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Proteolizis

* Tripszin: Arg és Lys

e Kimotripszin: Tyr, Phe és Trp, de Leu, Met, Ala, Asp, Glu is (lassabban)
* Endoproteinaz Arg-C, Lys-C, Asp-N, Glu-C, K (alifas/aromas)

» Karboxipeptidaz A, B, Y, M

* Papain (nemspecifikus)

* Pepszin (nemspecifikus)

* Az emeésztés jellege a keletkezd peptidek méretét befolyasolja
* Top-down; middle-down; bottom-up proteomika



Feherjek szerkezete

Nonpolar
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TNHy=CH-R

Table 4.1: Amino Acid Residue Names, Masses, and Immonium lons.

Residue 1-Letter Code | 3-Letter Code | Residue Mass | Immonium Ion (m/z)
Alanine A Ala 71.04 44.05
Arginine R Arg 156.10 129
Asparagine N Asn 114.04 87.09
Aspartic Acid D Asp 115.03 85.04
Cysteine C Cvs 103.01 76
Glutamie Acid E (lu 129.04 102.06
Glutamine Q (:In 128.06 101.11
Glyeine G Gly 57.02 30
Histidine H His 137.06 110.07
Isoleucine | [le 113.08 26.1
Leucine L Len 113.08 86.1
Lysine K Lys 12%.00 101.11
Methionine M Met 131.04 104.05
Phenylalanine F FPhe 147.07 120.08
Proline P Pro a97.05 70.07
Serine S Ser 87.03 60.04
Threonine T Thr 101.05 74.06
Tryptophan W Trp 186.08 159.09
Tyrosine Y Tyr 163.06 136.08
Valine V Val 09.07 T72.08

Primary structure
amino acid sequance

Secondary structure
regular substruciures

Hemoglobin

P13 protein

Tertiary structure
three-dimensional structure

Quaternary structure
complex of protein molecules



Peptidhasadas MS/MS-ben
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Figure 4.6: Nomenclature for peptide CID fragment ions (first proposed by Roep-
storff and Fohlman,'%® later modified by Biemann!®"). Typically, all of the above

fragment ion types are observed in high-energy CID tandem mass spectra (al-
though usually not in the same spectrum), but only b, y, and, less frequently,
a and z fragments are observed in low-energy CID spectra.'®® Reproduced by
permission of John Wiley & Sons, Inc. from Mass Spectrom. Rev., Vol. 14, 49-73

(1995).



C-terminal ion types Sequence ions
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Figure 4.10: Low energy CID (Q-TOF) of doubly charged Glu-fibrinopeptide: y-
series ions. Courtesy: Kevin Blackburn, Molecular and Structural Biochemistry,
North Carolina State University. Reproduced by permission.



Intakt fehérje tomegspektrometriaja
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Figure 4.13: ESI spectrum of an intact protein. Courtesy: Kevin Blackburn,
Molecular and Structural Biochemistry, North Carolina State University. Repro-

duced by permission.



Toltés es molekulatomeg kiszamitasa

» Két szomszédos m/z értékére kell felirni az egyenletet (toltéskilonbségiik 1), ami alapjan toltés és
molekulatomeg szamithato

Z 1

m+(z+)M . m
* Kisebb m/z-re: = .
z+1

z+1

 Nagyobb m/z-re: m+zM,. :(mj

Z Z




SRM, MRM

* SRM —selected reaction monitoring

» Kivalasztott tomegnél fragmentalunk egy iont, majd kovetkez6 lépésben a
fragmentacio egy kivalasztott termékionjat detektaljuk.

* MRM — multiple reaction monitoring

» Kivalasztott tomegnél fragmentalunk egy iont, majd kovetkez6 lépésben a
fragmentacio tobb kivalasztott termékionjat detektaljuk.

* Nem szikséges teljes scan-t végezni, igy gyorsabb analizis végezhetd vele
(csak a kivalasztott tomegeket koveti)



Kvantitativ proteomika — ICAT

* |sotope-coded affinity tags

e 2 elv:

* Szomszédos aminosavak rovid szekvenciajanak ismerete (5-25 aminosav)
lehetdveé teszi egyedi fehérjék azonositasat

* Ha két kémiailag azonos, de eltérd izotopot tartalmazo jelolést alkalmazunk,
akkor a jelolt molekulak elektroforetikus/kromatografias viselkedése
megegyezik, mig az eltérd izotopok jelenléte miatt mas tomegnél kaphatunk
tomegcsucsot. Ez pedig pontos kvantitalast tesz lehetéveé.



|CAT |épésel

* |CAT reagensek felépitése
 Affinitas jelol6 (pl. biotin) - affinitas dusitast/izoldlast tesz lehetévé jelolés
utan
* Linker: stabil izotopot tartalmazza

* Konnyd reagens (*H-eket tartalmaz)
* Nehéz reagens (8db %D-t tartalmaz)

* Reaktiv csoport —SH csoportok iranti specificitassal
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Figure 4.14: Quantitative proteomics with ICAT reagents. Source: www.imsb.
ethz.ch /researchgroup /rudolfa/research. Courtesy: Ruedi Aebersold, Institute of
Molecular Systems Biology, ETH Zurich. Reproduced by permission.



