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§ 1. Uvod 2

Posljednjih dvadesetak godina spektrometrija masaetnula se kao nezaobilazna tehnika u
analizi makromolekula, poglavito proteina, za &@jvenstveno zaslu an razvoj ionizacijskih
tehnika prikladnih za analizu proteina i peptidanizacije elektroraspréenjéni matricom
pomognute ionizacije uz desorpciju laserskim ergent, 80-ih godina pro$log stolja.

Naju estalija primjena ionizacije elektrorasprSenjematmecom pomognute ionizaciju uz
desorpciju laserskim zranjem u okviru proteomskih istraivanja je sekvenciranje
identifikacija peptida. Patkom ubrzanog razvoja spektrometrije masa ekspatim
sekvenciranja proteina bili su ogra@nog dosega i u pravilu su se odnosili na analize
pojedinanih pro i§ enih proteina, a izvodili su se kao svojevrsna Za&ranaliza nakon
opse nih biokemijskih i fizioloskih eksperimenatojavom javno dostupnih proteinskih baza
podataka tehnike spektrometrija masa zamijeniledsuada jedinu tehniku sekvenciranja
peptida tzv. Edman-ovu odgradriju.

U posljednjih petnaestak godina uloga sekvencirgejatida znaajno se promijenila te je
danas sekvenciranje peptida rutinski postupak ifileatije proteina koji osim odrevanja
primarne strukture ukljwije i utvr ivanja vrste i postojanja posttranslacijskih mdditiija,
mogu ih mutacija i sl. Razvojem i usavrSavanjem tehnizademne spektrometrije masa
nadoknaena su ogranenja Edman-ove odgradnje. Nakon dvadeset godinaojez
mogu nosti koje prua spektrometrija masa su brojne, remjgna tehnologije i dalje ne
jenjava, ve naprotiv, gotovo neprestano svjedno razvoju sve taijih, pouzdanijih,
jednostavnijih i robusnijih tehnika. Sam postupdkrnitifikacije proteina znatno je olakSan
ubrzanim i opse nim sekvenciranjem genoma, a neé@nésporast broja sekvenciranih
genoma uvelike doprinosi toosti dobivenih podataka.

Preklapanje ovih donedavno nespojivih poghu rezultiralo je ubrzanim razvojem
biokemijske grane nazvane proteomika, koja za svitma karakterizaciju ukupnog
komplementa proteina eksprimiranih unutar odre stanice, tkiva ili organizma.

Dva su osnovna pristupa u proteomskim istra ivagjinpristup odozdol nagore (engl
bottom-up i pristup odozgor nadolje (englop-dowr). U estaliji pristup odozdol nagore
sastoji se u analizi peptida nastalih enzimskomraigjom ciljanog ili ciljanih proteina
specifi nim proteinazama, dok se rg koriSteni pristup odozgor nadolje temelji na amal
intaktnih proteina.

Neovisno o tome da li se radi o analizi peptidaoilanalizi intaktnih proteina, upotreba
tehnika spektrometrije masa, osobito tandemne spektrije masa, gotovo se neizbje no

namee kao nezaobilazno analkio oru e zbog visoke osjetljivosti, vremenski kratkih i
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§ 1. Uvod 3

istovremeno informativno bogatih eksperimenata gmoosti odreivanja posttranslacijskih
modifikacija.

Poznavanje aminokiselinske sekvence ostaje i datjeetnica proteomskog istra ivanja.
Zahvaljujui injenici da je aminokiselinski slijed jedinstven,ozmavanje slijeda
aminokiselina peptida nastalog enzimskom odgradmojadinog proteina, omoguje samu
identifikaciju proteina. Poznavanje slijeda amirsglina itavog proteina ujedno daje uvid u
strukturu i funkciju proteina, bududa je primarna struktura proteina temeljminbenik
razumijevanja proteinskih struktura i funkcija.

Zahtjevi analitikin metoda kod sekvenciranje peptida su standasdizii uvelike se
preklapaju sa zahtjevima ostalih kvalitativnih d@natih metoda. Metoda mora biti dovoljno
osjetljiva kako bi je bilo mogue izvesti na nagsS e pikomolarnoj koliini uzorka, dovoljno
brza kako bi se u razumnom vremenutan im vei broj sliedova aminokiselinskih
sekvenci, te dostatne twosti kako bi dobivene informacije bile pouzdane effno je da sam
postupak analize, s obzirom na ostale dostupne deeitkvalitetu dobivenih informacija,
bude uinkovit, dostupan i jednostavan
Sekvenciranje peptidde novoje va an alat suvremenih proteomskih istra ivatyjadu i da
osim mogunosti uvida u sveobuhvatan skup proteina eksprimtiranutar odreene stanice
ili tkiva, Sto je osnova proteomskih istra ivanjpru a i mogu nost iSitavanja eventualnih
mutacija pojedinog proteina i karakterizacije pastslacijskih modifikacija. Posebnu
pozornost privlai mogu nost identifikacije proteina organizamaiji genomi nisu
sekvencirani. Zato je unaptiganje postojeih i razvoj novih tehnika sekvenciranja peptaia
novo od iznimne vanosti za napredovanje proteomiketimae i provedbu uspjeSnih i

informacijski va nih biomedicinskih istra ivanja.

Ivana Dodig Doktorska disertacij



§ 1. Uvod 4

Cilj rada

Cilj ovog rada bio je razvoj i implementacija unizalne hibridne tehnike identifikacije
proteina koja se temelji na sekvenciranju pepti novo uz identifikaciju proteina
i itavanjem reverzne translacije. Primjenom univergalehnike nedvojbene, brze i e
identifikacije proteina dodatno se olakSava povezjg genomskih baza podataka sa
proteomima. Budu da sekvenciranje peptiade novauklju uje i$ itavanje aminokiselinskog
slijeda, mogunosti primjene nedvojbenog sekvenciranja su vigkstr Novorazvijenom
tehnikom mogue je ustvrditi postojanje mutacija unutar proteipagreSaka u anotaciji
genoma, vrstu posttranslacijskin  modifikacija, te jakoer mogue identificirati i
visokohomologne proteine organizamjagenomi nisu sekvencirani.

Osnovna razlika novorazvijene tehnike nad postojegehnikama identifikacije proteina jest
identifikacija proteina temeljena na ivanju reverzne translacije, a ne na preklapanju
eksperimentalnih i teoretskih rezultata putem pogrproteinskih baza podataka.

Prednost ove tehnike nad postajea je nedvosmislena potvrda identificiranog prodei
kroz tri naina provjere. Prvi nan provjere odnosi se na provjeru utgnog slijeda
aminokiselina. Mogunost ove provjere proizlazi ianjenice da je isti aminokiselinski slijed
mogu e iS itati pri pozitivnom i negativnom n&nu rada spektrometra masa. Aminokiselinski
slijed iSitan pri pozitivnom nainu rada spektrometra masa moguje provjeriti pri
negativnom nanu rada spektrometra masa i obrnuto. Drugimaotvrde mogue je provesti
preklapanjem iStane peptidne sekvence sa dijelom reverzno trtrsl@g genoma, Sto je
ujedno i nain identifikacije proteina. Tré nain potvrde odnosi se na preklapanje
eksperimentalno dobivene vrijednosti omjera masakboja (/2 sekvenciranog peptidnog
fragmenta sa teoretski iztanatom vrijednods m/z peptida sa reverzno translatiranog

genoma.
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§ 2. Literaturni pregled 6

2.1.PROTEOMIKA

Nakon &to je 2001. godine petnaestogodisnji prajekienciranja ljudskog genoma zavréen,
srediSnja toka interesa na podrju biomedicinskih znanosti prelbena je sa gena i genoma
na proteine i proteomeime je otpoelo razdoblje, ve uvrije enog naziva, postgenomska era.
lako je bioloski gledano poveznica genoma i protearraskidiva i uzrao posljedina, te je
grubo reeno temelj ivota svake stanice, tkiva i organizmsa stajaliSta razvoja
biomedicinskih znanosti preduvjet mka postgenomske ere bio je uspjeSan zavrSetak
genomske ere,ime je omogueno rutinsko, brzo i tmmo sekvenciranje genoma raznih
organizama. Tako je do danas (svibanj 2016. godot)16 125 zapatih genomskih
projekata, njih 6 744 u potpunosti zavrséno.

Proteom je sveobuhvatan komplement proteina ekgamih unutar odreene stanice ili
tkiva. Za razliku od genoma, koji predstavlja skpptencijalnih sudionika u stamim
funkcijama, proteom je skup izuzetno aktivnih smtka staninog ivota i staninih funkcija.
Stoga je poznavanje proteoma, odnosno poznavaajeimpa eksprimiranih unutar odene
stanice ili tkiva, od iznimne va nosti za razumigagje fenotipa, funkcionalnih razlika me
stanicama, ali i nana odgovora stanica ili tkiva na stres, oboljargeuge unutarnje i vanjske

imbenike®

Kako su proteini strukturne i funkcionalne makrogialle koje predstavijaju medijatore
staninih procesa, za potpuno razumijevanje bioloSkihtasas nu na je molekularna
karakterizacija proteomaPotreba za postojanjem koncepta sveukupne protepmsalize
uo ena je prije viSe desetlja, no osnovni preduvjeti za intenzivan razvoj poatéke stvoreni
su sredinom devedesetih godina proSlog staljeobjedinjavanjem elektroforetskih,
kromatografskih, spektrometrijskih, spektroskopskiioinformati kih tehnologija.

Pod pojmom proteomska analiza podrazumijeva sedtiakal obrada bioloSkih uzoraka, Sto
uklju uje izolacijske, razdjelne i kvantifikacijske meedtehnike, podrobna karakterizacija
proteoma u cijelosti kao i njegovih pojedinéh sastavnica. Karakterizacija proteoma
podrazumijeva identifikaciju proteina, utwanje posttranslacijskih modifikacija i protein-
protein interakcija, te odrévanje substanne lokalizacije i proteinskih izofornfi’

Slo enost proteomike kao discipline proizlazi iznjenice da je proteom dinammo
svojstvo stanice (tkiva ili organizma), te se razje od stanice do stanice obzirom na stauni
okolinu i unutarstanne procese. Primjerice, unutar jedne eukariotséaic# istovremeno
mo e postojati oko 50 000 proteinskih vréfaa raspon ekspresije pojedinih proteina mo e

varirati i po osam redova velhe!* S obzirom na kvalitativhu i kvantitativnu raznai
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proteoma i dinamku prirodu bioloSkih sustava, uspjeSnositavih biomedicinskih
istra ivanja le i u kvalitetnoj analitikoj podrSci proteomike koja se zasniva na selektiyn

osjetljivim, preciznim tonim i visoko-frekventnim tehnikama.

2.2.ANALITI KE TEHNIKE U PROTEOMICI

Proteomska analiza spektrometrijom masa mo e sggbiticha tri dijela:

a) priprema i analiza proteina

b) analiza spektrometrijom masa

c) bioinformati ka obrada dobivenih podataka

U svakom od tri navedena dijela postoji velik bragli itih analiti kih i bioinformati kih
tehnika i pristupa. Stogae se svaki koraka proteomskog eksperimenta, saistajtrenutno

dostupnih analitikih tehnika i bioinformatikih alata, razmatrati zasebno.

2.2.1. Priprema proteina za analizu

Izbor strategije za analizu proteina cjelokupnogtgoma izuzetno je va an dio proteomskog
istra ivanja. U posljednje vrijeme, kada je razuehnika spektrometrije masa (MS, engl.
mass spectromefryomoguio visoko frekventno sekvenciranje peptida, ovormdrpgu
pridaje se premala va noSt.

Priprema i analiza proteina, kao prvi korak protekay istra ivanja, podrazumijeva
razdvajanje proteina proteoma stanice, tkiva djamizma sa svrhom mogupsti selektiranja
proteina. Eukariotska stanica mo e sadr avati prékbilion proteinskih molekul® oko 50
000 razliitih proteind® pri emu su neki od proteina visoko zastupljeni sa danlljuna
kopija po stanici, dok postoje i rijetki proteinbjk se u stanici pojavljuju sa svega jednom do
deset kopijd® Obzirom na spomenuta ograeija do danas nije razvijena tehnika kojom bi
bilo mogu e razdvojiti i prikazati sve proteine koji sajavaju ukupni stanni proteom. Tako
je priprema proteina za analizu nakon rapidnog aggevehnika spektrometrije masa,
poglavito tandemne spektrometrije masa, postala ggk proteomskih istra ivanja.

Obzirom na izbor separacijske tehnike razdvajanptena koji sainjavaju odreeni
proteom, dva su osnovna pristupa: razdvajanje im@telektroforetskim tehnikama (slika
2.1.A) i razdvajanje proteina tehnikama telkgke kromatografije (slika 2.1.B). Svaki od
pristupa zasebno nudi niz radlih postupaka izolacije, razdvajanja i pi® avanja proteinske

ili peptidne smjese.
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Slika 2.1. Razdvajanje proteina elektroforetskim tehnikamg {Arazdvajanje proteina i

peptida tehnikama tekinske kromatografije (B).
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2.2.1.1. Elektroforetske tehnike
Elektroforeza u gelu

U estalo koriStena tehnika razdvajanja proteina tepraskim istra ivanjima je elektroforeza
u poliakrilamidnom gelu (PAGE, engbolyacrylamide gel-electrophoreisPoliakrilamidni
gel priprema se kopolimerizacijom monomera akrilzani N,N-metilenbisakrilamida (bis-
akrilamid) radikalnim mehanizmom. Katalizator reigdkge N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin
(TEMED) koji inducira reakciju raspadanja amonijgyeersulfata (APS), inicijatora reakcije,
ime nastaju persulfatni radikafl. Kopolimerizacijom monomera nastaje trodimenzioaaln
mre asta strukturaiju je veli inu pora mogue definirati postotnim udjelom akrilamida i bis-
akrilamida.
Elektroforezom u gelu molekule se razdvajaju na el@m njihove elektroforetske
pokretljivosti koja ovisi 0 brojnimimbenicima, a prvenstveno o elektrom naboju, velini
(molekulskoj masi), obliku, koncentraciji te stupnjhidratacije odnosno disocijacije
molekule. Razdvajanje se provodi tako Sto molelpdd utjecajem elektrne struje putuju
kroz trodimenzionalnu mre u gela, brzinom koja prstveno ovisi 0 njihovom elektriom
naboju i veliini prema suprotnoj elektrodi (n&s e anodi).

Osim opisane izvedbe elektroforeze u gelu kojaresqai u nativnim uvjetima znatno
eS e se primjenjuje poseban oblik elektroforeze u delja se provodi u denaturirajm
uvjetima (SDS-PAGE, engkodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel eledtawpsis.
Pri SDS-PAGE elektroforezi razdvajanje molekula teirma ne provodi se na temelju
elektri nog naboja i veline, koji ponajviSe definiraju elektmu pokretljivost, ve na temelju
molekulske mase proteina. Tehnika se temelji naadibproteinskog uzorka anionskim
deterd entom natrijevim-dodecilsulfatom (SDS, engbdium dodecyl sulph3tekoji sa
svojim dugim ugljikovodinim lancima okru uje hidrofobne dijelove proteiname poti e
razmatanje i denaturaciju proteina, dok su hidnofiijelovi izlo eni prema vodenom mediju.
Koli ina vezanog deterd enta u nastalim micelama prappoatna je veliini proteina,
odnosno masi proteina, a naboj novonastalih mioglai prvenstveno o kolini vezanog
deterd enta. Stoga je omjer mase i naboja svihgmatkonstantan, te pokretljivost ra#ih
proteina u gelu ovisi samo o njihovoj molekulskasn Pri tome pore poliakrilamidnog gela
imaju u inak molekulskog sita te se proteini manje molekallsnase kreu br e kroz pore
gela nego proteini v& molekulske mase. Odnos izmelogaritma molekulske mase i

relativne udaljenosti migracije SDS iona i proté&ing kompleksa je linearaf.
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Izoelektri no fokusiranje

Izoelektri no fokusiranje (IEF, englisoelectric focusingili elektrofokusiranje je metoda
odjeljivanja proteina na temelju njihovog nabojanosno izoelektirne to ke u gradijentu
pH.'® Proteini kao amfoliti sadr e i pozitivno i negativ nabijene skupine, te ukupan naboj
ovisi o pH vrijednosti medija u kojem se nalaze.Xaki amfolit postoji vrijednost pH pri
kojoj je njegov ukupni naboj jednak nuli, odnosnokojoj se amfolit ne giba u elektriom
polju, a ta se pH vrijednost naziva izoelekta to ka (pl).

U gradijentu pH vrijednosti pod utjecajem elektiig polja, molekule proteina se gibaju
prema elektrodi suprotnog naboja, te se tokom roigragrotoniraju, odnosno deprotoniraju,
zbog ega im se ukupni naboj, a time i pokretljivost sjopn sve do toke u gelu
gradijentnog raspona pH vrijednosti, koja odgova@elektri noj to ki doti nog proteina.
Ukoliko protein difundira iz podrga svog pl, postaje elektki nabijen i migrira natrag.

Na in uspostavljanja gradijenta pH uvelike odrge kvalitetu i uspjeSnost IEF separacije
proteina. Gradijent pH mo e se uspostaviti pomalobodnih amfolita nosa (CA; engl.
carrier amfolite$ ili imobiliziranog pH gradijenta (IPG, engimmobilized pH gradienjs®
Kao slobodni amfoliti koriste se alifatske oligoamioligokarboksilne kiseline relativnho
malih molekulskih masa i razltih izoelektri nih to aka izmeu 3 i 11 pH jedinica, koje pri
pH vrijednosti izoelektrine to ke imaju jaki puferski kapacitet. Primjenom elektog polja
na smjesu CA dolazi do stvaranja pH gradijenta. biimrani pH gradijent postie se
kovalentnom ugradnjom gradijenta kiselih ili badh puferirajuih grupa imobilina u
poliakrilamidni gel neposredno prije polimerizacijgmobilini ne mogu putovati u
elektri nom polju ime se izbjegava pojava interferencija (nepraviimgracija CA tijekom
fokusiranja) i posti e bolja rezolucija i reprodbdnost!’ Prednost IPG naspram CA iz
postizanja pH gradijenta je i mogwst nanoSenja vin koli ina uzorka (do 5 mg), te
komercijalna dostupnost u obliku IPG traka (endtG stripg Sto ponajviSe doprinosi
reproducibilnosti®
Danas su komercijalno dostupni gelovi razih dimenzija za razlite koli ine uzorka (7, 11,
17, 21, 23 cm i dr.), ueg (npr. pH=4-7, pH=4-8, pH10) ili Sireg (pH=3-10) raspona pH

jedinica sa linearnim ili nelinearnim promjenama ywijednosti du IPG trake.
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Dvodimenzionalna gel elektroforeza

Dvodimenzionalna gel elektroforeza (2-DE) spregnuyg tehnika dviju razlitih
jednodimenzionalnih elektroforetskih tehnika; izlati nog fokusiranja i elektroforeze u
gelu, a koristi se za razdvajanja proteina undtaesih uzoraka kao Sto su proteomi stanice,
tkiva, organizma, tjelesnih tekwa ili drugih bioloSkih uzoraka. S obzirom na In®j
mogu nosti izvedbe svake od pojedine spregnute jednatimoealne elektroforetske tehnike
multiplicirane su i moguwosti provedbe 2-DE tehnika, a danas se a¥g izvodi
kombinacija izoelektrinog fokusiranja na IPG trakama i SDS-PAGE razdyajan

Ovom indirektnom spregom posti e se razdvajanjetggna s obzirom na dva neovisna
fizikalno-kemijska svojstava proteina; izoelekimi to ku (pl) i molekulsku masu. Prva
dimenzija koja se provodi izoelektnim fokusiranjem na IPG trakama razdvaja proteiae n
temelju izoelektrine to ke. Proteini odijeljeni na temelju pl vrijednosttpm se razdvajaju
na temelju molekulske mase u gelu koji sadri newidodecilsulfat (SDS-PAGE) Sto
predstavlja drugu dimenziju.

S obzirom na duinu IPG trake, te vehu i debljini poliakrilamidnog gela,
dvodimenzionalnom gel elektroforezom mo e se rajitiveiSe od 5 000 proteina, odnosno
mo e se detektirati i kvantificirati manje od 1 pgoteina po proteinskoj toi (engl spo).*
Dvodimenzionalna gel elektroforeza se koristi od73.9godine, kada je na taj ma

razdvojeno oko tisw razli itih stani nih proteina bakterij&scherichia colf®
Detekcija proteina u gelu

Po zavrSetku razdvajanja proteina nekom od elaktetdkih tehnika (SDS-PAGE, IEF, 2-
DE) potrebno je vizualizirati razdvojene proteinak& bi se omogula selekcija proteina.
Metode bojanja i obilje avanja dva su osnovnaina detekcije proteina u gelu.

Osim pristupa u kojem se proteini selektiraju nak@rualizacije svih razdvojenih proteina
postoje i brojne mogunosti tzv. selektivhe vizualizacija grupe proteiilia specifi nog

proteina, nakonega je mogue provesti i vizualizaciju ukupnih proteina.
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Metode bojanja

Naj eSe metode bojanja su bojanje s Coomassie Brilliahte BCBB) bojom, bojanje
srebrom, te bojanje fluorescentnim bojama.

CBB boja dolazi u dvije modifikacije: Coomassie B92i Coomassie G-250 koje se
razlikuju po polarnosti. U kiselom mediju CBB boge elektrostatskim i hidrofobnim
interakcijama ve e za amino grupe proteina. CBB %B-Je hidrofobnija od CBB R-250
zahvaljujui dvjema dodatnim metilnim skupinama, zbogga se mo e koristiti i kao
koloidna boja, ime se poveava osjetljivost vizualizacije. Granica detekcigdidnog CBB
R-250 iznosi 30 ng u linearnim dinarkim rasponom od 300 ng do 1{fg.

Bojanje srebrom je najosjetljivija neradioaktivnatoda sa granicom detekcije manjom
od 1 ng proteina Sto je osnovna prednost nad CB&nfm. Postoji mnostvo varijacija kod
metode bojanja srebrom, za proeanje koje se koriste srebrov nitrat ili srebrov naiia.
Glavni nedostaci ove tehnike su mali linearni dindmnraspon (u granicama jednog reda
veli ine), slaba reproducibilnost intenziteta obojenja m gelovima, znatna degradacija
proteinskih uzoraka prilikom samog bojanja, &sto i nekompatibilnost sa spektrometrijom
masa (ovisno o0 samom postupku) zbog koriStenjatiés i razvijaa na bazi aldehida koji
uzrokuju unakrsno povezivanje protefifa.

Fluorescentne boje odlikuju se velikim linearnimatni kim rasponom, ponekad i preko
etiri reda veliine, Sto omoguwije pouzdanu kvantifikaciju, a uz to su i osjetjgvod gore
spomenutih metoda bojanja. Osnovni nedostataknjenica da su znatno skuplje od ostalih
metoda bojanja, te da je za vizualizaciju potrefiaarescentni skener. Na&S e koriStena
fluorescentna boja je SYPRO Ruby koja je po svostasa metalni kelat rutenija, a za
proteine se ve e nekovalentnim, elektrostatskimidréfobnim interakcijama. Uz linearni
dinami ki raspon od tri reda veline i granicu detekcije oko 1 ng, te potpunu korigiabst
sa spektrometrijom masa, SYPRO Ruby boja uvelikdmazg&uje kvalitetu vizualizacije
proteina u gelu metodama bojanja srebrom ili CBping™
Osim SYPRO Ruby esto se koristi i fluorescentna boja Deep Purpl@ lsadr i fluorofor
epikokonon (engl epicocconongiz gljive Epicocconum nigruS granicom detekcije do
nekoliko stotina pikograma ovaj je na vizualizacije znatno osjetljiviji i od SYPRO Rub

bojanja®*
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Metode obilje avanja

Metode vizualizacije obilje avanjem proteina teneeljse na postupku inkorporiranja
obilje avaju eg agensa u smjesu proteina prije samog razdvajamjeemu se s obzirom na
vrstu obilje iva a razlikuju postupci radioobilje avanja proteinaobilje avanja proteina
bojom.

Radioobilje avanje, koje se joS naziva i metabladi obilje avanje, se uglavnom Koristi
kod metaboliki aktivnih stanica ili tkiva kako bi se ustanovitazlike u razini ekspresije
cilianih proteina. Stanice ili tkivo inkubiraju sadioaktivnom aminokiselinom npr¥°g]-
metioninom, koja se onda u procesu translacije ripgadra u proteine koji se aktivno
sintetiziraju?®> Nakon elektroforetskog razdvajanja smjese proténadiranih iz stanice ili
tkiva, vizualizacija proteina se provodi upotrebmmdgenskog filma. Ova tehnika je izvrstan
nain za detekciju brzih promjena u proteomu bakterijadnostavnih eukariota, metim
poteskoe se javljaju kod primjena na slo enijim animalnimodelima.

Tehnika diferencijalne gel elektroforeze (DIGE, emyjfferential In-Gel Electrophoresjs
datira iz 1997. godine, a temelji se na obilje guarrazli itih uzoraka proteina s
fluorescentnim cijaninskim bojama 3-(4-karboksi)fnilmetil-3 -etiloksakarbocijanin
halid N-hidroksisukcinimidil ester (Cy2), 1-(5-karboksig#al -propilindokarbocijanin halid
N-hidroksisukcinimidil ester (Cy3) i 1-(5-karboksimtéd)-1 -metilindodikarbocijanin halidN-
hidroksisukcinimidil ester (Cy5) prije elektrofoezpri emu svaka od boja apsorbira
zra enje drugaije valne duljin€®® Samom reakcijom obilje avanja dolazi do kovalergno
vezanja fluorescentne boja na N-kraj proteina. Buda se boja dodaje u velikom manjku,
samo oko 5% proteina je obilje eno, Sto samu telniki najmanje invazivhom tehnikom
detekcije proteina. Analiza se provodi obilje avam svakog od triju uzoraka (zdravog i
bolesnog tkiva odnosno zdravih i bolesnih stanieayzoraka interne kontrole (pomijeSane
jednake koliine zdravog i bolesnog uzorka) ra#iom fluorescentnom cijaninskim bojom.
Nakon obilje avanja, a prije razdvajanja elektratskim tehnikama, sva tri uzorka se
pomijeSaju u ekvimolarnoj kolini i nadalje tretiraju kao jedan uzorak. Po razdupu
proteina, diferencijalno obilje eni proteini vizuairaju se fluorescentnim skenerom,
snimanjem gela na tri razite valne duljine od kojih je svaka specifa za jednu boju (Cy2,
Cy3 ili Cy5). Prednosti DIGE tehnike vizualizacijproteina nad ostalim tehnikama
vizualizacije su minimalna kolina degradiranih proteina uslijed bojanja, nepaoiceb
odbojavanje izabranih proteinskih &ka uz potpunu kompatibilnost sa spektrometrijom

masa. Osim toga DIGE tehnika vizualizacije oma@ya istovremeno razdvajanje proteina
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zdravog i bolesnog proteoma (na istoj IPG traciist@m gelu) Sto omoguwje najpouzdaniju

detekciju kvantitativnih i kvalitativnih razlika ekspresiji proteina’?®

Metode selektivne vizualizacije proteina

Selektivnom vizualizacijom proteina detektira seneaodre ena grupa proteina ili specifii
protein sa odreenim kemijskim svojstvom, koje ujedno omogje selekciju. Metode koje se
koriste prilikom selektivne vizualizacije proteisa metode bojanja i imunokemijske metode.
Ukoliko proteini ili jedan protein od interesa pedjju odreeno kemijsko svojstvo na koje je
mogu e razviti ili ve postoji razvijeno selektivno antitijelo, mogu je imunokemijskim
metodama, primjerice buganjem po Western-u, provesti vizualizaciju ciljagtoteina®®
Sama tehnika se zasniva na visoko speawiifi reakciji primarnog antitijela (prepoznaje
odre eno svojstvo proteina) i antigena (protein sa oeinén svojstvom), a vizualizacija se,
ovisno o0 upotrjebljenom sekundarnom antitijelu, moprovoditi na razlite naine
(kolorimetrijski, kemiluminiscencijski, fluoresceijgki, autoradiografski i sl.). Ovo jeest
nain vizualizacije grupe proteina sa odemom posttranslacijskom modifikacijom
(fosforilacija, acetilacija, amidacija, oksidacijadr.) kao i pojedinanih proteina na koje
postoje specifina antitijela. U poetku je osnovni nedostatak ovakvog ina selektivne
detekcije bila nekompatibilnost sa tehnikama spekétrije masa. Danas je enzimsku
odgradnju proteina moga provesti na nitroceluloznim ili poliviniliden-faridnim (PVDF)
membranama, te je tehnika u potpunosti MS kompa#B?>* 1znimna prednost ove tehnike
vizualizacije proteina, osim selektivnosti, je $ki granica detekcije koja dose e do 1°pg.

Selektivhe metode bojanja uglavhom se odnose seznalizaciju grupe proteina sa istom
posttranslacijskom modifikacijom, pa su tako najpie selektivne metode vizualizacije
fosfoproteind? i glikoproteind® u gelu.
Vizualizacija fosfoproteina nags e se provodi flourescentnom bojom Pro-Q Diomondakoj
omogu ava direktnu detekciju fosfatnih skupina aminokisltirozina, serina i treonina u
gelu, stvaraju metalo komplekse sa fosfatnim skupinama protezizapojedini fosfoprotein
intenzitet signala proporcionalan je broju fosfatekupina, a granica detekcije iznosi 1-16 ng
fosfoproteina uz linearni dinankii raspona kroz tri reda velne *

Za selektivnu vizualizaciju glikoproteina u gelurigbe se fluorescentne boje. Detekcija se
temelji na kemijskoj reakciji fluorescentne bojeojgk je po kemijskoj strukturi Schiff-ova
baza) sa glikanima prethodno oksidiranima perjogin kiselinom. Najpoznatije

fluorescentne boja za vizualizaciju glikoproteingelu su osjetljivijia Pro-Q-Emerald 488 i
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standardno upotrebljavana Pararosanilin. Granitekdge iznosi 5-18 ng, odnosno 50-70 ng,

a ovisi o stupnju i vrsti glikozilacije proteirfa.
Izbor i priprema proteina za analizu spektrometrijom masa

Nakon razdvajanja proteina nekom od elektroforétskhnika, te vizualizacije razdvojenih
proteina u gelu, potrebno je selektirati proteingripremiti ih za analizu spektrometrijom
masa.

Ve ina proteomskih istra ivanja temelji se na uspol#nu razlika u razini ekspresije
proteina izmeu kontrolnog i ispitivanog uzorka, pa je ne§e upravo razlikovno
eksprimirane proteine potrebno identificirati tdtama spektrometrije masa. Koatu
proteina u vrpci (engbang ili to ci mogu e je procijeniti prema stupnju obojenja. Gelovi sa
razdvojenim i vizualiziranim proteinima kontrolnog ispitivanog uzorka analiziraju se
denzitometrom koji na temelju gus® boje i veliine vrpce ili toke odreuje relativne i
me usobne razlike u kolini proteina. Izbor diferencijalno (kvalitativho kvantitativno)
eksprimiranih proteina vrSi se nakon obrade denmtojskih slika specijaliziranim
programskim paketimaNa to nost i pouzdanost postupka izbora razlikovno eksipainih
proteina ponajviSe utje izbor metode vizualizacije proteina.

Budu i da se proteini nalaze se u trodimenzionalnoj imgela iz koje teSko difundiraju
pristup u analizi proteina razdvojenih elektrofskétn tehnikama gotovo uvijek je odozdol
nagore, odnosno identifikacija proteina provodiasalizom proteinskih fragmenata nastalih
enzimskom ili kemijskom odgradnjom proteina. Nakmezivanja proteinskih vrpci ili ti i

po potrebi uklanjanja boje koriStene za vizualigagiroteini se u gelu pocijepaju speaifim
proteinazama, a nastali peptidi se ekstrahirajgéa® U tablici 2.1. dani su nagse

koristeni proteolitiki reagensi u proteomicf,
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Tablica 2.1. Proteoliti ki reagensi za odgradnju proteina. Za oavanje aminokiselina
koriStene su jednoslovne skemice, a X oznava bilo koju aminokiselinu. Superskriptima u
mjestu cijepanja peptidne okosnice o&ra su najeS e mjesto cijepanja (***), rjee mjesto

cijepanja (**), rijetko mjesto cijepanja (*) ili mke kod kojih nema cijepanjd)(

Proteinaza [Mjesto cijepanja peptidne okosnice
Arg-C RX ", KX*
Asp-N XD, XC™, XE~
Kimotripsin FX7, YX7, WX, LX™, MX7, IX", SX,
X', VX', HX', GX, AX,
XP°
Glu-C EX*** | DX*** u fosfatnim puferima
EX*** u NH4AHCO3 puferu
XP°
Lys-C KX™, NX
V8 EX™
Tripsin KX™, RX,
XP°
Kemijski reagens Mjesto cijepanja peptidne okosnice
CianogenbromidCNBr) |XM
Hidroksilamin NG

X - bilo koja aminokiselinu;
(**) - rje e mjesto cijepanja
(*) - rijetko mjesto cijepanja
(0) - iznimke kod kojih nema cijepanja

U proteinskim eksperimentima nafe se kao proteinaza Kkoristi tripsin zbog
visokospecifine i ponovljive reakcije cijepanja proteina u galw otopini, kojom prete no
nastaju peptidi optimalne du ine za analizu spekietrijom masa (do 30-ak aminokiselina).
S obzirom na mjesto cijepanja peptidne okosniddi¢ta 2.1.), tripsinolizom proteina nastaju
peptidi sa baznim aminokiselinama arginina i lizina na C-krajyppde (tripti ki fragmenti)

Sto znatno olakSava analizu MS tehnikama, osoblinikama tandemne spektrometrije masa
(poglavija 2.2.2.3. -2.2.2.5%.Po zavretku proteolitke reakcije, dobiveni peptidi se prije
analize MS tehnikama pri$ avaju (odsoljavaju i ukoncentriravaju) ili se dagatrazdvajaju

teku inskom kromatografijom obrnutih faZa.
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2.2.1.2. Tehnike teku inske kromatografije

Budu i da su proteini u nativnom obliku, kao i peptidastali kemijskom ili enzimskom
razgradnjom proteina, topivi u vodi, tehnike teluske kromatografije (LC, engliquide
chromatography najprikladnije su kromatografske tehnike za njin@nalizu. LC tehnike se
u proteomici koriste poglavito za razdvajanje ipra iS avanje smjese proteina ili peptida.
Naj eSe se koriste razdjelne LC tehnike kao Sto su krografija obrnutih faza i
kromatografija ionske izmjene, i, u speaifim eksperimentima, afinitetna kromatografija,
dok se za pra$ avanje smjese proteina ili peptida uglavhom kokstimatografija obrnutih

faza.

Teku inska kromatografija obrnutih faza

Kromatografija obrnutih faza (RP, engkverse phagenaj eSi je oblik razdjelne tekunske
kromatografije koja se koristi u viSe segmenta girekog eksperimenta; u pripremi i
razdvajanja proteina, u postupku pBoavanja smjese proteina kao i za pgoavanje smjese
peptida prije analize spektrometrijom masa. Kromedhja obrnutih faza razdvaja proteine
po njihovoj hidrofobnosti, a provodi se u sustawa reepolarnom nepokretnom fazom i
pokretnom fazom gradijentno promjenjive polarnosBradijentna promjena polarnosti
pokretne faze posti e se dobavljanjem pokretne fazdvaju kanala. Jedan kanal dobavlja
pokretnu fazu koja se sastoji od vodene otopine,T&Adrugi pokretnu fazu koja sadri istu
koli inu TFA otopliene u organskom otapalu (g e acetonitril). Trifluoroctena kiselina
(TFA) se dodaje pokretnoj fazi u volumnom udjelu@d% do 1% kako bi se smanjio broj
nepo eljnih interakcija bonih ogranaka baznih aminokiselina proteina ili peptida sa
silanolnim skupinama nepokretne faze. Tokom RP Hktografije hidrofilniji proteini i
peptidi prelaze ranije u gradijentu u pokretnu fdati manjem udjelu organskog otapala),
dok hidrofobniji proteini i peptidi eluiraju kaseiju gradijentu. Za razdvajanje proteina ili
peptida bez direktne sprege sa spektrometrom majsasSre se koriste analitke kolone
unutarnjih promjera 2.1 do 4.6 mm sa vielom estica nepokretne faze od B i veli inom
pora od 30-ak nm, dok se za razdvajanje proteingeptida kod direktne sprega sa
spektrometrom masa koriste kapilarne kolone i nki&tone unutrasnjih promjera manjih od
350 um. Nepokretne faze koje se koriste za anglipteina tekuinskom kromatografijom
obrnutih faza su oktadecilsilicijev dioksid {f}; oktilsilicijev dioksid (G) i butilsilicijev
dioksid (G).
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Budu i da tehnikama ionizacije koje koriste laser nedjeskromatografska komponenta,
razvijen je poseban oblik RP kromatografije tehriiaTlip. Tehnika se nags e upotrebljava
za proiS avanje peptida i proteina prije analize spektroomatmasa kod kojeg se ionizacija
analita dogaa uz matricom pomognutu ionizaciju i desorpcijleta&im zraenjem (MALDI,
engl. Matrix Assisted Laser Desorption lonizat)oZipTip je malena kolina (od nekoliko
mg do 1 g) nepokretne faze Sirokih pora koja saziada kraju plastnog nastavka pipetora.
Uzorak se nanosi na nepokretnu fazu koja se zatiinei smjesom vode, organskog otapala
(naj eS e acetonitril) i trifluoroctene kiseline. Razljivost ove tehnike je znatno loSija nego
razlu ljivost koja se postie na kromatografskim kolongmali su na ovaj nan
ukoncentrirani i odsoljeni analiti pogodni za amalMALDI tehnikama spektrometrije masa.

Osim uvrije ene ZipTip tehnike, u novije vrijeme zngjen je oblik indirektne sprege
kapilarnog LC i MALDI tehnike ionizacije. Posebabhli& kolektora omoguava da se eluati
sa kapilarne kolone istovremeno sakupljaju i mjesSsa elienom matricom. Potom se
nastala smjesa analita i matrice automatski deaamar MALDI ploicu (slika 2.2.), te se
prethodno kromatografski razdvojeni proteini ilippei nalaze na zasebnim mjestima na
MALDI plo ici.

Slika 2.2. Prikaz instrumenta LC MALDI (A) i teflonska pl@a na koju se nanose eluati sa

kromatografske kolone nakon mijeSanja sa matriddm (
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Teku inska kromatografija ionske izmjene

Kromatografijom ionske izmjene (IE, endgbn Exchangg molekule proteina se razdvajanju
prema ukupnom naboju koji ovisi 0 sastavu i pHedmosti pokretne faze. Elucija proteina s
kolone mo e se provoditi promjenom pH ili ionskekgesti pokretne faze,ime se mijenja
ukupan naboj proteina. Bududa ukupan naboj proteina ovisi o pl ko proteina,
kromatografijom ionske izmjene proteini se razdiamema pl vrijednostima. S obzirom na
nepokretnu fazu razlikuju se anionska kromatografly i kationska kromatografija IE.
Naj eSe se za razdvajanje proteina koristi kationska latografija IE osobito na jakim
kationskim izmjenjivaima koji kao nepokretnu fazu imaju na sefaroznajlfégropil) ili

celuloznoj kovalentno vezane sulfonirane ili karbibkane funkcionalne skupine.

