL or MGF only

Mascot database search > Access Mascot Server > MS/MS Ions Search

Lookup GPM #

2. taxon

m

7 Select one or more.

MASCOT MS/MS |0nS sea I‘Ch D Eukaryotes DPmkarvotes [ viruses

A GRCh37 (ENSEMBL), male =
v me Information GRCh37 [ENSEMBL), female
- Zbout the GPM GRCh37 [NCBI RefSeq)
Search title about X! Tandem Human (SwissProt)
= send us email Human (NCBI Unigene)
Database(s) |Invertebrates EST = Enzyme Trypsin - . B
Human_EST More search sites M. musculus, male
Fungi_EST Allowupto 1 - missed cleavages M. musculus, female -
Environmental_EST
MNone - Eukaryote proteomes 1. Include reversed sequences: | @ pone | () mixed | () only |
1234567 2. all **N amino acids []
ith pepti < - t < -
e Boutique proteomes with peptide log(e} ~ and protein log(e) -
- Fl.xe —none selected — = Acetyl (K) - human mouse 3 LR
medifications Acetyl (N-term) 1. 7 Fragment mass error: 0.4 Da -
Acetyl (Protein N-term) cow bacteria N . &
- Amidated (C-term) plant rat 4 residue modifications
Amidated (Protein C-term) 1. Complete medifications 1
Display all modifications [ Ammania-loss (N-term C) Algorithms Carbamidomethyl {CU) -
Biotin (K) XIF3 X! Hunter 57.021464@C,57.021464@U 2 specify your own
Variable |- none selected — + Biotin (N-term)
L T . 2. Complete modifications 2
modifications Carbamidomethyl (C) Informat No further mads
Carbamyl (K) M nformatian
P Carbamyl (N-term) - gpmDB wiki 7 specify your own
review lists 3. Potential modifications:
Da ~ #'%c o0~ Ms/MS 0.6 Da -
Some humans
i - i ic @ 7 speci i @
Peptide charge 2+ Monoisotopic @ Average Cwgation (W) specify your own 15.594915@M
. Deamidation (N)
Data file - .
4. ? Check for known PTMs ) yes @ no
Data format Mascot generic - Precursor m/z 5, refinement specification
£, J‘_,?; 1. 7 Potential modifications (unimod):
InsImmenty) Datzuk M Error tolerant [ round 1 round 2
Decov [ Report ton  AUTO ~ hits 2 none - none i 2
4 mn G 4 1" ]
www.matrixscience.com,/whats_new.html ‘ Done ; b
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Podstawowa zasada dziatania wszystkich bazodanowych systeméw identyfikacji jest
podobna, jednak uzywane przez nie algorytmy moga sie znaczaco roézni¢ w zakresie:
"sposobu wyznaczania teoretycznego modelu widma fragmentacyjnego;

"rodzaju miary dopasowania zmierzonych widm MS/MS do modeli teoretycznych i
interpretacji wartosci score;

"typu i znaczenia parametréw decydujacych o sposobie przeszukania bazy danych;
" pre-processingu danych;
"okreslania istotnosci statystycznej przypisan sekwencji;

"formy prezentacji wynikéw i formacie ich zapisu.



MS w proteomice: systemy bazodanowe(imodeisvidnis)

Wiegkszos¢ algorytmow stosuje uproszczone modele widma, uwzgledniajace jedynie
wybrane serie jonéw (np. jednokrotnie natadowane jony b5 i y). Wysokosci pikow
zwykle ustalone sgq w sposoéb arbitralny (czesto sg jednakowe dla wszystkich jonéw).
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Zdecydowanie rzadziej spotykane sa modele réznicujgce wysokosci pikow w sposéb
zalezny od empirycznie ustalonych prawdopodobienstw zajscia fragmentacji w
réznych miejscach tancucha gtéwnego peptydu.
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Rzeczywiste widmo pomiarowe




Prosta miarg podobienstwa jest znormalizowany iloczyn skalarny (normalized dot
product) wektoréw reprezentujgcych widma teoretyczne (x) i eksperymentaine (y):

N

Z‘; Xy,

NDP=—2=L

N

N
\/z X 2 Vi
i=1 i=1

Wektory x i y wyznaczane sg po podzieleniu zakresu wartosci m/z na N przedziatéw o
statej szerokosci (zaleznej od doktadnosci pomiarowej stosowanego spektrometru
mas) i wybraniu z kazdego przedziatu najwyzszego piku.

Fragment widma pomiarowego MS/MS

Przedziat o szerokosci zaleznej od dokladnosci spektrometru

y 0730 0 O0 80 0|60 0 O

80+ 60
V[302+80%+602)(124+1%]

NDP=

Fragment modelu widma MS/MS




MS w proteomice: systemy bazodanowe(Score)

Innym przykiadem moze byé¢, stosowana w systemie SEQUEST miara dopasowania
oparta na funkcji korelacji wzajemnej (cross-correlation):

f(T):Z xiyi+r

gdzie 7 jest przesunieciem w Da pomiedzy reprezentujgcymi widma wektorami x i y.
Jezeli widma sa podobne, to f{r) ma wyrazne maksimum dla =0, w przeciwnym
wypadku wartos¢ f(r=0) nie rézni si¢ znaczgco od wartosci dla innych przesuni¢é.

Ostateczna miara dopasowania widm (Xcorr) obliczana jest jako réznica pomiedzy
wartoscig funkcji f{z=0) a Sredniag wartosci f{7) dla przesunie¢ 7 € [-75 Da, 75 Dal.

A A=0)—
f7) ) 1

' Xcorr

I J

T >
=75 0 75 t[Da]
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