Kvantitativ proteomika — SILAC

 Stable isotope labeling by amino acids in cell culture

* EmI&s sejtvonalak tenyésztése nem , hagyomanyos” aminosavakbol
zajlik, hanem stabil izotdp jelolésd (nem radioaktiv) aminosavakbol

* Pl. deuterdlt Leu, de 13C és >N izotépok beépitése is lehetséges

* Az izotopjeldlt aminosavakat tartalmazoé kozeg nem befolyasolja a
sejtvonal novekedését

* Ezen fehérjepopulaciokat kontrolhoz lehet hozzaadni, mert a jeldlés
,az aminosavakba van kédolva”, a jelolt/nem jelolt fehérjék ardnya
allandé marad

* A Leu-dO — Leu-d3 tomegeltolodast kell kbvetni, a csucsok aranyabdl
lehet kvantizni



Munkafolyamat - SILAC

Stable isotope labeling of amino acids in cell culture

(SILAC)
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Kvantitativ proteomika — iTRAQ

* Isobaric tag for relative and absolute quantitaion
* Nagyszamu mintahoz jobb

* Munkafolyamat
* Sejt lizalas + dsszfehérje meghatarozas
redukalas — alkilalas — enzimes emésztés (puffer aminmentes — primer és
szekunder aminok kvencselik az iTRAQ jelolési reakciot)
70% szerves olddszerre (alkohol) valo beallitas

Jelolés izobar iTRAQ reagenssel (minden mintat kilon)

CID fragmentalas: ajanlott 10-15%-kal ndvelni a fragmentacios energiakon a
nativ peptideknél alkalmazotthoz képest



ITRAQ

* Reagens felépitése
» Reporter csoport (riporter) (pl. N-Me-piperazin, M=114, 115, 116 és 117)
* Balance csoport (kiegyensulyozo) (pl. M=31, 30, 29, 28)
e Reaktiv csoport (pl. N-hidroxiszukcinimid)

* Mintdk jel6lése utdn 6sszekeverik 6ket, majd (LC)-MS/MS analizisnek
teszik ki Gket

e Relativ intenzitasok megkaphatok a riporter ion relativ intenzitasaibol,
az MS/MS spektrumban

* Max 8 minta kombinalhaté a megfelel6 reagenssel (8-plex iTRAQ)
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Kvantitativ proteomika — TMT

* Tandem mass tag

* Hasonl6 az iTRAQ-hez

* Tandem: a jel6l6 tag-ek vizsgalata kizarélag MS/MS-sel torténik
* Nincs a mintaban jeloletlen peptid

* Jelold felépitése:
* Erzékenységnoveld csoport (sensitization group)
 Tomegkllonbséget okozod csoport (mass differentiation group)
 Tomeg normalizacios csoport (mass normalization group)
» Reaktiv csoport



TMT fragment
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Kvantitativ proteomika — AQUA

* Abszolut kvantifikalas SRM vagy MRM-en alapszik

* MRM (maxis Il)

* Max. 100 kivalasztott tomeget tud kovetni, MS3 is lehetséges isCID energia
segitségével

* isCID-ként beallitott energia joval magasabb, mint a finomhangolasi
parameéterek kozott

» Utkdzési energia megaddasa

* X Acq.: érzékenyités, hanyszor legyen nagyobb az MS/MS spektrumok
felvételénél a mintaidd

* AQUA peptid: szintetikus peptid, izotoppal jeldlve, néhany Da-nal
nehezebb, mint az a peptid, amit vizsgalunk — tkp. Belsé standard



AQUA peptid szintezis

* Egyedi peptidet kell valasztani, melynek minden formajat (PT
modositott) kell egyidejlileg mérni

* Fehérjénként 2/3 peptid

e Jol ismert (fragmentacio, elvalaszthatdsag, SRM atmenetek) peptidet
érdemes valasztani

« 13C és >N izotopokkal torténik a jelolés

* A szintetizalt peptidet lemérik, a prekurzor MS/MS spektrumaban
keresni lehet esetleg jelen |év6 — prekurzornal intenzivebb — ionokat,
amik alkalmasabbak lehetnek az analizishez (jobb S/N arany)



Stage 1: AQUA peplide development

Stage 2: Implementation
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Peptid fragmentacid — MS/MS moddszerek

* CID

« Utkodzési celldban
* alacsony Utkozésszam, N, vagy Ar
* 20-100 eV energia

* Csapdaban
* magas Utkdzésszam (100<), He
* 20-100 eV energia
* ECD (electron capture dissociation — elektronbefogas dissz.)
e Szabad elektronokkal kolcsonhatas — fragmentacio

 EDD (electron detachment dissociation)
* A kolcsonhatd elektron lelok e-okat az ionokrol



Peptid fragmentacid — MS/MS moddszerek

* ETD (electron transfer dissociation)

* Reagens aniont abszorbealja a prekurzorion, amit fragmentacio kovet
* Negative ETD (NETD)



H-D csere

* Fehérjék konformaciodjara lehet ezaltal kovetkeztetni

* Minél kitekertebb a fehérje szerkezete, annal tobb labilis proton tud
lecseréel6dni (partner pl. D,O, CH;COOD vagy CH,0D)

* A cserefolyamat visszafelé is gyors — kvencselés szlikséges (savanyitas
és leh(tés 0 °C-ra)
* Emésztés ilyen kortlmények kozott
* Tripszin nem johet szoba
* Altaldban pepszinnel (nem specifikus)
* Online reaktorok, redukalo és alkilez6szerek hasznalata elterjedtebb a jo
emeésztési hatékonysag végett
* Altaldban id6ben (és eltérd T-eken) vizsgaljak a H-D csere lefolyasat



H-D csere

* H-D csere sebessége a pH
fuggvényéeben.

e Szurke régio: az a pH, ahol a
H-D csere, ill. a kvencselés
torténik

Ser, Thr (-OH)—>_

(0-COOH) —>

Arg (n-NH)

Asn, GIn NH —> ¢,
a-NH —> =

Trp (indole NH) —7-

Arg (e-NH) —>1.,
Backbone NH —> K.,

LOQ ke:,min-

log k., (min-1)



H-D csere

* Fehérje-fehérje kolcsdnhatas vizsgalata
* Receptor fehérje hozzaférheté amid NH-kon H-D csere torténik
 Liganddal kdlcsonhatasba Iép (komplexet képeznek)

 Nem deuteralt olddszer hatasara D-H (vissza)csere jatszodik le ott, ahol az NH
a komplexben is elérhetd, mig a D a fehérjén marad ott, ahol a ligandfehérje
meggatolja a cserereakciot

» Akkor alkalmazhatd, ha a kolcsonhatas er6s



Peptid fragmentacios mechanizmusok

» Kérdés: az energiat felvett prekurzorion miként hasznalja el az extra
energiajat, azaz okoz helyenként kotéshasadast?