Afinitetna teku inska kromatografija

Afinitetna kromatografija (AC, englaffinity chromatographyje razdjelna tehnika koja se
temelji na specifinoj interakciji izmeu imobiliziranog liganda i ciljane molekule. U
proteomskim istra ivanja ova se kromatografska tk&ruglavnom koristi kao korak koji
prethodi daljnjem razdvajanju proteina (elektrofekén ili LC tehnikama). Afinitetnom
kromatografijom moguwe je ukloniti jedan protein ili grupu proteina, @dmo ukoncentrirati
slabo zastupljene proteine. Na taj imase u daljnjem razdvajanju smanjuje interferencij
visokozastupljenih proteina sa rad|ivoS u ostalih proteina. Taker je afinitetnom
kromatografijom mogwe Klasificirati ukupne proteine u dvije ili viSe ugra prije daljnjih
razdvajanja. Osim u selektiranju proteina prema earom svojstvu, afinitetna
kromatografije se sveeS e koristi u razdvajanju peptida prema nekom keroijsksvojstvu
(naj eS e posttranslacijske modifikacije) i utwvanju protein-protein interakcija. Razvojem
sustava i strategija za kemijsko obilje avanje jdmt primjena AC je sve Sird.
Najzna ajnija primjena obilje avanja peptida uz upotrebfnitetne kromatografije je u
kvantifikaciji proteina koji sainjavaju proteome, a koja se provodi obilje avanj@eptida
izotop-kodiranim afinitetnim obilje ivaem (ICAT, engl isotop-coded affinity tgg ICAT
selektivno alkilira cisteinske boe ogranke peptida osmerostruko deuteriranim (Ski
ICAT reagens) ili nedeuteriranim (tzv. lakim reaggerRazliito obilje eni uzorci se potom
mijeSaju i cijepaju specifnim proteinazama, a obilje eni peptidi izoliraju sdinitetnom

kromatografijont®*°
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ICAT tehnika obilje avanja pepetida u svrhu kvaikigcije proteina prije razdvajanja LC
tehnikama, komplementarna je DIGE tehnici kvandifike i vizualizacije proteina koji se
razdvajaju elektroforetskim tehnikama.

NajraSirenija primjena afinitetne kromatografije yepostupku ukoncentriravanja slabo
zastupljenih proteina. Slo enost smjese proteinanamnostva raznolikih proteinani vrlo
visoka neujednanost zastupljenosti pojedinih proteinskih vrstaitan smjesé®*? Ponekad
je u proteomskom eksperimentu potrebno uklonitokis zastupljene proteine kako bi se
omogu ilo dostatno razdjeljivanje manje zastupljenih pimoa. Jedan od najslo enijih uzoraka
u proteomskim istra ivanjima, s obzirom na velikazliku u zastupljenosti me proteinima
koji je sainjavaju, je plazma. Procijene o broju raitlh proteina u plazmi panju sa 10 000,
ali zbog mogunosti viSestrukih i razlitih posttranslacijskin modifikacija kao i metabddin
promjena, taj broj mo e biti i nekoliko redova vehia ve i.** Me utim, vise od 80% ukupnih
proteina plazme predstavljanju serumski albumirtgino ovjeka (HSA, englHuman serum
albumin) i razli ite forme imunoglobulina (IgGs, engmmunoglobuling* a uklanjanjem 20
najzastupljenijih proteina plazme ujedno se uklgmiko 98% ukupnih proteina plezs
Danas su komercijalno dostupne kolone koje wiatom nosau imaju kovalentno vezana
antitijela na odreeni broj visoko zastupljenih proteina plazme (ppsiavedbe kolona sa 2
do 30 razliitih antitijela). ProiS avanje, odnosno uklanjanje visokozastupljenih pnate
omogu eno je visokspecifnom interakcijom izmeu antitijela vezanog na kruti nosa
odre enog proteina iz uzorka plazme. Nakon nanoSenjarkazgplazme na kolonu
visokozastupljeni proteini se zadravaju na kolowi, ostali proteini bivaju propusteni.
Interakcija izmeu imobiliziranih antitijela i antigena iz plazmeigekozastupljeni proteini) se
dokida poveanjem ionske jakosti otapala, te se na tajmiolona regenerira za novi ciklus

pro i$ avanja, odnosno razdvajanja.
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Tehnike viSedimenzionalne tekuinske kromatoqrafije

Proteine u jednostavnim smjesama magye razdvojiti nekom od razdjelnih tehnika
teku inske kromatografije. Mautim slo ene smjese proteina kao Sto je proteomista tkiva
ili organizma, obino nadmaSuju mognosti razdvajanja bilo koje tehnike telkoske

5,46

kromatografije}>*® pa se proteini slo enih proteinskih smjesa razdjajortogonalnim

dvodimenzionalnim razdjelnim LC tehnika koje znatpove avaju razluivosti2®4"°
Izradom kromatografskih kolona s mijeSanim stadioma fazama, prvenstveno sa
mijeSanom stacionarnom fazom za kromatografiju IEramatografiju RP, omogen je
razvoj viSedimenzionalne tehnike identifikacije f@ioa (MudPIT, englMultidimensional
Protein Identification Tehnology™>? Osim ovakvom direktnom spregom dvodimenzionalno
kromatografsko razdvajanjeesto se provodi indirektnom spregom kromatograljekao
prve dimenzije i kromatografije RP kao druge dimnz Proteini razdvojeni IE
kromatografijom, prema pl téama sakupljaju se u frakcije, a potom se protsiake
frakcije dodatno razdvajaju prema hidrofobnosti RPmatografijom koja je obno
automatski spregnuta sa spektrometrom masa. OvonagjeeSi oblik proteomskog
eksperimenta sa pristupom identifikacije proteidazgor nadolje (engtop-dowr), u kojem
se provodi razdvajanje i analiza intaktnih protestaenog sustava. No, znatnes i pristup
identifikaciji proteina MUdPIT tehnikom je onaj oxigor nadolje (englbootom up, koji se
provodi na nain da se ukupni proteini ili frakcije proteina deene po razdvajanju
kromatografijom IE, enzimski odgrade specifm proteinazama nakonega se smjesa
dobivenih peptida razdvaja RP kromatografijom uzekinu ili indirektnu spregu sa
spektrometrom masa.

Danas se kod véne pristupa odozdol nadolje koristi tzshotgunpristup koji se provodi
cijepanjem ukupnog proteomskog uzorka spendfin proteinazom nakonega slijedi
razdvajanje nastalih peptida viSedimenzionalnomrmiteim tekuinske kromatografije uz

direktnu spregu sa spektrometrom msa.
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Sustavi za detekciju

Naj es e koriSteni i najprikladniji detektori za analiztogeina i peptida tehnikama teknske
kromatografije su ultraljubasti detektor sa diodnim nizom (UV-DAD, engltraviolet diode
array detectoy i fluorescencijski detektor (FLD, endluorescence detectpr

UV-DAD detektorom proteini i peptidi se detektirapa valnim duljinama apsorbcijskog
maksimuma peptidne veze (od 210 nm do 215 nm)ailvalnoj duljini od 280 nm S§to je
apsorbcijski maksimum aminokiselina s benzenskirstgmom unutar bmih ogranaka
(triptofan, tirozin i fenilalanin?

Iste su tri aminokiseline zaslu ne za mogust detekcije proteina i peptida fluorescencijskim
detektorom. Meutim, valne duljine emisijskih i ekscitacijskih nmgakuma su za sve tri
spomenute aminokiseline raite, a osim toga ovise o sastavu, temperaturi vgjédnosti
otopine u kojoj se proteini ili peptidi nalaze, pa FLD detekcija rijetko izvodi rutinski.
Me utim FLD detektor se znatnces e koristi za analizu kemijski obilje enih proteinia
peptida budu da se kao obilje iva uglavhom koriste molekule koje fluoresciraju s dpb

definiranim valnim duljinama maksimalne ekscitacigmisije.

2.2.2. Spektrometrija masa

Nakon razdjeljivanja proteina nekom od elektrofekét tehnika ili tehnikama tekinske
kromatografije, daljnji korak u proteomskom eksp®ntu je analiza razdijeljenih proteina ili
peptida tehnikama spektrometrije masa. Spektrojaatrasa (MS, engMass Spectrometyy
je analiti ka tehnika u kojoj se molekule ili atomi ionizirag potom se ioni razdvajaju prema
njihovim omjerima mase i nabojan(z, engl. mass-to-charge ratjo Osnovni dijelovi
spektrometra masa su: ionski izvor, analizator maledektor. Analiza spektrometrijom masa
zapoinje uvo enjem analita u ionski izvor gdje se dogaionizacija. Potom nastali ioni
putuju u analizator masa gdje se razdvajaju prevzarijednostima, te u konaici dolaze do
detektora koji registrira broj iona pri svakoj edinostim/z Sto rezultira stvaranjem spektra
masa>> Mogu nosti izvedbe spektrometra masa, s obzirom na ioratora, analizatora i

detektora, su mnogobrojne.
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2.2.2.1. lonizacija

Kod analize uzoraka tehnikama spektrometrije masapimodno je prevenje analita u
plinovito stanje i njegova ionizacija. Postoji vigli itih na ina ionizacije, a izgled spektra
neke analizirane vrsteesto znatno ovisi o izabranoj metodi ionizacijenski izvori dijele se
na dvije glavne kategorije: plinske i desorpcijskeore. Kod plinskih ionskih izvora uzorak
se najprije prevodi u plinovito stanje, a potomiagzira. Ovoj skupini pripadaju kemijska
ionizacija (Cl, engl Chemical lonizatio)) ionizacija elektronima (EI; englElectron
lonizatior), te ionizacija poljem (FI englField lonizatior). Kod desorpcijskih metoda
ionizacije, kao Sto su udar ubrzanim atomima (FAB\gl. Fast-atom Bombardment
desorpcija plazmom (PDengl. Plasma Desorptiop matricom pomognuta desorpcija i
ionizacija laserskim zra&njem (MALDI, engl. Matrix Assisted Laser Desorption lonizat)pn
te elektrorasprsenje (ESI, endllectrospray-ionizatio)) uzorak se direktno izvrstog ili
teku eg stanja prevodi u ionizirani plin, Sto je pogodr® analizu nehalapljivih i termki
nestabilnih uzoraka. lonski izvori se, s obziromkdi inu energije koju tokom ionizacije
predaju analitu, josS dijele na meke (ersgiff) i tvrde (engl.hard). Tvrdi ionski izvori predaju
analitu velike koliine energije, pa prilikom relaksacije molekule @dldo pucanja veza i
nastajanja fragmentnih ioma/z vrijednosti manjih od samog molekulskog iona. Mikiski
izvori uzrokuju neznatnu fragmentaciju analita dajednostavnije spektre sa intenzivnim
signalom molekulskog iona i malobrojnim dodatnimnsilima znatno manjeg intenzitéta.

Za ionizaciju proteina i peptida naS e se koriste desorpcijske metode ionizacije mekim
ionskim izvorima i to MALDLE i ESF tehnike ionizacije. Granica detekcije analize tkaima
MALDI i ESI nalazi se izmeu femtomola i pikomola, a ovisi o nau priprave i isto i

uzorka>®

MALDI ionizacija

MALDI je blaga ionizacijska tehnika koja rezultifarmiranjem jednostruko nabijenih iona
Sto uvelike olakSava identifikaciju spektara.

MALDI tehnika temelji se na desorpciji analita gretino ugraenog u kristalnu strukturu
molekula matrice kojoj slijedi ionizacija. Uzora& priprema mijeSanjem s otopinom matrice
u smjesi lakohlapljivog otapala i vode. Mali voluméoko 1 [) otopine analita i matrice
nanosi se na placu od inertnog materijala (nags e teflon). SuSenjem nastaju kokristal

matrice i analita koji se uvode u visoki vakuum.IdAu visokoenergetski laser (dusikov,
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diodni ili IR laser), proizvodi pulsirajw lasersku zraku, a zahvaljujuapsorbciji emitirane
energije od strane molekula matrice dolazi do gesfr molekula matrice i analita. Pri tom
se matrica zagrijava, a uslijed fazne promjene aar§ini matrice (vrsto-tekuina pod
visokim tlakom ili vrsto-plin pod visokim tlakom) dolazi do adijabagslekspanziju u
vakuumu. Unutar desorbiranih klastera molekula mati molekula analita odvija se
ionizacija analita prijenosom protona sa molekulatrioe na molekule analita ili obrnuto
(slika 2.3.).

Slika 2.3.MALDI ionizacija

Izbor matrice ponajviSe ovisi o koriStenom laselil,i o vrst analita. Za analizu proteina i
peptida koriste se-cijano-4-hidroksicimetna kiselina (CHCA), 2,4,@htdroksiacetofenon
(THAP) i diamonijev citrat (DACY.

Kako analizatori za analizu iona nastalih MALDI ipacijskom tehnikom nags e se koristi
analizator koji mjeri vrijeme leta (TOF, engdlime-of-fligh) zbog mogunosti mjerenja
velikog rasponam/z vrijednostj te sinkronizacije rada sa pulsnim radom ionskogrizv
Nastali ioni mogu se analizirati i analizatorimgilkskladiSte ione kao Sto su ionska stupica
(IT, engl.ion trap) i ionsko-ciklotronska rezonancija uz Fourier-dvansformaciju (FT ICR,

engl. Fourier-transform ion cyclotron resonanc®

Ivana Dodig Doktorska disertacij



§ 2. Literaturni pregled 25

ESI ionizacija

lonizacija elektrorasprSenjem je najzastupljeniflilo ionizacije u spregnutim sustavima
teku inske kromatografije i spektrometrije masa (LC-MS8gle Liquid chromatography
coupled to mass spectrométrypvim oblikom ionizacije produciraju se viSestoukabijeni
ioni Sto omoguuje detekciju velikih molekula poput proteina, pa BSI ionizacija esto
koristi za identifikaciju intaktnih proteina u peatmskim eksperimentima s pristupom
odozgor nadolje.

Analit za ESI ionizaciju je nags e pomijeSan sa smjesom organskog otapala, vode,illFA
mravlje kiseline. Sama ionizacija dogase pri atmosferskom tlaku pod utjecajem sna nog
elektri nog polja na tekunu koja protokom od nekoliko pl u minuprolazi kroz kapilaru,
koja je ujedno i ionizacijska igla. Primjenom napood 2 do 5 kV na kapilaru stvara se
razlika u elektrinom potencijalu izmeu kapilare i elektrode (engtounter-electrodg a
nastalo elektrino polje potie nakupljanje naboja na povrSini tekne na vrhu kapilare.
Propuhivanjem inertnog plina (nag e dusika) koji pospjeSuje isparavanje otapala, telku
se rasprsuje u nabijene kapljice pgmu se ioni analita oslobaju otapala i ulaze u analizator

spektrometra masa (slika 2.4.).

Slika 2.4.ESI ionizacija

loni nastali ESI ionizacijom mogu biti viSestrukozativno ili viSestruko negativno nabijeni
ovisno o dodatku ili gubitku protona tijekom ionia. Protonacijom nastaju viSestruko

nabijeni ioni formule [M+nH]", dok deprotonacijom nastaju ioni formule [M-fH]
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U slu aju viSestruko pozitivno nabijenih iona masa aaatio e se izraunati prema izrazu:
M=n(m,-my)
a u sluaju viSestruko negativno nabijenih iona prema araz
M=n(m.+my)
gdje jeM molekulska masa) naboj viSestruko nabijenog iona, i@mjerena masa visestruko
pozitivno nabijenog ionam izmjerena masa viSestruko negativho nabijenog i(m&
vrijednosti), any masa protona koja iznosi 1,00782 Ba.
loni nastali ESI ionizacijom mogu se razdvojiti lraiim analizatorima kao $to su kvadrupol

(Q, engl.quadrupole) ionska stupica ili analizator s magnetskim sekior’
2.2.2.2. Analizatori

Izvedbe spektrometara masa se, osim tehnikom icfezaazlikuju i prema analizatorima.
Analizator masa je dio spektrometra masa u kojemazsdvajaju ioni razlitog omjera mase i
naboja. U proteomici se n&s e upotrebljavaju kvadrupol i TOF analizatori, teébridni

analizatori nastali kao kombinacija istin (TOF-TQl)yazli itih analizatora (Q-TOF) u svrhu

postizanja optimalne konfiguracij@.

Kvadrupolni analizator masa

Kvadrupolni analizator masa se sastoji @diri usporedne elektrode dijagonalno elelkri
povezane: jedan par s pozitivhim, a drugi s negativpolaritetom. Dvije dijagonalno

suprotne elektrode su povezane radiofrekventnimutadorom i izvorom izmjenine struje
(slika 2.5.).

Slika 2.5.Shema kvadrupolnog analizatora masa.
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Selekcija masa posti e se proporcionalnim promjeaamplitude radiofrekvencije i struje,
tako da za svaki par ovih amplituda od¥ei ioni specifine m/z vrijednosti, postiu
rezonanciju i neometanim prolaskom kroz analizdtaze do detektora. Naime, u ovisnosti
0 primijenjenim amplitudama, rezonantni ioni, neda@jui se ni sa jednim od parova
elektroda kvadrupolnog analizatora masa, dolazéedektora. Istovremeno nerezonantni ioni
se sudaraju sa parom elektroda suprotnog im pefarite se na taj na neutraliziraju.
Primjenom razliitih kombinacija amplituda moge je razdvojiti ione ije sem/zvrijednosti

ne razlikuju za viSe od 0,5.
TOF analizator

Analizator koji mjeri vrijeme leta (TOF), nakon uhwvanja iona elektrnim poljem, razdvaja
ione na temelju njihove brzine putovanja, odnosremena leta kroz cijev analizatora. Dulji
put leta, odnosno tehri gledano dulja cijev analizatora, doprinosi rajivosti iona na
Stetu osjetljivosti detekcije. Osim toga, produtyamijeme leta produ ava i vrijeme skeniranja
odnosno snimanja spektara, pa u modernim TOF atatfima duljina cijevi ne prelazi
nekoliko metara. Od ionizacijskog izvora do cijevializatora ioni se ubrzavaju primjenom
konstantnog elektrnog potencijala, tako da na ulasku u cijev anaizasvi ioni imaju istu
kineti ku energiju, odnosno ioni raziiih m/z vrijednosti imaju razlite brzine. Iz nie
navedenih jednad bi:

mv — d
= = = Z¢€ == =
Ek 2 qV q t Vv Z t d2

gdje je K kineti ka energija ionam masa ionay brzina leta iona, V primijenjeni elektni
potencijal,q naboj iona,z ionski broj,e elementarni nabojl duljina cijevi it vrijeme leta

iona, izvodi se izraz:

2eV
VvV » e
\'m/z

prema kojem je vidljivo kako je brzina iona obrnpt@porcionalna vrijednom.

Dakle, ioni manjem/z vrijednosti su bri i dolaze ranije na detektogkdse ioni veih m/z
vrijednost, gibaju sporije i kasnije dolaze do H&dea.

Za detekciju iona razdvojenih TOF analizatorom $tarise linearni i reflektron TOF detektori.

Linearni TOF detektor smjesten je na kraju anatiza(slika 2.6.5°
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Slika 2.6.Prikaz principa rada linearnog analizatora

Zna ajno poboljSanje razlljivosti TOF analizatora postie se ugradnjom jednii viSe

ionskih zrcala (reflektron). Refleksijom na ionskarrcalu produljiva se puta iona \e&e

kineti ke energije, te ioni istim/z vrijednosti, a razliitih kineti kih energija dolaze u isto
vrijeme na detektor (slika 2.7.).

Slika 2.7.Prikaz principa rada analizatora s ionskim zrcatevn reflektronom.

loni ve e kineti ke energije i prema tome & brzine prodiru dublje u ionsko zrcalo od iona
manje kinetike energije, zbogega se du e zadr avanje u cijevi analizatora odriipoiona

iste m/z vrijednosti®® Zahvaljujui sustavu ionskih zrcala raspodjela brzine gibaofe se u
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odre enomm/zpodru ju su ava ime se znatno poboljSava razlost i osjetljivost detekcije.
Tako danas moderni TOF i TOF-TOF spektrometri m@ssti u rezoluciju od 10 000 na
vise™

Precizno mjerenje vremena leta s optimalnom razb$ u m/z vrijednosti iona mo e se
postii samo ako su ioni analita grupirani u nakupineek&pli inom nee preopteretiti
reflektron detektora. Potreba za kvantiziranim mpakama iona kod TOF analizatora potpuno
je sinkronizirana sa pulsirajam produkcijom iona MALDI ionizacijom. Ta se sinkiaacija
provodi pogurivaem (engl pushej koji sakuplja ione u odr&nom vremenu i zatim ih u
pravilnim razmacima otpusta prilikomega se ukljuuje i mjerenje vremena leta iona do
detektora.

Hibridni analizatori masa

Hibridni analizatori sastoje se od dvaju ili vidstih ili razli itih tipova analizatora masa
spregnutih u seriju. Izme spregnutih analizatora obio se nalazi kolizijskaelija. Ovakve
konfiguracije omoguwiju provedbu analiza tehnikama tandemne spektrgmetmasa.
Naj e$ e koristeni hibridni analizatori u proteomskim e&gmentima su Q-TOF i TOF-TOF

hibridni analizatori masa.

Q-TOF hibridni analizator masa

Q-TOF hibridni analizator masa koristi kvadrupdlQF analizator u analizi iona nastalih ESI

tehnikom ionizacije (slika 2.8.).

Slika 2.8. Presjek hibridnog analizatora masa Q-TOF
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Spektar masa iona analita nastaje tako Sto svinastiali ESI ionizacijom ulaze u kvadrupol i
pri odre enoj vrijednosti primijenjene amplitude struje idiafrekvencije, s obzirom na
njihovu vrijednostim/z bivaju propusteni kroz kvadrupol. PropusSteni isaipotom sakupljaju

i u kvantiziranim vremenskim razmacima istovremeropustaju kroz TOF analizator u
kojem se dodatno razdvajaju na temelju vremena letae u pogurivaa i kvadrupolnog
analizatora smjeStena je heksapolna kolizijsklja unutar koje se propusStanjem inertnog
plina (duSik, zrak, argon i sl.) omogye fragmentacija izabranog iona prekursora u ione
produkte. MS/MS spektar iona prekursora nastajenaén da se propustanjem svih iona
analita nastalih ESI ionizacijom kroz kvadrupolmadéizator, na temeljun/z vrijednosti,
selektira eljeni ion prekursor koji se potom uvadkolizijsku eliju. Nastali ioni produkti se
potom sakupljaju na poguriva i analiziraju na temelju vremena leta u TOF a@dbru

masa.

TOF-TOF hibridni analizator masa

TOF-TOF hibridni analizator koristi se za razdvggamona prekursora nastalih MALDI
ionizacijom u jednom eksperimentu ili iona prodakabastalih fragmentacijom iona
prekursora u drugom eksperimentu, na temelju vrameta. Spektar masa iona analita
nastaje tako Sto se svi ioni analita (ioni prekdjsoastali MALDI tehnikom ionizacije
sakupljaju i u kvantiziranim vremenskim razmacinsovremeno propustaju kroz TOF
analizator te se detektiraju na linearnom ili retilen detektoru. Pri tom se kolizijskalija
tako er nalazi u visokom vakuum, a izbornik iona (TI8gletimed ion selectrje zatvoren
(slika 2.9.)°°%' Kako bi se selektirao odreni ion prekursor za daljnju analizu
fragmentacijom, ponovno se u zasebnom eksperimgemeriraju svi ioni analita MALDI
ionizacijom, a izbornik iona propusta samo selakiirion prekursor, na temeljm/z
vrijednosti, u kolizijsku eliju (slika 2.9.)°° Na ulazu u kolizijsku eliju ioni se usporavaju, a
fragmentacija se odvija uz ili bez prisutnosti tneg plina. Nastali ioni produkti sakupljaju se
na zasebnom poguriva (izvor 2), te se u kvantiziranim vremenskim razime istovremeno

propustaju kroz TOF analizator do reflektron dededkt
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Slika 2.9.Presjek TOF-TOF analizatora masa

MALDI/TOF i MALDI/TOF-TOF spektrometrija masa naSe je koriStena tehnika u
proteomskim eksperimentima. Na slici 2.10. prikagaMALDI/TOF-TOF instrument.

Slika 2.10.Instrument MALDI/TOF-TOF
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2.2.2.3. Tandemna spektrometrija masa

Odre ivanje masa peptida, nastalih enzimskom ili kenajgkodgradnjom proteina, kao i
odre ivanja masa itavog proteina, provodi se MS analizom. Mé&m, za strukturnu
karakterizaciju peptida, a time i proteina, kojaprvom redu podrazumijeva odiganje
slijeda aminokiselina, potrebna je daljnja fragraeipa nastalih peptidnih iona. Na
fragmentacije peptida ovisi o vrsti spektrometresanéESI/Q-TOF, MALDI/TOF-TOF itd.),
0 uvjetima ionizacije, vrsti kolizijskeelije, te koristenom inertnom plinu (Ar,,Nzrak isl.).
Neovisno o tome, nu an uvjet za detektabilnost al#gstfragmentnih iona, kao i kod iona
prekursora, jest njihova nabijenost. Pozitivho jebiioni obi no nastaju dodatkom protona,
ali mogu nastati i kao adukti s natrijem, kalijemmonijakom ili organskom molekulom, dok
negativno nabijeni ioni nastaju gubitkom protona.
Tandemna spektrometrija masa (MS/MS) podrazumijeasdaciju i fragmentaciju iona
prekursora u ione produkte ili neutralne fragmefnastaju tzv. neutralnim gubitkom),
njihovo razdvajanje na temelj/zvrijednosti, i detekciju nastalih produktnih iofdS/MS
analiza se esto oznaava i kao M3 eksperiment, dok se MS analiza oz kao M$, pri
emu potencija oznava generaciju analiziranih iona. Osim ovog tipspekimenata u nekim
je izvedbama spektrometara masa (npr. QQQ, engle quadrupol¢ mogua i provedba
MS® eksperimenata. U takvim eksperimentima u prvomlizataru se selektiraju ioni
prekursori koji se fragmentiraju u drugom analizatkoji istovremeno selektira nastale ione
produkte za ponovnu fragmentaciju u &m analizatoru. Meutim, ukoliko se peptidi prije
analize kemijski modificiraju ili se primjene posebuvjeti ionizacije, provedba MS
eksperimenta, odnosno pseudo®¢&sperimenta, moga i u konfiguracijama spektrometara
masa koji u pravilu ne omogavaju ovaj tip analize (npr. MALDI/TOF-TOF). Naimkod
pseudo M$ eksperimenta ioni produkti druge generacije {Ntsi) nastaju ve za vrijeme
MS! analize, dakle zajedno sa ionima prve generatileorom takvih iona za daljnju
fragmentaciju u klashom MS eksperimentu provodi se pseudo Maliza jer su na ovaj
na in dobiveni ioni produkti zaista ioni tre generacijé®©2%
Za produkciju iona produkata u eksperimentima tamuke spektrometrije masa neg e se
koristi kolizijom inducirana disocijacija (CID, ehgCollison Induced Dissociatigrkoja se
odvija u Kkolizijskoj eliji hibridnog spektrometra masa u nusobnoj interakciji iona
prekursora ili u interakciji iona prekursora s égenim inertnim plinom (Ar, K zrak i

sl.)>®
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Brojne mogunosti disocijacije iona peptidnih molekula rezuwfir interpretativno slo enim
MS/MS spektrima:>®

2.2.2.4. Nomenklatura fragmentnih iona nastalih kolizijom induciranom

disocijacijom (CID)

Nomenklatura fragmentnih iona prvi je put predieeh984. godin&? a doraena verzija iz
1988. godine u upotrebi je i darfadlomenklaturom se razlikuju dvije osnovne skupineaio
s obzirom na peptidni kraj koji je zadr an unutani Tako razlikujemo serije,ah, i ¢, iona
koji zadr avaju peptidni N-kraj i serijeXyn i z, iona koji zadr avaju peptidni C-kraj, gdje je
n redni broj aminokiseline u fragmentu s obziromutaljenost od N-kraja peptida (slika
2.11)).

Slika 2.11. Fragmentacija peptida i nomenklatura nastalih nfragtnih iona. Subskript s

desna oznava redni broj aminokiseline u peptidu.

Strukture jednostruko nabijenih iona produkta kakastaju analizom u MALDI TOF-TOF

instrumentu dane su na slici 2.12.
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Slika 2.12.Prikaz struktura fragmentnih a-, b-, c-, x,- y-ibna nastalih fragmentacijom

peptida

Osim jednostrukog cijepanja peptidne okosnice &sikl1.), koje rezultira nastankom iona
prikazanih na slici 2.12, moge je i dvostruko fragmentiranje peptidne okosnicer8zultira
nastankom internih fragmenata. Interni fragmenti éfe nastaju kombinacijom b i y tipa
fragmentacije (slika 2.13.).

Slika 2.13.Prikaz struktura fragmentnih internih-iona

esto se nastali fragmentni ioni tokom MS/MS eksperita dodatno fragmentiraju, a
naj eSi oblik takve fragmentacije je daljnja fragmentacip- i y-iona koja rezultira
nastankom imonij-iona (slika 2.14.). Imonij-ioniSjose nazivaju i dijagnoski-ioni jer
njihova prisutnost u MS/MS spektru indikativno zastjanje odreene aminokiseline u
fragmentiranom peptid.

Slika 2.14.Prikaz strukture imonij-iona
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U plinovitoj fazi pri ekstremnim uvjetima u kolizkoj eliji, kao Sto je visoki ubrzavajiu
napon, moguje nastanak iona pregradnjom, Sto rezultira dégtakcsatelitnih iona u MS/MS
spektru (slika 2.15.). Satelitni ioni ozrvaju se slovima d, v i w, a zrgni su za
razlikovanje izobarnih aminokiselina (aminokiselisgh rezidualnih masa; tablica 2.2. na str.

38.), te na taj nan doprinose pouzdanijoj interpretaciji spektara.

Slika 2.15.Prikaz struktura satelitnih d-, v- i w-iona
2.2.2.5. Mehanizam fragmentacije protoniranih peptida

Razumijevanje strukture nabijenih peptidnih ionajihovih fragmentacijskin mehanizama
klju no je za interpretaciju MS/MS spektara, odnosndkispa fragmentnih (produktnih)
iona.

Mehanizam fragmentacije peptida u plinskoj fazisow razliitim parametrima kao Sto su
sastav aminokiselina, veiha peptida, vrsta ionizacije, nabijenosti iona®ft@veobuhvatan i
op e prihvaen model kojim se opisuje na disocijacije protoniranih peptida u plinskoj faz
je model pokretnog protona, odnosno model pokretmaigoja (englmobile proton.®¢"°
Fragmentacija protoniranih peptida pod uvjetim&ihigkolizijskih energija obino se dogaa
kroz niz nabojem usmijerenih reakcija. Naime, pepkdo molekule sa viSe raziiih
funkcionalnih skupina mogu biti protonirani na keln broju razliitih mjesta kao Sto su
primjerice N-kraj peptida, atomi duSika i kisika peptidne okosnice ili bai ogranci
aminokiselin€® lonizirani peptidi u plinskoj fazi u pravilu zadwaju pozitivan naboj
smjeStanjem protona na najbadje mjesto unutar peptida. Prema bamisti unutar peptida
razlikujemo dvije skupine baziih mjesta: bazniju koju predstavljaju bai ogranci
aminokiselina arginina, lizina i histidina, i marpazi nu koju predstavlja N-kraj peptida i

amidne skupine peptidne okosnfce.
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S obzirom na energetsku raspodjelu protoniranihtigheip izomera razlikujemo dvije
osnovne skupine peptida.

U prvoj skupini su peptidi kod kojih je jedno iliSe mjesta protonacije energetski ili
kineti ki favorizirano u odnosu na ostala mogunjesta protonacije, Sto rezultira fiksiranjem
dodanog protona na to mjesto. Ovoj skupini pripadajtonirani ioni triptikih fragmenta
nastali MALDI ionizacijom ili jednostrukom protonigeam kod ESI ionizacije. Kod takvih
peptidnih iona bani ogranci arginina ili lizina na C-kraju peptidas(ijed cijepanja proteina
tripsinom) favorizirana su mjesta protonacije. Zahilizaciju protona na energetski
nepovoljnija protonacijska mjesta unutar peptidagima je velika dodatna energija. No, pod
CID uvjetima dolazi do dostatnog powmja interne energije iona kako bi energetski
nepovoljna mjesta protonacije postala okupiranatdjaa in nastaju reaktivni mesprodukti
u reakciji disocijacije peptidne okosnice. Reakitivne uprodukti fragmentacije peptidne
okosnice su protonirani peptidni izomeri s protonam duSikovom atomu peptidne veze.
Formiranjem takvih meuprodukata dolazi do slabljenja peptidne veze iomaknici do
disocijacije iste. Meutim, nastanak peptidnih izomera s protonom nakdwsim atomu
peptidne veze termodinarki je nepovoljniji nego nastanak protoniranih izofo s protonom
na kisikovom atomu peptidne veze (Sto dovodi daarga peptidne veze) ili na amino
skupinama N-kraja peptida ili bamih aminokiselind*’? Prema modelu pokretnog protona
do fragmentacije peptidne veze, unatupisanoj termodinamkoj diskrepanciji, dolazi na
na in da proton dodan peptidu tokom CID eksperimeunsdijed poveanja interne energije
iona, migrira na razlita protonacijska mjesta. Ukoliko okupira duSikdera peptidne veze,

ime se formira reaktivni meiprodukt, u kinetiki favoriziranoj reakciji (u donosu na daljnju
migraciju protona) dolazi do disocijacije peptidaeze’® Drugi nain fragmentacije ove
skupine iona opisuje se modelom udaljenog naba@apsno udaljenog protona (CRF, engl.
charge remote fragmentatinpnOvakva vrsta dekompozicijskih reakcija u plinskazi, gdje
dolazi do cijepanja veze koja se ne nalazi u hliziaboja, odavno je poznatd’®
Fragmentacija po modelu udaljenog protona zapajekad peptida koji sadr e asparaginsku
ili glutaminsku kiselinu ili Asp-Pro slijed unutpeptida’’

Drugoj skupini peptida, s obzirom na energetskupadgelu protoniranih peptidnih
izomera, pripadaju peptidi kod kojih su protonda@jsnjesta dostupna u uskom energetskom
rasponu. U ovu skupinu pripadaju dvostruko proamipeptidi nastali ESI ionizacijom.
Prema modelu pokretnog protona dvostruko protoniraipti ki peptid, tokom CID
eksperimenta zadr avaju proton na argininu gotaksifanim. Drugi proton, koji se nalazi na

manje bazinom N-kraju peptida je pokretan, te se prenosipptidne okosnice na amidne
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dusSikove atome, Sto rezultira disocijacijom peptidveza, te nastankom y-serije fragmentnih
iona (zadr an C-kraj peptidd).

U gornjem tekstu dan je pregled turaaja mehanizama fragmentacije peptidnih iona, no
na in fragmentacije pojedinog peptida teSko je pregtider ovisi o brojnim imbenicima.
Ono Sto se oenito mo e zakljuiti je da se fragmentacija protoniranih peptiddingkoj fazi
odvija po naelu disocijacije veze najmanje energije, te je atdgsocijacija peptidne veze
favoriziran proces, a time su fragmentni ioni b- yitserije najzastupljeniji u MS/MS

spektrima.
2.2.2.6. Interpretacija MS/MS spektara

Interpretacija i asignacija MS/MS spektra provoéeussvrhu iSitavanja aminokiselinskog
slijeda fragmentiranog peptida. Interpretativnos$/MS spektara slo ena je iz dva razloga.
Prvi razlog je loSa fragmentabilnost peptidnih iofesobito jednostruko nabijenih), Sto
rezultira signalima slabog ili neujedmmog intenziteta prema Sumu (S/N, ergignal to
noise i time znaajnim pogreSkama u d@anju masa. Drugi razlog slo enosti MS/MS
spektara je neusmjeren put fragmentacije peptidmia tokom CID eksperimenta Sto rezultira
nastankom nepotpunih nizova fragmentnih iona raitli serija. Proces pripisivanja signala
pojedinom ionu produktu (asignacija spektra) vréo fompleksan i gotovo nerjeSiv bez
upotrebe raunala. Budui da se do sada niti jedan algoritam za asignasjjektara nije
pokazao potpuno uspje$nim, asistencija spektroraetrimasa je nu n&

Idealan MS/MS spektar, u smislu mogosti nedvojbenog dtanja slijeda aminokiselina
analiziranog peptida, bio bi spektar u kojem bi béstupljeni svi produktni ioni iskljuvo
jedne fragmentne serije (npr. ioni b-serije).it&nje aminokiselinskog slijeda provelo bi se
oduzimanjemm/z vrijednosti susjednih signala. Naime, u MS/MS speKtagmentnih iona
iste serije, razlika izmes susjednih signala odgovara masi razida aminokesela dotinoj

poziciji. Mase rezidua za 20 standardnih aminokisetlane su u tablici 2.2.
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Tablica 2.2. Mase aminokiselinskih rezidua
AMINOKISELINA Masa AMINOKISELINA Masa
rezidua / Da rezidua / Da

Glicin Gy G 57,0215 | Asparaginska kiselina Asp [D 51R70
Alanin Ala A 71,0371 | Glutamin Gin Q 128,0586
Serin Ser S 87,0320 Lizin Lys K 128,0950
Prolin Pro P 97,0528 | Glutaminska kiselina  Glu |E ,0296
Valin Val V| 99,0684 | Metionin Met M| 131,0405
Treonin Thr T 101,0477| Histidin His H 137,0589
Cistein Cys C| 103,0092 Fenilalanin Phe |F 147,0684
Izoleucin  lle | 113,0841| Arginin Arg R 156,1011
Leucin Leu L| 113,0841| Tirozin Tyr Y 163,0633
Asparagin  Asn  N| 114,0429 Triptofan Trp W 186,0793

2.2.2.7. Kemijski aktivirana fragmentacija

Kemijski aktivirana fragmentacija (CAF, engChemically Activated Fragmentatiprili

kemijski pomognuta fragmentacija (CAF, en@hemically Assisted Fragmentatjore

postupak u kojem se uslijed kemijske promjene pepfjobilje avanja) poveava razina

fragmentacije peptida i to u predvidljivom fragmerijskom putu. Na ovaj na dobivaju se

MS/MS spektri koji uglavnhom sadr e viSe ili manjglovit niz fragmentnih iona iste serije,

pa su stoga interpretativno znatno jednostavnijgondi oni dobiveni klasinim CID

eksperimentima.

Kemijski aktivirana fragmentacija prvi je put wma oksidacijom cisteinskih ogranaka

tripti kih peptida koji na C-kraju zavrSavaju argininorakd su pokusi rani kako bi se

ustanovio mehanizma fragmentacije peptidnih ioqdinovitom stanju u vakuumu, utveno

je da oksidacijom cisteina dolazi do zapog poveanja intenziteta iona y-serié.