* A mechanizmussal megvalaszolhato a fragmentacios
tomegspektrumon a csucsok helyzete és intenzitasa



Mobilis proton modell

* ESI-ben a peptidek 1 vagy tobb H*-ra tesznek szert, amelyek valamely
bazikus sajatsagu helyen (lancon vagy oldalcsoporton) helyezkednek el (alt.
N-atomon)

e Arg, Lys és Hys — nagy protonaffinitas; ha jelen vannak, azt feltételezzik,
hogy a H* nem fog mozogni, hianyukban viszont a peptidlanc valamely N-
jére kerulnek. Hasonlo a helyzet, ha 2 H* van, de csak 1 Arg, Lys vagy Hys —
a 2. H" a lancra kerul — mobilis lesz

A H* jelenléte megbontja az amidkotés rezonanciastabilitasat, és ez okozza
az adott helyen a kotés felbomlasat

e Hova kertil a H*?
* Barmely lanc N széba johet
e Terminalis N



Peptid fragmentacios utvonalak

» 2 f6 —versengd — kategoriaba sorolhatdk a peptid fragmentacios utvonalak

» Toltéssel iranyitott fragmentacio (charge directed)
* Nem szekvencia jellegi
» Szekvencia jellegl fragmentacio
R I
* diketopiperaziny,
* oldallancbeli fragmentacio
* by,
* b-b, 1
* b,-a
* immonium fragmentacié
* bels6 fragmentacids utvonal
» Toltéstdl tavoli fragmentacio (charge remote)
* Asp effekt
e ox. met effekt
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Diketopiperazine yy_»
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e C-terminalis peptid y ionként tavozik 0 NHI A A Coterminus
* Ha tavolabbi (yy_,; n>2) amidkétés hasad, a transz-cisz | l
izomerizacidé nem sziikseges NI A A A Crlemins

Yno ion



Hys effektus

* Ha a fragmentalt peptid tartalmaz Hys-t, a mobilis proton az
imidazolgylrd valamely N-jére kapcsolodik

* Egy masik H* mobilizalodik és a C-term. melletti amid N-re megy

* Az imidazol N-je nukleofilként tamad a protonalt amidkotés C-ére, ami
ciklizaciohoz vezet,...
* ami egy biciklikus b, iont eredmenyez

* vagy H* transzfer torténik a gylrdrdl az amid N-re, igy az utdbbi szegmens y,
iont képez

* Azaz b, vagyy, ion is keletkezhet



Szekvencia atrendezodeés

* Fragmentacio soran ciklikus intermedierek keletkezhetnek

* Ha van rajtuk mobilis H*, akkor a gyd(r( felnyilasa okozhatja a
szekvencia megvaltozasat

* b ionoknal lehetséges, a ionoknal viszont a gy(ir(inyilas utan az eredeti
szekvenciasorrend kaphato vissza

* Vitatott, hogy milyen mértékben fordul el6, shotgun proteomikai
azonositasokat elvileg kevéssé zavarja



Poszttranszlacios modositasok

* Azonositasuk nehezebb az egyszeril peptidszekvencia megfejtésénél

* Mig egy-egy peptid nagy mennyiségben van jelen egy mintaban, addig
a modositott peptidek abundanciaja alacsony. Fontos, hogy az MS/MS
tomegspektrum mindsége jo legyen

* Eltavolitandd a mintabdl azon enzimek, melyek PTM-t bontjak vagy
létrehoznak

* Legjobb a tripszin erre a célra
* Néhany PTM hidrofillé teszi a peptideket

e C18 sOmentesités nem hasznalhato

» Eltérd specificitdsu enzim hasznalata megldas (kimotripszin, Lys-N,
endoproteinaz Glu-C)



Poszttranszlacios modositasok

* PTM modositott peptidek dusitasa fontos

* De, altalanos dusitasi technikak nincsenek kifejlesztve. Kivetel a
foszforilacio

* Nagy felbontasu késziilékek és mindségi fragmentacio (pl. HCD, ETD)
fontos

* Kevés jol tanulmanyozott proteom létezik (pl. hisztonok), de ez
esetben is probléma a megfelel6en hosszu peptidek generalasa az
emeésztés soran

» Legfontosabb - gyakran el6fordulo - PTM-ok: foszforilezés,
ubikitilezés, glikozilezés, acetilezés



Poszttranszlacios modositasok

* Proteom mélyrehato foszforilaltsagi vizsgalata néhany napot vesz
igénybe

* Single-shot megkdzelités: egy injektalas/mérésbél hatdrozzak meg,
robosztusabb és kevesebb anyagot igényel

* Frakcionalas: RP frakcionalas elsé |épésben, hogy cs6kkentsék a minta

komplexitasat. Tobb mérés, tobb meghatarozott fehérje/PTM, de a
frakcionalas bizonytalansaga miatt kevéssé robosztus

» Célzott meghatarozasok: gyors, mert csak egy vagy néhany adott
tomegl anyagot keresnek



Kémiai keresztkdtesek fehérjekben

* Fehérjék térszerkezetének vizsgalata

» Kovalens kotés két, térben egymashoz kozeli aminosav kozott, melyek lehetnek
ugyanazon, vagy eltérd fehérjelancon

* PL.

adott egy fehérje

kovalens keresztkotéseket alakitanak ki a pl. Lys-ek kozott pl. bisz(szulfoszukcinimidil)
szuberattal

reakcid kvencselés, termék tisztitas, tripszinnel vagy Lys-C-vel emésztés
peptidek frakcionalasa (SEC)
detektaljak azokat a peptideket, melyekben ezek a keresztkotések keletkeztek

a keresztkotések pedig csak akkor keletkezhettek, ha a 2 Lys az eredeti
fehérjekonformacidban egymashoz kozel helyezkedett el

adatbaziskereséssel (xQuest, xProphet)



Kémiai keresztkdtesek fehérjekben

 Elvarasok a reagensekkel szemben

* stabilitas, reaktivitas és oldékonysag a fehérje nativ konformaciojanak
kedvezd korulmények kozott

* enzimes emeésztés soran ne torténjen kotéshasadasuk

* bizonyos tavolsagnal tavolabbi aminosavakat ne tudjon 6sszekdtni, hogy
értelmes térbeli adatokat szolgaltasson

* Legtdbb reagens amin vagy tiol specificitassal rendelkezik
* Primer NH, - N-hidroxi- vagy szulfo-szukcinimidil észterek
A reaktiv csoportokat valamilyen spacer/linker szakasz koti 6ssze
* Cys oldallancok: pl. maleimidekkel, de a Cys gyakorisaga kisebb a Lys-nél
* Heterobifunkcios reagensek - Lys és Cys dsszekapcsolasara



- A A

Cross-link Loop-link Mono-link
inter/intraprotein link intrapeptide link dead-end link
interpeptide link type 1 cross-link type 0 cross-link

type 2 cross-link

Two connected peptides Single peptide Single peptide
1.4 A

< > <
X=H DSS X=H DSG
X=S0H BS X=S0.H BSG

Figure 4.27: Top: Nomenclature of common products of chemical cross-linking re-
actions. Bottom: Structures of most commonly used amine-reactive cross-linking
reagents. DSS, BSH? DSG, and bis(sulfosuccinimidyl) glutarate {BSEG}. Repro-
duced by permission of the American Society for Biochemistry and Molecular
Biology, Inc. from Molecular & Cellular Proteomics, 9, 1634-1649, 2010.



Kémiai keresztkdtesek fehérjekben

* Formaldehid
 specialis reagens

» kétlépéses reakcidban tud keresztkotést kialakitani, egymashoz nagyon kozeli
aminosavak kozott

* Lys-t és Trp-t céloz elsGsorban
* Lys és Asp vagy Glu kozott alakit ki amidkotést

* Reagens jeldlheto stabil izotoppal (egyedi izotdpeloszlasa lesz a

reagensben 1évé konnyl/nehézizotépok aranya miatt a keresztkotott
peptideknek)

Biotinilezett reagens - keresztkotott peptidek affinitason alapulo
dusitasahoz



Residue l-letter | 3-letter | Residue mass | Residue mass | Immonium ion
code code | monosiotopic average (m/z)
Alanine A Ala 71.03712 71.079 44.05 (w)
Arginine R Arg 156.10112 156.188 129 (w)
Asparagine N Asn 114.04293 114.104 87.09 (m)
Aspartic Acid D Asp 115.02695 115.089 88.04 (m)
Cysteine C Cys 103.00919 103.144 76 (w)
Glutamic Acid E Glu 129.04260 129.116 102.06 (m)
Glutamine Q Gln 128.05858 128.131 101.11 (m)
Glycine G Gly 57.02147 57.052 30 (w)
Histidine H His 137.05891 137.142 110.07 (s)
Isoleucine I Ile 113.08407 113.160 86.1 (s)
Leucine L Leu 113.08407 113.160 86.1 (s)
Lysine K Lys 128.09497 128.174 101.11 (s)
Methionine M Met 131.04049 131.198 104.05 (m)
Phenylalanine F Phe 147.06842 147.177 120.08 (s)
Proline P Pro 97.05277 97.117 70.07 (s)
Serine S Ser 87.03203 87.078 60.04 (m)
Threonine T Thr 101.04768 101.105 74.06 (m)
Tryptophan W Trp 186.07932 186.213 159.09 (m)
Tyrosine Y Tyr 163.06333 163.170 136.08 (s)
Valine v Val 99.06842 99.133 72.08 (s)




Amino acid

Immonium and related ion masses

Comments

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gly
Gln
Glu
His

Ile/Leu
Lys
Met
Phe
Pro

Ser
Thr
Trp
Tvyr
Val

44
129
87
88
76
30
101
102
110

86
101
104
120
70
60
74
159
136
72

59, 70, 73, 87, 100, 112
70

84, 129
82, 121,123, 138, 166
84, 112, 129

61
91

130, 170, 171
91, 107

129, 73 usually weak
87 often weak, 70 weak
Usually weak

Usually weak

129 weak

Often weak if C-terminal
110 very strong

82, 121, 123, 138 weak

101 can be weak
104 often weak

120 strong, 91 weak
Strong

Strong
136 strong, 107, 91 weak
Fairly strong




Amino acid residue

Residue mass (Da)

A mass (Da)

Leucine

[soleucine
Hydroxyproline
Asparagine

Glycine + Glycine
Ornithine

Glutamine

Glycine + Alanine
Lysine

Oxidized methionine
Phenylalanine

Glycine + Valine
Arginine

Glycine + Glutamic Acid
Alanine + Aspartic Acid
Trvptophan

Valine + Serine

Proline + Threonine
Valine + Valine

113.08407
113.08407
113.04768
114.04293
114.04294 (2
114.07931
128.0585H8
128.05859 (57.02147 + 71.03712)
128.09497

147.03540

147.06842

156.08989 (57.02147 + 99.06842)
156.10112

186.06407 (57.02147 + 129.04260)
186.06407 (71.03712 + 115.02695)
186.07932

186.10045 (99.06842 + 87.03203)
198.10045 (97.05277 + 101.04768)
198.13684 (2 99.06842)

57.02147)

0
0.03639

0
0.03638

0
0.03639

0.03302
0.01123
0
0.01525
0.03638

0.03639




Amino acid

Characteristic losses (Da) from MH™

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gly
Gln
Glu
His
[le/Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

31
45
130
107,
43

72
60, 63

72
48, 62
02

108

Fragment Mass calculation Mass calculation
using residue weights from other fragments

aj A residue weights 27 bh; 28

b; Y residue weights + 1 MH™ +1  yn_;

Ci 2 residue weights + 18 b; + 17

d; Y residue weights 12 side chain | a; (R; 15)

for Ile X residue weights 55 or 41 a; 28 o0r 14

for Thr A residue weights 43 or 41 a; l16or 14

for Val A residue weights 41 a; 14

Vi 2 residue weights 4 74 Xi—1 + 29

Wi A residue weights + 73 Xi_1 + 28

for Tle 2 residue weights + 87 or + 101 Xi—1 + 42 or + 56

for Thr 2 residue weights 4+ 87 or 89 X1 +42 or + 44

for Val 2 residue weights + 87 Xi_1 + 42

Xi A residue weights + 45 yi + 26

Vi 3 residue weights + 19 MH™ +1 bp_1

Y; XY residue weights + 17 yi 2

Zj 2 residue weights + 2 vi 17

Internal fragments

b-type 2 residue weights + 1

a-type

X residue weights 27




/

dS

Manualis de novo szekvena

* A folyamat soran a fragmentacios spektrumokbodl megfejtjik a
fragmentalt peptid aminosavsorrendjét

e CID, HCD: alt. b-, y- és a-ionok
 ETD, ECD: alt. c-, z- és a-ionok
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Manualis de novo szekvena