Od svojih poetaka, 1990-ih godina, do danas CAF je doivio beoj razliite primjene

upotrebom Sirokog spektra raztih reagensa za obilje avanje peptida. Watson raduici

naveli su kao karakteristike optimalnog reagensalie avanje: brzu i selektivhu reakciju

obilje avanja bez nunog pras avanja smjese peptida prije analize spektrometrijpasa,

kompatibilnost reagensa sa tehnikama ionizacijgalizatorima masa, bolju fragmentabilnost

i jednostavniji fragmentacijski put obilje enog wmosu na nativni peptid, te moguost

detekcije strukturno specifiih fragmentnih ion&°
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Sulfonski derivatizacijski reagensi

S obzirom na navedene kriterije do danas su se\yrbusdobivanja interpretativho
jednostavnijin spektara, kao najuspjesniji pokagatupci tzv. sulfonacije N-kraja peptida.
Ovakvom kemijskom promjenom N-kraja trikbg peptida dobiva se Zwitterion koji u
plinovitom stanju na sebi istovremeno nosi pozitivanegativan naboj, a mo e se prikazati
formulom: "03S-R-A-A-Ax-A,~As—X', gdie R oznaava ostatak derivatizacijskog
reagensa, A bilo koju aminokiselinu, a X lizinaliginin %

Nakon MALDI ionizacije kemijski obilje enog peptidazrazito kisela skupina na N-kraje

biti deprotonirana, a izrazito bame skupine lizina ili arginira protonirane. Fragrtegijom
peptida prema modelu pokretnog protona, proton masw odabire mjesto protonacije, a
kako je najbazinije mjesto ve okupirano (Arg ili Lys na C-kraju), sada su amidgsikeipine
favorizirana mjesta protonacije. Disocijacija pdpg veze, koja rezultira nastankom iona y- i
b-serije, na ovaj nan postaje predominantan fragmentacijski put. Men, nastali ioni b-
serije takoer su Zwitterioni jer je negativni naboj sulfonsiaipine neutraliziran pozitivnim
nabojem sa C-kraja b-iona, pa stoga b-ioni niseldabilni. U konanici MS/MS spektar
derivatiziranog peptida prete no sadr i signaleopra bez inkrementa mase, odnosno kao da
derivatizacija N-kraja nije niti provedeA&3°

Najpoznatiji reagensi koji sadre sulfonsku skupina koji se koriste u postupku
derivatizacije peptida ili proteina su 2-sulfobejexa kiselind', N-hidroksisukcinimidil ester
2-sulfopropionske kiseliff& i 4-sulfofenil-izotiocijanat’ koji u vremenski nezahtjevnim
reakcijama modificiraju peptide ine ih pogodnim za CAF.

Tokom CID eksperimenta sulfonskim derivatizacijskirragensima obilje enog peptida
produciraju se uglavnom ioni b- i y-serije, dokgg®ovo iskljuivo detektiraju ioni y-serije,
pa je interpretacija dobivenog MS/MS spektra znatia&Sana.

Glavni nedostatci sulfonskih derivatizacijskih reaga su nespecifiost reakcije i vea ili
manja kemijska degradacija peptida (osobito kodiazganatnih i sukcinamidnih reagensa)
uslijed derivatizacije. Oba nedostatka su uvjetavaeaktivnom skupinom reagensa koja
diktira uvjete reakcije. Do danas su poznati sudforderivatizacijski reagensi bazirani na
reaktivnim skupinama: izotiocijafib® cikli ki anhidrid*i N-hidroksisukcinimid*®® (slika
2.16.).
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Slika 2.16.Najpoznatiji sulfonski derivatizacijski reagensiazli itim reaktivnim skupinama
izotiocijanat (SPITC), cikliki anhidrid (SBAy) i N-hidroksisukcinamidni ester; NHS ester
(Ettan CAF)

U nespecifinoj reakciji obilje avanja peptida sulfonskim deaivzacijskim reagensima osim
derivatizacije N-kraja peptida, dolazi i do obigwanja bonih ogranaka lizina, Sto znatno
ometa CAF. Stoga se prije derivatizacije sulfonskieagensima, provodi inaktivacija
lizinskih bo nih ogranka gvanidacijom ili obilje avanjem sa Lys&g reagensom (2-metoksi-
4,5-dihidro-H-imidazol), a postupci su prikazani na slici 2.17.

Upotrebom gvanidinskih reagensa, primjeri€@metil-izourea-hidrogensulfata, lizin se
prevodi u homoarginifi’ Glavni nedostatak ovog postupka je magoksidacija metionina u
bazi nim uvjetima.

U reakciji Lys-Tag obilje avanja peptida lizin sagvodi u lizil-4,5-dihidro-H-imidazol.

Reakcijom osim obilje avanja lizinskih ogranaka/aio i do metilacije cistein&
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Slika 2.17.0Obilje avanje lizina Lys-Tag (2-metoksi-4,5-dihmlH-imidazol) reagensom (A)

i gvanidacijom (B)

Dodatkom sulfonske skupine i ggnito negativhog naboja peptidima, znatno se sr&nju
osjetljivost detekcije peptidnih iona u pozitivnoma inu rada spektrometra ma¥aa gubitak
osjetljivost je posebno uen kod detekcije triptkin peptida s manje baziim lizinom na C-
kraju (u odnosu na Arg). Kod peptida sa lizinom @&kraju je i bez dodatka negativnhog
naboja derivatizacijom, intenzitet ionizacije smam® Stoga zastita lizinskih baih
ogranaka gvanidacijom ili obilje avanjem Lys-Tag agensom, osim Sto omogye
selektivno sulfoniranje N-kraja peptida, pomea bazinosti lizina, a time i osjetljivost
detekcije takvih peptid®. Tako se preveenjem lizina u homoarginin gvanidacijom
poboljSava uinkovitost ionizacije na razinu ionizacije pepti#aji na karboksilnom kraju
sadr e arginim’ dok se u reakciji Lys-Tag obilje avanja peptidazbnost lizinskog ogranka
pove ava uvo enjem jake neionske baze imidazolnog prsténa.

Osim toga, u MS/MS spektru peptida sa gvanidiraifiiitys-Tag obilje enim lizinima dolazi
do poveanja intenziteta iona y-serije u odnosu na spekégvnih peptida, Sto doprinosi
jednostavnijoj asignaciji spektata.

Dakle, zastita lizinskih baih uzoraka s jedne strane uzrokuje gubitak i diagpigu dijela
uzorka kroz postupak obilje avanja i kasnijeg poavanja, te sam CAF postupakni

vremenski zahtjevnim i osjetljivim, ali s drugeaste poboljSava ionizaciju i detektabilnost
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peptida sa C-krajnjim lizinima, te njihovu fragmaciju tokom CID eksperimenta, daju

interpretativno jednostavnije MS/MS spektre negosiu aju nativnih peptida.
Ostali CAF reagensi

U svrhu kemijske aktivacije fragmentacije, osimfengkih derivatizacijskih reagensa, koriste
se i drugi obiljeivai. Kemijskim obilje avanjem peptida na N-kraju deatima
feniltiokarbamoila (reagens siin onome koji se koristi kod Edman-ove odgradnje}iD
eksperimentima predominantno se producirajioh i yn4-ion.”® James i suradnici proveli su
obilje avanje peptida na N-kraju nikotinN-hidroksisukcinamidom koje rezultira supresijom
fragmentnih iona y-serije u MALD/TOF-TOF instrument Acetamidacija N-kraja peptida
tako er utjee na fragmentaciju peptida u CID eksperimentimavelini eksperimenta
primije en je porast intenziteta signala iona y-serije margenoj intenziteta signala ostalih
iona, dok je u nekim slajevima uoeno i konsekutivan niz iona b-Ntserije?

Osim derivatizacije peptida kemijskim reagensimeptjai se u svrhu kemijskog aktiviranja
fragmentacije obilje avaju i stabilnim izotopima. bje avanje pojedinog kraja peptida
stabilnim izotopima uglavnom ne doprinosi usmjergudragmentacijskog puta, vepoma e
asignaciju spektra. lzotopnim obilje avanjem jedrkmgja peptida moge razlikovati ione
koji sadr e N-kraj peptida (ioni a-, b- ili c-seaij, od iona koji sadr e C-kraj peptida (ioni x-,
y- ili z-serija). Tako esterifikacija C-kraja pegdi deuteriranim metanolom uzrokuje pomak u
masi y-iona, pa se usporedbom s MS/MS spektrom iljgebog peptida jednostavno
identificira y-serija fragmentnih ior4.Na sli an nain mogu e je identificirati seriju y-iona
nakon G2 obilje avanja karboksilnog kraja peptidaza razlikovanje iona b- i y-serije na
temelju prirodne izotopne raspodjele, dakle bezthoanog obilje avanja stabilnim
izotopima, danas se koriste i mmalni programski paketi, no njihova je upotrebzaletcima,

te je stoga vrlo rijetkd®
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2.2.3ldentifikacija proteina

Dva su osnovna pristupa u identifikaciji proteirdentifikacija proteina putem pretrage baza
podataka i identifikacija proteina sekvenciranjesptdade novo

Glavna razlika izmeu ova dva pristupa jest da se identifikacija prwepretragom baza
podataka temelji na usporedbi eksperimentalno @oliivpodataka, sa teoretskim podatcima
u bazama podataka, dok se kod pristupa identifikpcoteina sekvenciranjende novo
eksperimentalno itavaju aminokiselinski sljedovi. ldentifikacija geina kod pristupale

novoprovodi se tra ei i$ itanu aminokiselinsku sekvencu u bazi podataka.
2.2.3.1. Proteinske baze podataka

Jedna od najstarijih proteinskih baza podataka, RBl. The Protein Data Bankosnovana

je 1971. godine kao glavni centar informacija zaodimenzionalne strukture
makromolekuld? Danas je ta baza podataka rezultat msebne suradnje institucijdanica
RCSB (engl.Research Collaboratory for Structural Bioinforma)icBaza sadr i gotovo sve
podatke o strukturi odrenog proteina, pripadajaj DNA (slijed deoksiribonukleotida, engl.
Deoxyribonucleic acigi RNA sekvenci (slijed ribonukleotida endtibonucleic acid)stog,
podatke o poznatim analozima proteina i sl.

Od tada do danas osnovano je mnoStvo riéibliproteinskin baza podataka, a u pristupu
identifikacije proteina upotrebom tehnikama spekietrije naje$e se koriste NCBf°
Swiss-Prot”! baze podataka.

NCBI'® proteinska baza podataka (endlational Center for Biotehnology Informatipn
objedinjuje podatke o proteinskim sekvencama ie vi¥ora: GenPept (proteinske sekvence
koje odgovaraju translaciji kodirajin sekvenci iz genomske baze podataka GenBank.(engl
Genome Bank RefSeq (englReference Sequence Projeptoteinske sekvence iz NCBI
referentnih projekata sekvenciranja), Swiss-Prototginska baza podataka Svicarskog
Instituta za bioinformatikd}® i PDB (proteinske sekvence dobivene na temelju 3D
strukturalne analize proteind) zbog ega je trenutno najsveobuhvatnija baza podataka.
Budu i da objedinjavanjem podataka iz railh izvora esto dolazi do preklapajin unosa,
danas NCBI baza postoji i u svom sa etom obliku keweduntantna NCBI baza (NCBInr,
engl. National Center for Biotehnology Information nordumdan), odnosno baza

nepreklapajuih podataka.
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Swiss-Prot je jedna od najpouzdanijin i najiscribnipaza podataka s velikom razinom
eksperimentalno potvenih proteinskih sekvenci, kao i mnoStvom podatakpojedinom
proteinu, kao Sto su funkcija, lokalizacija u stnutvr ene posttranslacijske modifikacije,
strukture domena, postojanje izoformi i'¥.0sim ove baze podataka, Svicarski Institut za
bioinformatiku posjeduje i TrEMBL (engl.Translated European Molecular Biology
Laboratory Nucleotide Sequence Datahd¥ebazu podataka koja osim podataka iz Swiss-
Prot baze podataka sadr i i tnalno predviene proteinske sekvence EMBL (erfgliropean
Molecular Biology Laboratory Nucleotide Sequencédbas@ nukleotidne baze podatak®.
Osim spomenutih standardnih baza podataka, postejgecijalizirane baze podataka,
kakva je primjerice Unimod, baza podataka protémskodifikacija. Ova se baza pokazala
posebno korisna u identifikaciji proteina s postsiacijskim modifikacijama jer sadr i toe
vrijednosti za razlike u masi uslijed prirodnih dimjetnih modifikacija proteina koje su
izvedene iz elementarnog sasta¥a.
Unosi u gotovo sve baze podataka obnavljaju sejaaemoj osnovi, a putem Interneta je za
pretragu dostupna uvijek najnovija verzija bazegtakia.
Izbor baze za pretragu u svrhu identifikacije prateovisi o cilju i vrsti eksperimenta.
Ukoliko je cilj u kratkom vremenskom roku dobiti jpauzdaniji rezultat, tj. proteinsku
sekvencu koja je vedo tada bila eksperimentalno potna, uz dobivanje iscrpnih podatka o
identificiranom proteinu, optimalan izbor je primjge Swiss-Prot baza podataka. Pretraga na
ovaj nain nije vremenski zahtjevna (jer je baza relativmala), a koliina dobivenih
podataka o proteinu je ogromna. No zbog malog hrogsenih proteina u ovu bazu podataka
vjerojatnost da protein ne bude identificiran jwelika.
Ukoliko je imperativ eksperimenta identifikacijaopeina, a ne pouzdanost identifikacije
proteina, u smislu prethodno eksperimentalno prewi@d@ sekvenci, vrSi se pretraga svih
trenutno postojee proteinskih sekvenci, kako onih anotiranih i poénih, tako i do tada
eksperimentalno nepotwnih, odnosno dobivenih manalnim putem postupkorm silico
translacije sa kodirajih sekvenci sekvenciranih genoma, koje su sadr primjerice u
NCBInr bazi podataka. Postupak identifikacije preeovim putem je uspjesniji, jer ukoliko
se radi o proteinima organizmimdji je genom sekvenciran, uspjeSnost identifikacije
isklju ivo ovisi o eksperimentalnim uvjetima, ali je vrems&i zahtjevniji, te su dobiveni

podaci o identificiranom proteinu vrlo oskudni.
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2.2.3.2. Pretraga baza podataka

Pretraga baza podataka je visokofrekventan postigfeaitifikacije proteina kod proteomskih
istra ivanja s pristupom odozdol nagore. Kod takwh istraivanja kao eksperimentalni
podaci koji se u postupku pretrage baza podatak@ilgpanju s teoretskim podatcima o
peptidima i proteinima u bazama podataka, korisi@api dobiveni analizom smjese peptida
nastalih enzimskom odgradnjom proteina tehnikama MS

Pretraga baze podataka temelji se imgenici da je svaki MS spektar smjese peptidaalast
enzimskom odgradnjom odrenog proteina svojevrstan otisak prsta tog profeniosno
tom proteinu svojstven podatak. Na isti imaje i MS/MS spektar pojedinog peptida
svojevrstan otisak prsta tog peptida.

Jedan od prvih néna pretrage baza podataka koji se i danas kgeistietoda otiska prsta
mase peptida (PMF, endgPeptide mass fingerprinting**% kod koje se pomai posebno
razvijenih raunalnih programa usporeju eksperimentalno dobivene mase peptida nakon
odgradnje specifnim proteinazama (lista pikova iz MS spektra), erééskim masama
proteoliti kih fragmenata proteina u pretraivanoj bazi po#atalako je ovakav nan
identifikacije proteina znatno pouzdaniji nego itiékacija na temelju pokretljivosti u PAGE
eksperimentu ili identifikacija na temelju LC vrengezadr avanja, na ovaj je ria mogu e
identificirati samo proteini koji se nalaze u bazapodataka. Ranalni programi koji se
naj e e koriste za provedbu PMF eksperimenta su MASEDProFound'® i MSFit**,
UspjesSnost identifikacije metodom PMF ovisi o nékml imbenika: S/N u spektru, toost
mjerenja masa, kolina i isto a uzorka, broj razlitih proteina u analiziranom uzorku,
mogu nost posttranslacijskih modifikacija, twost algoritma za pretragu, ali i o vjestini i
iskustvu operaterd?

Drugi nain pretrage baza podataka temelji se na preklapaafumentacijskih otisaka prsta
peptida (PFF, engPeptide fragmentation fingerprintijj eksperimentalno dobivenih (lista
pikova MS/MS spektra) i teoretskih podataka. Ov@ajpretra ivanja provodi se upotrebom
razli itih algoritama kao $to su PeptideSeatthMascot® Sequest, Sonar MS/MS koji se
prema nainu rada mogu podijeliti u tri skupine (slika 2.18.

Prvi tip algoritama su tzv. obilje iva peptidnog slijeda (engPeptide Sequence Tiadoji iz
MS/MS spektra iStavaju kratki (3-4 aminokiselinska ostatka) paatrij slijed aminokiselina
(npr. C-A na slici 2.19.A). Pri tome, petna i posljednja masa upotrjebljena zatéanje
parcijalnog slijeda odresju udaljenost u jedinicama masa od pojedinog kpejatida (m i m;

na slici 2.19.A). Na ovaj nin formirani konstrukt (m-CA-my) slu i kao ulazni podatak za
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pretragu baze podatak. Prvi algoritam koji se kiriovakvim tipom pretraivanja je
PeptideSearch?

Drugi tip algoritama koristi matemaku metodu automatske korelacije. Kvaliteta prekigpa
odnosno korelacije izme eksperimentalno dobivenog spektra i teoretskiiNiE&spektara,
koji su nainjeni za sve peptidne sekvence u bazi podatakrestnuje (englscoring daju i
vjerojatnost za tanost identifikacije pojedinog peptida i proteindik@ 2.18.B). Najpoznatiji
algoritam za ovu vrstu pretrage baze podataka P&tBdom je Seque'st

Tre i tip algoritama vrSi pretragu baze podataka prigeui teoretski izraunate mase
fragmentnih iona (izrainate za sve peptide u bazi podataka) signalimikspeeimentalno
dobivenom MS/MS spektru pevsi od signala s najvien intenzitetom u spektru kojima u
pravilu pridru uju teoretske mase fragmentnih y-b4diona. Peptid s najviSe pridru enih
fragmentnih iona pri tome je identificiran s najee vjerojatnoSu pronalaska (slika 2.18.C).

Na ovom tipu pretra ivanja temelji se MASCOT algatbm za pretragu baza podatafa.

Slika 2.18. Algoritmi za pretragu baze podataka PFF metodoinpBilje iva i peptidnog

slijeda, B) algoritmi automatske korelacije, C)ldapanje na temelju vjerojatnosti.
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Naju inkovitija pretraga baze podataka je ona kombioatiPMF i PFF metodom kod koje
se koriste isti algoritmi kao i kod PFF pristupa omsu peptida kao dodatni kriteri]

pretr.age45,109,115,116

2.2.3.3. Sekvenciranje peptidade novo

Glavna prednost pristupa sekvenciranja peptiga novo u identifikaciji proteina, pred
klasi nim visokofrekventnim pristupom pretrage baze pakiatje mogunost identifikacije
proteina koji se ne nalaze u bazama podataka,deojiena potvrda proteinskih mutacija ili
posttranslacijskih modifikacija proteina. Mgim, zbog potrebe za spektrima visoke kvalitete
(veliki omjer intenziteta prema Sumu, potpune sefipagmentnih ion i sl.) i istovremeno
nepostojanje optimalnog algoritma za sekvencirgejetidade novo upotreba ovog pristupa
u identifikaciji proteina je komplicirana, te sarpjenjuje gotovo iskljuivo u slu ajevima kad
je to jedini izbor.
Razvoj metoda za sekvenciranje pepta novozapoeo je prije nogo li su razvijeni
algoritmi za pretragu baza podataka, jer je uefplau proteomskih istraivanja, prije
sistematizacije baza podataka, to bi jedini imaidentifikacije proteina. Prvi pokuSaji
rjeSavanja problema sekvenciranja peptia novotemeljili su se na generiranju svih
mogu ih kombinacija peptidnih sekvenci, te usporedbigfn@ntacijskin spektara tako
dobivenih peptida s eksperimentalno dobivenim gpekt Me utim, ova se metoda pokazala
primjenjivom samo na kratkim peptidima, jer se p@rgem du ine peptida eksponencijalno
pove ava i broj moguih kombinacija, a time i vrijeme potrebno za selaimje!*’ Pokusaji
da se metoda poboljSa postupkom tzg. enja prefiksa (englprefix pruning, po kojem se
kratki aminokiselinski sljedovi prepoznaju iz sanjednog signala, nisu univerzalno
primjenijivi jer detekcija takvog signal@sto izostajé*®
Drugi pristup u razvoju algoritama za sekvencirapgptidade novoi danas se dodatno
unapreuje, a po njemu se iz svakog MS/MS spektra krenaf gpektra (englspectrum
graph) na kojem se onda provode izuai. Svaki signal iz spektra predstavljen je saotik&
voriSta na grafu, koji odgovaraju raitim tipovima iona koje taj signal mo e predstavija
Svaka spojnica na grafu ozmeva razliku u masi izme susjednih voriSta koja s odreenom
pogreSkom u dtanju odgovara masi aminokiselinskog rezidua {tab®.2. na str. 38.), te je
spojnica obino oznaena slovom aminokiseline. Problem sekvenciraganovona ovaj

na in se svodi na pronala enje najdu e putanje u grafi®
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Nekoliko je osnovnih nedostataka ovog pristupaasesju problema sekvenciranja peptida
de novo Prvi i naj eSi problem se javlja kada svi tipovi iona za od#ru aminokiselinu na
poziciji i nedostaju (@b, G, X, Vi i z). Naime tada na grafu spektra izostaje putanja koj
odgovarala aminokiselinskoj sekvenci. Ovaj probleijelomi no je rijeSen dodavanjem
spojnica i izmeu voriSta ija razlika u masama odgovara zbroju dvaju amirekiskih
rezidua, no ukoliko se radi o izostanku fragmentaita za viSe od jedne aminokiseline ovaj
pristup je tesko primjenjiv jer se broj kombinacijsatno poveaval'®

Drugi problem se javlja zbog prevelikog Suma u MS/Mpektrima, koji je posljedica
onei$ enja ili dominantne interne fragmentacije pepti&a unalnim uklanjanjem Suma
mogu je gubitak velikog broja signala za fragmentneci@minokiselina, dok je uzimanjem
svih signala ude novoanalizu povean broj kombinacija, ime je smanjena vjerojatnost
to nog i itavanja aminokiselinske sekventé.

Tre i problem se javlja zbog mognosti interpretacije svakog signala kao iona oene
fragmentne serije (obmo se radi o ionima b- ili y-serije). Ukoliko je i@deni signal u spektru
intenzivan, postoji tendencija d& najdu a putanja u grafu spektra sadr avati dvariSta
koja odgovaraju razlitoj interpretaciji istog signala (b- i y-ion), Sje obi no znak da je
sekvenca krivo i§tana. Ovaj se problem pokuSava izlbjevo enjem takozvanih zabranjenih
parova iona, no kako jedan signal zaista mo e peadjati dva razliita fragmentna iona,
postoji izgledna mogunost da se na ovaj ria isklju e to na rjesenja*®

Do danas nije razvijede novoalgoritama koji bi istovremeno rijeSio sva tri spin problema.
Algoritmi koji se danas koriste (Lutefifk, SHERENGA®® Peak¥? i PepNovd?®) za
sekvenciranje peptidde novostoga imaju tonost u oitanje aminokiselinske sekvence manju

od 30%, dok je tanost u oitanju sastava aminokiselina do 73% (tablica 2.3.).
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Tablica 2.3 Algoritmi za sekvenciranjde novo.

) To nost o itanja To nost o itanja
Algoritam o S
aminokiselinskog sastava / 94 aminokiselinske sekvence / %
Lutefisk 56,6 18,9
SHERENGA 69,0 28,9
Peaks 67,3 24,6
PepNovo 72,7 29,6

Nakon sekvenciranja peptidie novo identifikacija proteina mo e se provesti pretragbaza
podataka upotrebom razlih pretra iva kih alata, od kojih se nags e koristi MS-BLAST
(engl.Mass Spectrometry-Basic Local Aligment Search )mretra iva .*241?°

Pove avanju pouzdanosti identifikacije proteina sekveargemde novodanas se osim sa
stajaliSta unaprijeenija de novo algoritama, pristupa i sa stajaliSta poweja kvalitete

MS/MS spektara, gdje je najuenapredak unjen implementacijom postupaka kemijski
aktivirane fragmentacije.
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3.1.KEMIKALIJE, PRIBOR | INSTRUMENTI

3.1.1. Kemikalije

Aceton, p. a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

Acetonitril, MeCN, za LC (J. T. Baker, PhillipsbuigJ, SAD);

Agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);

Akrilamid, 99% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD);

Albumin gove eg seruma, 98% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);

Amonijev hidrogenkarbonat, NdHICO; p. a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);
Amonijev persulfat, 98% (Sigma-Aldrich, St. LouMQ, SAD);

Amonijev sulfat, p. a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

N,N'-metilenbisakrilamid, minimum 98% (Sigma-Aldrich,. Souis, MO, SAD);

Albumin gove eg seruma, liofilizat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MSAD);

Bromfenol plavo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

CHAPS (3-[(3-kolamidopropil)dimetilamonijev]-2-hiodksi-1-propansulfonat), 98%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad, Herculég,, SAD);

D,L-Ditiotreitol, DTT, 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);

Etanol, p. a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

Fenol, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);

Fosfatna kiselina, €85%), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);

Formaldehid, (=37%), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);
4-formil-1,3-benzen-di-sulfonna kiselina dinatrijeva sol hidrat, 97% (Sigma-Adti; St.
Louis, MO, SAD);

4-formil-1,2-benzen-di-sulfonha kiselina diamonijeva sol (Institut Rer BoSkovi, ZOKB,
Laboratorij za stereoselektivnu katalizu i biokedal Zagreb, Hrvatska);
5-formil-1,2-benzen-di-sulfonna kiselina diamonijeva sol (Institut Rer BoSkovi, ZOKB,
Laboratorij za stereoselektivnu katalizu i biokedal Zagreb, Hrvatska);

Glicerol, p. a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

Glicin, 98% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);

Inhibitori proteinaza (Roche, Mannheim, Njerka);

Jodoacetamid ,IAA, >90% (Sigma-Aldrich, St. LoN&Q, SAD);
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Kalijev heksacijanoferat (lll), p.a., (Kemika, Zaty; Hrvatska);
Kalijev hidrogenfosfat, KkPOy p.a., (Kemika, Zagreb, Hrvatska);
Klorovodi na kiselina HCI, (=37%), (Kemika, Zagreb, Hrvatska);
Kloroform/lIzoamilni alkohol 24/1, viv, (Sigma-Aldi, St. Louis, MO, SAD);
Metanol, p. a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska);
Milli Q voda (predestilirana, pras ena i deionizirana; otpornost kod 25 °C manja od 18
M cm?, ukupna masena koncentracija organskog ugljikgamah5 g dm?®)
Mineralno ulje (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD);
Mravlja kiselina, HCOOH, p. a. (Kemika, Zagreb, Hiska);
N,N,N',N'-tetrametiletiliendiamin, TEMED, 99% (Sigma-Aldricit. Louis, MO, SAD);
Natrijev dodecilsulfat, SDS, ~95% (Sigma-Aldrich, Bouis, MO, SAD);
Natrijev hidroksid, NaOH, p.a. (Kemika, Zagreb, Hiiska);
Natrijev karbonat, N&COs, p.a., (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);
Natrijev tiosulfat, Na$,03, p.a., (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);
Natrijv cijanoborhidrid, NaBHCN, p.a. (Merck, Darmstadt, Njenia);
n-butanol, p. a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska);
Octena kiselina,ledena, GEOOH, ( =99%),. (Kemika, Zagreb, Hrvatska);
2-propanol, p.a. (Merck, Darmstadt, Njerka);
Smjesa nukleaza (Amersham, Piscataway, NJ, SAD);
Srebrov nitrat, AQN@ p.a., (Merck, Darmstadt, Njenia)
Standardi molekulskih masa za SDS-PAGE 10-230 Eda&Rad, Hercules, CA, SAD);
Tiourea, 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);
Trifluoroctena kiselina, TFA, p. a. (Merck, DarndtaNjemaka);
Tripsin izoliran iz svinjskog pankreasa, pen imunoafinitethom kromatografijom,
(Merck, Darmstadt, Njem#&a);
Triton X-100, p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MOAB);
Trishidroksimetil-aminometan (Tris),99,9% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);
Urea, za elektroforezu (Sigma-Aldrich, St. LouisDMSAD);
-cijano-4-hidroksi-cimetna kiselina (CHCA); >99%i@&a-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);
-merkaptoetanol, 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD);
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3.1.2. Pribor

Filter papir (Whatman, Maidstione, Velika Britan)ija

Pipetni nastavci £ZipTipy.ca (Millipore, Billerica, MA, SAD);,

Pipetni nastavci g ZipTipy.c1s (Millipore, Billerica, MA, SAD);

Membrane za dijalizu Centricon 5kDa (Millipore, Bilica, MA, USA);

Membrane za dijalizu Microcon 3kDa (Millipore, Billica, MA, USA);

Staklene kuglice; dijametar 0,10 - 0,11 mm (Signt@ridh, St. Louis, MissouriSAD);
Teflonska ploica za unos uzoraka u u spektrometar masa MALDIFTOIF sa 384 polo aja
(Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD);

IPG trake, 17 cm, pH=3-10 nelinearno (NL), (Bio-Reiércules, CA, SAD);

IPG trake, 17 cm, pH=4-7 linearno, (Bio-Rad, HeeslICA, SAD);

Kromatografski stupac, XBridge BEH300, C4, 3% 4,6 mm x 150 mm (Milford,
Massachusetts, SAD)

3.1.3. Instrumenti i ure aji

Spektrometar masa, model 4800 plus MALDI TOF-TORpiiked Biosystems, Foster City,
CA, SAD)

Sustav za viualizaciju elektroforetskih gelova, miodersa Doc Imaging System 4000 (Bio-
Rad, Hercules, CA, SAD)

UV/VIS spektrofotometar, model NanoDrop 2000c (Ther Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD)

Preparativni sustav za teknsku kromatografiju s UV/VIS detektorom s nizomodi ;
HPLC DAD , model 1100 (Agilent Technologies, Sa@tara, Kalifornija, SAD)

pH metar model S20 (Mettler Toledo, Greifenseec&wka)

analiti ka vaga model 1712 MP8 (Sartorius, Velika Britanija

Centrifuga model 5415 R (Eppendorf, Hamburg Njekax

Centrifuga model 5410 (Eppendorf, Hamburg Njekag

Vakuum centrifuga, model Concentrator 5301 (Eppéenttamburg Njemaka)

Termomikser, model comfort (Eppendorf, Hamburg Njeka)

Sustav za 1D gel elektroforezu, Mini Protean 3 CétbwerPac 3000 (Bio-Rad, Hercules,
CA, SAD)
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Sustav za izoelektmo fokusiranje PROTEAN IEF cell i Power Pac 4000i0¢BRad,
Hercules, CA, SAD)

Jedinica za hleenje sustava za vertikalnu elektroforezu; PROTEANI cell (Bio-Rad,
Hercules, CA, SAD)

Ultrazvu ni sonifikator model Ultrasonic cell disruptor XM{sonix Inc., Farmingdale, NY,
SAD),

Spektrofotometar model C 2021 (Cecilinstrumentse®erough, Ujedinjeno kraljevstvo)
Magnetska mijeSalica model WMS-400 (IKA, Staufeferia ka)

Vibracijska mijeSaica model MS3 basic (IKA, Staufen, Njenka)

Pipetori, model Researche plus (Eppendorf, Hambljega ka)

3.1.4. Programi za upravljanje instrumentima ili obradu podataka

Mascot V 2.1 (Matrix Science, Velika Britanija)

PDQuest SW V 7.4.0 (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD)

4000 Series Explorer software V 3.5.3 (Applied Bgiems, Foster City, CA, USA)
ProteinPilot V 4.5 (Applied Biosystems, Foster CBA, USA)

Data Explorer V 4.9 (Applied Biosystems, FosteyCZA, USA)

Protein Prospector V 5.16.0 (University of CalifianCA, San Francisco; SAHY
Protein-protein BLAST (BLASTp algoritartf)’;

Bioutil peaks (Centar za proteomiku i spektrometrjasa, Institut Rwer BoSkovi, Zagreb,
Hrvatska)

Chem Station V B.04.03. (Agilent Technologies, SaDlara, Kalifornija, SAD)

Protein Reader programski paket za sekvenci@d@ajeovorazvijen u suradnji Instituta Rar

Boskovi i Prehrambeno - biotehnologkog fakulteta Suéita u Zagrebd?’
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3.1.5. PRIPREMA OTOPINA

50 mmol drii amonijev hidrogenkarbonatufer pH=7.8

Pufer je pripremljen otapanjem 4 g bHHCO; u 900 mL Milli Q vode. Vrijednost pH otopine
je podeSena na 7,8 fosfatnom kiselinom85%), te je volumen nadopunjen do 1000 mL sa
Milli Q vodom.

25 mmol dnif amonijev hidrogenkarbonatufer pH=7.8

Pufer je pripremljen otapanjem 2 g BHHCOs u 900 mL Milli Q vode. Vrijednost pH otopine
je podeSena na pH=7,8 s fosfatnom kiselinom86%) te je volumen nadopunjen do 1000

mL sa Milli Q vodom.

Radni pufer
Radni pufer je po sastavu 7 mol dnurea, 2 mol dii tiourea, 40 g dm CHAPS, a

pripremljen je otapanjem 4,2 g uree, 1,5 g tiourégt g CHAPS u oko 8 ml Milli Q vode u
odmjernoj tikvici od 10 ml na magnetskoj mijeSaliéb otapanju tikvica je nadopunjena Milli
Q vodom na volumen. Ovako pripremljen radni puéealjjikvotiran i skladisten na -20 °C do

organoleptikih promjena.

Radni pufer za kvantifikaciju proteina

Radni pufer za kvantifikaciju proteina je po sastémol dnt urea, 10 mmol di Tris, 5 g
dm* D-sorbitola, a pripremljen je otapanjem 3,6 g utk2mg Tris i 50 mg D-sorbitola u oko
8 ml Milli Q vode u odmijernoj tikvici od 10 ml naagnetskoj mijeSalici. Po otapanju tikvica
je nadopunjena Milli Q vodom na volumen. Ovako geipljen radni pufer je alikvotiran i

skladiSten na -20 °C do organolegth promjena.

Smijesa inhibitora proteinaza

Smjesa inhibitora proteinaza priprema se premaaqgpuep proizvo a a (Roche) otapanjem
jedne tablete u 5 ml radnog pufera (7 mortumea, 2 mol dii tiourea, 40 g dit CHAPS)
ili u 5 ml radnog pufera za kvantifikaciju. Ovakogyemljena smjesa inhibitora proteinaza

mo e se alikvotirati i skladistiti na -20 °C do @ugolepti kih promjena.
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Pufer za lizu proteina

Pufer za lizu proteina (stanica, tkiva ili bioloSkiekuina) je po sastavu 25 mmol dn
amonijev hidrogenkarbonat (pH=7,8) i 0,15 mmoldfriton X-100.

Pufer je pripremljen otapanjem 2 g bHHC O3 u 900 mL Milli Q vode. Vrijednost pH otopine
je podeSena na pH=7,8 s fosfatnom kiselinomB6%), potom je dodan 1 g Triton —X 100 i
volumen je nadopunjen do 1000 mL sa Milli Q vodom.

Ovako pripremljen pufer skladiSten je na 2-8 °Codganoleptikih promjena.

Pufer za kvantifikaciju proteina 1

Pufer za kvantifikaciju proteina 1 (kvantifikacy® metodi Warburg-Christian) je po sastavu
10 g dm® DTT i smjesa inhibitora proteinaza<0,14) u radnom puferu za kvantifikaciju
proteina, a pripremljen je neposredno prije uparetapanjem 10 mg DTT u 140 pl smjese
inhibitora proteinaza (pripremljene u radnom pufeaukvantifikaciju) i 860 pl radnog pufera

za kvantifikaciju.

Pufer za kvantifikaciju proteina 2

Pufer za kvantifikaciju proteina (kvantifikacija fBradford metodi) je po sastavu 10 g @m
DTT i smjesa inhibitora proteinaza=0,14) u radnom puferu, a pripremljen je neposredno
prije upotrebe otapanjem 10 mg DTT u 140 ul smjekéitora proteinaza (pripremljene u

radnom puferu) i 860 pl radnog pufera.

Pufer za izoelektrno fokusiranje

Pufer za izoelektrno fokusiranje je po sastavu 10 g @MBTT, smjesa inhibitora proteinaza
( =0,14) otopljenih u radnom puferu i nemjerljivo @akoli ina bromfenol modrila, a
pripremljen je neposredno prije upotrebe otapan}®mmg DTT u 140 pl smjese inhibitora
proteinaza (pripremljene u radnom puferu) i 860adnog pufera uz dodatak male koie

bromfenol modrila (na vrhu nastavka za pipetornnjesu.

Tris-HCI pufer, 1,5 mol difi pH=8,8
Za pripremu 1,5 mol difi Tris-HCI pufera; pH=8,8, otoplieno je 18,2 g Trisako 80 mL
Milli Q vode u odmijernoj tikvici od 100 ml. pH jeogeen na pH=8,8 s 6 mol dntCl

(pripremljena mijeSanjem 51,5 ml HCI£37%) i 48,5 ml Milli Q vode), te je tikvica
nadopunjena Milli Q vodom na volumen.

Ovako pripremljen pufer skladiSten je na 2-8 °Codganoleptikih promjena.
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Tris-HCI pufer, 0,5 mol dify pH=6,8
Za pripremu 0,5 mol di Tris-HCI pufera; pH=8,8, otoplieno je 6 g Tris koo80 mL Milli

Q vode u odmjernoj tikvici od 100 ml uz mijeSang magnetskoj mijeSalici. pH je podeSen
na pH=6,8 s 6 mol dfhHCI (pripremljena mijeSanjem 51,5 ml HCIZ37%) i 48,5 ml Milli
Q vode, te je tikvica nadopunjena Milli Q vodomvaumen.

Ovako pripremljen pufer skladiSten je na 2-8 °Codganoleptikih promjena.

Ekvilibracijski pufer

Ekvilibracijski pufer je po sastavu 75 mmol dnfiris-HCI; pH=8,8, 6 mol di urea, glicerol

( =0,3), 20 g drif SDS i nemjerljivo mala kolina bromfenol modrila, a priprema se
otapanjem 72,1 g uree, 4 g SDS uz dodatak 10 minb)5dm? Tris-HCI; pH=8,8 pufera, 60

ml glicerola i proizvoljno male koline bromfenol modrila (na vrhu nastavka za pipetor)
oko 180 ml Milli Q vode u odmjernoj tikvici od 20énl uz mijeSanje na magnetskoj
mijeSalici. Kad je sve otopljeno, tikvica je nadamna Milli Q vodom na volumen, a ovako
pripremljeni ekvilibracijski pufer alikvotiran je skladiSten na -20 °C do organolegth

promjena.

30%-tna otopina akrilamida i bisakrilamida

Otopina je po sastavu 4 mol @nmakrilamid i 52 mmol dni N,N-metilenbisakrilamid, a

pripremljena je otapanjem 146 g akrilamida i 4 gakrilamida u 400 ml Milli Q vode na
magnetskoj mijeSalici u odmjernoj tikvici od 500 .nNakon otapanja odmjerna tikvica je
nadopunjena na volumen, a otopina je profiltrirarnaz filter papir, te je skladiStena na 2-8

°C do organoleptkih promjena.

Pufer za elektroforezu

Radni pufer za elektroforezu je po sastavu 25 mumof Tris, 190 mmol dnf glicin i 10 g
dm? SDS; pH=8,3, a pripremljen je otapanjem 30 g Trig&! g glicina i 10 g SDS u oko 800
ml Milli Q vode u odmjernoj tikvici od 1000 ml uz ij@Sanje na magnetskoj mijesalici.
Nakon otapanja, odmjerna tikvica je nadopunjenaatamen, a pufer je skladiSten na 2-8 °C
do organoleptikih promjena.

Pufer za elektroforezu je po sastavu 2,5 mmof dhis, 19,0 mmol dii glicin i 1,0 g dn®

SDS; pH=8,3, a pripremljen je deseterostrukim eazarpnjem radnog pufera za elektroforezu
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Milli Q vodom, neposredno prije upotrebe, mijeSamjg00 ml radnog pufera za elektroforezu

i 2700 ml Milli Q vode na magnetskoj mijesSalici.