 Kiindulasi lehet6ségek:
* Alacsony tomegnél immaoniumionokat vizsgalni - milyen aminosavakbdl all a peptid?
* Tripszin - C-terminalis mindig Lys vagy Arg

* y,ion m/z (1* toltésnél) = maradékion + 19 - utalhat a C-terminalis min&ségére az alabbi
ionok jelenléte

e Lizin: 128,09 + 19 =147,09; Arginin: 156 + 19=175
* y, ismeretébdl szamithaté a b, , ion tdmege:y,+b, . =MH*+1
* b, ,iontédmege: prekurzorion (M+H)*- (128 vagy 156) - 18 (H,O)

 tripszines hasitasnal a C-terminalis bazikusabb, emiatt a b ionsorozat kevésbé abundans, mig
az y ionsorozat az

* addig kell az y-ionok kozti kulonbségeket keresni, mig megtalaljuk az 6sszeset
* végén ellenbrizendd, hogy a b-ionokkal egybevag-e az eredmény
 PTM-ok befolyasoljak a tomegeket (pl. karbamidometilezés Cys-eken)



Pe

* MH*=1187,6 Da (egyszeresen toltott)

da 1.

lon counts

Asp-His-Tyr-Ser-His-Phe-Leu-Leu-Arg

h3
416.6
HFL
b;-H,0 b
sea1/ 083 a3
612.8 bg
ag 7874
b,#H,0 ;355”: by 759.4
4854|777 1 6408 Ys
7725

il

/ Ya ¥s

548.4 6858 | »

A bbaeith

by 1014 )
o

MH’

¥
1073

yu'NH:
1055.7

o \

600 800

200

400

m/z

1000

1200




Asp-His-Tyr-Ser-His-Phe-Leu-Leu-Arg MH

Immodnium ionok Ys
y, C-terminalis Arg 1073

b, ,ion:1014

1073-naly, , ion

115 Da vesztés a MH*-bol
(116 Da b, témeg)

= Asp N-terminalis

d
(Asp- -Arg) i \353-1 ag 7874
b, . / '

lon counts
L
g
-

" |

200 400 600 800 1000 1200
m/z




b-ionok azonositasa:
ha H20-t (18) vagy CO-t
(28) vesztenek

b-ionok azonositasa:
H20-t (18): 503,3; 416,6

CO-t (28): 787,4; 640,8; 253

787 és 640 kozti

kiil. 147 Da: Phe

640 y parja (MH-bdl) az
548-as

(Asp- -Phe- -Arg)

640,8 és 503,3 kozti

kil. 137 Da: Hys

503 y parja (MH-bdl) az
685-0s

(Asp- -Hys-Phe- -Arg)

503,3 és 416,6 kozti

kil. 87 Da: Ser

416,6 y parja (MH-bdl) a
772,3-0s

(Asp - -Ser - Hys - Phe -
- Arg)

15x10° —
o 10—
c
§ .
c ]
Qo

5_

Asp-His-Tyr-Ser-His-Phe-Leu-Leu-Arg MH
¥a
1073
hﬁ
416.6
I:I I-:I-Il;ﬂ By
3
SFH 984/ 5033  a
721 & 612.8 b
\ \35’3-1 a, 787.4
YSHF
| b,-H,0 b. 759.4
H b, 485.4 2302 X 640.8 Y YoNH,
110 253.1 | ' 7725
Y, HF ’/ 1055.7
R/ LA ¥s / \
685.8 b by w
T y
LL 900.5 1014 | J“" M
L

L

200 400 600 800 1000 1200
m/z




416,6-bol kovetkez6
lépés: ] Asp-His-Tyr-Ser-His-Phe-Leu-Leu-Arg MH
285,3 - 131 Da kiil: Met, .
de ez nem jelenik meg 15x10° —
immoniumionként, ill.
nincs 18 vagy 28 vesztett
»parja”

285,3 belso fragmens:
Hys-Phe 1 b,
416,6-bol 253:

163 Da kiil: Tyr

(Asp- -Tyr-Ser - Hys -
Phe - -Arg)

N-term: Asp, igy ] 3721 2 612.8 by

253 - 116 (b,) = 137 (Hys) . ) 388.1 . a; 7874
(Asp - Hys - Tyr - Ser - Hys 5 — 136 | | bgH,0| b, 7594

2
-Phe - - Arg)
aminosavak: 226 Da / b, by \ w l
Leu/lle-t tartalmaz 900.5 1014 | an‘ M
(immoniumion): 113. b Mmﬂﬁ

Innenadédik’hogya |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
masik is 113, azaz Leu/lle. 200 400 600 800 1000 1200

m/z

Ya
} 1073

lon counts
o
“
-

MH*: 1187,6 - megfejtett




372,1; 301,3; 285; 535,2;

672: belsd fragmensek i Asp-His-Tyr-Ser-His-Phe-Leu-Leu-Arg MH
3
15x10 Yo
. 1073
i b,
o 10 — 416.6
- -
Q HFL g
c 7 by-H,0 :
IS SFH 466.1 5033  a,
I:"E
787.4
Ye Yg-NH,
772.5 1055.7
PN |
| A
oeh 5 1014 y ”|
M Lﬂ"ﬂ”ﬁ

200 400 600 800 1000 1200
m/z
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Manualis de novo szekvena

* CID: b-ionok nem jelennek meg ennyire (inkabb csak kisebb
tomegeknél), y-ionok abundansabbak

 y-ionok kiilonbségei a residue (maradék) tomegek, ezek sorban meg is
adhatjak a szekvencia egy részletét