Reducirajui pufer za uzorke

Reducirajui pufer za uzorke po sastavu je 120 gd8DS, glicerol (=0,3), 2 g drit brom
fenol modrilo, 1,7 mmol dif -merkaptoetanol, 0,3 mol dinTris HCI; pH=6.,8, a
pripremljen je otapanjem 1,2 g SDS, 20 mg bromfenodirila, uz dodatak 3 ml glicerola, 1,2
ml -merkaptoetanola, 2 ml 1,5 mol &ris-HCI; pH=6,8 pufera i oko 4 ml Milli Q vode u
odmijernoj tikvici od 10 ml uz mijeSanje na magnejskiijeSalici. Tikvica je nadopunjena
Milli Q vodom na volumen, a pufer je skladiSten s@bnoj temperaturi do organolepih

promjena.

Mati na otopina tripsina

Mati na otopina tripsina je pripremljena dodavanjem BMilli Q vode u jednu ampulu koja
sadri 50 g liofiliziranog tripsina. Konana masena koncentracija tripsina u nragj otopini
iznosila je 1 g dii. Mati na otopina alikvotirana je u obroke od po 10 skladidtena na -20

°C do 3 mjeseca.

Radna otopina tripsina

Radna otopina tripsina po sastavu je 10 m¢ dripsin, a pripremljena je mije$anjem 1D

mati ne otopine tripsina i 9901 Milli Q vode neposredno prije upotrebe.

3 mmol drit kalijev hidrogenfosfatni pufer (pH=4,0).

Pufer je pripremljen otapanjem 200 mg ¥, u 500 ml Milli Q vode. pH vrijednost pufera
podeSena je na pH=4,0 sa fosfathom kiselinorB%%). Pufer je skladiSten na 2-8 °C do

organoleptikih promjena.

Otopina 0,4 mol difi natrijev cijanoborhidrid

Otopina natrijevog cijanoborhidrida pripremljena jetapanjem 24 mg natrijevog
cijanoborhidrida u 1 ml 3 mmol dinkalijev hidrogenfosfatnog pufera (pH=4,0) neposed

prije upotrebe.
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Otopine za obilje avanje CAF reagensima 1

Otopine za obilje avanje CAF reagensima 1 pripramsg za svaki od tri CAF reagensa na
isti na in. Otopine su po sastavu 3,8 mmol Y@AF reagens (CAF-op, CAF-mm ili CAF-
mp) i 66,8 mmol drii natrijev cijanoborhidrid u 3 mmol dihkalijevom hidrogenfosfatnom
puferu (pH=4,0). Otopina se priprema mijeSanjem d mvljenog CAF reagens (CAF-op,
CAF-mm ili CAF-mp) s 167 l otopine 0,4 mol dmatrijevog cijanoborhidrid i 833 pl 3
mmol dn® kalijevog hidrogenfosfatnog puferu (pH=4,0). Otwpi za obilje avanje

pripremaju se neposredno prije upotrebe.

Otopina za obilje avanje CAF reagensima 2

Otopine za obilje avanje CAF reagensima 2 pripramsg za svaki od tri CAF reagensa na
isti na in. Otopine su po sastavu 30 mmol YMAF reagens (CAF-op, CAF-mm ili CAF-mp)

i 200 mmol dri? natrijev cijanoborhidrida u 3 mmol dinkalijevom hidrogenfosfatnom
puferu (pH=4,0). Otopina se priprema mijeSanjem @ gljenog CAF reagensa (CAF-op,
CAF-mm ili CAF-mp) s 500 pl otopine 0,4 mol dhmatrijevog cijanoborhidrida i 500 pl 3
mmol dm?® kalijevog hidrogenfosfatnog puferu (pH=4,0). Otwpi za obilje avanje

pripremaju se neposredno prije upotrebe.

Pokretna faza A

Pokretna faza A je po sastavu 13 mmol dmifluoroctena kiselina, a pripremljena je
mijeSanjem 1 ml trifluoroctene kiseline u 1000 millMQ vode. Otopina je skladistena na

sobnoj temperaturi do organoledih promjena.

Pokretna faza B

Pokretna faza A je po sastavu 15,1 mol~dacetonitril i 13 mmol dii trifluoroctena
kiselina, a pripremljena je mijeSanjem 800 ml an#tida, 200 ml Milli Q vode i 1 ml
trifluoroctene kiseline. Otopina je skladiStena sabnoj temperaturi do organolesih

promjena.
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Otopine za praS avanje peptida ZipTip tehnikom

Otopina 1 po sastavu je 15,1 mol dracetonitril i 13 mmol dr trifluoroctena kiselina, a
pripremljena je mijeSanjem 8 ml acetonitrila, 2Milli Q vode i 10 | trifluoroctene kiseline.
Otopina 2 po sastavu je 9,4 mol dracetonitril i 13 mmol dm trifluoroctena kiselina, a
pripremljena je mijeSanjem 5 ml acetonitrila, 5Milli Q vode i 10 | trifluoroctene kiseline.
Otopina 3 po sastavu je 13 mmol dmnifluoroctena kiselina, a pripremljena je mijefgan 10
ml Milli Q vode i 10 | trifluoroctene kiseline.

Sve tri otopine pripremljene su nepotrebno prijettgbe.

Otopina CHCA matrice

Otopina CHCA matrice po sastavu je 5 g mcijano-4-hidroksi-cimetna kiselina (CHCA) u
9,4 mol dn? vodenoj otopini acetonitrila, a pripremljena jemanjem 5 mg CHCA matrice u
500 pl Milli Q vode i 500 pl acetonitrila.

3.2.PROTEISNKI EKSTRAKTI STANI  NIH KULTURA
3.2.1. Priprema proteina stani nih lizata

Stanini lizati pripremani su iz uzgojenih stanih suspenzija Arabidobsis thalia,
Lactobacilus plantarum Escherichia Colikao i iz staninih kultura Lactobacilus brevis,
Enterococcus faeciuinPediococcus pentosaceuggojenih na hranjivim podlogama. Uzgoj
staninih suspenzija i kultura na hranjivim podlogama veden je u suradnji sa
Prehrambeno-biotehnoloskim fakultetom Svb$ta u Zagrebu.
Uzgojene stanne suspenzije su centrifugirane 5 min pri 7 000ag4n°C. Supernatant je
dekantiran, a talog stanica ispran je dva puta ferpuza lizu proteina. Stanice su nakon
ispiranja resuspendirane u dostatnom volumenu pufarlizu proteina i inkubirane na ledu
tjekom 5 minuta. Za stame kulture uzgojne na hranjivim podlogama puna &zaica
resuspendirana je u 100 pl puferu za lizu protelbeje su uzorci bez obzira na podrijetlo
uzgoja (stanina suspenzija ili hranjive podloge) pripremani stana in.

Volumen od 100 pl uzoraka sonificiran je ultrazrim sonifikatorom kroz 4 ciklusa od
po 30 sekundi s pauzama od po 60 sekundi izm@klusa. Za vrijeme pauza uzorci su

inkubirani na ledu. Intenzitet jakosti ultrazviog pina podesen je na 30%-50% intenziteta.
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Nakon ultrazvunog razbijanja stanica u uzorak je dodano oko 1@Osmtaklenih kuglica.
Stanice su lizirane mehakim mijeSanjem sa staklenim kuglicama kroz 5 ci&losl po 30 s
vibracijskog mijeSanja stolnom vibracijskom mijeéaim pri 2500 rpm s pauzama od 60 s
izme u ciklusa. Za vrijeme pauza uzorci su inkubiraniedu.

Supernatant iznad kuglica je odvojen u Eppendoriveziu te je centrifugiran 10 min pri 10
000 g na 4 °C. Istalo eni netopivi stani dijelovi sa dna epruvete su lemi, a topivi stanini

lizat je prebaen u istu Eppendorf epruvetu.
3.2.2. Priprema proteinskog ekstrakta

Prije razdvajanja ukupnih proteina bakterijskihnstaih kultura 2-D gel elektroforezom
provedeno je odvajanje lizata stanice od lipiddj sdNA ekstrakcijom na meusloju
organske i vodene fazé&

Izoliranim staninim proteinima dodan je 1,5 mol dhris-HCI; pH=8,8 pufer do volumena
od 2 ml i 8 ml PCIA smjese u tubici od 12 ml. PC3Aujesa je smjesa fenola, kloroforma i
izoamilnog alkohola u volumnom omjeru 25/24/1, v/va dobivena je mijeSanjem 50 ml
zalu enog fenola (50 ml fenola + 100 pl 5 mol drlaOH) i 50 ml smjese kloroforma i
izoamilnog alkohola u volumnom omjeru 24/1. Tubjeapotom vorteksirana i ostavljena
stajati 5 min dok se faze nisu @be razdvajati, a potom su uzorci centrifugiranindi na 7
000 g pri 4 °C, kako bi se faze u potpunosti razth.o

Nastavkom za pipetor pa ljivo je uklonjena gornjadena faza u kojoj je otopljena DNA, te
je bijeli talog proteina, nastao ekstrakcijom na owoju organske i vodene faze, sakupljen u
novu tubicu. Talogu proteina dodan je oko osam meta volumen (od volumena taloga)
acetona ohlaenog na -20 °C. Smjesa je potom vorteksirana 36-abstavljena na -20 °C
preko noi kako bi se uklonile eventualno zaostale ionskeiste e i lipidi, a proteini
ukoncentrirali talo enjem. Nakon Sto su se protestalo ili, uzorci su centrifugirani 10
minuta na 4 °C i 10 000 g. Aceton je uklonjen, ladge kratko posuSen na zraku, te mu je
dodan pufer za kvantifikaciju proteina 2 (10 g UBTT i smjesa inhibitora proteinaza
( =0,14) u radnom puferu za kvantifikaciju proteina)yolumenu koji omogwava potpuno
otapanje proteinskog taloga (oko 300 pl). OtapaejgospjeSeno inkubacijom smjese na
termomijeSalici (~600 rpm) pri 30 °C 15-ak min. Nak otapanja uzorci su kratko
centrifugirani (~1 min na 10 000 g) kako bi se ostalo postojanje eventualno neotopljenog

taloga, koji je potom otopljen dodavanjem dodataolyimena radnog pufer za kvantifikaciju
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proteina 2 smjesi i inkubacijom na termomijesSalie600 rpm) pri 30 °C do potpunog

otapanja taloga.
3.2.3. Odre ivanje koncentracije proteina stani nih ekstrakata

Ovisno o pripremi uzorka, odnosno o puferu u kojem otopljeni ukupni proteini,
kvantifikacija proteina provedena je spektrofotonifeki: Warburg-Christian-ovom metodom
(uzorci otopljeni u puferu za kvantifikaciju 1) ihetodom po Bradfordu (uzorci otopljeni u

puferu za kvantifikaciju 2).
3.2.3.1. Kvantifikacija proteina prema Warburg-Christian-ovo j metodi

Odre ivanje koncentracije proteina prema Warburg-Clarstovoj metodi provedeno je na
specijaliziranom spektrofotometru (nanoDrop) kojai mogunost oitavanja apsorbancije na
valnim duljinama UV-VIS podrya iz vrlo malog volumena uzorka (nekoliko pl).

Mjerenje je provedeno stavljanjem 2 pl uzorka nanusmo stakalce spektrofotometra
(nanoDrop), a kao slijepa probaij¢ se spektar automatski oduzima od spektra uzorka
koriSten je pufer u kojem su uzorci otopljeni (pufea kvantifikaciju 1).

O itanjem apsorbancije na valnim duljinama 280 nr60 Bm, masena koncentracija proteina

izra unata je prema Warburg-Christian-ovoj jednad bi:

glmgm) = (155A) - (076<Ag)

gdje je masena koncentracija proteifgg, iznos apsorbancije uzorka na valnoj duljini 280
nm, Aggp iznos apsorbancije uzorka na valnoj duljini 260 ranl,55i 0,76 su korekcijski
faktori '3

Za to no i pouzdano odrévanje masene koncentracije proteina ovom metodotrepno je
da pufer u kojem su proteini otopljeni ne sadr inkkalije koje interferiraju sa apsorbancijom
DNA i proteina na valnim duljinama 260 nm, odnos#80 nm. Za uzorke koji ne

zadovoljavaju ovaj uvjet, kvantifikacija proteirmprovedena metodom po Bradfordu.
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3.2.3.2. Kvantifikacija proteina metodom po Bradfordu

U uzorcima kod kojih je uklanjanje DNA provedeno selkcijom, smjesom fenola
kloroforma i izoamilnog alkohola, pouzdanu kvahgitiju nije bilo mogue provesti gore
opisanom metodom. Naime, tragovi fenola u uzorket@jo oitanje apsorbancije na valnim
duljinama 260 i 280, bududa je molarni ekstinkcijski koeficijent fenolai@70,75 nm 2,340
mol™*dm® cmi*.}3

Za uzorke kojima je talo enjem u acetonu dobivemio vnalo taloga (vizualna procjena), pa
su stoga odmah nakon talo enja otoplieni u pufeeu kvantifikaciju 2 (jer ne sadri
kemikalije koje bi ometale izoelektnio fokusiranje), koncentraciju taker nije bilo mogue
odrediti spektrofotometrijski, iz apsorbancije relnim duljinama 280 nm i 260 nm, uslijed
interferencije izazvane CHAPS apsorbancijom pri 870

U takvim je uzorcima koncentracija proteina odnea metodom po Bradfordu.

Metoda odreivanja koncentracije proteina po Bradfordu temeal@ na svojstvu da se
apsorbcijski maksimum anionske boje Coomassie i@mill Blue G-250, uslijed vezanja
proteina, u kiseloj otopini, pomé sa 465 nm na 595 ni.

Za konstruiranje ba darnog pravca, od otopine pnateBSA koncentracije 1 g din
razrje ivanjem s Milli Q vodom, prireene su standardne otopine koncentracija 0,01 § dm
0,02 g dn, 0,04 g drit, 0,06 g dr¥, 0,08 g dni¥, 0,10 g dn¥, 0,10 g dri¥, 0,20 g dri¥, 0,30

g dm?®, 0,40 g drit i 0,50 g dnT. Po 100 pl svake od standardne otopine pomijef@asa 1
ml Bradford-ova reagensa (maseni udijeli: 0,01% r@assie Brilliant Blue G-250, 4,7 %
etanol, 8,5 % fosfatna kiselina) te im je nakonnd@ izmjerena apsorbancija prE595 nm.
Na isti nain izmjerena je apsorbancija razlih volumena otopina proteina (ovisno o

koncentraciji proteina) te im je koncentracijatana sa konstruiranog ba darnog pravca.
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3.3.RAZDVAJANJE PROTEINA ELEKTROFORETSKIM TEHNIKAMA

Razdvajanje proteina provedeno je jednodimenziamaln i dvodimenzionalnom

elektroforezom u gelu.

3.3.1. Razdvajanje proteina elektroforezom u poliakrilamidnom gelu uz dodatak
natrijevog sulfata (SDS-PAGE)

Za SDS-PAGE pripremljen je 9% poliakrilamidni geldjine 1 mm, Sirine 8 cm i visine 7,3
cm. Gel za razdvajanje (engeparating gél pripremljen je mijeSanjem 6 ml Milli Q vode ,
3,5 ml Tris-HCI pufera koncentracije 1,5 mol drgpH=8,8), 140 pl SDS koncentracije 100 g
dm?, 4,2 ml 30%-tne otopine akrilamida i bisakrilami@® pl amonijevog persulfata (APS)
koncentracije 100 g dfhi 14 pl TEMED. Gel je izliven u prethodno pripréemia stakla na
stalku za izlijevanje gelova, te je prekriven smlln-butanola i polimeriziran. Nakon Sto su
gelovi polimerizirali, n-butanol je uklonjen s p&ime gelova viSekratnim ispiranjem s
destiliranom vodom, a povrSina gela je posuSertarfipapirom. Gel za sabijanje (engl.
stacking gél pripremljen je mijeSanjem 4,2 ml Milli Q vode,91ml Tris-HCI pufer
koncentracije 0,5 mol d'ﬁ1(pH:6,8), 75 pl SDS koncentracije 100 g'anl,25 ml 30%-tne
otopine akrilamida i bisakrilamida, 37,5 ul amowdg persulfata (APS) koncentracije 100 g
dm?i 7,5 ul TEMED. Gel za sabijanje izliven je naawatpolimerizirani gel za razdvajanije,
nakon ega je izmeu stakala umetnuteSalj koji formira jaice, te je potom gel ostavije
polimerizirati. Na volumen koji odgovara kali od 20 pug svakog uzorka, dodano je 4 pl
reducirajueg pufera, te je smjesa (ukoliko je potrebno) nad@na do 16 pl Milli Q vodom

i inkubirana 10 min pri temperaturi od 97 °C uztpeeanje na 500 rpm na termomijesalici.
Smjesa standarda molekulskih masa pripremljena ijeSamjem 1 pl otopine standarda
molekulskih masa i 4 ul reducirajg pufera za uzorke. Gelovi su preneseni u komaru z
elektroforezu, dodan je pufer za elektroforezu, raizé standard molekulskin masa su

rasporeeni u ja ice, te je pokrenuta elektroforeza prietupa navedenim u tablici 3.1.
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Tablica 3.1. Uvjeti pri kojima je voena jednodimenzionalna SDS poliakrilamidna gel

elektroforeza

Korak | U/V Tajenje / min
1 80 30
2 120 ~ 60 (do kraja gela)

3.3.2. Razdvajanje proteina dvodimenzionalnom elektroforeem u gelu

Razdvajanje ukupnih proteina dobivenih lizom staifi kultura provedeno je
dvodimenzionalnom gel elektroforezom (2-DE), prosojem izoelektrinog fokusiranja u

prvoj i SDS-PAGE u drugoj dimenziji razdvajanja.

3.3.2.1. Prva dimenzija: izoelektri no fokusiranje

Na poznati volumen uzorka (s obzirom na koncerjtragroteina, analizirane su kaine
uzorka od 75 pg do 800 pg ukupnih proteina) do@apujfer za izoelektrno fokusiranje do
ukupnog volumena 350 ul. Otoplienom uzorku dodandromfenol modrilo, te je uzorak
odpipetiran uzdu kanala kadice za fokusiranje (erigcusing tray. Zatim je na uzorak
pa ljivo polo ena IPG traka (17 cm, pH=3-10 nelimaa ili 17 cm pH=4-7 linearno) sa
gradijentnim gelom okrenutim prema dolje, te su s@istali mjehurii zraka uklonjeni
laganim podizanjem i spuStanjem trake u kanal. Kdlose sprijeilo isuSivanje i
kontaminacija, na IPG trake dodano je nekoliko Ba4] mineralnog ulja. Eventualne male
ionske neisto e (prvenstveno soli) uklonjene su elektroforetpkije ulaska uzorka (a time i
ne isto a) u gradijentni gel IPG trake (rehidratacija) akéinjem njihove akumulacije na
anodi, odnosno katodi. Naime, primjenom napona@\2 u trajanju od 45 min, proteini kao
znatno vee, a time i elektroforetski tromije molekule, gotome migriraju u otopini, dok se
ioni soli gibaju i akumuliraju na anodi ili katodgdje se zadravaju itavo vrijeme
rehidratacije i fokusiranja. Potom su trake ostawi na aktivnu rehidrataciju u trajanju od 14
sati (PROTEAN IEF cell) pri 50 V na 20 °C kako boteini ravnomjerno usli u gel. Nakon
rehidratacije ispod svake trake su na obje elektmmalo eni navla eni filter papiri, te je dalje

provo eno izoelektrino fokusiranje prema uvjetima navedenim u tabli2i 8tablici 3.3.
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Tablica 3.2. Uvjeti izoelektri nog fokusiranja za IPG trake pH=3-10 NL (nelinedyri@ cm

Porast Ostvareni Trajanje / min Trajanje / Vh
Korak
napona napon /V
1 brzi 20C 75 mir /
2 brzi 500 15 min /
3 spori 500 60 min /
4 brzi 1000 15 min /
5 spori 1000 60 min /
6 brzi 7000 240 min /
7 spori 7000 / 90 000 Vh
8 spori 500 1440 min /

Tablica 3.3. Uvjeti izoelektri nog fokusiranja za IPG trake pH=4-17 L (linearria),cm

Porast Ostvareni
Korak Trajanje / min Trajanje / Vh

napona napon /V

1 brzi 20C 75 mir /

2 brzi 500 15 min /

3 spori 500 60 min /

4 brzi 1000 15 min /

5 spori 1000 60 min /

6 brzi 7000 240 min /

7 spori 7000 / 30 000 Vh

8 spori 500 1440 min /

Nakon zavrSetka izoelektriog fokusiranja trake su ocijene od mineralnog ulja, i

pohranjene na -20 °C do daljnje analize.
Ekvilibracija IPG traka

IPG trake koje su nakon izoelekimbg fokusiranja pohranjene na -20 °C, izeae su iz
hladnjaka i temperirane su na sobnoj temperatuguilodmah po zavrSetku izoelekirog
fokusiranja izvaene iz kade za fokusiranje i ocigne od ostatka mineralnog ulja. Trake su
potom uronjene u epruvete s ekvilibracijskim pufer¢?5 mmol dr¥ Tris-HCI, pH=8,8, 6
mol dn® urea, glicerol (=0,3), 20 g dni SDS, bromfenol modrilo) kojem je dodano
ditiotreitola (DTT)do konane koncentracije 10 g dinte su lagano protresane 15 minuta.
Zatim je postupak ponovljen u novim epruvetama siligkacijskim puferom kojem je
dodano jodoacetamida (IAA) do kome koncentracije 25 g din DTT slui za redukciju

disulfidnih mostova, a IAA alkilira redukcijom nas i ve postojee slobodne tiolne
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skupine cisteinskih bamih ogranaka, te na taj na sprje ava njihovu ponovnu oksidaciju
tijekom elektroforeze kao i moge nepo eljne interakcije, Sto je izuzetno va no daljnju
identifikaciju proteina spektrometrijom masa.

Nakon ekvilibracije trake su spremne za razdvajgrateina drugom dimenzijom, SDS-
PAGE.

3.3.2.2. Druga dimenzija: SDS-PAGE

Po razdvajanju proteina izoelekmim fokusiranjem, nastavieno je sa SDS-PAGE
razdvajanjem u drugoj dimenziji. Pripremljena jejesa za 12 %-tni poliakrilamidni gel,
debljine 1 mm, visine 20 cm i Sirine 18 cm mije&mnj34 mL destilirane vode, 25 mL Tris-
HCI pufera koncentracije 1,5 mol dhfpH=8,8), 1 mL otopine SDS koncentracije 100 g dm
3 40 mL 30% smijese akrilamida i bisakrilamida, 50@monijevog persulfata koncentracije
100 g dn? (APS) i 50 | TEMED. Smijesa je pa ljivo izlivena u prethodnamsna stakla za
gelove i potom prekrivena n-butanolom da bi sejspla oksidacija na povrSini gela. Nakon
Sto su gelovi polimerizirali, n-butanol je uklonjempovrSine gelova viSekratnim ispiranjem s
destiliranom vodom. Staklene pls gelovima su zatim pxir§ ene na jedinicu za hlanje
sustava za vertikalnu elektroforezu (PROTEAN 1l Xell) i umetnute u komoru za
elektroforezu. S povrSine gelova uklonjena je pedasvoda, te su izme stakala umetnute
IPG trake koje su prethodno ekvilibrirane, a nakoga kratko isprane u puferu za
elektroforezu (25 mmol dfhTris, 192 mmol dii glicin, 10 g dnT SDS, pH=8,3). Prilikom
umetanja IPG traka je lagano prislonjena na pourgjela tako da je plasti dio trake
prianjao uz staklo, te su se laganim pritiskom olisvi zaostali mjehurii zraka. Trake su
zatim prelivene s otopinom agaroze koja je pripjena otapanjem 0,5 g agaroze i 200
2x10° g dm® bromfenol modrila u 100 ml pufera za elektrofore{ad je agaroza
polimerizirala, u komoru je dodan pufer za elektretzu, jedinica za hl&nje je spojena na

vodu, te je pokrenuta elektroforeza pri uvjetimaadenim u tablici 3.4.

Tablica 3.4.SDS poliakrilamidna gel elektroforeza

Korak | I/ mA Trajanje / min Trajanje / Vh
15 60 /
20 / 600
30 ~300 (do kraja gela) /
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3.3.3. Vizualizacija proteina u gelu

Nakon 2-DE razdvajanja proteina, proteini su viziani bojanjem koloidnom Coomassie
Brilliant Blue G-250 bojom (ako je ukupna kaha proteina bila vea od 300 pg) ili

bojanjem srebrovim nitratom (za gelove gdje je koA ukupno razdvojenih proteina manja
od 300 ug). Proteini razdvojeni jednodimenzionalt@hnikom SDS-PAGE vizualizirani su

bojanjem Coomassie Brilliant Blue R-250 bojom.
3.3.3.1. Vizualizacija proteina Coomassie Brilliant Blue bopm

Bojanjem gelova Coomassie Brilliant Blue bojom \limrani su proteini razdvojeni 2-DE
tehnikom (CBB G-250) i SDS-PAGE razdvojeni protgi@BB R-250).

Pripremljena je matha otopina koloidne Coomassie boje sastava: 1 § @uomassie
Brilliant Blue G-250, fosfatna kiselina£0,02) i 100 g diif amonijevog sulfata, otapanjem 2
g CBB G-250, 200 g amonijevog persulfata, uz dddd@ml 85% HPO, i 1500 ml Milli Q
vode u odmjernoj tikvici od 2000 ml, mijeSanjem megnetskoj mijeSalici. Po otapanju
tikvica je nadopunjena na volumen.

Za bojanje gelova pripremljena je radna otopina bojjeSanjem matne otopine i metanola
u omjeru 4/1 viv, u kojoj su potom gelovi istovremdiksirani i bojani preko no uz lagano
protresivanje, nakonega je viSak boje otklonjen viSekratnim ispiranjéestiliranom vodom.
Gelovi su potom pohranjeni na 2-8 °C u 0,34 mol*dradenoj otopini ledene octene kiseline

pripremljenoj mijeSanjem 20 ml ledene octene kisega 980 ml Milli Q vode.
3.3.3.2. Vizualizacija proteina nekoloidnom CBB bojom

Nakon SDS-PAGE razdvajanja proteina gelovi su fési inkubacijom u otopini za
fiksiranje (pripremljena je mijeSanjem 250 ml metia) 50 ml ledene octene kiseline i 200 ml
Milli Q vode) 1 h uz protresivanje na sobnoj tengteri. Potom su gelovi prebeni u
otopinu za bojanje, gdje su inkubirani 10 min uatg@sivanje na sobnoj temperaturi. Otopina
za bojanje (0,5 g dthCoomassie Brilliant Blue R-250 u otopini za fiksife) pripremljena je
otapanjem 0,125 g CBB R-250 u 250 ml otopine zsir@nje.
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SuviSak boje otklonjen je inkubacijom gelova u @btopza odbojavanje (pripremljena
mijeSanjem 10 ml metanola, 7 ml ledene octene ikisel83 ml Milli Q vode) 2 h na sobnoj
temperaturi uz protresivanje. Gelovi su potom \i$#® isprani destiliranom vodom i
pohranjeni na 2-8 °C u 0,34 mol d@wodenoj otopini ledene octene kiseline priprendjen

mijeSanjem 20 ml ledene octene kiseline sa 980 il @vode.

3.3.3.3. Vizualizacija proteina srebrom

Vizualizacija proteina uzoraka razdvojenih 2-DE rti&lom, kod kojih je ukupna kolina
proteina bila manja od 300 pg, provedena je bojargesbrom.

Po zavrSetku 2-DE gelovi su preko nankubirani uz protresivanje u otopini za fiksijan
koja je pripremljena mijeSanjem 400 ml etanola, k@0edene octene kiseline i 500 ml Milli
Q vode. Nakon uklanjanja vrSne otopine, gelovisgani inkubiranjem dva puta po 20 min u
vodenoj otopini etanola €0,3) koja je pripremljena mijeSanjem 600 ml etanoll400 ml
Milli Q vode, nakon ega su isprani inkubiranjem 20 min uz protresivanj®lilli Q vodi.
Kako bi se uklonile eventualne nsto e, koje bi mogle rezultirati nespecifim bojanjem,
gelovi su inkubirani 2 min u otopini 1,2 mmol dnmatrijevog tiosulfata (pripremljena
otapanjem 0,2 g natrijevog tiosulfta na ukupni woéin od 1000 ml Milli Q vode), nakon
ega su isprani inkubiranjem u Milli Q vodi tri puao 1 min. Bojanje je provedeno
inkubacijom u 11,8 mmol dfivodenoj otopini srebrovog nitrata (pripremljenapznjem 2 g
srebrovog nitrata na ukupni volumen od 1000 ml iMQl vode), te su potom isprani od
suviSka boje inkubiranjem u Milli Q vodi tri putaod min. Otopina za razvijanje (8,7 mmol
dm’ natrijev karbonat i 22 mmol dfformaldehid) pripremljena je neposredno prije ughér
otapanjem 60 g natrijevog karbonata u 1000 ml Midlivode uz dodatak 2 ml otopine
formaldehida (=37%) u odmjernoj tikvici od 2000 ml. Nakon otapanfikvica je
nadopunjena Milli Q vodom na volumen. Gelovi suubkani u otopini za razvijanje uz
protresivanje do zamenja otopine, nakonega je otopina b&na te je dodana nova kafia
otopine za razvijanje do eljenog obojenja prot&ihsto aka. Kako bi se reakcija razvijanja
boje zaustavila, gelovi su nakon ispiranja, inkabjem 1 min u Milli Q vodi, preb&ni u
kadu s otopinom za zaustavljanje razvijanja boje,3 (0nmol dn? dinatrijev
etilendiamintetraacetat) koja je pripremliena otfem 15 g dinatrijevog
etilendiamintetraacetata u 800 ml Milli Q vode umgdrno;j tikvici od 1000 ml na magnetskoj

mijeSalici, a nakon otapanja odmjerna tikvica jedofunjena na volumen. Zaustavljene
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bojanja provedeno je inkubacijom 10 min uz prowasje, a potom su gelovi, nakon
uklanjanja otopine za zaustavljanje, viSestrukeaispdestiliranom vodom i pohranjeni na 2-8
°C u 0,34 mol drif vodenoj otopini ledene octene kiseline priprendjemijeSanjem 20 ml

ledene octene kiseline sa 980 ml Milli Q vode.

3.4.PRIPREMA UZORAKA PROTEINA 1Z GELA ZA MS ANALIZU

Identifikacija proteina provedena je pristupom adtlz nagore tj. oitavanje slijeda
aminokiselina proteinu pripadajin peptida. Analizirani su proteoliki peptidni fragmenti
dobiveni enzimskom odgradnjom pojediné proteina nakon elektroforetskog razdvajanja u
gelu (poglavlje 3.3.).

Nakon bojanja, gelovi su snimljeni i denzitometijanalizirani ureajem za analizu gelova
(VersaDoc Imaging System, model 4000). Vrijeme ekspje iznosilo je10 sekundi. Budu

da e se u disertaciji razmatrati inak kemijskih reagensa na fragmentaciju peptidalD
eksperimentima, izbor proteinskih tka ili vrpci je bio nasuman.

Proteinske toke (iz 2-D gela) ili proteinske vrpce (iz 1-D gela) no su izrezane iz gela, te

su potom komadi gela odbojani.

3.4.1. Odbojavanje odabranih proteinskih to ki ili vrpca

Odstranjivanje CBB boje

Izrezani komadii gela obojanog CBB bojom (G-250 ili R-250) inkudoirsu u iste 1,5 ml

plasti ne epruvete sa 300 ul otopine za odbojavanje pripgae mijeSanjem 100 ml ledene
octene kiselina, 400 ml metanola i 500 ml Mili Qde. Odbojavanje je provedeno
inkubacijom 3h (ili do nestanka plavog obojenjajt@anomijeSalici uz protresivanje na 1000

rpm pri temperaturi od 40 °C.
Odstranjivanje srebra
Izrezani komadi gela obojanog srebrovim nitratom inkubirani suiste 1,5 ml plastine

epruvete sa 300 pl otopine za odbojavanje pripesmljotapanjem 400 mg kalijevog

heksacijanoferata i 1000 mg natrijevog sulfata urBMilli Q vode. Komadii su inkubirani
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5 min u otopini za odbojavanje, odnosno do potpumegtanka smeg obojenja i
pojavljivanje ute boje gela. Potom su komadviSekratno ispirani Milli Q vodom do

potpunog nestanka ute boje.
3.4.2. Enzimska odgradnja proteina u gelu

Nakon odbojavanja (od CBB boje ili srebrovog najabtopina za odbojavanje (ukoliko se
radi o gelovima bojanim CBB bojom) ili Milli Q vod@ukoliko se radi o gelovima bojanim
srebrovim nitratom) je uklonjena pomopipete. U epruvetu s komadm gela dodano je 300

| otopine amonijevog hidrogenkarbonata koncenteab) mmol dri¥, (pH=7,8), te je sve
inkubirano na sobnoj temperaturi 5 minuta uz pssrge na 700 rpm, u termomijesalici.
Otopina je uklonjena pipetom, te je postupak pgeovjos dva puta, s time da je po zadnjem
dodatku otopine, uzorak inkubiran 30 minuta.
Zatim je vr8na otopina uklonjena, te je svakom kaatodano 300 | otopine 50 mmol dr
NH4HCO; i acetonitrila volumnih omjera 1:1 (pripremljenajesanjem 200 ml amonijevog
hidrogenkarbonata koncentracije 50 mmolrgpH=7,8) i 200 ml acetonitrila), te su uzorci
inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi u terrjesalici, uz protresivanje na 700 rpm.
Nakon uklanjanja otopine, uzorcima je dodano po ll&cetonitrila, te su inkubirani 5 minuta
na sobnoj temperaturi u termomijeSalici, uz pr@rgs na 700 rpm, nakorega se komadi
gela skupio i pobijelio. Otopina je uklonjena, anadii gela osuSeni su uparivanjem na
vakuumskoj centrifugi.
Komadii gela prebaeni su u plastne epruvete te im je dodano 10 otopine tripsina
koncentracije 0,02 mg ditu 25 mmol drif amonijevom hidrogenkarbonatu (pH=7,8) koja je
pripremljena otapanjem matie otopine tripsina koncentracije 1 mg dm 25 mmol dri?
amonijevom hidrogenkarbonatu (pH=7,8). Uzorci swkuliirani 18 h na 37 °C u

termomijeSalici uz protresivanje na 400 rpm.

3.4.3. Izolacija tripti  kih peptida iz gela

Nakon proteolize u gelu, 10 proteoliti kog pufera prebano je u iste 1,5 ml plastine
epruvete i upareno na vakuumskoj centrifugi. Na &dne gela dodano je po 10l
ekstrakcijske otopine (pripremljena mijesanjem 500650 mmol dnf vodene otopine
trifluoroctene kiseline i 500 | acetonitrila), te su komadi gela inkubirani 30 min u
sonikacijskoj kupelji na 25 °C. Zatim su ostavljenitermomijeSalici 15 minuta na sobnoj

temperaturi uz protresivanje na 600 rpm. Ekstrakeijotopina dodana je na pripadaju
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upareni proteolitiki puferi, te je sve zajedno upareno na vakuumgamjtrifugi. Nakon

sudenja uzorci su otopljeni u 1013 mmol dn? vodene otopine trifluoroctene kiseline.
3.4.4. Pro i$ avanje peptida tehnikom ZipTip C4

Nastavak ZipTip ¢ kolone stavljen je na pipetor i ispran tri putapsalO | otopine 1, (15,1
mol dm?® acetonitril i 13 mmol dm trifluoroctena kiselina), zatim tri puta sa po l1®topine
2 (9,4 mol dri? acetonitril i 13 mmol di trifluoroctena kiselina), te na kraju tri putaga10

| otopine 3 (13 mmol dfl trifluoroctena kiselina). Zatim su proteini iz wka vezani na
kolonu ispiranjem ZipTip nastavka sa po lQuzorka razrijeenog u 13 mmol difivodene
otopine trifluoroctene kiseline (otopina 3). Orteenja i soli koja su se taker s proteinima
vezala na kolonu uklonjena su ispiranjem pet pat@e 10 | otopine 3. Zatim su proteini
isprani s kolone sa 10 otopine 3 uistu 1,5 ml plastinu epruvetu, te je peptidni eluat potom

osusSen u vakuumskoj centrifugi.
3.4.5. Obilje avanje peptida CAF reagensima

Obilje avanje N-kraja peptida provedeno je sa tizlrita reagensa. Od toga je jedan
komercijalno dostupna 4-formil-1,3-benzen-di-sulfara kiselina dinatrijeva sol hidrat
(CAF-0p), a dva su sintetizirana u Laboratorij zarsoselektivnu katalizu i biokatalizu,
Zavoda za organsku kemiju i biokemiju Instituta BuBoSkovi: 5-formil-1,3-benzen-di-
sulfoni na kiselina (CAF-mm) i 4-formil-1,2-benzen-di-sutfona kiselina (CAF-mp). Prikaz

struktura CAF reagensa dan je na slici 3.1.

O 0
h I - O3
ﬁ— oH
© 8
0. Soo I
0=5=0 Seg o TOH i
HC D=5=0 O
H (:|;||—|
4-formil-1,3-benzen-di- 5-formi|-;,3-b§nzgn-di- 4-formil-1,2-benzen-di-
sulfoni na kiselina SUIfO&'&\Ea kiselina sulfoni na kiselina
CAF-op -mm CAF-mp

Slika 3.1. Kemijske strukture CAF reagensa: CAF-op, CAF-mi@AF-mp Obilje avanje

peptida sa svakim od tri reagensa sa aldehidnoktiveam skupinom (CAF-op, CAF-mm i

CAF-mp) provedeno je na jednak ia'** 1*°
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Na smjesu do suha uparenih odsoljenih i ukoncamifirpeptida dodano je 20 ul otopine za o
bilie avanje. Otopina za obilje avanje sadr i 1 gnif pojedinog reagensa (CAF-op, CAF-mm
ili CAF-mp) i 4 g dm® natrijevog cijanoborhidrida u 10 mmol dmkalijevom
hidrogenfosfatnom puferu (pH=4,0).

Takva smjesa peptida potom je inkubirana 24 h ngpézaturi od 2-8 °C, nakorega je
smjesa peptida pr& ena tehnikom ZipTip C4 tehnikom (poglavlje 3.4.4.).

3.5.RAZDVAJANJE PEPTIDA TEHNIKOM TEKU  INSKE KROMATOGRAFIJE
3.5.1. Odgradnja proteina stani nog ekstrakta tripsinom

Nakon odreivanje koncentracije proteina u stamim ekstraktima (priprema opisana u
poglavlju 3.2.1.), koliini od oko 100 pg ukupnih proteina dodano je 4 |atinme otopine
tripsina masene koncentracije 1 mgdrBmjesa je inkubirana 3 h u termomijesalici n&@7

uz protresivanje na 750 rpm.
3.5.2. Obilje avanje smjese peptida CAF reagensima

Obilje avanje N-kraja peptida provedeno je sa daalirita reagensa. To su 4-formil-1,3-
benzen-di-sulfonina kiselina dinatrijeva sol hidrat (CAF-op reagenS)formil-1,3-benzen-
di-sulfoni na kiselina (CAF-mm reagens).

Obilje avanje peptida sa oba reagensa provedena jednak nan.

Nakon tripsinolize ukupnih proteina stamih lizata (poglavlje 3.5.1.) u 20 pl nastale srejes
peptida dodano je 100 ul otopine za obilje avanfg=Geagensima 2. Otopina je po sastavu
30 mmol dn? eljenog CAF reagensa (CAF-op ili CAF-mm reageir2)0 mmol drit

natrijevog cijanoborhidrida u 3 mmol dhkalijevom hidrogenfosfatnom puferu (pH=4,0).
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3.5.3. Kromatografski parametri

Razdvajanje i pras avanje peptida dobivenih tripsinolizom ukupnih pioa stanine
kulture provedeno je kromatografijom obrnutih faza tekuinskom kromatografu visoke

djelotvornosti (RP-HPLC, engl. Reverse Phase - High Performance Liquid

Chromatography. Detaljni kromatograsfski parametri dani su Uuital3.5.

Tablica 3.5. Kromatografski parametri za razdvajanje smjesdigepekuinskom

kromatografijom obrnutih faza

Uzorak

1. smijese peptida nastalih tripsinolizom stainig ekstrakta proteina
2. smijese peptida (nastalih tripsinolizom stawig ekstrakta proteina)

obilje enih CAF reagensima

Volumen injektirana uzorka / pl

40

Temperatura uzoraka / °C

5

Kromatografski stupac

Waters XBridge BEH300, punilo: C4, dimenzije: ID64nm, |=50

mm

Temperatura kromatografskog

stupca/ °C

30

Pokretna faza A

13 mmol dn trifluoroctena kiselina

Pokretna faza B

15,1 mol dni® acetonitril, 13 mmol difitrifluoroctena kiselina

Protok pokretne faze / ml min* | 0,8

Vrijeme / % pokretne | % pokretne

min faze A faze B

0 95 5
Prikaz promjene gradijenta u 5 o5 5
vremenu 20 39 61

35 0 10C

40 95 5

45 95 5

neobilje eni peptidi — UV/VIS-DAD, Apsorbancija pri =280 nn

Detekcija peptidi obilje eni CAF-reagensima — UV/VIS-DAD, Apsorbancija

pri =254 nm
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Kolona nepokretne faze C4 proizvaa Waters, tipa kolone XBridge BEH300 i vafiom
estica punila od 3,5m te dimenzijama stupca 4,6 mm, unutarnjeg promjet&0 mm
duljina stupca.
Na kromatografski stupac naneseno je 40 pl uzorkgese peptida nastalih tripsinolizom
proteinskog ekstrakta stanice (poglavlje 3.5.130I pl uzorka smjese peptida, koji su nakon
tripsinolize proteinskog ekstrakta stanice obilf@ EAF reagensima (poglavlje 3.5.2.).
Razdvajanje i elucija peptida provedeno je gradljenkoriStenjem smjese raatih omjera
pokretnih faza A i B. Pokretna faza A je po sasta@ummol dn? trifluoroctena kiselina, a
pokretna faza B je po sastavu 15,1 mol*daetonitril i 13 mmol drf trifluoroctena kiselina.
Kromatografski uvjeti gradijentnog razdvajanja dani u tablici 3.5. (gradijentna tablice)
zajedno sa ostalim kromatografskim parametrima.
Razdvajanje i elucija provedeni su uz nepromijerpestok pokretne faze od 0,8 ml rfin
Prilikom kromatografskog razdvajanja stacionarreafromatografskog stupca temperirana
je na stalnoj temperaturi od 30 °C, a uzorci nlnsjdemperaturi od 5 °C.
Detekcija kromatografskih pikova neobilje enih pieat izvrSena je mjerenjem apsorbancije
pri valnoj duljini 280 nm. Prilikom detekcije defrana je Sirina vrpce od 4 nm, a kao
referentni signal mjerena je apsorbancija pd50 nm uz Sirinu vrpce od 80 nm.
Detekcija kromatografskih pikova peptida obilje BrCAF reagensima izvrSena je mjerenjem
apsorbancije pri valnoj duljini 254 nm. Prilikomtdkcije definirana je Sirina vrpce od 4 nm,

a kao referentni signal mjerena je apsorbancijasptb0 nm uz Sirinu vrpce od 80nm.

3.5.4. Priprema uzoraka za MS analizu

Automatski sakupljafrakcija podeSen je na rnia da sakuplja frakcije eluata nakon prolaska
kroz kromatografski stupac eliju detektora od 14. do 29. minute razdvajanja svakih 12
sekundi. Volumen svake frakcije je iznosio 160 pl.

Na ovaj nain je od jednog uzorka proteinskog ekstrakta starmlobiveno deset uzoraka
smjese peptida nastalih tripsinolizom proteinskigtrakta stanice.

Svaka od deset frakcija uparena je do suha kojgtemakuum centrifuge.
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3.6.ANALIZA PEPTIDA TEHNIKAMA SPEKTROMETRIJE MASA

Na smjesu do suha uparenih i ukoncentriranih papiodilje enih ili neobilje enih) dodano
je 2 | otopine CHCA matrice te je smjesa nanesena na MAblo icu i ostavljena da se
osusi na zraku.

Postupci pripreme do suha uparenih i ukoncenthirpeptida opisani su u poglavljima 3.4.4.,
3.4.5.,1354.

Peptidi su analizirani MALDI/TOF-TOF instrumentompplied Biosystems model 4800
plus), koji je opremljen pulsnim Nd:YAG laserom (NAG, engl., neodymium-doped:
yttrium aluminium garnet; Nd:AlIsO1; neodimij ugraen u kristal itrij aluminij garnet) s
frekvencijom pulsa od 200 Hz i emitiranom svjetlo¥alne duljine 355 nm.

MS i MS/MS analize neobilje enih peptida provedesie samo u pozitivnom ngu rada
spektrometra masa.

MS i MS/MS analize peptida obilje enih CAF reagenai provedene su u pozitivnom i
negativnom nanu rada spektrometra masa.

Za internu kalibraciju MS spektara snimljenih u pigrom nainu rada spektrometra masa
koriSteni su signali peptida nastalih autolizorpgina (tablica 3.6.).

MS spektri u pozitivnom nanu rada snimljeni su m/zpodru ju od 800 do 4 000.

Tablica 3.6.Interni MS kalibranti u pozitivnom nénu rada spektrometra masa.

Signali peptida nastalih autolizom tripsina

Teoretski izraunata monoizotopna maga
[M + H]" iona/ Da

Molekulska formula

842,5094 C44H73N11017S2
1045,5636 C50H82N14022S52
2211,1040 C103H157N27039S2
3161,4957 C142H223N35052S5

MS spektri u negativnom niaau rada spektrometra masa snimljeni su samo zesengeptida
obilje enih nekim od triju CAF reagensa. Sva tri EAeagensa imaju jednaku molekulsku
formulu (C7TH607S2), te nakon postupka obilje avabj@ kojim od CAF reagensa, peptidi
dobivaju inkrement mase od 249,9611 Da. Za intéalibraciju MS spektra snimljenih u
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negativnom nanu rada spektrometra masa koriSteni su signaliogedd CAF reagensa

obilje enih peptida nastalih autolizom tripsinaliliai 3.7.).

Tablica 3.7.MS kalibranti u negativnom naou rada spektrometra masa.

Signali peptida nastalih autolizom tripsina

Teoretski izraunata monoizotopna maga
[M - H] iona/ Da

Molekulska formula

1090,4544 @H7aN1:0:17S,
1293,5086 GoHg2N14020S,
2459,0490 GoH15MN27030S,
3409,4407 Ga2H223N 3505255

Kao eksterni kalibrant za kalibraciju MS/MS spektdoriStena je smjesa peptida nastalih
autolizom tripsina, tanije MS/MS spektar triptkog autoliti kog fragmenta T3 (slijed
aminokiselina: LGEHNIDVLEGNEQFINAAK). Eksterna kaliacija provedena je svaki put
prije i nakon seta uzastopnog snimanja 200 MS/Mé&ktspa snimanjem MS/MS spektara
kalibranta.

Kao ion prekursor za MS/MS analizu u pozitivnomina rada koriSten jen/z 2211 (u
slu aju rada sa neobilje enim peptidima), koji odgovajadnostruko protoniranom
molekulskom ionu neobilje enog triptkog autoliti kog fragmenta T3 ilm/z2461 (u sluaju
rada sa CAF reagensom obilje enim peptidima), kagigovara jednostruko protoniranom
molekulskom ionu triptikog autoliti kog fragmenta T3 obilje enog CAF reagensom.

Kao ion prekursor za MS/MS analizu u negativnomimarada koriSten jen/z2459, koji
odgovara jednostruko deprotoniranom molekulskonuitnpti kog autoliti kog fragmenta
T3 obilje enog CAF reagensom.

U tablici 3.8. dani su signali koriSteni za provadeksterne kalibracije u svakom od tri

specifi na slu aja.
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Tablica 3.8.MS/MS kalibranti u pozitivnom i negativnom riau rada spektrometra masa.
Tripti ki autoliti ki fragment T3 — sekvenca: LGEHNIDVLEGNEQFINAAK
Prekursori MS/MS pozitiv - 2211 [M + Hijli 2461 ([Mcar + H]"
Prekursor MS/MS negativ - 2459 Pyt - H]

Teoretski izraunata monoizotopna masa iafaa (ion)

MS/MS pozitiv MS/MS pozitiv MS/MS negativ
prekursor m/z2211 prekursor m/z2461 prekursor m/z 2459
551,2572 (b) 663,3824 (y) 548,1003 (B
663,3824 () 1091,5480 () 912,2862 (b

1120,5633 () 1774,8970 () 1796,6738 ()
1808,8814(1¢) 2098,0200 (15) 2170,8692 (15)

I I
I I
1091,5480 (y) | 1333,6747 (1) | 1239,4657 (k)
I I
I I

Za eksternu kalibraciju MS/MS spektara u pozitivnoaiinu rada koristeni su signali b- i y-
iona neobilje enog triptikog fragmenta T3 (tablica 3.8.)

Za eksternu kalibraciju MS/MS spektara u negativim@rnnu rada koristeni su signali CAF
reagensom obilje enih b-iona tripkiog fragmenta T3 (tablica 3.8.)

MS/MS analiza peptida u pozitivnom mau rada provedena je uz prisutnost inertnog
plina, koji pospjeSuje koliziju peptidnih iona ulkajskoj eliji (engl. CID on) i uz energiju
kolizije od 1 keV.

MS/MS analiza u negativnom riau rada provedena je bez prisutnosti inertnogaphn
kolizijskoj eliji (engl. CID off) uz kolizijsku energiju od 1 keV.

Detaljni pregled parametara analize peptida spelétiom masa MALDI TOF/TOF dani su u
tablici 3.9.

Tablica 3.9.Parametri MALDI TOF/TOF analize

Tip analiz MS MS MS/MS MS/MS
Parametar pozitiv negativ pozitiv negativ
Detekcija iona Pozitivna | Negativna Pozitivha Negativha
lonsko zrcalo Reflektron| Reflektron| Reflektron | Reflektron

Broj snimaka po spektru 1000 1000 2000 2000
Raspon masa / Da 800-400Q 800-4000 9-3833 9-3833
Vrijeme odziva / ns 500 500 400 400

Kolizijska energija /keV / / 1 1

Zrak u kolizijskoj eliji / / DA NE
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3.7.IDENTIFIKACIJA PROTEINA

Identifikacija proteina provedene je pretragom N@Bbaze podataka i sekvenciranjel®

nova

3.7.1. Pretraivanje baza podataka u svrhu identifikacije proteina

Na temelju dobivenih MS i MS/MS spektara, NCBInrzhapodataka pretraivana je
uporabom specijaliziranog pretra enog algoritma MXST (v 2.1), koji je ugraen u
ProteinPilot programski paket (v 4.5).

Pretraga baze podataka je klasi postupak identifikacije proteina. Pretraga s8i vr
usporedbom liste pikova dobivene MS i MS/MS anatizeain silico na injenim listama
pikova.

Proteomska baza podataka epito se mo e definirati kao dvijm silico na injene liste.
To suin silico MS lista iin silico MS/MS lista pikovaln silico MS lista sadr i teoretske mase
peptida nastalih enzimskom odgradnjom svih proteitezi podatakédn silico MS/MS lista
sainjena je od svih teoretskih masa produktnih ioaatalih fragmentacijom pojedindg
silico peptida (nastam silico enzimskom odgradnjom svih proteina u bazi podataka
MASCOT algoritam daje kao rezultat, postotak prpélga eksperimentalne liste pikovaiisa
silico listom pojedinih proteina, uz statidke znaajke signifikantnosti navedenog
preklapanja. Odnosno, za svaki proeai protein daje vrijednost vjerojatnosti pronakaskv.
score Scoreje definiran kao -10xlog(P) gdje je P vjerojatndatje naeni protein tj. naeno
preklapanje sluajan dogaaj. Statistiki zna ajni rezultati (p vrijednost < 0,05) su pronalasci
sascorevrijednostima veim od 58, a mogua je i redefinicija minimalne vrijednosscoreu

ovisnosti o kvaliteti ulaznih podataka®*

Ivana Dodig Doktorska disertacij



§ 3. Eksperimentalni dio 80

3.7.2. CAF/CAF" postupak identifikacije proteina manualnim sekvenaanjem peptida

de novo

Metoda CAF-/CAF+ ukljuuje obilje avanje peptide ili proteina s reagensik@i sadr e
dvije ili viSe sulfonske skupine i reaktivnu grukoja ima sposobnost vezanja na amino grupu
N-kraja proteina/peptida (slika 3.2.A.).136 Postumdilje avanja opisan je u poglavljima
3.45.13.5.2.

Slika 3.2. I§ itavanje peptidne sekvencge novotehnikom CAFCAF™ nakon analize
spektrometrijom masa; A) Obilje avanje triptih peptida s 5-formil-1,3 di-sulformom
kiselinom (reduktivna aminacija) pod kontroliranimvjetima pH (pH=4,0) selektivne
redukcije (NaBHCN); B) Sekvenciranje peptidde novoiz MS/MS negativhog spektra
(MS/MS; ioni b-serije) i MS/MS pozitivnog spektra (MS/MSoni y-serije)>®

Odre ivanje aminokiselinskog slijeda peptida provedemay nom interpretacijom MS/MS
spektara CAF reagensima obilje enih peptida (sBK&B).

Iz spektara MS/MS spektara snimljenih u negativigmzitivnom nainu rada instrumenta
i$ itan je slijed aminokiselina na temelju razlike wsama izmeu konsekutivnih signala
istovrsne serije uzimajuu obzir monoizotopne mase aminokiselinskih rezi(ablica 2.2 na
str. 38). Izbor konsekutivnih signala proveden jeualno prema kriteriju najintenzivnijin

signala. Za interpretaciju spektra koriSten jeaajalizirani novorazvijeni raunalni algoritam
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Bioutil. Algoritam daje kombinaciju aminokiselinaja odgovara odreenoj rezidualnoj masi
Sto je osobito korisno u slajevima kada izostaje fragmentni ion za oéreu aminokiselinu.
Smjerom iSitavanja od N- prema C-kraju peptida dobiva se anzinokiselina s lijeva na
desno u MS/MS spektru u negativnhom ina rada spektrometra masa, odnosno s desna na
ljevo u MS/MS spektru u pozitivnom niau rada spektrometra masa.

Nakon iSitavanja aminokiselinskih sekvenci peptida novo sekvence dobivene iz MS/MS
negativ i MS/MS pozitiv spektara su prekloplienez pomo preklopljenih dijelova
aminokiselinskih sljedova (slijed iban u negativu i potvien u pozitivu), pretra ena je baza
podataka NCBInr uz koristenje programskog alata BLA (engl.Basic Local Alignment
Search Tod| koji je dostupan na http://blast.ncbi.nim.nihzRiast.cgi**’

Ukoliko je u slijedu iSitana aminokiselina, odnosno masa rezidue 113mn&te odgovarati
aminokiselinama izoleucin i leucin, u BLASTp preiva upisano je X.

Pretra ivanje se vrSilo na potpunoj NCBInr bazi ptaka.

Proteini koji sadr e slijed koji se u potpunostiegfapa sa slijedom iganim iz MS/MS
spektra su se uzimali u obzir za daljinu provjerdentifikaciju. Za svaki peptid s potpunim
preklapanjem iStane sekvence sa sekvencom peptida unutar peowg proteina u bazi
podataka dodatno je provjereno da li masa teorgtgkoteoliti kog fragmenta odgovara
eksperimentalno dobivenoj masi peptida, odnosnoi n@sa prekursora. Protein koji
zadovoljava sve navedene uvjete je uzet kao panitpronalazak.

Ukoliko niti jedan protein ne sadr ava ifanu aminokiselinsku sekvencu, pokuSale su se

utvrditi mutacije ili pogreSke u anotaciji genomsakvence.

3.7.3. CAF/CAF" postupak identifikacije proteina automatskim sekvaciranjem

peptida de novo

Za automatsko sekvenciranje peptida novo obilje enin CAF reagensima razvijen je
programski paket ProteinReader u suradnji InstitRa er BoSkovi i Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta Svailista u Zagrebd™’

Ovaj specijalizirani programski paket posjeduje gi@s de novo algoritam. De novo
algoritam je opcija ProteinReader programskog akdija u potpunosti zamjenjuje
manualan nan identifikacije proteinade novo Algoritam najprije rauna sve mogle
me usobne razlikam/z detektiranih signala u spektru i to za sve sigrsatemjerom signala

prema Sumu vem od 3; S/N>3). Za svaki signal S/N >3 algoritamizra unati razlikem/z
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izabranog signala sa signalima detektiranim unuidz prozora + 186 (najva masa
aminokiselinskog rezidua; triptofan). Dobivenim liikama algoritam pripisuje aminokiselinu
na temelju masa aminokiselinskih rezidua (tablia a str. 38).

Izme u razli itih mogu ih iS itanih sljedova aminokiselina algoritam provodidmevanje na
temelju relativnih intenziteta signala koji su upslljeni za iSitavanje sekvence.
Najvjerojatnija sekvenca, odnosno sekvenca kojgprlam dodjeljuje najve scoreje ona
kojoj je zbroj relativnih intenziteta signala uzetia iSitavanje sekvence najvie

Kada oita sekvence iz MS/MS negativa i MS/MS pozitivaaaltam pretra uje NCBInr bazu
putem BLASTp algoritma (koji je ugran u Protein Reader programski paket), trastijed
aminokiselina koji je atan i u pozitivu i u negativu, ali i tra & sliedove oitane zasebno u
MS/MS spektru u pozitivnom i zasebno u MS/MS spekir negativnom nanu rada
spektrometra masa.

3.8. KARAKTERIZACIJA FRAGMENTACIJSKOG PUTA PEPTIDA OBILJ E ENIH
CAF-mm REAGENSOM

Nakon provedene identifikacije proteina CABAF postupkom identifikacije proteina uz
upotrebu Protein Reader programskog paketa za sekasje peptidade novo(postupak
opisan u poglavliju 3.7.3.), za svakiitani MS/MS spektar (u pozitivnom i negativhom
na inu rada spektrometra masa),it&na je potpuna aminokiselinska sekvenca za lemiist
ion prekursor.

Naime, pretraga NCBInr baze podataka (korisStenjebAST-p algoritma ugraenog u
Protein Reader programski paket) provedena je tras@jed aminokiselina dtan u dva
spektra (MS/MS i MS/MS). O itani slijed naje$ e nije potpuna sekvenca peptida, ali je
dostatan za identifikaciju proteina. Postupkomité&anja iz baze podataka dolazi se do
potpunog slijeda aminokiselina u analiziranom triggm peptidu (slika 3.2.).

Za i$ itavanje sekvencde novodovoljna je prisutnost konsekutivnih signala, kajie seriju
fragmentnih ioni y-serije u pozitivnom nau rada spektrometra masa, odnosno slijed
konsekutivnih signala koji odgovaraju seriji fragm@h ioni b-serije u negativnom riau
rada spektrometra masa.

Kako bi se ustanovio fragmentacijski put peptiddj@lenih CAF-mm reagesnom potrebno je
u obzir uzeti sve detektirane signale u MS/MS sl snimljenim u pozitivnom (MS/M3

i negativnom (MS/MS na inu rada spektrometra masa.
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Razvijen je programski paket koji provodn silico fragmentaciju triptikin peptida
obilie enih CAF-mm reagensom, te asignacijo silico dobivenih iona sa signalim
detektiranim u MS/MS spektrima. Programski pakdbmatski izvozi dobivene podatke o
asigniranim kao i o preostalim neasigniranim signal iz MS/MS spektara. Taker je
programski paket u potpunosti povezna sa Prote@md®&eprogramskim paketom. Zato je
cijeli postupak, od identifikacije proteina i ifvanja itave sekvence triptkog peptida,
prekoin silico fragmentacije i§tane sekvence do mapiranijesilico dobivenih fragmenata sa
signalima iz ishodiSnih MS/MS spektara i izvo emjadataka o asigniranimi i neasigniranim

signalima potpuno automatiziran. Postupak je detghrikazan na slici 3.3.

Slika
3.3. Shematski prikaz postupka asignacije signala u BIALOF MS/MS spektrima
(MS/MS'; oznaeno crvenim krugom i MS/MS oznaeno zelenim krugom) peptida

obilje enih CAF-mm reagensom.
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Razvijeni programski paket asignira signale u MS/sfektrima peptida poznatih sekvenci
obilje enih CAF-mm reagensima, pripisujum vrstu signala i redni broj signala.

Program rauna sve teoretske mase iona koje mogu nastati &agmijom peptida sekvence
S koji se sastoji od aminokiselira, a, a ... doa,. Za bilo koji fragmentni ion koji sadr i

originalni N-kraj peptida (fragmentni a-, b- i calpi zavrSava na pozicik (k je broj od 1 do
n-1 i oznaava redni broj aminokiseline u sekvenci peptidan@ya ion|\/|kNra una se prema

izrazu:

k
MY = m(a)+H +2479499+D

i=1
Gdje jek redni broja serije iona sa originalnim N-krajem, (- ili c-ion), m(@ je masa
ukoliko se asigniraju ioni iz MS/MSpektra, odnosno dodati za signale iz MS/\Bektra,
247,9499 je inkrement mase zbog obilje avanja CAR-meagensom i dodatak mase za
pojedini tip iona. Tako je za b-ione=0, za a-ione =-27,995, a za c-ione=17,0265.

Za fragmentni ion koji sadr i originalni C-kraj pgga (fragmentni x, y i z-ioni) i zavrSava na

poziciji j (j je broj od 2 do n i oznava redni broj aminokiseline u sekvenci peptidan@pa

. c .
on Mj ra una se prema izrazu.

M= ’ m(a)+tH +0O+D

j=2

Gdje jej redni broja serije iona sa originalnim C-krajem, (%- ili z-ion), m(g) je masa

ukoliko se asigniraju ioni iz MS/MSpektra, odnosno dodati za signale iz MS/MBektra,

O je masa kisika (16,0010 Da) i dodatak mase za pojedini tip iona. Tako je zangio
=2,0156, za x-ione =27,995, a za z-ione=-12,995.

Masa internih-iona nastalih unutarnjom fragmentanipeptida koji panju na poziciji j (j=2,
....n-2) i zavrSavaju na poziciji h (h=3, ...., Yrd una se prema izrazu:
h
M th = m(a)tH
i=]
Gdje jej redni broja aminokiseline s kojom ion zapge (N-kraj ion) a j redni broj s kojom

interni ion zavrSava (C-kraj ion), mge masa aminokiselinskog rezidua na pozicGiH je
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masa vodika (1,0078 Da) koju je potrebno oduzetlik se asigniraju ioni iz MS/MS
spektra, odnosno dodati za signale iz MS/Mektra.

Za svaki navedeni tip iona (fragmentni a-, b-,>¢;,y-, z-ioni i interni-ioni) dodatno su jos
izra unate i mase fragmentnih iona koji nastaju nakartragih gubitaka vode i amonijaka
od originalnih fragmentnih iona oduzimajunase 17,0265 Da i 18,0105 Da redom.

Mase imonij-iona izraunate su oduzimanjem 26,99 Da od svake pojedaeezidualne mase
aminokiseline.

Asignacija signala na MS/MS spektrima izvrSenagesiggnale detektirane s omjerom signala
prema Sumu vem od 3 (S/N>3). Lista teoretskih masa fragmenioitia dobivenan silico
fragmentacijom triptikog peptida usporena je s listom signala detektiranim s S/N>3 u
MS/MS spektru. Signal kojem je itana masa unutar 0,3 Da od teoretske mase fragognt
iona asigniran je kao fragmentni ion. Ukoliko sartdske mase za viSe ra#tih fragmentnih
iona unutar 0,3 Da u odnosu na detektiranu masgnadja je vrSena prema do sada
objavljenim podacima o estalosti detekcije fragmentnih iona i to redom:bs y-NHs-, y-
H,O-, b-NHs-, b-H,0-, a-, a-NH-, a-HO-, interni-, interni-NH, interni-H0-ioni.**’

Ivana Dodig Doktorska disertacij



4. REZULTATI



8§ 4. Rezultati 87

4.1. SEKVENCIRANJE DE NOVO

Kao modelni peptid za opis postupka sekvencirdejaovoupotrjebljen je triptiki autoliti ki

fragment T3 (slijed aminokiselina: LGEHNIDVLEGNEQWAAK).

Provedena suetiri zasebna eksperimenta sekvenciralganova to na:

1. intaktnom tj. neobilje enom peptidu

2. peptidu koji je prethodno obilje en sa CAF-op reagem (4-formil-1,3-benzen-di-
sulfoni na kiselina)

3. peptidu koji je prethodno obilje en sa CAF-mm reagem (5-formil-1,3-benzen-di-
sulfoni na kiselina), te

4. peptidu koji je prethodno obilieen sa CAF-mp reagem (4-formil-1,2-benzen-di-
sulfoni na kiselina)

U tablici 4.1. dani su rezultain silico izra una mase triptkih iona nastalih nakon autolize

tripsina, koja je provedena upotrebom programslagf@Protein Prospecor v5.16.45°

Rezultati ukljuuju informacije o aminokiselinskim sekvencama atitdih fragmenata u

nereducirajuim uvjetima, te teoretskim masama jednostruko pricémih molekulskih iona

neobilje enih [M + HJ peptidnih fragmenta, teoretskim masama jednostiradoniranih

iona peptidnih fragmenta obilje enih CAF reagens@iMcar + H]" i teoretskim masama

jednostruko deprotoniranih iona peptidnih fragmentidje enih CAF reagensom [Whr - H]".

Podebljano u tablici je oznan modelni peptid, triptki autoliti ki fragment T3.

Tablica 4.1.1n silico izra un mase triptikih iona nastalih autolizom tripsina u

nereducirajuim uvjetima

Peptidi nastali autolizom tripsina u nereduciraju im uvjetima

m/z/ Da
Fragment | Aminokiselinska sekvenca M+ H] [Mcar + HI'| [Mcar - HI"
T1 SR 262,1510| 512,111 510,059
T2 IQVR 515,6368 | 765,2906| 763,2749
T6 VATVSLPR 842,5094 | 1092,470D 1090,4544
T5 NKPGVYTK 906,5043 | 1156,4640 1154,4493
T5 LSSPATLNSR 10455636 12955242 1293,5086
T3 LGEHNIDVLEGNEQFINAAK  2211,1040 |2461,0646 | 2459,040
T4 ITHPNFNGNTLDNDIMLIK [ 2283,1802| 2533,1408 253132
12,3 APVLSDSSCKISSYPGQITG | 3161 4957 3411,4558T 3409,4407
NMICVGFLEGGK
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Kako sva tri CAF reagensa (4-formil-1,3-benzendfeni na kiselina, 5-formil-1,3-benzen-
di-sulfoni na kiselina i 4-formil-1,2-benzen-di-sulfona kiselina) imaju istu bruto
molekulsku formulu (gHsO7S;), mase derivatiziranih fragmenata su, bez obzr&arisSteni
reagens, u sva tri slaja jednake (tablica 4.1.).

U tablici 4.2. dani su teoretski/z za nativni triptiki autoliti ki fragment i to za
jednostruko protonirani i neobilje eni [M + HJi jednostruko deprotonirani i neobilje eni
molekulski ion [M - H]. Takoer su prikazane i teoretske vrijednosti/z tripti kih
autoliti kih fragmenta T3 obilje enih CAF reagensom (CAF-@AF-mm, CAF-mp); i to za
jednostruko protonirani [ + H]" i jednostruko deprotonirani molekulski ion
[Mcar - H]. Tablica daje i prikaz fragmentacije neobilje enogbilje enog tripti kog
autoliti kog fragmenta T3 za dvije osnovne serije fragméniona; b- i y-seriju.

Obilje avanje peptida provodi se na N-kraju peptataog ega ioni y-serije koji zadr avaju
originalni C-kraj peptida nisu nosioci CAF reagensatoga nema razlike m/z y-iona
obilje enog i neobilje enog peptida (tablica 4.23. druge strane, kemijskom promjenom
peptida na N-kraju obilje eni peptidi dobivaju imment mase od 249,961fn/z
Fragmentacijom nastali b-ioni zadr avaju CAF reag€@AF-op, CAF-mm ili CAF-mp) na
N-kraju. Razlika u jednostruko protoniranof-iona neobilje enog peptida i jednostruko
deprotoniranogo-iona peptida obilje enog CAF reagensima iznos,2499.

Za sve analize koriStena je ista smjesa peptidaveoin autolizom tripsina. Autoliza
tripsina provedena je inkubacijom otopine tripsieacentracije 0,02 mg diu 25 mmol dr
% amonijevom hidrogenkarbonatu (pH=7,8) u trajanjul@ h na 37 °C u termomijesalici uz
protresivanje na 400 rpm. Nakon autolize smjesalitiukin produkata razrijeena je 100
puta Milli Q vodom. Po jedan alikvot od 10 ul (ukwp4) proiS en je za svaku analizu Zip
Tip tehnikom, te je uparen do suha.
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Tablica 4.2. Teoretske mase iona b- i y-serije neobilje enoptirkog autoliti kog fragmenta
T3 (neobilje eni) i tripti kog autoliti kog fragmenta T3 obilje enog sa CAF reagensom
(CAF-op, CAF-mm ili CAF-mp)

Tripti ki autoliti ki fragment T3 — sekvenca: LGEHNIDVLEGNEQFINAAK

Neobilje eni - [M + H]*— 2211,1040 Da; [M - H]2209,0884 Da

Obilje eni - CAF [Mcar + H]" — 2461,0646 Da; [Mar - H]” — 2459,0490 Da

o *y-ioni o .
b-ioni g g g g ¢ 5 b-ioni
XS 5 8 m/z 2 3 4
m/z 2 2 > . > 2 ) m/z
. S s 0 [M+tH]"/Da ¢ ©<© = ]
[M+H] " /Da =2 € =5 S £ £ [Mca-H]'/Da
c c o °
S < S S < o]

(&) [0 [0 nd

o o o
114,0914 1 L 20 2211,104 200 L 1 362,036°
171,112¢ 2 G 19 209¢,020( 19 G 2 41€,0577
30(,155¢ 3 E 18 204(,998¢ 18 E 3 54¢,100¢
437,2143 4 H 17 1911,9559 17 H 4 685,1592
551,2572 5 N 16 1774,8970 16 N 5 799,2022
664,3413 6 | 15 1660,8541 15 | 6 912,2862
779,3682 7 D 14 1547,7700 14 D 7 1027,3132
878,4367 8 v 13 1432,7431 13 Vv 8 1126,3816
991,5207 9 L 12 13356747 12 L 9 123¢4657
112(,563¢ 10 E 1 122(,590¢ 11 E 10 136€,5082
1177,584¢ 11 G 10 1091,548( 10 G 11 14255297
1291,6277 12 N 9 1034,5265 9 N 12 1539,5726
1420,6703 13 E 8 920,4836 8 E 13 1668,6152
1548,7289 14 Q 7 791,4410 7 Q 14 1796,6738
1695,7973 15 F 6 663,3824 6 F 15 1943,7422
1808,8814 16 | 5 516,3140 5 | 16 2056,8263
1922,924: 17 N 4 40%,230( 4 N 17 217(,869:
1997,961¢ 18 A 3 28¢,187( 3 A 18 2241,906¢
206¢,998¢ 19 A 2 21€,149¢ 2 A 19 2312,943¢
2193,0935 20 K 1 147,1128 1 K 20 2441,0385

*Mase fragmentnih iona y-serije jednake su za elglji (CAF) i neobilje eni peptid
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4.1.1. Sekvenciranje neobilje enog peptidade novo

Analiza smjese peptida dobivenih autolizom tripsgmavedena je prema eksperimentalnim
uvjetima danim u poglavlju 3.6Analiza peptida tehnikama spektrometrije masa.

Spektar masa (MS spektar) snimljen MALD-TOF speakietrom masa za smjesu peptida
nastalih autolizom tripsina u nareduciraja uvjetima dan je na slici 4.1. Spektar je snimlje
u pozitivnom nainu rada spektrometra masa. U spektru je posebna @z signal nam/z

2211,1038 koji odgovara triptiom autoliti kom fragmentu T3.

Slika 4.1. MALDI-TOF MS spektar smjese peptida nastalih amtoh tripsina u

nareducirajuim uvjetima

lon koji odgovara triptikom autolitikom fragmentu T3 rfi/z 2211,1038) uzet je kao
prekursor ion za MS/MS analizu.

Na slici 4.2. prikazan je MALDI-TOF MS/MS spektaeabilje enog T3 fragmenta
autolize tripsina snimljen u pozitivnom niau rada s asigniranim ionima b- i y-serije. U
spektru su detektirani svi ioni y-serije;{y»o), a iz b-serije iona nije detektiran samoidn.
Podaci o omjeru signala prema Sumu (S/N) i relatinrintenzitetu (RI) asigniranih signala

dani su u tablici 4.3.
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Tablica 4.3. Asignirani y- i b-ioni u MALDI-TOF MS/MS spektru 3 fragmenta autolize

tripsina snimljenom u pozitivnom niau rada spektrometra masa (slika 4.2.)

Fragmentni m/z . m/z . qure_éka _Relati\_/ni Sig:]J;;
. [M+H] [M+H] o itanja/ intenzitet
'on teoretski na eno ppm (R1) _ prema
Sumu (S/N)
y1 147,1128 147,0997 89,0 3,93 41,34
b, 171,1128 171,1138 5,8 3,13 33,21
Y2 218,1499 218,1411 40,3 4,49 47,68
Ya 289,1870 289,1853 5,9 6,27 46,66
bs 300,1554 300,1597 14,3 4,08 27,79
Ya 403,2300 403,2315 37 20,77 136,59
b, 437,2143 437,2122 4,8 29,09 185,79
Vs 516,3140 516,3120 3,9 12,18 73,26
bs 551,2572 551,2570 0,4 58,32 354,04
Yo 663,3824 663,3860 5.4 11,02 62,57
be 664,3413 664,3395 2,7 32,08 171,71
b, 779,3682 779,3623 7,6 51,11 307,31
y7 791,4410 791,4466 7,1 10,50 60,22
bg 878,4367 878,4319 5,5 30,40 191,57
Vs 920,4836 920,4828 0,9 9,47 62,00
be 991,5207 991,5221 1,4 15,39 99,70
Yo 1034,5265  1034,5275 1,0 12,04 85,73
Y10 1091,5480  1091,5433 4,3 54,49 417,73
bio 1120,5633  1120,5655 2,0 21,45 154,00
(O 1177,5848  1177,5408 34 5,46 38,42
Y1 1220,5906  1220,5955 4,0 28,46 233,11
b2 1291,6277  1291,6158 9,2 11,05 90,61
Y12 1333,6747  1333,6795 3,6 29,06 252,25
bis 1420,6703  1420,6722 1,3 17,92 145,78
Yis 1432,7431  1432,7401 2,1 27,77 252,42
Yia 1547,7700  1547,7723 1,5 19,52 187,69
D14 1548,7289  1548,7261 1,8 35,15 173,56
Yis 1660,8541  1660,8562 1,3 8,31 67,08
bis 1695,7973  1695,7977 0,2 17,09 144,90
Y16 1774,8970  1774,8948 1,2 10,82 113,17
[ 1808,8814  1808,8881 37 19,61 193,38
Y17 1911,9559  1911,9601 2,2 8,96 97,06
b7 1922,9243  1922,9272 1,5 10,58 125,01
big 1993,9614  1993,9629 0,8 10,47 136,91
Yis 2040,9985  2040,9977 0,4 3,11 40,55
b1o 2064,9985  2064,9975 0,5 10,90 162,01
Yie 2098,0200  2097,9697 24,0 1,26 11,46
b2o 2193,0935  2193,0970 1,6 1,10 5,50
Y20 2211,1040  2211,0465 26,0 1,29 14,14
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Iz tablice 4.3. i sa slike 4.2. uava se kako su isti parovi iona b- i y-serij@ (b, ioni)
detektirani sa relativnim intenzitetima (RI) radiknanje od 10 % i podjednakim omjerima
signala prema Sumu (S/N). Osim toga, neawa se pravilo prema kojem bi signali iona
pojedine serije (b- ili y-serije) uvijek bili detakani sa veim RI ili S/N. Stoga RI i S/N nisu
kriteriji za distinkciju meu b- i y-ionima.

Detekcija je dodatno ote ana preklapanje pojedsidnala koji proizlaze iz raziitih serija
iona. Tako se u slaju tripti kog autoliti kog fragmenta T3n/ziona h4 i y14, 0dnosno iona

bs i ys razlikuju za samo 1 Da (slika 4.3.).

A

Slika 4.3.MALDI-TOF MS spektar masa kod kojeg su prikaz&kagmentni ioni Y4 i bi4 (A)
odnosno y i bg nastali fragmentacijom triptkog autoliti kog peptida T3. Preklapanje masa

iona razli itih fragmentnih serija dodatno ote ava postupakvesciranjade novo.
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4.1.2. Obilje avanje peptida CAF reagensima

Obilje avanje autolitikog produkta tripsina CAF reagensima (CAF-op, CAR-mMCAF-mp)
provedeno je na pr& enoj i do suha uparenoj smjesi peptida dobiveniblaom tripsina
prema postupku opisanom u poglavlju 3.4.50bilje avanje peptida CAF reagensima
MALDI-TOF MS i MS/MS analize provedene su premapksmentalnim uvjetima danim u
poglavlju 3.6.- Analiza peptida tehnikama spektrometrije masa.

Kako sva tri koriStena reagensa imaju istu reaktigkupinu i istu molekulsku formulu bez
obzira na izbor reagensa mehanizam reakcije obilgnja i molekulske formule nastalih
obilje enih peptida su jednake. Zbog jednostavngstkaza kao tipian CAF reagens za
prikaz spektra masa obilje ene smjese peptida hlastatolizom tripsina uzet je CAF-op
reagens (slika 4.4.). U spektrima su ozama signali koji odgovaraju triptkom autoliti kom

fragmentu T3 obilje enom sa CAF-op reagensom.

A

Slika 4.4. MALDI-TOF MS spektar smjese peptida nastalih amtoh tripsina u
nareducirajuim uvjetima obilje enih CAF-op reagensom snimljerpozitivnom nainu rada
(A) i negativnom nainu rada spektrometra masa (B). U spektru na sliglava strelica

(+CAF) povezuje signale koji odgovaraju peptidinmgep nakon obilje avanja.
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Izostanak signala koji bi omjerom mase i nabojacvdga dvostruko obilje enim peptidima

(inkrement mase 499,92 Da) potvrda je selektivnestkcije obilje avanja.

4.1.3. Sekvenciranje peptida obilje enog CAF-op reagensorde novo

Smjesa peptida nastalih autolizom tripsina obilige CAF—op reagensom prema postupku
opisanom u poglaviju 3.4.5.

MALDI-TOF MS/MS analiza provedena je u pozitivnom niegativnom nanu rada
spektrometra masa prema eksperimentalnim uvjetia@ind u poglaviju 3.6.- Analiza

peptida tehnikama spektrometrije maBabiveni spektri dani su na slikama 4.5. i 4.6.