MS-alapu bioinformatika - Peptidterkép vizsgalat

* Peptide mass fingerprinting - 1993 - 5 flggetlen csoport
* nincs fragmentacio, csak a peptidek tomegei kellenek az azonositashoz
» 0sszes tomeget meg kell adni hozza - alt. MALDI
* tiszta fehérjék vagy nagyon egyszerul keverékek vizsgalatara



MS-alapu bioinformatika- Peptide sequence tag

* Peptide sequence tag - Mann (EMBL Heidelberg)
* néhany aminosavbdl allé szekvencia azonositva a peptid kdzepén (m,)
* m, s my: peptid maradéka, a szekvencia ,tag” el6tt és utan
*M=m;+m,+m;,

m, Partial sequence m,

Regnon 1 Reglon 2 Reglon 3

__________________ 1 M, -2111.0

by MSIMS .O..GOC...
by MS/MS N

Sequence to the database



VIS-alapu bioinformatika - Peptide sequence tag

* Peptide sequence tag

* Feltéve, hogy b-ionokat detektalunk:

* M-bdl, ill. a mért , kdztes” tomegekbdl kiszamithato egyszerlien m, és m,

* N- és C-terminalis a tripszin hasitdhelyei legyenek
y-ionok esetén hasonldan jarunk el. Az m, és m; témegek 2 Da-nal
nagyobbalk, ill. kisebbek lesznek

PeptideSearch szoftverrel kereshet6
InsPecT: poszttranszlacios modositasok keresése
Minél hosszabb a részleges szekvencia, annal specifikusabb a keresés

Altaldban a spektrumok értékelése (tag-keresés) manudlisan megy, nem
alkalmas sok peptid azonositasara nagyszamu fehérjékbdl

Gyors keresés (tag egyfajta sz(ird), j6 tag esetén elég valdszind a jo taldlat



MS-alapu bioinformatika
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MS-alapu bioinformatika - MS/MS ion keresés

* MS/MS tomegspektrumokat kell hozzarendelni egy
peptidszekvenciahoz a lehetd legrovidebb id6 alatt

* Lassu lehet - pl. no enzyme, tébb variabilis moédositas, nagymeéret(
adatbazis/adatfajl

* Valdjaban peptideket azonosit, nem fehérjéket
e Ez a mddszer alkalmas PTM keresésre



MS-alapu bioinformatika - MS/MS ion keresés

* SEQUEST - Yates group
 az algoritmus egy MS/MS tomegspektrumhoz rendel egy peptidszekvenciat

* MASCOT

* online server: ingyenes keresés
 MASCOT Server: licenszhez kotott
* Distiller: egyszerdsitett fellileten kereshet6k a nyers (LC)-MS/MS adatfajlok

* PEAKS DB

* de novo szekvenalast alkalmaz



MS-alapu bioinformatika - MS/MS ion keresés

e X! Tandem
* automatikus PTM keresés, de csak olyan peptideken, amiket mar korabban azonositott

e OMSSA, OMSSAPercolator

* az MS/MS csucsokat 0sszeveti egy adatbazis in silico emésztett csucsaival

» Scaffold

* talalati valoszinlségek pontosabb megadasa

* Fizet6s: Mascot, Sequest, Phenyx, SpectrumMill, IdentityE, Byonic
* Ingyenes: XITandem, OMSSA, MS-Amanda, MS-GF+, MaxQuant



MS-alapu bioinformatika - DDA vs DIA

* Data dependent acquisition (DDA) vs. Data independent acquisition
(DIA)

* DIA: adott m/z tartomdny 6sszes ionja fragmentdalodik és detektalddik egy
masodik fazisban

* nem kell tudni tomegeket, nincs elbre kivalasztas
* pl. MSE, ARM (all reaction monitoring), AlF (all ion fragmentation), SWATH-MS
* DDA: egy rogzitett szamu prekurzorion fragmentalodik csak és detektalddik a
masodik fazisban
* pl. AutoMS, SRM, MRM

* Az MS/MS spektrumokat a mérés utan de novo szekvenalassal, vagy Ujabban
algoritmusokkal (pl. MASCOT, SEQUEST, Andromeda) végzik

* Kis koncentracioju (pl. PT mddositott) peptidek detektdlasa nem feltétlentil valdsul meg



MS-alapu bioinformatika

* Targeted (célzott) analizis
 specifikus ion atmenetek monitorozasa

* P|. precursor ion scanning (PIS)
 QgQ készulék 3. kvandrupdl egy adott semleges vesztésre van allitva - 79 Da foszforilacié
vizsgalatanal
* Ha ez a fragmens megjelenik, akkor tuti, hogy a fragmentalt peptid amibdl szarmazott
foszfopeptid

* MRM/SRM

* MRMaid vagy Skyline szoftverek segithetnek kivalasztani a mérésekhez
hasznalhatd MRM atmeneteket adott fehérjék vizsgalatahoz



PTM vizsga

at

Leggyakoribbak: foszforilezés, metilezés, ubikvitinalas, glikozilalas
osszesen tobb mint 200 fajta PTM
bottom-up megkozelitéssel szokas vizsgalni

Szamitasi nehézségek: legtobb program (kivéve pl. Byonic) maximalja a variabilis
PTM-ok szamat 3-ban

UNIMOD: PTM-ok adatbazisa



PTM vizsgalat

e MS detektalasuk:

* globalis mddszer vagy célzott (targeted) mddszer
* els6 korben tisztazni kell milyen PTM-t akarunk vizsgalni
* ez egy tomegkilonbséget/eltolédast okozhat a tomegspektrumokban

* PI. ubikvitinalt fehérjék - tripszines emésztés - ubikvitinezett lizinhez 2 Gly fog kapcsoldédni (K-
GG), ami MS/MS-sel azonosithaté

* Pl. foszforilezett fehérjék - dusitds SCX/IMAC oszlopokon (immobilizalt fém-affinitas oszlop)

* Mivel a sok variabilis PTM a keresés id6tartamat noveli jelent6sen, emiatt egy

altalanos - gyors - keresés utan érdemes az adott fehérjetalalattal lefuttatni Ujra a
keresést sok PTM-mel.



Gyakorlati megvaldsitas - Peak picking

 Csucslista fajl generalasa (100 kB - néhany MB) akar tobb GB méret
LC- vagy CE-MS/MS analizisbél

» Adatok hatékony redukalasa fontos
* részben mérési paraméterekkel szabalyozhato,
* ill. peak picking paraméterekkel

* Pl. kidobhatdak a 700 Da (hem m/z) alatti prekurzorokbdl szdrmazo, vagy
kevés csucsot (<10) tartalmazé MS/MS spektrumok

e Csucsok id6tartomanyaban érdemes a keresést futtatni



Peak picking - DataAnalysis
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MO00111

Too many peptide masses in your data file. Mascot has no limit, but this system has been configured to have a limit of [number]
for [number] searches

Further help:

There is a limit to the number of peptide masses allowed. Are you entering ms-ms data into a pmf form? The maximum number of queries is set by adding a value "MaxQueries' into the options section of the
mascot dat file. If no value 1s specified, then the default of 10,000 1s used. On the Matrix Science public web site, the limit 15

Actions:

s Show message to end user

» Terminate search

* Message put into errorlog.txt file

» Message not put into monitor log file

» Message not emailed to the Mascot administrator
*» Message not put into the search results file
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Keresés - MASCOT

* Fix modositasok - nem novelik a szamitasi id6t

* Variabilis (lehetséges) modositasok - drasztikusan novelik a szamitasi
idot. PTM-ok keresésének elterjedt modja

 Tomeghiba megadasa pontosan

* Enzim megadasa: alt. tripszin - no enzim ndveli a keresés idejét

* Adatbazisok:
* legjobbak: NCBI nr, UniRef100, MSDB

* legjobban annotalt: SwissProt - de ez kevéssé alkalmas adatbaziskeresésekre
(non-redundant - pontosan a benne szerepl6 szekvencianak kell megjelennie)

* legnagyobb: EST



@ www.matrixscience.com/search_form_select.html|

dos #5 Sci-Hub Thesaurus.com |Find B Google Forditc #  Ammonium Sulfate A Firefox alkalmazas L Access Mascot for fi

MATRIX
SCIENCE

m REE= L POl Products  Technical support  Training Mews Bleg  Newsletter Contact

Bceess Mascot Server | Database search help

Mlascol database search > Acresg Masool Server

Access Mascot Server More info

You are welcome to submit searches to this free Mascot Server. Searches of M5/MS datzs are

imited to 1200 spectra znd seme functions, such 2= no enzyme searches, sre unavailzble. Mascot overview

Automated searching of batches of files is not permitted. If you want to automate search Search parameter

submissicn, perform |large searches, search acditionz| sequence datsbaszes, or customise reference

the modifications, guantitation methods, etc., you'll need to license your own, in-house Data file format

oy of Mascot Seruen [JACENSE Your own, Results report
averview

Peptide Mass Fingerprint

The experimental data zre a list of peptide mass values from the digestion of 2 protein by 2
specific enzyme such as trypsin.

h | Example of results report | Tuteria

Sequence Query

One or more peptide mass values associated with information such as partial or ambiguous
sequence strings, aming acid composition information, MS/MS fragment ion masses, etc, &
super-set of a sequence tag query.

@15 Ions Sea@

Identification based on raw MS/MS data frem one or more peptides,




MASCOT MS/MS lons Search

ame) Adam Kecskemeti

— none selected —

Dizplay all modifications

Carbamidomethyl (C)

Mascutgeneric ¥
Cnstrument YESI-QUAD-TOF ¥

Start Search ...
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Carbamidomethyl (M-term)
Carbamyl (K}

Carbamyl (M-term)
Carboxymethyl (C)
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* Average
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Report top |AUTO ¥ | hits

| Reset Form



Mascot keresési eredmeny vs meresi 3]

Intens5.: spirulina ujra000004.d: BPC 50.0000-1500.0000 +All MS
X109 |




TRY1 BOVIN

Ma==:

257a5

Score: 474

Cationic trypsin 05=Bo=s taurus PE=1 5V=3

[ ] Check to include

Matches:

this hit in error tolerant search

3(7)

Seqnences

£(5)

Onery Ob=served Mr (expt) Mr{calc) Delta Mi=s=s Score Expect Bank Uniguoe Peptide
49 510.7489 1015.4833 1015.4557 -0.0124 1] T4 6.1le-05 1 o E.APILSDSSCK. S
53 535.2616 1076.5086 1076.5172 -0.0085 1] {64) 0.00053 1 o K.APILSDSSCK.S + Carbamidomethyl (C)
55 577.2885 1152.5624 1152.5663 -0.0038 1] 62 0.00073 1 o KE.S5GTSYPDVLE.C
[+] a7 584.7%26 1167.5707 1167.5747 -0.0039 1] 15 13 1 o K. VCNYVSWIK.Q + Carbamidomethyl (C)
L] 717.3618 1432.70%1 1432.7133 -0.0042 1] {18) 17 1 o E.LOGIVSWGSGCAQR . H
[+] 71 T45.8750 1485.7355 14B5.T7348 0.0007 1] 75 4e-05 1 o K.LQGIVSWGSGCAQK.N + Carbamidomethyl (C)
75 1082.0250 2162.0434 2162.04951 -0.0057 1] 130 8&.6e-11 1 o E.LGEDHINVVEGHEQFISASK. S
[] 786 721.6911 2162.0516 2162.0451 0.0024 1] {78) 1.3e-05 1 o E.LGEDHNINVVEGNEQFISASK. S
B2 758.3%25 2272.1557 2272.1521 0.0036 1] 114 3.4e-05 1 o E.SIVHPSYNSHTLHNHNDIMLIE. L

PHCEL ERTFES Mas=s: 4717 Score: 1l2g Matches: 1(1l) Sequmences: 1(1)

C-phycocyvanin alpha chain

[ ] Check to include this hit in error tolerant search

Onery Ob=served
T72.5%00N

73

Mr (expt)

1543.7855

Mr{calc)
1543.7842

0.0013

Protein=s matching the =zame =et of peptides:
PFHCL ZRTET

Ma==:

17581

Score: 1lZo
C-phycocyvanin alpha chain OS5=Arthrospira platensisz GN=cpci PE=1 5V=2

Matches:

126

1(1)

3.3e-10

Seqnences

1(1)

(Fragment) OS=Arthrospira fusiformi=s GH=cpch FE=1 S5V=1

Delta Mi=s= Score Expect Bank Unigone Peptide
E.TPLTEAVSIADSOGR.F



Protein sequence coverage: 34%
Matched peptides shown in bold red.
1 METPLTEAVS IADSQOGRFLS STQIQVLFGR FRQAKAGLNA AKAL

Unformatted sequence string: 44 residues (for pasting into other applications).