Ivana Dodig Doktorskadisertacije
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Slika 4.5.MALDI-TOF MS/MS spektar fragmentnih iona autolkog tripti kog fragmenta T3 obilje enog CAF-op reagensom sjamu

negativnom nanu rada spektrometra masa. Asignirani su ionirjeskoriSteni za iSitavanje sekvencde novo

neynzsy ‘v §
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Slika 4.6. MALDI-TOF MS/MS spektar fragmentnih iona autolkog tripti kog fragmenta T3 obilje enog CAF-op reagensom sjamu

pozitivnom nainu rada spektrometra masa. Asignirani su ioninjes&oristeni za iSitavanje sekvencde novo

neynzsy ‘v §
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Osnova za uspjeSno ifvanje aminokiselinske sekvence jean izbor signala, kojiine
konsekutivni niz iona iste serije. U shju MS/MS spektara prikazanih na slikama 4.5. i 4.6
izbor signala koji ine konsekutivni niz iona olakSan je upotrebom G#reagensa sa dvije
sulfonske skupine. Naime, uslijed opisane kemijskemjene peptida dolazi do selektivhe
ionizacije y-serije iona u pozitivnom MS/MS spekirb-serije iona u negativhom spektru.
Tako su u MS/MS spektru u pozitivnom mau rada spektrometra masa predominantno
zastupljeni ioni y-serije, dok su MS/MS spektruagativhom nainu rada spektrometra masa
gotovo isklju ivo zastupljeni ioni b-serije.

injenica da su fragmentni ioni komplementarnihjagdna (y-ioni koji zadr avaju originalni
peptidni C-kraj i b-iona koji zadr avaju originalmieptidni N-kraj peptida obilje en CAF-op
reagensom) razdvojeni na dva spektra, nedvojbeme we smjer iSitavanja redoslijeda
aminokiselina (od N-kraja prema C-kraju) na spekdriu pozitivnom i negativnhom nau
rada spektrometra masa (tablice 4.4. i 4.5.). Ogga, iSitavanje je olakSano i zbog

injenice da su fragmentni ioni y- i b-serije zadjemp intenzivnijim omjerom signala prema
Sumu u odnosu na neobilje ene ione peptida (tabdlice i 4.5.), pa je izbor signala koji
potencijalno ine konsekutivni niz pojednostavljen u probiru.
IS itavanje aminokiselinskog slijeda na oba spektliag$1.5. i 4.6.) provedeno je na jednak
na in. Nakon izbora potencijalnih signala konsekutignoza (na temelju vizualne procjene
S/N i RI) izra unata je meusobna razlikan/zte je dobivenoj razlici pridru ena aminokiselina
sukladno tablici 2.2. (str. 38.).
Postupak iStavanja aminokiselinske sekvence iz MS/MS spekiaaslici 4.5. detaljno je
opisan u tablici 4.4., a postupakitavanja aminokiselinske sekvence MS/MS spektralica
4.6. u tablici 4.5.
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Tablica 4.4. IS itavanje aminokiselinske sekvence autdkitig tripti kog fragmenta T3
obilije enog CAF-op reagensom iz MALDI-TOF MS/MS dtea snimljenog u negativnom

na inu rada spektrometra ma&ika 4.5.)

Asignirani Masa

b- RI* /

. m/z SIN** Izra un mase rezidua rezidua AK
ion %

[M-H]~ / Da

0 248,9613 91,08 412,48 / / / —
1 362,0355 7,61 31,86 i, = (362,0355-248,9613) 113,0742 /L
2 419,053 592 22,65 byb; = (419,053-362,0355 57,018: G
3 548,1008 26,15 124,49 5b, = (548,1008-419,0536) 129,0472 E
4 685,1552 3591 181,55 ,b;=(685,1552-548,1008) 137,0544 H
5 799,193: 20,6¢ 101,07 bsb, = (799,193-685,1552 114,038: N
6 912,2887 23,39 118,21 4bs=(912,2887-799,1933) 113,0954 I/L
7 1027,311 42,8¢  238,4(  bybs=(1027,311-912,2887 115,022 D
8 1126,3805 19,16 100,79 gb; =(1126,3805-1027,3112) 99,0693 V
9 1239,4673 14,36 64,85 ¢bg =(1239,4673-1126,3805) 113,0868 I/L
10 1368,511 23,4t 98,  byrby=(1368,511-1239,4673 129,043 E
11 1425,5309 4,78 20,10  3H = (1425,5309-1368,511) 57,0199 G
12 1539,5815 7,28 32,01 My, = (1539,5815-1425,5309)  114,0506 N
13 1668,622 5,67 23,4:  bigb,=(1668,622-15395815 129,041 E
14 1796,6709 4,08 8,41  1Hb3=(1796,6709-1668,6227)  128,0482 Q
15 1943,706 2,74 7,9¢  bysby,=(1943,706-1796,6708  147,036( F
16 2056,7520 4,92 8,93 145 = (2056,7520-1943,7069)  113,0451 /L
17 2170,8361 3,59 8,66  ,4bs=(2170,8361-2056,7520)  114,0841 N
18 / / / / / /
19 / / / / / /
20 / / / / / /

*relativni intenzitet; ** omjer signala prema Sumu
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Tablica 4.5. 1S itavanje aminokiselinske sekvence autdkitig tripti kog fragmenta T3
obilije enog CAF-op reagensom iz MALDI-TOF MS/MS $tea snimljenog u pozitivnom

na inu radaspektrometra magalika 4.6.)

Asignirani Masa
y- RI*/ ) ]
. m/z SIN** Izra un mase rezidua rezidua AK
ion %

[M+H] ™ / Da
1 / / / / / /
2 / / / / / /
3 / / / / / /
4 / / / / / /
5 516,3055 2,03 34,02 / /
6 663,384 4,34 75,6¢  YeYs (=663,384-516,3055 147,079: F
7 791,4418 12,89 169,22 ;-ys (=791,4418-663,3847) 128,0571 Q
8 920,482 14,2: 161,60  yg-y7(=920,482-791,4418 129,040 E
9 1034,5247 13,53 155,92 ¢yg (=1034,5247-920,4827) 114,0420 N
10 1091,5443 99,67  1449,6 103 (=1091,5443-1034,5247) 57,0195 G
11 1220,595 64,4¢ 874,60  yi1-Y10(=1220,595-1091,5443 129,051 E
12 1333,6721 72,61 952,54 15y, (=1333,6721-1220,5956)  113,0765 /L
13 1432,7477 34,30 465,28 131, (=1432,7477-1333,6721) 99,0756 V
14 1547,699 40,07  545,6¢  YisYi3(=1547,699-1432,7477 114,951 N
15 1660,8495 11,48 139,87 1syi14(=1660,8495-1547,6995)  113,1500 I/L
1€ 1774,900 14,88 129,17  yi¢Yy15(=1774,900-1660,8495 114,051
17 1911,9612 12,84 139,52 1:6(=1911,9612-1774,9005)  137,0607
18 2041,0522 11,94 139,85 gy, (=2041,0522-1911,9612) 129,0910 E L—
1¢ 2097,998 34,7C  559,7:  yi5Y15(=2097,998-2041,0522 56,946

20 2211,1136 12,57 181,86 ,0¥i10(=2211,1136-2097,9985)  113,1151 I/L

*relativni intenzitet; ** omjer signala prema Sumu

Na tripti kom autoliti kom fragmentu T3, koji je prije analize tandemnopeldrometrijom
masa obilje en CAF-op reagensomitan je slijed od prve do sedamnaeste aminokiseljne
asignirani su ioni Bby; (slika 4.5. i tablica 4.4.) u negativnom ma rada spektrometra
masa.

Na istom uzorku u pozitivnom ni@u rada spektrometra masa,iidn je slijed od prve do
petnaeste aminokiseline, tj. asignirani su iary) (slika 4.6. i tablica 4.5.).

Ukupno je preklapanjem (presjekom) rezultataita¥anja dvaju spektara (pozitivhog i
negativnog spektra masa) poten slijed od prve do petnaeste aminokiseline, (@&sigi su
ioni be-b17 1 ys-y17), @ sekvenciranjende novoje iS itan slijed od prve do sedamnaeste

aminokiseline.
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4.1.4. Sekvenciranje peptida obilje enog CAF-mm reagensonde novo

Smjesa peptida nastalih autolizom tripsina obiliege CAF—mm reagensom prema postupku
opisanom u poglavlju 3.4.5.

MS/MS analiza provedena je u pozitivnom i negatimnoainu rada spektrometra masa
prema eksperimentalnim uvjetima danim u poglavijé. 3 Analiza peptida tehnikama
spektrometrije masdobiveni spektri dani su na slikama 4.7. i 4.8.

Sli no kao i kod CAF-op derivatizacijskog reagensajjagsikemijske promjene N-kraja
peptida doSlo je do razdvajanja y- i b-iona na dpaktra. Tako su u MS/MS spektru u
negativnhom nanu rada (slika 4.7.) predominantno zastupljeni saomi b-serije, dok su u
MS/MS spektru, u pozitivnom nanu rada (slika 4.8.) predominantno zastupljeni c&oni y-
serije.

Vrijednost omjera signala prema Sumu (S/N) i retah intenziteta (RI) signala kojiine
konsekutivni slijed iona b-serije (za spektar nai €l.7.) i iona y-serije (za spektar na slici
4.8.), dane su u tablicama 4.6. i 4.7. redom.

Upotrebom CAF-mm reagensa u negativnomima rada iSitan je slijed od prve do
osamnaeste aminokiseline, tj. asignirani su ionb.b (slika 4.7. i tablica 4.6.). Na istom
uzorku u pozitivnom nanu rada spektrometra masaiidn je slijed od prve do Sesnaeste
aminokiseline , tj. asignirani su ionj-y,o (slika 4.8. i tablica 4.7.).

Ukupno je nedvojbeno potwen slijed od prve do Sesnhaeste aminokiseline uicgept
(presjekom iSitanih spektara asignirani su ioni-bys i ys-y20), @ kombinacijom dvaju

spektara iStan je slijed prvih 18 aminokiselina.
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Slika 4.7.MALDI-TOF MS/MS spektar fragmentnih iona autolkog tripti kog fragmenta T3 obilje enog CAF-mm reagensom sj@mu
negativnhom nanu rada spektrometra masa. Asignirani su ionifjeskoriSteni za iSitavanje sekvencde novo
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Slika 4.8. MALDI-TOF MS/MS spektar fragmentnih iona autolkog tripti kog fragmenta T3 obilje enog CAF-mm reagensom sj@mu

pozitivnom nainu rada spektrometra masa. Asignirani su ionirfjeskoriSteni za iSitavanje sekvencde novo
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Tablica 4.6. IS itavanje aminokiselinske sekvence trighg autolitikog fragmenta T3
obilije enog CAF-mm reagensom iz MALDI-TOF MS/MS dtea snimljenog u negativnom
na inu rada(slika 4.7.)

Asignirani Masa

b- RI*/

m/z S/N** Izra un mase rezidua rezidua AK
ion %

[M-H] " / Da
0 265,9619 5,46 32,56 / / /
1 362,0076 5,26 23,66 ;1 (=362,0076-248,9279*%) 113,0797 WL
2 419,055: 5,4€ 25,97  b,-b, (=419,055-362,0076 570477 G [ ]
3 548,1069 47,34 230,62 3b, (=548,1069-419,0553) 129.0516 E
4 685,1496 47,58 289,92 ,bs (=685,1496-548,1069) 137,0427
5 799,199 36,94  237,7: bgh, (=799,199-685,1496 114,0502 N
6 912,2831 44,88 354,89 4bs(=912,2831-799,1998) 113.0833 L
7 1027,386¢ 100,0C  650,6¢ bs-bs (=1027,386-912,2831 1151035 D
8 1126,3835 61,18 507,26 &by (=1126,3835-1027,3866)  9g 9969  V
9 1239,4699 38,97 712,73 +bs(=1239,4699-1126,3835) 1130864 /L
1C 1368,498 77,8¢  533,6¢  byhy (=1368,498-1239,469¢ 129.0287 E
11 1425,5036 12,44 86,83 1Mo (=1425,5036-1368,4986) 570050 G
12 1539,5688 20,56 140,19 iy (=1539,5688-1425,5036) 1140652 N
13 1668,614 22,2¢  150,7¢  byzb;,(=1668,614-1539,5688 129 0456 E
14 1796,6712 16,25 107,80 145 (=1796,6712-1668,6144) 128 0568 Q
15 1943,748 9,6¢ 53,9  bishys (=1943,748-1796,6712 1470774 F
16 2056,8203 16,56 101,66 i6tinis (=2056,8203-1943,7486) 1130717 L
17 2170,8741 7,72 51,24 17y (=2170,8741-2056,8203) 1140538 N
18 2241,910 2,20 15,47  bygby; (=2241,910-2170,8741 710368 A
19 / / / / /
20 / / / / / /

*relativni intenzitet; ** omjer signala prema Sumu

*Masa R iona izraunata je oduzimanjem 17,034 (MHbd asigniranoggiona
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Tablica 4.7. 1S itavanje aminokiselinske sekvence autdkitig tripti kog fragmenta T3
obilje enog CAF-mm reagensom iz MALDI-TOF MS/MS $tea snimljenog u pozitivnom
na inu rada(slika 4.8.)

Asignirani Masa
y- RI*/ ) ]
. m/z SIN** Izra un mase rezidua rezidua AK
ion %

[M+H]* / Da

1 / / / / / /
2 / / / / / /
3 / / / / / /
4 403,2356 2,98 7,87 / / /
5 516,3718 5,20 17,60 sy, (=516,3718-403,2356) 113,1362 I/L
6 663,338: 20,47 84,5.  YyeYs(=663,338-516,3718 146,966! F
7 791,3956 24,98 105,96 7Ys (=791,3956-663,3383) 128,0573 Q
8 920,430 18,6¢ 86,31  ys-y;(=920,430-791,3956 129,035: E
9 1034,5670 13,13 60,56 o-ys (=1034,5670-920,4309) 114,1361 N
10 1091,5085 99,83 456,39 103 (=1091,5085-1034,5670) 56,9415 G
11 1220,539. 57,9: 289,27  yi1-Y10(=1220,539-1091,5085 129,030 E
12 1333,6312 68,39 343,90 1711 (=1333,6312-1220,5394) 113,0918 /L
13 1432,7810 22,68 124,85 131, (=1432,7810-1333,6312) 99,1498 V
14 1547,710 41,0¢ 203,00  YyisY:3(=1547,710-1432,781C 114,929: N
15 1660,8660 8,44 48,13 15914 (=1660,8660-1547,7108) 113,1552 /L
1€ 1774,860. 9,9¢ 54,0¢  yieYi1s(=1774,860-1660,866C 113,994 N
17 1911,8783 11,31 50,31 116 (=1911,8783-1774,8603) 137,018 H
18 2040,9004 6,92 30,54 1917 (=2041,9004-1911,8783) 129,0221 E
1¢ 2097,915: 5,2C 25,94 yi9Y15(=2097,915-2041,9004  57,014¢ | ]
20 2211,1067 / / YooYie (52211,1067-2097,9153)  113,1914 I/L

*relativni intenzitet; ** omjer signala prema Sumu

*Masa prekursor iona
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4.1.5. Sekvenciranje peptida obilje enog CAF-mp reagensonde novo

Smjesa peptida nastalih autolizom tripsina obilige CAF—mm reagensom prema postupku
opisanom u poglavlju 3.4.5.

MS/MS analiza triptikog autolitikog fragmenta T3 obilje enog CAF-mp reagensom
provedena je u pozitivnom | negativnom ima rada spektrometra masa prema
eksperimentalnim uvjetima danim u poglavlju 3.8naliza peptida tehnikama spektrometrije
masa.Dobiveni spektar prikazani su na slikama 4.9104.

Osnova za uspjeSno ifavanje aminokiselinske sekvence jeao izbor signala kojiine
konsekutivnu seriju istovrsnih iona.

Popisi asigniranih signala koji ukljuju m/z S/N i RI signala u spektrima na slikama 4.9. i
4.10. dani su redom u tablicama 4.8. i 4.9.

Iz prilo enih tablica i spektara s asigniranim sadjma vidljivo je da su za asignaciju jedne
aminokiseline u slijeduesto prisutni signali serija a-, b- i c- odnosnoy i z-, pri emu
signali serija b- i y- nisi uvijek asignirani s majim relativnim intenzitetom i/ili omjerom
signala prema Sumul.

Stoga se izbor konsekutivnih signala istovrsnitaiarspektrima peptida obilje enog CAF-mp
reagensom (slike 4.9. 1 4.10.) ne mo e provestim@ekriteriju najveeg relativnog intenziteta

signala kao S$to je to slaj u spektrima peptida obilje enog CAF-op i CAF-nmmeagensima.
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Slika 4.9. MALDI-TOF MS/MS spektar fragmentnih iona tripkiog autoliti kog fragmenta T3 obilje enog CAF-mp reagensom sj@mu
negativnom nanu rada spektrometra masa. Asignirani su ioni gapadaju a-, b- i c-seriji fragmentnih iona
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Slika 4.10.MALDI-TOF MS/MS fragmentnih iona triptkog autoliti kog fragmenta T3 obilje enog CAF-mp reagensom sp@mu pozitivnom

na inu rada spektrometra masa. Asignirani su ioni gapadaju x-, y- i z-seriji fragmentnih iona.
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Tablica 4.8. IS itavanje aminokiselinske sekvence autdkitig tripti kog fragmenta T3
obilije enog CAF-mm reagensom iz MALDI-TOF MS/MS $tea snimljenog u pozitivnom
na inu rada(slika 4.9.)

Fragmentni  Asignirani m/z Relativni Omijer signala
ion [M-H] - intenzitet (RI) prema Sumu (S/N)
bo 248,9658 1,79 32,17 UL
Co 265,9828 5,86 78,68
b, 419,0513 4,95 61,19 E
C 437,0667 6,27 77,18 _
H
b3 548,1020 50,48 674,97
b, 685,1503 12,53 138,25 N
Cs 702,1790 30,14 364,18
bs 799,1877 10,67 106,00 I/L
be 912,2756 14,28 136,12 D
Cs 929,2990 30,46 332,81
b, 1027,3162 99,95 1024,59 V
I/L
bg 1126,3884 7,71 67,06
E
[0 1239,4573 5,46 44,11
G
b 1368,4941 27,55 263,14
b1y 1425,4731 5,69 37,51 N
Ci1 1442,5292 14,42 149,86
bis 1539,5237 5,25 54,87 E
Q
b3 1668,6080 7,82 66,16
b4 1796,6550 2,29 22,36
bie 2056,8729 2,63 13,84 N
Cie 2073,7815 4,59 52,03
b7 2170,4198 3,48 28,21 A
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Tablica 4.9. Popis asigniranih fragmentnih iona x-serije, y{igeri z-serije tripti kog
autoliti kog fragmenta T3 obilje enog CAF-mp reagensom nalldATOF MS/MS spektra

snimljenom u pozitivnom n&nu radaspektrometra magalika 4.9.)

Fragmentni Asignirani m/z Relativni Omijer signala
ion [M-H] - intenzitet (RI)  prema Sumu (S/N)
Vs 516,3362 2,55 21,21
Ve 663,3512 4,79 30,98 E
X 689,3052 3,81 25,57
a 791,4364 13,22 90,96 Q
X7 817,4086 9,87 52,12
Vs 920,4894 12,24 76,17 E
Yo 1034,5271 11,98 69,33
Y10 1091,5491 101,06 653,56 G
X10 1117,5448 13,45 75,12
o
\ZE 1220,5876 62,13 445,61 E 2
X11 1246,6136 64,82 332,81 :
Yir 1333,6819 14,28 136,12 1 :
X12 1359,6613 10,05 48,77 w
Va2 1333,6819 63,01 297,15 Y -
X12 1359,6613 20,11 89,16 @
V13 1432,7321 32,44 218,41 D
Y14 1547,7609 38,99 275,64 oo
X14 1573,8023 40,12 288,63
Y 1660,8120 11,90 65,38 N
X15 1686,8763 13,56 87,12
Y16 1774,8853 12,68 83,80 Y
X16 1800,9236 15,72 102,53
Y17 1911,9541 15,93 91,15 £
X17 1937,9462 12,33 79,56
et 2040,9666 11,95 70,01 G
X1g 2067,0132 11,99 75,63
I/L
Y19 2098,0207 18,52 123,66
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U tablici 4.8. utom, zelenom i crvenom bojom swnazni podaci redom za fragmentne ione
a-, b- i c-serije. Slino su aminokiseline zaiju je asignaciju kao najintenzivniji signal
(najve i Rl i S/N) detektiran a-, b- ili c-ion oznani redom utom, zelenom i crvenom bojom.
Za asignaciju 11 aminokiselina kao najintenzivngignal detektiran je b-ion, za 3
aminokiseline a-ion, te je c-ion detektiran kaoimenzivniji za 4 aminokiseline. Ukupno je
o itana sekvenca od prve do sedamnaeste aminokiseihaikupno 20 aminokiselina
tripti kog autoliti kog fragmenta T3.

U tablici 4.9. crvenom, zelenom i utom bojom swnazni podaci redom za fragmentne ione
x-serije, y-serije i z-serije. Sho su aminokiseline zaju je asignaciju kao najintenzivniji
signal (najvei Rl i S/IN) detektiran x-, y- ili z-ion oznane redom kao crvene, zelene i ute.
Za asignaciju 11 aminokiselina kao najintenzivrsjgnal detektiran je y-ion, a za 4
aminokiseline je x-ion detektiran kao najintenzjveignal. Ukupno je adtana sekvenca od
prve do petnaeste aminokiseline od ukupno 20 ansebka tripti kog autoliti kog
fragmenta T3.

U spektrima triptikog autoliti kog fragmenta T3 obilje enog CAF-mp reagensom nije
mogu e izdvojiti signale konsekutivnog slijeda istovrsserije fragmentnih iona na temelju
kriterija najveeg RI i S/IN (slike 4.9. i 4.10. i tablice 4.8. i94. Istovremena prisutnost
signala fragmentnih iona a-, b- i c- serije, odrsn y- i z-serije sa meisobno slinim RI i
SIN, ukazuje na zakljak da obilje avanje peptida CAF-mp reagensom ne jeiava
fragmentacijski put obilje enog peptida, Sto u komiai dovodi do interpretativno slo enih
MS/MS spektra.

Ve se i vizualnom usporedbom spektara trigtig autolitikog fragmenta T3,
obilje enog CAF-op, CAF-mm i CAF-mp reagensima shémih u negativnom nanu rada
spektrometra masa (slika 4.11.), a@aju razlike s obzirom na relativhe intenzitetbraj
prisutnih signala. U MS/MS spektrima peptida obéfeog CAF-op i CAF-mm reagensima,
izbor potencijalnih konsekutivnih signala istovrsserije proveden je primjenom Kkriterija
vizualne procjene najveg relativnog intenziteta i omjera signala prema@uNa ovaj nan
izabran je konsekutivni slijed signala koine b-seriju iona.

Interpretacija MS/MS spektra peptida obilje enog EEAp reagensom nedvojbeno je znatno
slo enija nego i u sluaju spektara peptida obilje enih CAF-op i CAF-mmagensima.
Me utim, ak su i spektri peptida obilje enog CAF-mp reagenspogodniji za iSitavanje
sekvencede novou odnosu na spektre neobilje enih peptida (slika.)4 Dvije sulfonske
skupine u strukturi CAF-mp reagensa (kao i kod GpH- CAF-mm reagensa) odgovorne su

za efekt detektiranja fragmentnih ioni s N-krajeeptida (a-, b- i c-ioni) u negativhom riau
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rada, te fragmentnih ioni sa originalnim C-krajeepfda (x-, y- i z-ioni) u pozitivnom nau
rada spektrometra masa. S druge strane se ajsloeobilje enog peptida svi fragmentni ioni

detektiraju na istom spektru u pozitivnom ima rada spektrometra masa.

Slika 4.11. MALDI-TOF MS/MS spektri triptikog autoliti kog fragmenta T3 obilje enog
CAF reagensima snimljeni u negativhom ina rada spektrometra masa: A) obilje en CAF-

op reagensom, B) obilje en CAF-mm reagensom i Glj@bn CAF-mp reagensom.
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4.2. KARAKTERIZACIJA FRAGMENTACIJSKOG PUTA PEPTIDA
OBILJE ENIH CAF-mm REAGENSOM

Proteinski ekstrakt iz stamih suspenzija i kolonija stani¢aactobacilus brevis, Arabidobsis
thalia, Lactobacilus plantarum, Escherichia Coli,ntErococcus faecium Pediococcus
pentosaceygripremljeni su prema postupku opisanom u pogia®/2.

Proteinski ekstrakt stanica uzorakeabidobsis thalia, Lactobacilus plantaruiniEscherichia
Coli razdvojeni su 2-D gel elektroforezom, a trigtidigesti proteina lizata stanica uzoraka
Lactobacilus brevis,Enterococcus faecium Pediococcus pentosaceumzdvojeni su
teku inskom kromatografijom obrnutih faza.

Bez obzira na nan razdvajanja u konaici je dobiveno 350 uzoraka smjese trigiin
peptida (150 uzoraka nakon odgradnje proteina il ge 200 uzoraka razdvojenih
teku inskom kromatografijom), koji su potom obilje eniAE-mm reagensom.

Direktna usporedba fragmentacijskog puta CAF-mmgeeaom obilje enih peptida i
fragmentacijskog puta neobilje enih peptida proveslge na 50 uzoraka tripkih peptida
dobivenih odgradnjom proteina iz gela. 1z spomdn&0 uzoraka uzet je alikvot direktno za
MALDI analizu bez prethodnog obilje avanja CAF-mmeagensom. Naime, iako postoje
literaturni podaci karakterizacije fragmentnog put@obilje enih peptida tokom MALDI
analizé® ovim pristupom osigurala se istovjetna usporddirakterizacije fragmentnog puta
obilje enih i neobilje enih peptida.

Analiza peptida provedena je prema postupku oprsangpoglaviju 3.6. Analiza peptida
tehnikama spektrometrije masa

Snimljeno je ukupno 6752 MS/MS spektara CAF-mm essg@m obilje enih peptida od

ega 3376 MS/MS spektara u pozitivnom ina rada spektrometra masa (MS/NM$ 3376
MS/MS spektara u negativnom fmau rada spektrometra masa (MS/)MSTako er je
snimljeno i 448 MS/MS spektara (u pozitivnom ima rada) neobilje enih peptida.

Postupak sekvenciranjde novoi identifikacije proteina proveden je upotrebomotem
Reader programskog paketa za MS/MS spektre ohilie peptida, dok je za MS/MS spektre
neobilje enih peptida identifikacija proteina i iBvanje sekvence peptida provedeno
klasi nim pute upotrebom ProteinPilot programskog paketa.

Iz 5746 MS/MS spektara CAF-mm reagensom obilje epéptida (polovicu ine MS/MS
spektri, a polovicu MS/MSspektara), idtane su sekvence za 2873 peptida. Za 1006 MS/MS
spektara (503 MS/MSspektara +503 MS/MSspektara) idtavanje slijeda od najmanje 5

aminokiselina nije bilo mogwe provesti iz oba MS/MS spektra jer jedan ili olpgeldra
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(MS/MS’ i MS/MS) su sadr avali signale niskog intenziteta (S/Nnsilg manji od 3). 1z 332
MS/MS spektra neobilje enih peptida ifana je sekvenca za 232 peptida, dok je iz prébsta
116 MS/MS iSitavanje slijeda od najmanje 5 aminokiselina biémogu e provesti. Detaljan

opis provedenog eksperimenta prikazan je na siid.4

Proteini lizata stani nih kultura : Proteini lizata stani nih kultura :
Arabidobsis thalia, Lactobacilus plantarumLactobacilus brevisEnterococcus faecium
i Escherichia Coli i Pediococcus pentosaceus
/2—D elektroforeza h / Tripsinoliza \
gelu stani nog lizata
+
RP HPLC

razdvajanje
tripti  kih peptida

+
tripti ka odgradnja

k proteina u gelu j K /
— 1

N
150 uzoraka smjesa 200 uzoraka smjesa
peptida istog proteina (’-’, (J-“, peptida iste stanine
L ) .%?' % kulture y
" ' 3 3 ( 3
MALDI analiza < 3 3 MALDI analiza
448 MS/MS' spektara 3376 MS/MS
neobilie enih peptida i 3376 MS/MS" spektara

d g ]

332 spektara || 116 spektara /2873 MS/MS |\ 4 503 MS/MS

za iS itavanje || iz kojih nisu 2873 MS/MS i 503 MS/MS
332 sekvenca iS itane Spektara Spektara
peptida sekvence za i$ itavenje iz kojih nisu
2873 sekvence i$ itane
peptida sekvence

N AN J

Slika 4.12. Shematski prikaz slijeda eksperimenta za karaeiju fragmentacijskog puta

peptida obilje enih CAF-mm reagensom i neobilje kmieptida.
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Signali u svim MS/MS spektrima iz kojih su ig&ni sljedovi minimalno 5 aminokiselina
(5746 MS/MS spektara CAF-mm obilje enih peptida 323M/SM spektra neobilje enih
peptida) asignirani su kao fragmentni ioni jednel@dserija: a, a-Nk a-H0, b, b-NH, b-
H.0, ¢, c-NH, c-H0, X, X-NHs, x-H.0, y, y-NHs, y-H0, z, z-NH, z-H,0 prema postupku
opisanom u poglavlju 3.8. karakterizacija fragmentacijskog puta peptida obignih CAF-
mm reagensom.

Asignirani signali su klasificirani u 10 jednakiazreda s obzirom na detektirane molekulske
mase u ukupnom rasponu od 846 Da do 3490 Da (rasmbekulskin masa se odnosi na
masu peptida bez inkrementa uslijed obilje avanfg=&nm reagensom).

Za svaki od tri vrste snimljenih MS/MS spektara; MS" spektri CAF-mm reagensom
obilie enih peptida, MS/MS spektri CAF-mm reagensom obilje enih peptida, i MS"
spektri neobilje enih peptida, dani su prikazi radjele udjela pojedine serije fragmentnih
iona meu asigniranim signalima unutar pojedinog razredssemato redom na slikama
4.13.A, 4.14.Ai14.15.A.

Zbog jednostavnosti prikaza na slikama i 4.13.B448 i 4.15.B dani su sumarni prikazi
udjela pojedine od Sest osnovnih serija fragmentma (a-, b-, c-, x-, y- i z-ioni) me& svim
asigniranim signalima i to redom za MS/MSpektre CAF-mm reagensom obilje enih
peptida, MS/MS spektre CAF-mm reagensom obilie enih peptida, i /MS" spektre
neobilje enih peptida. Asignirani signali raspoesi su u Sest osnovnih serija fragmentnih
iona na nain da je udio iona u svakoj osnovnoj seriji fragrmeémiona (npr. f) definirana kao
zbroj udjela osnovne serije fragmentnih iona @grija fragmentnih iona nastalih neutralnim
gubitcima od osnovnog iona (npr. f-NiHf-H,0). Tako je, primjerice udio fragmentnih iona
serije a (na slikama 4.13.B, 4.14.B i 4.15.B) dedin kao zbroj udjela fragmentnih a-, a-NH

i a-Hy0-iona itd.

Tabli ni prikazi podataka sa slika 4.13., 4.14. i 4.J&nicu u dodatku 1.
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MS/MS+ spektri peptida obilje enih CAF- MS/MS+ spektri
mm reagensom peptida
Udio pojedine serije fragmentnih iona obilje enih
unutar pojedinog razreda mase CAF-mm
reagensom
100% B Z-NH, Udio pojedine
mZ-H,0 serije
mz fragmentnih
© y-NH3 iona me u
c 0,
5 80% y-H20 asigniranim
= : i
= "y s Signalima
4= B X-NH3 S
S 60% mx-H20 = 100% -
S B C-NH, ‘g
() mc-H,0 0 -
= 40% o £ 80% my
) @
i b-NH; =
= mb-H0 2o 60% - mX
3 20% b o
g a-NH; s . EC
o ma-H,0 £ 40% -
g 0 ma G_J_‘ b
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A NNNNMM 5 a
O OO O MOWAN © L =
<t I NN MO O MO O AN 00/0 -
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Razredi masa / Da
A B

Slika 4.13. Udio pojedine serije fragmentnih iona u MALDI-TOF S¥MS spektrima

snimljenim u pozitivnom nanu rada spektrometra masa na trikitn peptidima obilje enim

5-formil-1,3-benzen-di-sulfonnom kiselinom

A) raspodjela udjela pojedine od 18 vrsta fragméntiona u svakom od 10 razreda

detektirane mase, B) raspodjela udjela pojedin& asnovnih (a (=at+a-Ndta-H0), b (=
b+b-NHs+b-H,0) ¢ (= c+c-NH+c-H,0), X(= x+X-NHs+x-H20), y (= y+y-NH+y-H:0) i z (=

z+z-NH;+z-H,0) vrsta fragmentnih iona me svim asigniranim signalima.
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MS/MS- spektri peptida obilje enih CAF-mm MS/MS- spektri
reagensom peptida
Udio pojedine serije fragmentnih iona unutar obilje enih CAF-
pojedinog razreda mase mm reagensom
Udio pojedine
0, - .. .
100% " 2-NH, serije fragmentnih
© 2H0 ion me u
S :; \H asigniranim
C = 3 . .
£ 80% my-H0 m signalima
© "y S
E .X-NH3 =
100% -
g 60% B XH0 £
o . 5 mz
= = C-NHs e
% mc-H,0 (@)] 80% -
o 40% me g my
c
3 e | 2
mb- n _
0
o 20% a-NH; o
i) ma-H,0 S EC
D -
ma -% 40%
a
0% o womoanoodwo o) b
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" 9 dd N NNN®Om® 20%
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Slika 4.14. Udio pojedine serije fragmentnih iona u MALDI-TOF S¥MS spektrima

snimljenim u negativhom nau rada spektrometra masa na trikitin peptidima obilje enim

5-formil-1,3-benzen-di-sulfonnom kiselinom

A) raspodjela udjela pojedine od 18 vrsta fragméntona u svakom od 10 razreda

detektirane mase, B) raspodjela udjela pojedin& asnovnih (a (=at+a-Nta-H0), b (=
b+b-NHs+b-H;0) ¢ (= c+c-NH+c-Hy0), x(= x+x-NHs+x-H20), y (= y+y-NHs+y-H20) i z (=

z+z-NHs+z-H,0) vrsta fragmentnih iona me svim asigniranim signalima.
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MS/MS+ spektri neobilje enih peptida Mr?él(\)/ltﬁlfeseprﬁﬁm
Udio pojedine serije fragmentnih iona unutar o Jtida
pojedinog razreda mase Udirt)) gojedine
serije fragmentnih
100% B Z-NH, iona me u
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Slika 4.15. Udio pojedine serije fragmentnih iona u MALDI-TOF SIMS spektrima

snimljenim u pozitivnom nanu rada spektrometra masa na neobilje enim triitn

peptidima

A) raspodjela udjela pojedine od 18 vrsta fragmintiona u svakom od 10 razreda

detektirane mase, B) raspodjela udjela pojediné asnovnih (a (=a+a-NHta-H0), b (=
b+b-NHs+b-H;0) ¢ (= c+c-NH+c-H:0), X(= X+X-NHs+x-H20), y (= y+y-NH+y-H0) i z (=

z+z-NHs+z-H,0) vrsta fragmentnih iona me svim asigniranim signalima.
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Osim izrauna raspodjele udjela pojedine vrste fragmentnila ime u asigniranim signalima,
izra unata je i raspodjela asigniranih signala fragméribma po relativhim intenzitetima. Za
sve asignirane signale jedne fragmentne serijejefirsu relativni intenziteti signala iz
pojedinanih MS/MS spektara. Protein Reader koristi lisfynsia sa podacima koje obtge
Data Explorer programski paket. Data Explorer paoggki paket za svaki signal u MS/MS
spektru rauna relativni intenzitet prema najintenzivnijem uomu spektru, kojem onda
pridru uje relativni intenzitet 100%.

Sli no je postupkom zbrajanja relativnih intenzitetgnala po fragmentnim serijama za
fragmentnu seriju s najven zbrojem pojedinanih relativnih intenziteta (Max(RI))
definiran relativni intenzitet od 100%. Za ostalagmentne serije relativni intenzitet izra en
je kao postotak kolnika zbroja pojedinanih relativnih intenziteta svih signala pojedinéijse

i zbroja pojedinanih relativnih intenziteta fragmentne serije savaam zbrojem istih
(Max (RI)).

Za svaki od tri vrste snimljenih MS/MS spektara; MS® spektri CAF-mm reagensom
obilje enih peptida, MS/MS spektri CAF-mm reagensom obilje enih peptida, i MS+
spektri neobilje enih peptida, dani su prikazi tataih intenziteta serija fragmentnih iona i to
redom na slikama 4.16., 4.17. i 4.18. Tadoh prikaz podataka sa slika 4.16., 4.17. i 4.18. da
je u dodatku 2.

MS/MS+ CAF-mm obilje enih peptida
Relativni intenziteti signala po serijama fragmentnih iona
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Serija fragmentnih iona

Slika 4.16. Relativni intenziteti asigniranih signala serijagmentnih iona u MALDI-TOF
MS/MS spektrima snimljenim u pozitivnom niau rada spektrometra masa na trikitin

peptidima obilje enim 5-formil-1,3-benzen-di-sulfomom kiselinom (MS/MS CAF-mm).
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MS/MS- CAF-mm obilje enih peptida

Relativni intenziteti signala po serijama fragmentnih iona
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Relativni intenzitet
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z-NH3

Serija fragmentnih iona

Slika 4.17.Relativni intenziteti asigniranih signala serijadmentnih iona u MALDI-TOF
MS/MS spektrima snimljenim u negativnom mau rada spektrometra masa na trikitin
peptidima obilje enim 5-formil-1,3-benzen-di-sulfiomom kiselinom (MS/MSCAF-mm).

MS/MS+ neobilje enih peptida
Realativni intenziteti signala po serijama fragmentnih iona
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Slika 4.18. Relativni intenziteti asigniranih signala serijadmentnih iona u MALDI-TOF
MS/MS spektrima snimljenih u pozitivnom nau rada spektrometra masa na neobilje enim
tripti kim peptidima (MS/MS neobilje eni).
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4.3.IDENTIFIKACIJA PROTEINA SA | BEZ UPOTREBE CAF REAGE NSA

Pripremljeni su lizati stanica iz stane suspenzij&éactobacilus brevis L62proizvedene na
Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Svigta u Zagrebu) prema postupku opisanom u
poglavlju 3.2. -Uzorci staninih kultura.

Proteini ekstrahirani iz stamog lizata razdvojeni su 2-D gel elektroforezomnpaepostupku
opisanom u poglaviju 3.3.

Za potrebe jezgrovitog prikaza eksperimenta uspmreklasinog postupka identifikacije
proteina i identifikacije proteina upotrebom CAFagensa e se prikazati na 10
reprezentativnih uzoraka, iako je postupak provedeskupu od 70 uzoraka.

Iz dobivenog 2-D gela izrezano je 10 proteinskihat@ (slika 4.19.), te je postupkom
tripti ke odgradnje proteina u gelu (postupak opisan uaptg 3.4.) dobiveno 10 uzoraka,
od kojih svaki predstavlja smjesu trigkih peptida jedne proteinske tee vizualizirane nakon
razdvajanja proteinskog ekstrakta stang lizata 2-D gel elektroforezom.

Polovica dobivene koline svakog uzorka direktno je podvrgnuta analizksppmetrijom
masa, a druga polovica kdhe uzorka je prije analize spektrometrijom masdjebna
CAF-mm reagensom (5-formil-1,3-benzen-di-sulfova kiselina) prema postupku opisanom
u poglavlju 3.4.5.

Za neobilje ene smjese peptida provedene su MS iM8Sanalize u pozitivnom na&u rada
spektrometra masa, dok su MS i MS/MS analize uzosakjesa peptida obilje enih CAF-mm
reagensom provedene u pozitivnom i negativhominuarada spektrometra masa. loni
prekursori za sve MS/MS analize izabrani su kao&jthtenzivnijih signala u MS spektru.
Identifikacija proteina je za obilje ene i neobime uzorke provedena jednako i to klasim
putem uz upotrebu ProteinPilot programskog pakataretragu NCBInr baze podataka. Za
pretragu spektara dobivenih nakon obilje avanjatiplep CAF-mm reagensom uvedena je
stalna modifikacija N-kraja definirana kao inkrerherase od 247,9499 (uslijed obilje avanja
CAF-mm reagensom). Kao ulazni skup podataka zagmetbaze podataka kod sva tri tipa
eksperimenata koriSteni su MS (10 spektara) i MS(RI® spektara) spektri.