Sort by ® residue number () increasing mass (0 decreasing mass
Show ® matched peptides only O predicted peptides also

ODnery Start — End ghEerven Mr (expt) Mr{calc) Delta I-![ Score
ﬁE 3 — 17 772.%000 5343.7855 1543.7842 0.0013 0 126

Expect Rank

3.3e-10

U Peptide
U0 EK.TPLTEAVSIADSQGR.F



# b bt b* bt b? bt |Seq.| ¥ v ¥ v ¥y y'r | #
1| 102.0550| 51.5311 84.0444| 425258| T - 15
2| 199.1077|100.0575 181.0972| 91.0522| P |7443.7438(722.3755(1426.7172|713.8623|1425.7332|713.3703 |14
3| 312.1918|156.5995 294.1812(147.5942| L 17346.6910\673.8492(1329.6645|665.3359|1328.6805|664.8439(13
4| 413.2395|207.1234 395.2289(198.1181| T [[1233.6070[617.3071|1216.5804 |608.7938 |1215.5964|608.3018|12
5| 542.2821|271.6447 524.2715(262.6394| E ||1132.5593|566.7833|1115.5327|558.2700|1114.5487|557.7780|11
6| 613.3192/|307.1632 595.3086(298.1579| A | |1003.5167]102.2620| 986.4901|493.7487| 985.5061(493.2567|10
7| 712.3876|356.6974 694.3770(347.6921| V|| 932.4796|466.7434| 915.4530|458.2302| 914.4690|457.7381| 9
8| 799.4196|400.2134 781.4090(391.2082| S || 833.4112]417.2092| 216.3846|408.6959| 815.4006|408.2039| 8
9| 912.5037|456.7555 894.4931(447.7502| I || 746.3791(573.6932| 729.3526|365.1799| 728.3686|364.6879| 7
10| 983.5408(492.2740 965.5302(483.2688| A | 633.2951(317.1512| 616.2685|308.6379| 615.2845|308.1459]| 6
11(1098.5677|549.7875 1080.5572(540.7822| D | 562.2580,281.6326| 545.2314(273.1193| 544.2474(|272.6273| 5
12|1185.5998|593.3035 1167.5892|584.2982| S |\47.231§/|224.1191| 430.2045|215.6059| 429.2205(215.1139/| 4
13|1313.6583(657.3328(1296.6318|648.8195|1295.6478|648.3275| Q | 3%0.1990|180.6031| 343.1724[172.0899 3
14|1370.6798 |685.8435(1353.6533|677.3303|1352.6692|676.8383| G | 232.1404|116.5738| 215.1139|108.0606 2
15 R | 175.1190| 88.0631| 158.0924| 79.5498 1
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Egyezés megtalalasa/elfogadasa

 Talalatok szlirése - pl. Sequence Tag

* Relative/arbitrary score értékek

* PMF - hany db peptidtomeget sikerult parositania a mértekkel

 szinte barmilyen adatot felhasznalva lehet generalni talalatot, nagy (1-3
MDa) fehérjékre

* MOWSE pontozasi algoritmussal ezek kiszlirhet6k - Pappin group
* talalt peptideket a fehérje méretéhez viszonyitja

* MS/MS - Sequest-ben a kereszt-korrelacids koefficiens



Egyezés megta

/

d

asa/elfogadasa

* Abszolut score - Valoszinliség-alapu

valoszinliségszamitas alapjan pontoz kilonféle algoritmusokkal

talalatok statisztikailag szignifikansak-e

kiszamitja, hogy a kisérleti adat és egy adott peptidbbl szarmazo - elméleti -
spektrum egyezése mekkora a valoszinliséggel véletlen. Valos talalat esetén ez
a valoszinlség kicsi

a score ertékek alavethet6k klasszikus statisztikai teszteknek

adott valdszinlségi érték (leggyakrabban FDR) folott tekintjik elfogadhaténak
a talalatot

igy ezzel rendelkezéstinkre all egy olyan pontozasi modszer, amellyel
elvethetjlik biztosan a random talalatokat



/

d

Egyezés megtalalasa/elfogadasa

 Arbitrary score konvertalasa probability score-ra: sok arbitrary score
eloszlasa normalis. A kiugro érték nagyobb valoszinlséggel valos
talalat

* Normalizalas: pl. PeptideProphet-tel



Validalas

* Decoy adatbazis: minden mas keresési paraméter megegyezik, a
szekvenciak meg vannak forditva vagy 0ssze vannak keverve benne

* Decoy adatbazisbdl arra szamitasz, hogy nem lesz talalat
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Reportalas

* Pl. ProteinProphet, DBParser
* ROC gorbeék



Keresés meghiusulasanak okai

* Gyenge mindségl adatok

* Prekurzor toltésének rossz meghatarozasa

* Proton helyett Na-mal repdl

* Alulbecsilt tomeghiba

* Szekvencia nincs benne az adatbazisban

* Meg nem adott PTM

* Enzim specificitas nem stimmel - szennyezd proteazok jelenléte



Gyakorlat

e Bottom-up proteomika:
* Peaklist generalas, paraméterek beallitasa
Sequence tag keresés
MS/MS ion keresés
Mascot
MaxQuant

* Néhany hasznos eszkdz bemutatasa:
e pl/MW tool
* Peptide cutter
* Uniprot