Shematski prikaz eksperimenta dan je na slici 4.19.
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Tripti ka odgradnja ugelu ﬂ

10 uzoraka smjesa
tripti  kih peptida

obilje enih CAF-mm

N
10 uzoraka smjesa  [fCAF-mm
tripti  kih peptida

reagensom
MALDI
analiza MALDI MALDI
analiza analiza
10 MS'i
200 MS/MS'
spektara 10 MS' i 10 MS i
200 MS/MS' 200 MS/MS
U spektara spektara
[ Pretraga baze podataki ] J\l U
— _

'
Klasi na identifikacija proteina [Pretraga baze podataka;]

" /
Identifikacija proteina sa CAF reagensom

Slika 4.19. Shematski prikaz slijeda eksperimenta za idemidfijki proteina klashim
na inom i uz upotrebu CAF reagensa
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Za svaki od tri skupa ulaznih podataka (M®S/MS' neobilje enih peptida, MSi MS/MS’
CAF-mm reagensom obilje enih peptida i skup MS MS/MS CAF-mm reagensom

obilje enih peptida), dana je lista identificirangroteina u tablici 4.10. Popis u tablici sadr i

prvi identificirani protein za kojeg je dobiven waji Mascot MS scordj. navedeni protein je

identificiran s najveom vjerojatnosu za svaku od 10 proteinskih ttka oznaenih na 2-D

gelu (slika 4.19.).

Tablica 4.10. Popis identificiranih proteina stamie kulturelLactobacilus brevisPostupak

pripreme i naina identifikacije za svaku od 10 tka (uzoraka) opisan je na slici 4.19.

Neobilje eni peptidi

CAF-mm reagensom obilje eni peptidi

ksperiment
MS" i MS/MS* MS* i MS/MS* MS i MS/MS
To ka
adenylosuccinate lyase] DNA-directed RNA DNA-directed RNA
Gemella haemolysans | polymerase subunit polymerase subunit beta
1 ATCC 10379 beta Lactobacillus breviATCC
Lactobacillus brevis 367
ATCC 367
putative putative putative phosphoketolase
2 phosphoketolase phosphoketolase Lactobacillus breviATCC
Lactobacillus brevis Lactobacillus brevis 367
ATCC 367 ATCC 367
ATP-dependent Clp ATP-dependent Clp ATP-dependent Clp
protease, ATP-binding | protease, ATP-binding | protease, ATP-binding
3 subunit ClpL subunit ClpL subunit ClpL
Lactobacillus Lactobacillus brevis Lactobacillus breviATCC
plantarumWCFS1 ATCC 367 367
pyruvate kinase pyruvate kinase pyruvate kinase
4 Lactobacillus Lactobacillus brevis Lactobacillus breviATCC
plantarumWCFS1 ATCC 367 367
chaperone GroEL chaperone GroEL chaperone GroEL
5 Lactobacillus brevis Lactobacillus brevis Lactobacillus breviATCC
ATCC 367 ATCC 367 367
NAD(FAD)-dependent | NAD(FAD)-dependent | NAD(FAD)-dependent
6 dehydrogenase dehydrogenase dehydrogenase
Lactobacillus brevis Lactobacillus brevis Lactobacillus breviATCC
ATCC 367 ATCC 367 367
acetoin dehydrogenaseg acetoin dehydrogenase | acetoin dehydrogenase
complex, E1 complex, E1 complex, E1 component,
7 component, alpha component, alpha alpha subunit
subunit subunit Lactobacillus breviATCC
Lactobacillus brevis Lactobacillus brevis 367
ATCC 367 ATCC 367
elongation factor Tu elongation factor Tu elongation factor Tu
8 Lactobacillus sp1.142 | Lactobacillus brevis Lactobacillus breviATCC
ATCC 367 367
alcohol dehydrogenase| alcohol dehydrogenase | alcohol dehydrogenase
9 Lactobacillus brevis Lactobacillus brevis Lactobacillus brevi;éTCC
ATCC 367 ATCC 367 367
aldo/keto reductase aldo/keto reductase aldo/keto reductase
10 Lactobacillus brevis Lactobacillus brevis Lactobacillus brevidéTCC

ATCC 367

ATCC 367

367
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Vrsta identificiranih proteina, u smislu funkcionakti proteina, se podudara u 9 od 10
uzoraka (za sve osim uzorka 1). Mé&@m, u sluaju eksperimenata sa peptidima obilje enim
CAF reagensom za svih 10 proteina identificiranpjetein koji zaista pripada proteomu
Lactobacillus brevisdok je u sluaju klasinog pristupa za 4 proteina identificiran protein
druge srodne bakterijske vrste ili soja. Svih l1€ntificiranih proteina pripadaju skupinama
proteina sa visokokonzerviranim slijedom aminokis®l gdje su razlike u slijjedu
aminokiselina meu bakterijskim vrstama minimalne. Stoga su dobiverultati u skladu sa
postavljenom hipotezom istra ivanja da se jedinoit&anjem aminokiselinskog slijeda
jednoznano mo e odrediti protein i bioloSka vrsta iz kojeofein proistie.

Identifikacija proteina pokrenuta je Mascot algmam koriStenjem istovremeno MS i
MS/MS spektara (tzv. MS+MS/MS analiza). Za ovakavim pretrage algoritam rana
kvalitetu pronalaska proteina (tj. twost identifikacije proteina), dodjeljuju svakom
pronalasku odreeni broj bodova (englscorg i to iz MS i MS/MS spektara. Tako se kao
rezultat pretrage baze podataka osim identificirganoteina dobiju i vrijednosti koje govore o
kvaliteti identifikacije, a to suMS scorei MS/MS scoreMS scoreje broj bodova koji
istovremeno govori o kvaliteti preklapanja list&kgia iz MS spektra & silico MS listom
pikova (PMF, englPeptide mass fingerprinting liste pikova iz MS/MS spektarais silico
listom pikova fragmentnih iona peptida (PFF, eriggptide fragmentation fingerprintifg
MS/MS scorge broj bodova koji govori samo o kvaliteti prepéaja liste pikova iz MS/IMS
spektara sin silico listom pikova fragmentnih iona peptida (PFF). Zao MS score
vrijednosti uvijek vee nego lIMS/MS scorerrijednosti. VrijednosMS/MS scoré) ukazuje
da niti jedna dobivena lista MS/MS spektara (2taligo uzorku) nije preklopljena sasilico
listom fragmentnih iona peptida proteina identifatiog iz MS spektra.

Pojednostavljeno gledaridascot MS/MS scorprikazuje koliko jein silico fragmentnih
iona peptida prona&no u eksperimentalno dobivenom MS/MS spektru. j©hilanjem
peptida sa CAF reagensom dolazi do razvrstavamija $&gmentnih iona na dva spektra, jer
su serije fragmentnih iona s originalnim N-krajeeppida zastupljene u MS/MSpektru, a
one s originalnim C-krajem u MS/MSpektru. Mascot nije prilagen da zbraja signale iz
MS/MS i MS/MS' spektra i promatra ih kao jedan MS/MS spektarg&tie za uzorke
obilje ene CAF reagensom potpuno opravdano prortiatbsoj MS/MS bodova dobivenih za
eksperimente u pozitivnom i negativhom ima rada spektrometra masa kao MS/MS bodove
za obilje ene peptide.

Na slici 4.20. dana je prikaz MS/MS bodova za ekispent proveden na neobilje enom

uzorku i CAF-mm reagensom obilje enom uzorku zaksvad 10 uzoraka. Za prikaz su
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koristen MS/MS bodovi za CAF obilje ene uzorke ianaat kao zbroj MS/MS bodova u
pozitivnom i negativnhom nanu rada spektrometra masa.

Na slici 4.21. dan je prikaz MS bodova za ekspeninggoveden na neobilje enom uzorku i
CAF-mm reagensom obilje enom uzorku za svaki oduz6raka. Za CAF obilje ene uzorke
posebno je prikazana usporedba MS bodova dobivatghtifikacijom iz MS spektara
snimljenih u pozitivnom nanu, a posebno iz MS spektara snimljenih u negativmainu
rada spektrometra masa.

Detaljne liste identificiranih proteina sa MS i M bodovima fascotMS i MS/MS scole
za svaki od 10 uzoraka dane su u dodatku 3 (taBlised.14). Tablini prikaz podataka sa
slike 4.20. i. 4.21. dan je u tablici 9.15. dodaska

Usporedba uspjeSnosti identifikacije proteina sa i bez upatbe
CAF-mm reagensa na temelju MS/MS bodova

m Neobilje eni uzorci: MS/IMS+
CAF-mm reagensom obilje eni uzorci: MS/MS+ i MS/MS-

1000 -

800 -
'S 600 -
(@)
©
2 400 -
) _
= 200
%)
= 0~ 1 ! I .

2 3 | | | .
4 5 6 7 8 1 9 , |
10
Uzorak

Slika 4.20. Usporedba MS/MS bodova kao pokazatelja kvalitetsglaska identificiranog
proteina za neobilje ene uzorke (oznaka lj@stom bojom) i uzorke obilje ene CAF-mm
reagensom (oznaka ute boje). MS/MS bodovi za CAR-meagensom obilje ene uzorke
izra unati su kao zbroj MS/MS bodova dobivenih za MSIMBIS/MS spektre.

Ivana Dodig Doktorska disertacij



8 4. Rezultati 126

Kvaliteta pronalaska identificiranog proteina sa ibez
upotrebe CAF-mm reagensa na temelju MS bodova

® Neobilje eni uzorci: MS+
m CAF-mm reagensom obilje eni uzorci: MS+
m CAF-mm reagensom obilje eni uzorci: MS-

400 -

200 -

MS bodovi

Uzorak 10

Slika 4.21. Usporedba MS bodova kao pokazatelja kvalitete glemka identificiranog
proteina za neobilje ene uzorke (oznaka lj@#ste boje) i uzorke obilje ene CAF-mm
reagensom (oznake crvene i plave boje). MS bodobiveni identifikacijom na temelju MS
spektara snimljenih u pozitivnom niau rada spektrometra masa CAF-mm obilje enih
uzoraka prikazani su crvenom bojom, a MS bodoviidab identifikacijom na temelju MS
spektara snimljenih u negativnom mau rada spektrometra masa CAF-mm obilje enih

uzoraka prikazani su plavom bojom.
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Nedvojbena interpretacija spektra fragmentnih ipaptida okosnica je uspjeSnosti postupka
sekvenciranja peptida i proteinde novo Gledano sa stajaliSta spektrometrije masa,
sekvenciranje peptidde novopredstavlja iStavanje aminokiselinske sekvence iz MS/MS
spektra peptida bez upotrebe proteinskih i pegtithaza podataka.

Klasi nom MS/MS analizom dobiva se interpretativno vilmen spektar fragmentnih iona.
Interpretativnost MS/MS spektara sloena je iz visazloga. Jedan od njih je i
fragmentabilnost peptidnih iona (osobito jednostrukabijenih), Sto rezultira signalima
slabog ili neujednanog omjera signala prema Sumu (S/N), a time ignan pogreSkama u

o itanju masa. Nadalije, kompleksnost MS/MS spektangetuje neusmjeren put
fragmentacije peptidnih iona tijekom fragmentacij&olizijskoj eliji, koji vodi ka nastanku
nepotpunih nizova fragmentnih iona railh serija. Budui da fragmentacijski put peptida
ovisi o instrumentalnim uvjetima, ali i o sastavuedoslijedu aminokiselina pojedinog
peptida, sigurno i nedvojbeno prepoznavanje fragawgskog puta nepoznatog peptida je
nemogue. Me utim, odre ene kemijske modifikacije peptida mogu pospjesgidominantno
usmjeravanje fragmentacijskog puta. Postupak unkage uslijed kemijske promjene peptida
(derivatizacije) poveava razina usmjerene fragmentacije peptida u pdgoam
fragmentacijskom putu, naziva se kemijski aktivagragmentacija (CAF, engChemically
Activated Fragmentationili kemijski pomognuta fragmentacija (CAF, endglhemically
Assisted FragmentatignCAF omoguava dobivanje MS/MS spektara koji uglavnhom sadr e
viSe ili manje cjeloviti niz fragmentnih iona isserije, pa su stoga interpretativno znatno
jednostavniji nego li oni dobiveni klagiim putem.

U ovom radu napravljena je detaljna studija uparabvosintetiziranih CAF reagensa u
svrhu sekvenciranja peptidde novo Novi reagens za kemijski aktiviranu fragmentaciju
zamiSljen je na nan da bude dvostruko CAF aktivan, tj. da daje preoi@ntnu seriju jednog
tipa iona u pozitivnom nanu rada spektrometra masa, te drugog tipa iona&gativnom
nainu rada spektrometra masa. Obzirom na ostala kkanigvojstva, zamiSljeno je da
postupak derivatizacije bude selektivan, tj. daobdje avanje provodi samo na N-kraju
peptida te da reakcijom ne dolazi do znatne degigdazorka. Sve spomenute zahtjeve

zadovoljavaju reagensi sa dvije sulfonske skupeldehidnom reaktivnom skupinom.
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5.1. KEMIJSKI AKTIVIRANA FRAGMENTACIJA (CAF) PEPTIDA OBI  LJE ENIH
REAGENSIMA SA DVIJE SULFONSKE SKUPINE

U dosadasnjim istra ivanjima N-sulfoniranje peptiga pokazalo najunkovitiji doprinos
cijepanju peptida u spektrometriji masa jer se @vgem sulfonske skupine na N-kraj peptida
posti e usmjereno cijepanje peptidnih iona. Naim@fonska skupina kao nositelj negativhog
naboja omoguava nastanak nedetektabilnih Zwitteriona fragméngarija sa zadr anim N-
krajem peptida (a-, b- i c-serije), Sto rezultiastankom spektra prid enim od iona a-, b- i
c-serije, odnosno spektrom u kojem su predominaptisuti ioni x-, y- i z-serija. NagSe
koriSteni reagens sa sulfonskom skupinom je SPIZ&u(fofenil-izotiocijanat) reagens.
Mehanizam fragmentacije tripkog peptida obilje enog SPITC dan je na slici 3<ako je
najbazinija skupina peptida (lizin ili arginin na C krajupti kog peptida) ve protonirana,
sljede e pogodno protonacijsko mjesto je amidni duSik ikt okosnice (na slici 5.1.
protoniran je amidni duSik peptidne okosnice). &tog fragmentacija usmjerena ka
disocijaciji peptidne veze, Sto rezultira nastankama b- i y-serije. Pri tome sulfonska
skupina donira labilni proton amidnom dusSiku pepéidkosnice. Posljedio, nukleofilnim
napadom karbonilnog kisika peptidne veze na amigijik uz protonirani amidni duSik,
dolazi do nastanka oksazolon derivata (b-ion) ijdgnpeptidnog iona (y-ion), kako je

prikazano na slici 5.1.

Slika 5.1.Mehanizam fragmentacije SPITC obilje enog trigthg peptida
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Na slici 5.1. prikazan je mehanizam nastanka B,.- iona, gdje je proton sulfonske skupine
doniran drugom amidnom dusiku peptidne okosnicem@rnavedenom mehanizmu proton se
mo e donirati bilo kojem od amidnih duSika peptidokosnice, Sto pospjesSuje nastanak b- i
y-iona. Nastali oksazolon derivati (fragmentni idmserije) su Zwitterioni te kao takvi nisu
detektabilani u spektrometru masa. Posljedj u spektru fragmentnih iona SPITC
obilje enih tripti kih peptida, y-serija iona ima najue zastupljenost. Kako ioni y-serije
zadr avaju C-kraj peptida te stoga nisu SPITC ebdpi, u spektru fragmentnih iona nema
zamjetnih promjena vezanih uz inkremente masa ijes@ma. Drugim rijeima, iako su
peptidni ioni SPITC obilje eni, osim davanju na aziju y-serije iona u odnosu na ostale
ionske serije, nema nikakvih drugih zamjetnih premaj nastalih uslijed SPITC obilje avanja.
U konanici, SPITC obilje avanje peptida rezultira pi§ enim te stoga interpretativno
jednostavnijim spektrom fragmentnih iona.

Uzimaju i u obzir ove spoznaje, bilo je zaekivati da bi uvoenje joS jedne sulfonske
skupine u strukturu reagensa za obilje avanje paptdoprinijelo joS izra ajnijim uinkom
usmjerenja cijepanja peptidnih iona u smjeru n&stanserije iona u pozitivnom nau rada
spektrometra masa te b-serije iona u negativnoninnarada spektrometra masa. Prema
prethodnom mehanizmu (slika 5.1.), predwia je i fragmentacija tripkkog peptida
obilje enog reagensom sa dvije sulfonske skupineo Igrimjer je na slici 5.2. dan shematski
prikaz fragmentacije triptkog peptida obilje enog sa 5-formil-1,3-benzen-dlfsni nom

kiselinom, odnosno CAF-mm reagensom.
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Slika 5.2. Mehanizam fragmentacije tripkiog peptida obilje enog CAF reagensom. Primjer

je dan za 5-formil-1,3 benzen-di-sulfonu kiselinu (CAF-mm reagens)

Labilni protoni sulfonskih skupina su donirani amigh duSicima ili karbonilnom kisiku
peptidne okosnice jer su bazija mjesta peptida (bai ogranci lizina ili arginina na C-kraju)

ve protonirana. Uvoenjem dvije sulfonske skupine u strukturu reagezesabilje avanje
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peptida udvostruo se broj labilnih protona. Na slici 5.2. prikagzanmehanizam nastanka b
i Yn-1-, te B- 1 yn2-iona. Bilo koji od dvaju protona dviju sulfonskikugpina mo e biti doniran
amidnom dusiku peptidne okosnice.
Nukleofilnim napadom karbonilnog kisika na amidugijik protonirane peptidne veze, (kako
je prikazano na slici 5.2.), dolazi do nastankaaakéon iona. U sluaju nastankaikiona kada
ne postoji raspolo ivi karbonilni ugljik, proton e zadr an na karbonilnom kisiku.
Sa dvije deprotonirane sulfonske skupine i pozitivmabojem na karbonilnom kisiku ton
je ukupno negativno nabijen. Shodno nastankota, dvije deprotonirane sulfonske skupine
i proton na amidnom dusikune i ky-by- ione ukupno negativno nabijenima. Zbog navedenih
razloga, cjelokupnu b-seriju iona je mogu detektirati u negativnom nau rada
spektrometra masa.
Nastali ioni y-serije, koji zadr avaju pozitivan Ibaj na bonim ograncima lizina ili arginina
sa C-kraja vidljivi su u pozitivnom nanu rada spektrometra masa.
loni b-serije, za razliku od iona y-serije u svogbjukturi zadr avaju CAF reagens. Unato
pove anju mase peptidnog b-iona uslijed obilje avanja FCAeagensom, razlike masa
susjednih signala ostaju jednake. Zato modifikabljtiraja peptida ne utje na postupak
i$ itavanja aminokiselinskog slijedie novo

To nost hipoteze prema kojoj dvije sulfonske skupingogu avaju nastanak negativno
nabijenih iona b-serije i pozitivno nabijenih iogaserije, potkrepljuju spektri fragmentnih
iona tripti kog peptida obilje enog CAF reagensom u pozitivnbmegativhom nanu rada
spektrometra masa (spektar trigthg autolitikog fragmenta T3 obilje enog CAF-op
derivatizacijskim reagensom i CAF-mm derivatizddijs reagensom prikazani su na slici
5.3.).
Oduzimanjemm/z signala konsekutivne b-serije iona iz spektaranjanih u negativnom
nainu rada spektrometra masa (slika 5.3.A i 5.3.Bsmjeru itanja s lijeva na desno,
i$ itava se aminokiselinska sekvenca peptida sa Nngi@-kraju.
Istovremeno seitaju i s desna na lijevo oduzimanjem’zsignala konsekutivne y-serije iona
iz spektra snimljenog u pozitivnom nau rada spektrometra masa (slika 5.3.C i 5.3.D)

tako er i$ itava aminokiselinska sekvenca peptida sa N- pr€rReaju.
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Slika 5.3 Sekvenciranja peptida obilje enih CAF reagensiteanovaz MALDI-TOF MS/MS spektara. A) MS/MSspektar peptida obilje enog
CAF-op reagensom, B) MS/MSpektar peptida obilje enog CAF-mm reagensom, GY/MIS spektar peptida obilje enog CAF-op reagensom,
B) MS/MS spektar peptida obilje enog CAF-mm reagens
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5.2.USPOREDBA TRIJU CAF REAGENSA U SVRHU SEKVENCIRANJA PEPTIDA
DE NOVO

Za usporedbu triju CAF reagensa (CAF-op, CAF-mmAFanp) u svrhu sekvenciranja
peptidade novgprovedeno je idtavanje na peptidu poznatog slijeda aminokiselina.

Kao modelni peptid za potrebe ovog rada uzet jpdi tki autoliti ki fragmenta T3 te je nakon
obilje avanja reagensima provedeno mo sekvenciranjale novoiz spektara fragmentnih
iona snimljenih u pozitivnom i negativnom mau rada spektrometra masa. Spektri su dani na
slikama 4.5.- 4.10.

Obradom spektara ueno je kako se aminokiselinska sekvencataga jednoznano
izra unom uz pomo razlike masa susjednih signala (iona), koje odggua masama
pojedinih aminokiselina. Takav nia i$ itavanja vrijedi za spektre u negativnom i pozitivm
nainu rada spektrometra masa, u siu peptida obilje enog sa CAF-op i CAF-mm
derivatizacijskim reagensom. Meatim u sluaju peptida obiljeenog sa CAF-mp
derivatizacijskim reagensom, spektri fragmentnifiaiar pozitivnom, a osobito u negativhom
nainu rada spektrometra masa, sadr e intenzivne fegrioji se ne mogu jednoznzo
asignirati kao ioni odreene fragmentne serije (slike 4.9. i 4.10.). Stogggp nije mogue
prepoznati koji signali pripadaju konsekutivhomnjeslu iste serije fragmentnih iona, pa je i
iS itavanje aminokiselinske sekvence ote ano i podtopogreSkama.

Analizom spektara fragmentnih iona snimljenih uipezom i negativnhom nanu rada
peptida obilje enog sa CAF-mp reagensom e je postojanje znatnog broja fragmentnih
iona a-, b- i c-serija (u negativnom irau rada), te x-, y- i z-serija (u pozitivnom mau rada),
kako je prikazano u tablicama 4.8. i 4.9. Post@argvedenih iona upuje na zakljuak da se
fragmentacija triptikog peptida obiljle enog CAF-mp reagensom ne odv§amo po
mehanizmu opisanom na slici 5.2., odnosno da fraggega nije usmjerena iskljivo ka
disocijaciji peptidne veze. Razlog se vjerojatndamiau injenici da dvije steriki bliske
sulfonske skupine na benzenskom prstenu formirajsytfat. Poznato je da pri uvjetima
MALDI eksperimenta dolazi do fotodisocijacije i ter kog raspada persulfata te formiranja
persulfatnog radikal® Persulfatni radikal koji se formira uslijed laderg zra enja uzrokuje
nasumino cijepanje peptidne ali i drugih veza unutar isptte su stoga u spektru prisutni
ioni razli itih serija.

Zbog neusmjerenog fragmentacijskog puta uslijedam&s persulfatnog radikala, 4-formil-
1,2-benzen-di-sulfonna kiselina (CAF-mp reagens) nema po eljna svojsteagensa za

kemijski aktiviranu fragmentaciju.
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Kod CAF-op reagensa uena je znatna degradacija obilje enog uzorka pnmoje uvjeta
MALDI eksperimenta, dok slan efekt nije ucene za uzorke obilje ene CAF-mm
reagensom. Naime, prilikom primjene laserskog enga kod MALDI eksperimenta, kamera
koja snima mjesto na plizi gdje je uzorak nanesen u suvisku matrice omib@ye vizualno
opa anje utroSka uzorka primjenom laserske zrakelfoBske skupine na obilje enim
peptidima ine uzorak pogodnijim za MALDI ionizaciju jer ne ldai do vrste hidrofobne
interakcije peptida i MALDI ploice, kao 3to je to uokajeno kod neobilje enih peptida.
Primjenom laserskog zranja poveana koliina uzorka se desorbira, odnosno nepovratno
gubi. Efekt je manje udjiv na uzorcima obilje enim CAF-mm reagensom jemstri an
raspored sulfonskih skupina uz njihovu westeri ku udaljenost od peptida omo@va vei
broj hidrofobnih interakcija peptida i MALDI plice, odnosno bolje prianjanje uzorka za
plo icu.

U MS/MS spektrima snimljenim u negativnhom mau rada kod peptida obilje enih sa CAF-
op reagensom, uava se dominantan iesto najintenzivniji signal u spektru saz 248,95
koji odgovara b-ionu samog CAF-op reagensaidn). Struktura i mehanizam nastanka b

CAF-op i ¥, iona dani su na slici 5.4.
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Slika 5.4. Mehanizam fragmentacije tripkiog peptida obilje enog CAF-op reagensom —
disocijacija CAF-op reagensa sa obilje enog peptida

Prilikom fragmentacije izabranog iona prekursor&alizijskoj eliji dolazi do disocijacije
energetski najslabije veze. Zbawgto, para rasporeda sulfonskih skupina u odnosu na
reaktivnu skupinu CAF-op reagensa, kovalentna vezstala izmeu peptida i reagensa je
energetski destabilizirana jer sulfonska skupir@to polo aju steri ki pogoduje protonaciji
obli njeg amina i time odcjepljenju reagensa, dskovremeno sulfonska skupinapara
polo aju dobro stabilizira nastali pozitivan naboj.

U prilog predlo enom mehanizmu ide injenica da se u MS/MS spektru negativnih iona
peptida obilje enog CAF-op reagensom, osim signal@ 248,95 koji odgovara (b ionu

uo ava i intenzivan signal koji pan/z odgovara yionu, odnosno ionu prekursora.
Detektiranje y-iona u MS/MS spektru negativnih freeptnih iona posljedica je izrazite
labilnosti veze izmeu peptida i reagensa zbog koje je fragmentacijangmute veze te
nastanak § i yy-iona favorizirana. Kao primjer su na slici 5.5M$/MS spektru negativnih

fragmentnih iona triptkog autoliti kog peptida T3 obilje enog CAF-op reagensom o&ma
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bo- (M/2248,95) i y-ion (M/z22209,09). U danom primjeruon zastupljen je sa relativnim

intenzitetom 56,2%, dok je,yon zastupljen sa relativnim intenzitetom 27,2%.

Slika 5.5.MALDI-TOF MS/MS spektar fragmentacije tripkiog peptida obilje enog CAF-op
reagensom. Asignacija,bi yn-iona fragmentnih iona u spektru snimljenom u niegam
na inu rada spektrometra masa ukazuje na visoke udjeteprekursora ijdona u odnosu na

ostale fragmentne ione.

Kod peptida obilje enih sa CAF-mm reagensom u MS/Bffktru negativnih iona izostaje
intenzivan signal nan/z 248,95, a umjesto njega se sporadiu spektrima pojavljuje signal
znatno manjeg intenziteta ma/z 265,98 (na oko 10% relativnog intenziteta). Naimeta,
meta raspored sulfonskih skupina u odnosu na reaktiaidehidnu skupinu CAF-mm
reagensa stabilizira kovalentnu vezu izengeptida i reagensa. Stii (zbog nepostojanja
sulfonske skupine arto polo aju) je nepovoljna protonacija prvog amidndgsSika peptidne
okosnice. Ako i doe do njegove protonacije zbog nepostojanja sulfersfupine upara
polo aju, koja bi stabilizirala pozitivan naboj meenzenskom prstenu, naboj ostaje zadr an na

duSikovom atomu odnosno nastajgan (m/z265,98) i z-ion (slika 5.6.).
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Slika 5.6. Mehanizam fragmentacije tripkog peptida obilje enog CAF-mm reagensom —

disocijacija CAF-mm reagensa sa obilje enog peptida

Relativno nizak intenzitet ili potpuni izostanaigisala g-iona uz nepostojanje signalgibna

u MS/MS spektrima negativnih fragmentnih iona pagtobilje enih CAF-mm reagensom
ukazuju na zakljuak da disocijacija CAF-mm reagensa nije predomeraritagmentacijski
put, odnosno da je kovalentna veza izmeCAF-mm reagensa i peptida stabilizirana
pogodnim rasporedom sulfonskih skupina na benzengkstenu.

Upravo iz ovog razloga uspjeSnostit&vanja aminokiselinske sekvence iz MS/MS spektara
snimljenih u negativnom nau rada peptida obilje enih sa CAF-mm reagensowej@ nego

li u slu aju peptida obilje enih CAF-op reagensom.

Usporedbom MS/MS spektara snimljenih u negativna@rinm rada triptikog autoliti kog
fragmenta T3 obilje enog sa CAF-op i CAF-mm reageng(slika 5.3.A i 5.3.B), uava se
kako su omjeri signala prema Sumu za signale b-imadjenijih za 10 i viSe peptidnih veza
od N-kraja peptida (koji je nositelj CAF reagensaslu aju CAF-mm reagensa znatno ve

nego li u sluaju CAF-op reagensa (tablica 5.1.)
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Tablica 5.1. Usporedba omjera signala prema Sumu (S/N) za sigkaji odgovaraju
aminokiselinama na polo aju 10 i viSe nakon obi§jeanja triptikog autoliti kog fragmenta

T3 CAF-op i CAF-mm reagensom

_ Redni broj Izmjereni omjer signal
brion Aminokiselina aminokiseline prema Sumu (S/N)
m'z (od N-kraja) CAF-op CAF-mm
1368 E 10 98,5 533,6
1425 G 11 20,1 86,8
1539 N 12 32,0 140,2
1668 E 13 23,4 150,7
1796 Q 14 8,4 107,8
1943 F 15 8,0 53,9
2056 I 16 8,9 101,7
2170 N 17 8,7 51,2
2241 A 18 / 15,5

Svi dobiveni rezultati potviuju zaklju ak da meta, meta raspored sulfonskih skupina na
benzenskom prstenu u strukturi CAF-mm reagensaorthiF1,3-benzen-di-sulfonna
kiselina) najviSe pogoduje uspjeSnosti sekvencraigé novozbog optimalnog sterkog
rasporeda sulfonskih skupina. Stoga prilikom aeakpektrometrijom masa ne dolazi do
odcjepljenja reagensa s N-kraja, te jgnak CAF reagensa potpun. Signali b-iona koji njasta
fragmentacijom udaljenijin aminokiselina (udalj@mijod N-kraja peptida tj. od mjesta

obilje avanja) zastupljeni su u spektru kao intemzii dobro razluivi od Suma.
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5.3.KARAKTERIZACIJA FRAGMENTACIJSKOG PUTA PEPTIDA OBILJ E ENIH
CAF-mm REAGENSOM

Eksperimentalna karakterizacija fragmentacijskogapprovodi se detaljnom obradom
MS/MS spektra. Detaljna obrada ukljjje asignaciju detektiranih signala, tj. razvrstgea
detektiranih signala po serijama fragmentnih io@bradom reprezentativnog skupa
istovjetnin MS/MS spektara, mogeije izvesti zakljuke o fragmentacijskom putu na temelju
raspodjele asigniranih signala po fragmentnim @evd, te raspodjele relativnih intenziteta
asigniranih signala po serijama fragmentnih ibfia.

Na opisani nan, neovisno su obrani skup od 332 MS/MS spektara neobilje enih trikith
peptida snimljenih u pozitivnom niau rada spektrometra masa (neobilje eni MS/M§
skup od 5746 MS/MS spektara trigih peptida obilje enih CAF-mm reagensom, od kggh
polovica snimljena u pozitivnom (CAF-mm MS/MSa polovica u negativnom nau rada
spektrometra masa (CAF-mm MS/N.SObradom spomenutih skupova spektara provedena je
eksperimentalna karakterizacija fragmentacijskitopa CAF-mm obilje enih triptikih
peptida i neobilje enih triptikih peptida.

Zajedni ka raspodjela asigniranih signala po 18 serijanfragtnih iona, te relativni intenzitet
signala pojedine fragmentne serije za sva tri SKUBEMS spektara: MS/MSspektri, CAF-
mm reagensom obilje enih tripkih peptida, MS/MS spektri CAF-mm reagensom
obilje enih tripti kih peptida i MS/MS spektri neobilje enih triptikin peptida dani su na
slikama 5.7.A i 5.7.B redom.

U spektrima neobilje enih triptkih peptida (ozneeni na slikama 5.7.A i 5.7.B
ljubi astom bojom) dominantno su zastupljeni ioni y-gerijp-serije sa 15,5 % , odnosno
13,5% od ukupnih asigniranih signala (relativniemtitet izraunat prema najintenzivnijem
ionu u spektru). Pri tome su ioni y-serije najirgieniji ioni u spektru (relativni intenzitet
100%), a ioni b-serije detektirani su s relativnimenzitetom od 53,9% (slika 5.7.B). loni
ostalih fragmentnih serija zastupljeni su u manjidfelima (od 2,3 % za z-ione do 8,6% za y-
NHs-ione) i manjim relativnim intenzitetima (od 7,7% z-ione do 23,9% za a-ione).
Dobiveni rezultati ukazuju da je predominantan mnagtacijski put triptikin peptida pod
uvjetima kolizijom inducirane disocijacije (CID, gin Collision-induced dissociatignupravo
disocijacija peptidne veze, kojom nastaju fragmeiatm b-serije i y-serije. Identan nalaz je
i ranije literaturno objavljen kada je provedenapmkimentalna karakterizacija fragmentnog

puta neobilje enih peptida tokom MALDI analiZg®
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U MS/MS spektrima triptikin peptida obilje enih 5-formil-1,3-benzen-di-satii nom
kiselinom (CAF-mm reagens) snimlienim u pozitivnora inu rada (MS/MS CAF-mm),
predominantno su zastupljeni ioni y-serije sa 28,@%lijede ih ioni proSirene skupine y-
iona: y-NH; i y-H,O sa 11,2% odnosno 9,8%, Sto ukupimo 49% svih asigniranih signala.
loni ostalih fragmentnih serija zastupljeni su selima manjim od 5,0% (slika 5.7.A). Pri
tome su signali koji pripadaju y-ionima najintenajv signali u spektru (relativni intenzitet
100%), budui da sljedei relativni intenziteti pripada y-Ngionima i iznosi tek 7,3%.
Dobiveni rezultati pokazuju kako je i kod trigtih peptida obilje enih CAF-mm reagensom
dominantan fragmentacijski put pod uvjetima CID gmenta disocijacija peptidne veze.
Me utim, u pozitivnom nainu rada spektrometra masa detekcija iona b-se«jg,tako er
nastaju fragmentacijom peptidne veze, gotovo u puipti izostaje te su ioni b-serije
detektirani tek sa relativnim intenzitetom od 4,8%djelu od 5,0%.

U MS/MS spektrima triptikin peptida obilje enih 5-formil-1,3-benzen-di-sali nom
kiselinom (CAF-mm reagens) snimljenim u negativnominu rada (MS/M- CAF-mm),
predominantno su zastupljeni ioni b-serije sa 24,Z8jedno sa ionima proSirene skupine b-
iona; b-NHs-ioni i b-H,O-ioni ine 38% svih asigniranih signala (slika 5.7.A). r&ity
asignirani kao b-ioni najintenzivniji su signalispektru (relativni intenzitet 100%), a slijede
ih signali b-serije-NH s relativnim intenzitetom 45.9%.

Ve je CID eksperimentom uz detekciju u pozitivnom ina rada spektrometra masa
pokazano kako peptidi obilje eni CAF-mm reagensomefg@riraju fragmentacijski put
disocijacije peptidne veze, priemu nastaju fragmentni ioni b-serije i y-serije.zReati
dobiveni CID eksperimentom uz detekciju u negatimnoainu rada spektrometra masa
potvr uju prijasnji nalaz. Pri tome su u negativhom ina rada spektrometra masa
fragmentni ioni y-serije, koji taker nastaju fragmentacijom peptidne veze (istovremsn
b-ionima), zastupljeni tek sa udjelom od 8,7% iettdtani sa relativnim intenzitetom od
13,9%.

Dobiveni rezultati pokazuju kako je i kod trigtih peptida obilje enih CAF-mm reagensom
dominantan fragmentacijski put pod uvjetima ClDpmksmenta disocijacija peptidne veze.
Me utim, za razliku od neobilje enih peptida, fragmaecijom peptida obilje enih CAF-mm
reagensom nastaju opozitno detektabilni produkomi.i Jedni su fragmentni ioni sa
originalnim C-krajem peptida (primarno ioni y-sejij koji nisu nosioci CAF-mm reagensa te
su primarno detektabilni u pozitivnom mau rada spektrometra masa. Drugi, opozitni tip

produktnih iona su fragmentni ioni s originalnimkkgjem peptida (primarno ioni serije v),
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koji, budui da na N-kraju posjeduju kovalentno vezan CAF-neagens, postaju gotovo
isklju ivo detektabilni u negativnom niau rada spektrometra masa.

Naime, dvije sulfonske skupine kao dobri protonaom strukturi CAF-mm reagens (kao i
CAF-op i CAF-mp reagens)ine ukupan naboj peptida, a kasnije i fragmentnoga i
negativnim. Zato su fragmentni ioni sa zadr animkidjem, odnosno zadranim CAF
reagensom na N-kraju pogodni za detekciju u negativnainu rada.

Da bi se fragmentni ioni sa zadr anim CAF reagenswarN-kraju detektirali u pozitivnom
na inu rada spektrometra masa, potrebno je doniratiope sulfonskim skupinama, pa je
stoga razumljiv mali udio fragmentnih iona a-, b-c-serije u pozitivnom na@nu rada
spektrometra masa.

Dobiveni rezultati eksperimentalna su potvrda preelvog mehanizma fragmentacija
CAF-mm obilje enih tripti kih peptida (slika 5.2.), po kojem kolizija prveweho inducira
disocijaciju peptidne veze, Sto rezultira nastankwegativno nabijenih b-iona (detektabilnih
gotovo iskljuivo u negativnom nanu rada spektrometra masa) i pozitivno nabijenibna,
primarno detektabilnih u pozitivnom riau rada spektrometra masa.

Osim Sto CAF reagensi usmjeravaju fragmentacijulisacijaciji peptidne veze i pri tome
potpuno razdvajanje detekcije fragmentnih y-iobaiona na dva MS/MS spektra pozitivnih i
negativnih iona, relativni intenziteti detektirarsignala y-iona i b-iona su najintenzivniji u
negativnim, odnosno pozitivnim spektrima (Rl 100%§umarno, ioni svih ostalih
fragmentnih serija su zastupljeni s relativnim ivdigetima ispod 20% (slika 5.7.B). Upravo
zahvaljujui ovoj injenici, izbor konsekutivnih signala iste serijadmentnih iona uvelike se
olakSava.
Tri su osnovna povoljna inka reagensa sa dvije sulfonske skupine i aldemdreaktivnom
kupinom (CAF reagensa):
- usmjeravanje fragmentacija ka disocijaciji pepéidveze i dominantnom nastanku
fragmentnih iona y-serije i b-serije,
- razdvajanje detekcije fragmentnih iona y-serijp-$erije na dva MS/MS spektra;
detekcija y-iona u pozitivnom niu rada spektrometra masa (MS/N$ b-iona u
negativnhom nanu rada spektrometra masa (MS/MS
-detekcija iona y-serije u MS/MSi iona b-serije u MS/MSspektrima najvee
relativne zastupljenosti.
Kombinacija ova tri uinka ine CAF-reagense izvrsnim inovativnim alatom zajespo i

to no iS itavanja aminokiselinske sekvende novo
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5.4. IDENTIFIKACIJA PROTEINA SA | BEZ UPOTREBE CAF REAGE NSA

Klasi ni pristup identifikacije proteina tehnikama spektetrije masa podrazumijeva
pretragu baza podataka sgenih od proteinskih sekvenci, koje su dobivem®erznom
translacijom sekvenciranih genoma.

Pretraga proteinskih baza podataka vrSi se usporediste pikova dobivene samo MS
analize ili te MS i MS/MS analize enzimski odgeaih proteina & silico na injenim listama
pikova. Dvijein silico liste pikova sainjavanju proteomsku bazu podatakasilico MS lista

i in silico MS/MS lista pikova In silico MS lista sadri teoretske mase peptida nastalih
enzimskom odgradnjom svih proteina u bazi podatakailico MS/MS lista sainjava sve
teoretske mase produktnih iona nastalih fragmeetagbojedinogn silico.

Pretraga baze podataka vrSi se upotrebom spekgaliz algoritama, koji osim liste
identificiranih proteina donose i rezultat kval@giojedinog pronalaska pridru ujusvakom
pronalasku odreeni broj bodova (engiscorg. Dobiveni broj bodova proporcionalna je sa
vjerojatnosu to nosti identifikacije proteina.

Za proteine koji su zastupljeni u bazi podatakaliteta pronalaska, odnosno broj bodova
ovisi o kvaliteti ulaznih podataka; MS i MS/MS spréika.

U eksperimentu usporedbe uspjesSnosti identifikguipgeina sa i bez CAF reagensa, priprema
uzoraka je bila istovjetna, s razlikom da je potavikoli ine uzoraka identificirana bez
obilje avanja (klasian postupak), a druga polovica uz obilje avanjeoB¥fil-1,3-benzen-di-
sulfoni nom kiselinom (CAF-mm reagensom).

Na ovaj nain su definirani istovjetni eksperimentalni uvjetezani uz analizu jednakih
koli ina analiziranih peptida.

U ovom eksperimentu CAF reagens nije koriSten tws itavanja sekvencde novgve u
svrhu identifikacije proteina klagiim putem pretrage baza podataka.

Prema Mascot algoritmu statiti zna ajnim rezultatima smatraju se proteini identificiraa
brojem bodova (engBcorg ve im od 584

U slu aju pretrage baze podataka za neobilje ene uzoskgeano je identificirano 6 proteina
sa MS brojevima bodova u rasponu od 58 do 649. réaspala 4 proteina nije proreno
preklapanje u MS/MS spektrima (MS/MS broj bodova)ete su u 3 slaja identificirani
homologni proteini iz organizma srodndgctobacilus brevisa u etvrtom sluaju nije
identificiran homologni protein niti protein lzactobacilus brevis

U svakoj od ukupno 20 pretraga za uzorke obilje €&®F-mm reagensom (10 skupova

podataka snimljenih u pozitivnom, kao i 10 skupg@a@dataka snimljenih u negativhom
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na inu rada spektrometra masa) uspjesno su kao poviatasci s najvéem brojem bodova
(MS broj bodova u rasponu od 76 do 751) ident#iairproteini izLactobacilus brevis
Dobiveni rezultati identifikacije proteina pokazupgla su u sluaju korisStenja CAF-mm
reagensa uspjesnost i host identifikacije nedvojbeno powveni sa 60% na 100%.

Doprinos CAF reagensa posebno je zanimljiv ualukada se klasnim putem identificiraju
homologni proteini iz srodnog organizma. Naime, kaki MS/MS spektri CAF obilje enih
peptida cjelovitiji, tako algoritam mo e prepoznadizliku u kvaliteti preklapanja sa silico
MS/MS spektrima peptida jednozmeg proteina, u odnosu na silico MS/MS spektre
peptida homolognog proteina.

Koristenjem CAF reagensa dolazi se do interpratatjednostavnih, bogatih i jednozmgih
spektara fragmentnih iona, kako u pozitivnom, takanegativnom nanu rada spektrometra
masa. Interpretativna jednostavnost spektra osigujarazdvajanjem serija fragmentnih iona
na dva spektra MS/MY MS/MS.. Bogatstvo spektra proizlazi iinjenice da su zastupljene
gotovo cjelovite serije fragmentnih iona predomimanza b-seriju i y-seriju (svaka u
ovisnosti o nainu rada spektrometra masa, negativhom ili pozumah Visoki relativni
intenziteti i dobro razlweni signali od Suma omoguju precizno i tono o itanje m/z
fragmentnih iona, Sto osigurava nedvojbenost ppeliga san silico listama.

Usporedbom MS broja bodova (slika 4.21.) izen€AF obilje enih peptida (snimljenih u
negativnom i u pozitivnom nanu rada spektrometra masa) i neobilje enih peptidagu e je
procijeniti utjecaj reakcije obilje avanja na dedeziju uzorka. Naime, uslijed degradacije
uzorka u MS spektru obilje enih uzoraka mo e dalo smanjena intenziteta i potpunog
izostanka detekcije signala pojedinih peptida. M®j tbodova, koji govori o kvaliteti
preklapanja MS liste pikova eksperimentalno dobivespektara san silico MS listama
pikova, za obilje ene i neobilje ene uzorke dobargokazatelj utjecaja reakcije obilje avanja
na degradaciju uzorka. Degradiranom uzorku algoribi pretragom baze podataka dodijelio
ni i broj MS bodova, u odnosu na uzorak s viSe Ktitanih peptida identificiranog proteina u
spektru. MS broja bodova za obilje ene uzorke sjgmé i u pozitivnom i u negativhom
na inu rada spektrometra masa u pravilu jei veego li za neobilje ene uzorke.

Osim ovog indirektnog dokaza da reakcijom obilj@aja peptida CAF reagensima ne
dolazi do degradacije uzorka, izveden je i direkieksperimentalni dokaza isto4.
Provedena je identifikacija 12 poznatih proteina ishez upotrebe CAF-mm reagensa
upotrebom ProteinPilot programskog paketa. Nakentiflkacije, za svaki protein izranat
je postotak pokrivenosti sekvence. Postotak pokogé sekvence je postotni udio it&nih

aminokiselina u ukupnom broju aminokiselina prageins itanim aminokiselinama se
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smatraju sljedovi triptkih peptida za koje je u MS spektru proaa odgovaraju signal, a u
MS/MS spektru iSitana aminokiselinska sekvenca istoga. Na slici buBdodatku 4 dani su
rezultat postotka pokrivenosti sekvence identifiomg proteina sa i bez upotrebe CAF-mm
reagensa’® Za svih 12 proteina obilje avanjem peptida CAF-meagensom povan je
postotka iSitane aminokiselinske sekvence proteina (zabilje gnpoveanje od 0,4% za lle-
tRNA-sintetazu do 42,8% za Eritropoetin) u odnoatdentifikaciju provedenu bez upotrebe

CAF-mm reagensa.

% IS itane sekvence sa i bez upotrebe CAF-mm

reagensa
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Slika 5.8. Usporedba postotka igane sekvence iz MALDI TOF MS i MS/MS spektara sa
(oznaka kolona naraastom bojom) i bez (oznaka kolona ljudstom bojom) upotrebe CAF-
mm reagensa. Postotak itAne sekvence za CAF-mm obilje ene peptide dakge unija

tripti kih sekvenci iSitanih pri pozitivnom i negativnom nimu rada spektrometra ma¥4.

Reakcija obilje avanja peptida CAF reagensom ne atpa uspjeSnost identifikacije proteina
metodom otiska prsta mase peptida (PMF, eRgptide mass fingerprintingsto je vidljivo
usporedbom MS brojeva bodova (slika 4.21.) alireklino usporedbom postotakaii&ne

sekvence, sa i bez upotrebe CAF-mm reagensa skkp
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Me utim, reakcija obilje avanja peptida viSestruko dopsi to nosti identifikacije proteina
metodom otiska prsta fragmentnih iona peptida (PERgl. Peptide fragmentation
fingerprinting), na Sto jasno ukazuju vrijednosti MS/MS bodovik#s4.20.).

Obilje avanje peptida CAF reagensom poaea se uspjesnost identifikacije proteina sa
standardnih 60% na 100%, ukoliko se pretraga veSelektivno, tj. naditavom bazom
podataka, odnosno sa 90 % na 100%, ukoliko seageetvrSi selektivno na odreni skup
organizama u bazi podataka.

Obilje avanje peptida CAF reagensom omogje jednoznanu i to nu identifikaciju proteina

i bioloSke vrste iz koje protein proiss.
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Na osnovu prikazanih rezultata, literaturnih refefei rasprave doneseni su zakhu po

cjelinama.

Reagensi sa aldehidnom reaktivnom skupinom i dsigfatne skupine na benzenskom
prstenu pokazali su se najokovitiim poznatim inicijatorima kemijski aktivane
fragmentacije. Njihova upotreba u svrhuitdvanja peptidne sekvende novoprimjerena je
iz sliedeih razloga:
reakcija obilje avanja reagensima provodi se sékakt samo na N-kraju peptida te
ne uzrokuje degradaciju uzoraka,
usmjeravaju fragmentaciju ka disocijaciji peptidmeze i dominantnom nastanku
fragmentnih iona y-serije i b-serije,
omogu uju razdvajanje fragmentnih iona na dva MS/MS speekt
fragmentni ioni sa N-krajem peptida (ponajprijeoli uz a- i c-ione), detektiraju se
u negativnhom nanu rada spektrometra masa (tzv. MS/MS
fragmentni ion sa C-krajem peptida (ponajprije gz x- i z-ione), detektiraju se u
pozitivnom nainu rada spektrometra masa (tzv. MS/Y|S
ioni y-serije u MS/MS spektru zastupljeni su sa 49% i pripada im 69%tinalog
intenziteta u odnosu na ione svih ostalih fragmiergarija,
ioni b-serije u MS/MSspektru zastupljeni su sa 38% i pripada im 54%tireiog
intenziteta u odnosu na ione svih ostalih fragmiérdgarija,
u MS/MS spektrima dobivenim klasim postupkom kolizijom inducirane
fragmentacije ioni y-serije zastupljeni su sa 31ptipada im 25% relativnog intenziteta
u odnosu na ione svih ostalih fragmentnih ser§ivremeno su, u istom spektru, ioni b-
serije zastupljeni sa 26% i pripada im 14% relaiynntenziteta u odnosu na ione svih
ostalih fragmentnih serija,
sekvenciranjede novo koje se provodi preklapanjem itanih aminokiselinskih
sliedova iz MS/MSi MS/MS' spektra (tzv. CAFCAF' postupkom), je nedvojbeno, za
razliku od klasinog postupka sekvenciramj@ novokod kojeg ne postoji pouzdan ima

potvrde iSitanog slijeda.

Sekvenciranje peptidde novonajuspjesnije se provodi koriStenjes¥formil-1,3-benzen-di-
sulfoni ne kiseline (CAF-mm reagensa)eSto manje uspjeSno KkoriStenjetaformil-1,3-
benzen-di-sulfonine kiseline (CAF-op reagens), a najmanje uspjefmistenjem 4-formil-

1,2-benzen-di-sulfonne kiseline (CAF-mp reagens).

Ivana Dodig Doktorska disertacij



/.POPIS KRATICA



§ 7. Popis kratica

151

Kratica Engleski naziv Hrvatski naziv

AC Affinity chromatography Afinitetna kromatogreaij

BLAST Basic Local Alignment Alat za pretra ivanje na osnovi
Search Tool for proteins  sli nosti slijeda

BLASTp Basic Local Alignment Alat za pretra ivanje proteinskih
Search Tool for proteins  baza podataka na osnovu Bbsti

primarnog slijeda aminokiselina

Cqy Butylsilyl silica gel Butilsilicijev dioksid

Cis Octadecylsilyl silica gel Oktadecilsilicijev diokis

CA Carrier amfolites Nosaamfolita

CAF Chemically Activated Kemijski aktivirana fragmentacija;

CAF reagens

CAF-mm reagens

CAF-mp reagens

CAF-op reagens

CBB
CHCA

Cl
CID

CRF

Da

Fragmentation; Chemically

Assisted Fragmentation
Chemically Activated

Fragmentation reagens

5-formyl-1,3-benzen-
disulphonic acid

4-formyl-1,2-benzen-
disulphonic acid

4-formyl-1,3-benzen-
disulphonic acid
Coomassie Brilliant Blue
a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid
Chemical lonization
Collision-induced
dissociation
Charge remote
fragmentation

Dalton

Kemijski pomognuta fragmentacija

Reagens koji kemijski aktivira
fragmentaciju, a u svoj strukturi ima
dvije sulfonske skupine, te
aldehidnu reaktivnu skupinu
5-formil-1,3-benzen-di-sulfonna
kiselina
4-formil-1,2-benzen-di-sulfonna
kiselina
4-formil-1,3-benzen-di-sulfonna
kiselina

Coomassie briljantyola

a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina

Kemijska ionizacija

Kolizijom inducirana disocijacija

Fragmentacija po modelu udaljenog
naboja

Dalton
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Kratica Engleski naziv Hrvatski naziv

DIGE Differential In-Gel Diferencijalna gel elektroforeza
Electrophoresis

DNA Deoxyribonucleic acid Deoksiribonukleinskaddisa

El Electron lonization lonizacija elektronima

EMBL European Molecular Baza podataka sekvenci nukleotida
Biology Laboratory Europskog laboratorija za
Nucleotide Sequence molekularnu biologiju
Database

ESI Electrospray-ionization lonizacija elektrorasprjem

FAB Fast-atom Bombardment Udar ubrzanim atomima

FI Field lonization lonizacija poljem

FLD Fluorescence detector fluorescencijski detektor

FTICR Fourier-transform ion lonsko-ciklotronska rezonancija uz
cyclotron resonance Fourierovu transformaciju

GenBank Genom Bank Genomska baza

HPLC High Performance Liquid Teku inska kromatografija visoke
Chromatography djelotvornosti

HSA Human serum albumin Albumin iz ljudskog seruma

ICAT Isotope-coded affinity tag Izotop kodiranorafetno

obilje avanje

IE lon Exchange lonska izmjena

IEF Isoelectric focusing Izoelektno fokusiranje

IPG Immobilized pH gradients Imobilizirani pH gretit

IT lon trap ionska stupica

LC Liquid chromatography Tekinska kromatografija

LC-MS Liquid chromatography Teku inska kromatografija
coupled to mass spregnuta sa spektrometrijom masa
spectrometry

LC-MS/MS Liquid chromatography Teku inska kromatografija

coupled to tandem mass

spectrometry

spregnuta s tandemnom

spektrometrijom masa
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Kratica Engleski naziv Hrvatski naziv
MALDI Matrix-assisted laser Matricom pomognuta ionizacija uz
desorption/ionisation desorpciju laserskim zranjem
MS Mass spectrometry Spektrometrija masa
MS-BLAST Mass Spectrometry-Basic Alat za pretra ivanje proteinskih
Local Aligment Search Tool baza podataka na osnovu sbsti
primarnog slijeda iz podataka
dobivenih analizom tehnikama
spektrometrije masa
MS/MS Tandem mass spectrometry ~ Tandemna spektrijanmagisa
MS spectra Mass spectra Spektar masa
MS* Mass spectra obtained in th&pektar masa snimljen u
positive ion mode of mass pozitivnhom nainu rada
spectrometer spektrometra masa
MS Mass spectra obtained in th&pektar masa snimljen u
negative ion mode of mass negativhom nanu rada
spectrometer spektrometra masa
MS/MS spektar Fragmentation spectrum Spektar fragnifeiona
MS/MS* Fragmentation spectrum  Spektar fragmentnih iona snimljen
obtained in the positive ion u pozitivnom nainu rada
mode of mass spectrometerspektrometra masa
MS/MS Fragmentation spectrum  Spektar fragmentnih iona snimljen
obtained in the negative ion u negativnom nanu rada
mode of mass spectrometerspektrometra masa
MudPIT Multidimensional Protein  viSedimenzionalne tehnike
Identification Tehnology identifikacije proteina
m/z Mass-to-charge ratio Omjer mase i naboja
NCBInr National Center for Proteinska baza bez preklapaiu
Biotehnology Information  unosa Nacionalnog centra za
non-redundant biotehnoloSke informacije
Nd:YAG Neodymium-Doped: Neodimij ugraen u kristal itrij

Yttrium Aluminium Garnet aluminij garnet
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Kratica Engleski naziv Hrvatski naziv

PAGE Polyacrylamide gel Elektroforeza u poliakrilamidnom
electrophoresis gelu

PD Plasma Desorption Desorpcija plazmom

PDB The Protein Data Bank Proteinska baza podataka

PFF Peptide fragmentation Metoda otisaka prsta fragmentacije
fingerprinting peptida

PMF Peptide mass fingerprinting  Metoda otiskagornsise peptida

PSD Post-source decay Poslijeionizacijska fragnogata

Q Quadrupole Kvadrupol

QQQ Triple quadrupole Trostruki kvadrupol

Q-TOF Hybrid quadrupole — time ofHibrid kvadrupola i analizatora koji
flight mjeri vrijeme leta

RefSeq Reference Sequence Project Referentni piregvenciranja

RI Relative intensity Relativni intenzitet

RNA Ribonucleic acid Ribonukleinska kiselina

RP Reverse phase Kromatografija obrnutih faza

RP-HPLC Reverse phase — high Kromatografijom obrnutih faza na
performance liquid teku inskom kromatografu visoke
chromatography djelotvornosti

SDS Sodium dodecyl sulphate Natrijev dodecilsulfat

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulphate- Elektroforeza u poliakrilamidnom
polyacrylamide gel gelu uz natrijev dodecilsulfat
electrophoresis

SIN Signal to noise Omijer visina signala i Suma

TEMED N,N,N',N"- N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin
tetrametiletilendiamin

TEV Tobacco Etch Virus Duhanu urezani virus

TFA Trifluoroacetic acid Trifluoroctena kiselina

TIS Timed ion selector Izbornik iona

TOF Time-of-flight Analizator koji mjeri vrijeme ta
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Kratica Engleski naziv Hrvatski naziv

TrEMBL Translated European Baza podataka translatiranih
Molecular Biology sekvenci nukleotida Europskog
Laboratory Nucleotide laboratorija za molekularnu
Sequence Database biologiju

tRNA Transfer Ribonucleic acid Prijenosna ribonikdéa kiselina

UV/IVIS-DAD Ultraviolet/Visible -Diode  Detektor sa diodnim nizom za

Array Detector

ultraljubi astom i vidljivom

podru ju
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§ 9. Dodatak Xl

9.1. DODATAK 1

Tablica 9.1. Udio zupojedine serije fragmentnih iona u MS/MSldpma snimljenim u
pozitivnom nainu rada spektrometra masa na trikitn peptidima obilje enim 5-formil-1,3-
benzen-di-sulfoninom kiselinom

% Fragmentnih iona sa originalnim N-krajem peptida

Raz;egamase a |aH0|aNHs| b |b-H0|b-NHs| ¢ |cH0 NCI-_IS
846 - 1110 | 4,2 3,7 2,9 4,6 3,0 4,6 3,1 3.4 0,0
1110-1375| 3,9 3,8 3,4 5,4 3,8 4,1 3,b 3,3 0,0
1375-1639| 3,9 3,7 3,6 5,4 3,9 4,0 3,2 3,6 0,0
1639 - 1903| 3,9 3,9 3,4 4,8 3,7 4,0 3,8 3,1 0,0
1903 - 2168| 3,9 3,4 3,3 5,2 3,5 3,7 3,8 3,1 0,0
2168 -2432| 3,1 3,2 3,1 4,4 3,2 3,5 3,8 2,8 0,0
2432 - 2696 | 2,8 2,8 3,1 4,3 2,9 3,2 2,9 2,4 0,0
2696 - 2961 | 2,5 2,3 2,5 4,2 2,3 3,0 2,6 2,% 0,0
2961 - 3225| 2,6 3,9 3,3 4,5 1,8 2,0 1,5 1,6 0,0
3225-3490| 1,2 2,0 1,6 2,7 1,2 2,0 0,8 0,4 0,0
UKUPNO 4

846-3490 3,8 3,6 3,3 5,0 3,6 3,8 3,2 3,2 0,0
UKUPNO a b X
846-3490 10,7 12,4 6,4

% Fragmentnih iona sa originalnim C-krajem peptida

Razred mase) X-H0 | x-NHz | vy y-HO | y-NHs | z | zH0| &

/ Da NHs
846 - 1110 | 4, 3,4 2,¢ 26,¢ 11,5 9,2 3,2 3,E 5,7
1110-1375| 41 3,6 3,3 25,5 9,7 9,8 3,8 3,9 5,0
1375-1639| 4,0 3,6 3,7 25,5 10,1 9,5 3,B 3.7 4,7
1639 - 1903| 4,0 3,8 3,4 27,1 11,2 9,4 3,b 3,b 4.0
1903 - 2168| 3,6 3,4 3,4 28,5 11,3 10, 3,8 3,4 3,6
2168 - 2432| 3,6 3,2 3,0 32,1 13,2 9,6 2,b 2,8 3,3
2432 - 2696 | 2,6 2,5 2,6 33,3 14,1 11,6 2,9 2,8 3,2
2696 - 2961| 1,9 2,5 3,2 37,8 13,1 11,8 2,6 2,6 2,7
2961 - 3225| 1,5 2,2 1,9 40,8 14,8 12,4 16 2,p 1,6
3225-3490| 0,0 1,2 2,3 46,1 17,6 16, 0,8 2,0 2,3
UKUPNO

846-3490 3,8 3,4 3,3 28,( 11,p 9,8 3,4 314 4,2
UKUPNO X y Z
846-3490 10,5 490 11,C
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Tablica 9.2. Udio pojedine serije fragmentnih iona u MS/MS dpeka snimljenim u
negativnom nanu rada spektrometra masa na trikitin peptidima obilje enim 5-formil-1,3-

benzen-di-sulfoninom kiselinom

% Fragmentnih iona sa originalnim N-krajem peptida

Raz;egamase a |aH0|aNHs| b |bHO[bNHa| c [cH0| 0
846-111C | 14,¢| 3,7 3,€ 20,4 7,C 4,1 5,2 1,8 0,C
1110-1375| 13,8| 4,1 3,8 21,4 6,9 4,3 6,p 2,2 0,0
1375-1639| 12,8| 3,8 3,5 21,8 8,4 4,7 6,B 2,9 0,0
1639 -1903| 11,9 34 3,0 23,7 8,9 50 6,p 3, 0,0
1903 - 2168| 11,5| 3,0 2,9 24,9 10,2 54 6.6 3.p 0,0
2168 - 2432 11,3| 2,7 2,5 27,6 10,0 5,8 7.0 3.4 0,0
2432 -2696| 11,1| 2,6 2,6 28,5 10,8 6,5 6.[7 3B 0,0
2696 - 2961| 12,8| 2,8 2,7 29,8 11,2 59 6,1l 2,p 0,0
2961 - 3225| 12,8| 2,6 1,8 33,6 12,3 53 6,2 3,p 0,0
3225-3490( 13,2 2,9 1,7 32,8 12,0 5,2 7.8 3.p 0,0
UKUPNO

846-3490 12,3 34 3,1 24,1 9,0 51 6,8 2,9 0,0
UKUPNO a b X
846-3490 18,8 38,2 9,2
% Fragmentnih iona sa originalnim C-krajem peptida
Razred masef |, 14,0 | x-NH; y | y-HO|[yNHs| z |zH0]| 2
/ Da NH3
846 -1110 | 3,1 | 2C 2,¢ 10,7 4,€ 3,8 3, | 4,2 34

1110-1375| 3,3 2,7 2,8 9,9 4,1 3,8 3,6 4,1 3,1
1375-1639| 3,4 2,7 3,0 9,2 3,6 4,0 3.4 3,6 3,1
1639 - 1903| 3,4 3,0 2,7 8,5 3,8 3,9 3.2 3,3 3,0
1903 - 2168| 3,2 2,7 2,4 8,6 3,7 3,4 2,8 2,8 2,7
2168 - 2432| 2,9 2,1 2,2 7,7 3,7 3,2 2,4 2,7 2,8
2432 - 2696 | 2,2 2,2 2,2 7,9 2,8 3,2 2,6 2,7 2,2
2696 - 2961| 2,2 2,4 2,0 7,1 2,6 2,7 2,5 24 2,3
2961 - 3225| 1,8 1,4 1,9 7,7 1,9 2,2 1,6 2,( 1,8
3225 - 3490 2,9 15 1,0 5,2 3,0 2,0 1.4 2,2 1,5
UKUPNO 4
846-3490 3,2 2,7 2,6 8,7 3,7 3,6 31 3,3 2,9
UKUPNO X y Z
846-3490 8,4 16,1 9,3
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Tablica 9.3. Udio pojedine serije fragmentnih iona u MS/MS dpeka snimljenim u

pozitivnom nainu rada spektrometra masa na neobilje enim trigtn peptidima

% Fragmentnih iona sa originalnim N-krajem peptida

Raz;egamase a |aH0|aNHs| b |b-H0|b-NHs| ¢ |cH0 NCF]S
846 - 1110 | 8,4 4.6 5,4 9,4 7,C 2,7 3,6 5,¢ 0,C
1110 - 1375| 8,7 4,7 5,9 10,8 6,6 4,7 1,9 4,2 0,0
1375-1639| 8,9 3,9 5,7 13,4 5,7 3,6 3, 4,8 0,0
1639 - 1903| 8,1 4,2 5,3 12,6 7,2 4,8 2, 4.% 0,0
1903 - 2168| 9,0 3,8 3,9 12,5 7,7 5,4 3,0 55 0,0
2168 - 2432| 6,8 3,9 5,8 12,3 71 5,6 3,y 3,1 0,0
2432 -2696| 7,9 4,3 3,9 13,5 8,9 5,0 3,b 5,2 0,0
2696 - 2961 | 5,6 2,6 2,6 15,9 9,1 6,7 3,pb 3, 0,0
2961 - 3225| 7,8 2,6 3,2 16,7 5,4 4,2 2,0 4.4 0,0
3225-3490| 10,0 2,1 3,1 21,5 5,5 4,5 2.8 3,1 0,0
UKUPNO

846-3490 8,0 3,7 4,5 13,5 7,2 4,9 3,0 4.% 0,0
UKUPNO a b X
846-3490 162 25,€ 7,5
% Fragmentnih iona sa originalnim C-krajem peptida
Razredmase| |, \oflxNHs| y |y-H0|yNHs| z | zH0| Z
/ Da NHs

846- 111( 6,t 3,E 2,7 10,¢ 7,€ 8,1 3,2 4,3 5,7
1110-1375| 5,1 4,9 3,0 13,1 8,3 9,1 3,0 3,8 2,1
1375-1639 | 4,5 5,0 4,8 13,9 6,8 7,3 1,6 3,6 3,2
1639 - 1903 | 4,2 4,8 2,3 13,4 7,3 8,9 2,8 3,1 45
1903 -2168 | 4,6 3,9 2,5 15,4 5,5 8,7 2,9 2,0 3,6

2168 - 2432 | 5,2 3,0 3,5 15,4 8,3 10,4 1,1 1,8 3,2

2432 -2696 | 3,5 3,1 1,9 15,3 6,6 7,9 2,V 2,5 3,7

2696 - 2961 | 4,2 4,3 2,1 17,5 7,1 8,0 2,1 1,4 3,5

2961 -3225 | 4,2 3,4 1,4 20,7 7,2 9,6 1,6 2,0 3,4

3225-3490 | 0,7 2,1 3,1 21,5 9,0 5,2 2,8 1,4 2,1
UKUPNO !
846-3490 4.4 3,9 2,7 15,5 7,3 8,6 2,8 2,6 3,6
UKUPNO X y Z
846-3490 11,C 31,2 8,4
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9.2. DODATAK 2

Tablica 9.4. Udio pojedine serije fragmentnih iona u MS/MS dpeka snimljenim u
negativnom nanu rada spektrometra masa na trikitin peptidima obilje enim 5-formil-1,3-

benzen-di-sulfoninom kiselinom (CAF-mm reagensom)

% Relativnog intenziteta fragmentnih iona sa origiralnim N-krajem peptida

a- a- b- b- c- c-

Spektar 2l holNHs| P | A0 NHs| € | Hy0 | NHS
IMs/ms*

neobilje enih 239| 7,8 | 10,1 53,9 14,99,2| 9,7| 10,3 0,0
tripti  kih peptida

2MS/MS* 3CAF-

mm reagensom | 331 47| 51| 43| 34 33 2b 3B 00
obilje enih

tripti  kih peptida

'MS/MS *CAF-
mm reagensom
obilje enih

tripti  kih peptida

11,9 11,6| 7,3 | 100,00 45,9| 9,0 | 10,7 8,8 | 0,0

% Relativnog intenziteta fragmentnih iona sa origiralnim C-krajem peptida

x- | x- y- | y- z- | z-
Spektar X1 H0 I NHs | Y | B0 NHs| % | H,0 | NH5
Ms/ms*
neobilie enih 95| 7.8| 96| 1000139|245|121| 77 | 116

tripti  kih peptida

’MS/MS* °CAF-
mr reagensom | 35| 28| 3,8 1000 7,2 | 73| 32| 45 45
obilje enih

tripti  kih peptida
'MS/MS *CAF-
mm reagensom | 76| 14,6| 109 139| 67 91 7% 67 52
obilje enih

tripti  kih peptida
*MS/MS" - spektar fragmentnih iona (MS/MS) snimljen u pignom nainu radu spektrometra masa

2MS/MS’ - spektar fragmentnih iona (MS/MS) snimljen u rtagem nainu radu spektrometra masa
|CAF-mm — 5-formil.1,3- benzen-di-sulfoma kiselina
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9.3. DODATAK 3

Za svaki od 10 uzoraka u tablicama 7.5.-7.14. redondane liste identificiranih proteina

dobivena Mascot pretragmo NCBInr baze podataka MIS/MS spektara na neobilje enom

uzoraku kao i liste dobivene pretragom MS i MS/Mfgldara uzoraka obilje enih 5-formil-

1,3-benzen-di-sulfonnom kiselinom (CAF-mm reagensom).

Liste su dane kao prvih 5 identificiranih proteihalo prvog proteina za koji je MS/MS broj

bodova 0. MS bodovi rezultat su kombinrane MS i MS/pretrage.

Tablica 9.5. Usporedba rezultata Mascot pretrage NCBInr bazeatpéid za uzorak

proteinske toke 1 na 2-D gelu stamog lizataLactobacillus brevigslika 4.19.) dobivenih sa

i bez upotrebe CAF-mm reagensa

. L Pristupni MS MS/MS
Pronalazak Protein Vrsta i soj broj (gi) bodovi  bodovi
Neobilje eni uzoraka
1 adenylosuccinate lya Gemella 24188990 82 0
haemolysan&TCC
10379
2 domain of unknown Thiomonas 296136429 73 0
function DUF1738 intermediaK12
3 DNA-directed RNA Lactobacillus 116334276 71 4
polymerase subunit beta' brevisATCC 367
4 conserved hypothetical Enterococcus 257870567 70 4
protein gallinarumEG2
5 chromosome artitioning Renibacteriun 16384125 68 0
ATPase protein salmoninarum
ATCC33209
CAF+ analiza (MS i MS/MS pozitiv) uzoraka obilije enog CAF-mm reagensom
1 DNA-directed RNA Lactobacillus 116332681 196 69
polymerase subunit beta brevisATCC 367
2 DNA-direcied RNA Lactobacillus 18415405 88 30
polymerase subunit beta reuteriJCM 1112
3 DNA-directed RNA Lactobacillus 194466962 88 28
polymerase, beta subunit reuteri100-23
4 DNA-directed RNA Lactobacillus 22753151 88 28
polymerase MM4-1A reuteri
5 DNA-directed RNA Pediococcus 304385423 72 28
polymerase subunit beta acidilactici DSM
20284
CAF- analiza (MS i MS/MS negativ) uzoraka obilje erog CAF-mm reagensom
1 DNA-directed RNA Lactobacillus 116332681 253 97
polymerase subunit beta brevisATCC 367
2 DNA-directed RNA Pediococcus 304385423 112 61
polymerase subunit beta acidilactici DSM
20284
3 DNA-directed RNA Clostridium 110801957 98 35
polymerase subunit beta perfringensSM101
4 DNA-directed RNA Lactobacillus 1841:4057 75 35
polymerase subunit beta reuteriJCM 1112
5 DNA-directed RNA Lactobacillus 194466962 72 35

polymerase, beta subunit

reuteri 100-23
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Tablica 9.6. Usporedba rezultata Mascot pretrage NCBInr bazeatpéd za uzorak

proteinske toke 2 na 2-D gelu stamog lizataLactobacillus brevigslika 4.19.) dobivenih sa

i bez upotrebe CAF-mm reagensa

. . Pristupni MS MS/MS
Pronalazak Protein Vrsta i soj broj (gi) bodovi  bodovi
Neobilje eni uzoraka
1 putative phosphoketolase Lactobacillus 116333142 649 517
brevisATCC 367
2 putative phosphoketolase Lactococcus lactis 15673484 135 128
subsp. lactidl1403
3 phosphoketolase Lactococcus lactis 281492061 134 128
subsp. lactis
4 phosphoketolas Weisselle 24189525 124 62
paramesenteroides
ATCC 33313
5 putative phosphoketolase Oenococcus oeni 116491770 115 100
PSU-1
CAF+ analiza (MS i MS/MS pozitiv) uzoraka obilje enog CAF-mm reagensom
1 putative phosphoketolase Lactobacillus 116333142 653 466
brevisATCC 367
2 phosphoketola: Weisselle 24189525 16E 13C
paramesenteroides
ATCC 33313
3 putative phophoketolase  Lactobacillus sake 8142790 117 93
subsp. sake23K
4 Phosphoketolase Roseburia 291535641 112 93
intestinalisM50/1
5 xylulose-5- Roseburie 25741343 111 93
phosphate/fructose-6- intestinalisL1-82
phosphate
phosphoketolase
CAF- analiza (MS i MS/MS negativ) uzoraka obilje erog CAF-mm reagensom
1 putative phosphoketolase Lactobacillus 116333142 284 72
brevisATCC 367
2 phosphoketolase Weissella 241895257 52 14
paramesenteroides
ATCC 33313
3 conserved exported Oscillatoria spPCC 300867849 50 0

hypothetical protein

6506
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Tablica 9.7. Usporedba rezultata Mascot pretrage NCBInr bazeatpd#d za uzorak

proteinske toke 3 na 2-D gelu stamog lizataLactobacillus brevigslika 4.19.) dobivenih sa

i bez upotrebe CAF-mm reagensa

. . Pristupni MS MS/MS
Pronalazak Protein Vrsta i soj broj (gi) bodovi  bodovi
Neobilje eni uzoraka
1 ATP-dependent Clp Lactobacillus 28379892 290 237
protease, ATP-binding plantarumWCFS1
subunit ClpL
1 ATP-dependent Clp Lactobacillus 227510823 23€ 19C
protease, ATP-binding brevisATCC 367
subunit ClpL
3 ATP-dependent Cl| Lactobacillus 25455803 23¢ 19C
protease, ATP-binding plantarumJDM1
subunit ClpL
4 ATP-dependent Clp Pediococcus 270291243 180 158
protease ATP-binding acidilactici7_4
subunit ClpL
5 ATP-dependent Clp Aerococcus 295398327 175 132
protease viridans ATCC
11563

CAF+ analiza (MS i MS/MS pozitiv) uzoraka obilje enog CAF-mm reagensom

1 ATP-dependent Clp Lactobacillus 227510823 463 318
protease, ATP-binding brevisATCC 367
subunit ClpL

2 ATP-dependent Clp Lactobacillus 28379892 357 279
protease, ATP-binding plantarumWCFS1
subunit ClpL

3 ATP-dependent Clp Lactobacillus 254558031 341 279
protease, ATP-binding plantarumJDM1
subunit ClpL

4 ATP-dependent Cl| Enterococcu 22954632 29¢€ 24¢
protease, ATP-binding faecalisTX1322
subunit ClpL

5 ATP-dependent Cl| Enterococcut 25597105 29t 24¢
protease faecalisT1

CAF- analiza (MS i MS/MS negativ) uzoraka obilje erng CAF-mm reagensom

1 ATP-dependent Clp Lactobacillus 227510823 322 128
protease, ATP-binding brevisATCC 367
subunit ClpL

2 ATP-dependent C|| Lactobacillus 2837989: 19t 92
protease, ATP-binding plantarumWCFS1
subunit ClpL

3 ATP-dependent Cl| Lactobacillus 25455803 19C 92
protease, ATP-binding plantarumJDM1
subunit ClpL

4 ATP-dependent Clp Enterococcus 229546325 146 79
protease, ATP-binding faecalisTX1322
subunit ClpL

5 ATP-dependent Clp Enterococcus 255971055 140 79
protease faecalisT1
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Tablica 9.8. Usporedba rezultata Mascot pretrage NCBInr bazeatpéid za uzorak
proteinske toke 4 na 2-D gelu stamog lizataLactobacillus brevigslika 4.19.) dobivenih sa

i bez upotrebe CAF-mm reagensa

. . Pristupni MS MS/MS

Pronalazak Protein Vrsta i soj broj (gi) bodovi  bodovi

Neobilje eni uzoraka

1 pyruvate kinase Lactobacillus 28378548 286 235
plantarumWCFS1

2 pyruvate kinase Lactobacillus 116333412 136 105
brevisATCC 367

3 trigger factor Lactobacillus 116333990 134 83
brevisATCC 367

4 pyruvate kinasi Lactobacillus sake 8142864« 10¢ 97
subsp. sake23K

5 pyruvate kinase Enterococcus 257867603 106 96
casseliflavu€£C30

CAF+ analiza (MS i MS/MS pozitiv) uzoraka obilje enog CAF-mm reagensom

1 pyruvate kinase Lactobacillus 116333412 594 460
brevisATCC 367

2 trigger factor Lactobacillus 11633399 24E 20¢
brevisATCC 367

3 Pyruvate kinase Lactobacillus 300214579 150 109
salivarius CECT
5713

4 pyruvate kinast Lactobacillus 22752690 13¢ 10¢
ruminisATCC
25644

5 pyruvate kinast Selenomona 672935t 12¢ 12¢
ruminantium

CAF- analiza (MS i MS/MS negativ) uzoraka obilje erog CAF-mm reagensom

1 pyruvate kinase Lactobacillus 116333412 341 208
brevisATCC 367

2 pyruvate kinas Lactobacillus sake 8142864 111 97
subsp. sake&23K

3 pyruvate kinase Lactobacillus 227524452 106 93
hilgardii ATCC
8290

4 Pyruvate kinase Lactobacillus 300214579 97 62
salivariusCECT
5713

5 pyruvate kinast Lactobacillus 22752690 84 62
ruminisATCC
25644
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Tablica 9.9. Usporedba rezultata Mascot pretrage NCBInr bazeatpéd za uzorak

proteinske toke 5 na 2-D gelu stamog lizataLactobacillus brevigslika 4.19.) dobivenih sa

i bez upotrebe CAF-mm reagensa

. . Pristupni MS MS/MS
Pronalazak Protein Vrsta i soj broj (gi) bodovi  bodovi
Neobilje eni uzoraka
1 chaperone GroEL Lactobacillus 58 0
brevisATCC 368 16333267
CAF+ analiza (MS i MS/MS pozitiv) uzoraka obilie enog CAF-mm reagensom
1 chaperone GroEL Lactobacillus
brevisATCC 368 116333267 169 119
2 chaperone GroE Leuconostor
mesenteroides 227431122 161 115
subsp.cremoris
ATCC 19254
3 dihydrolipoamide Lactobacillus
dehydrogenase brevisATCC 367 116334009 158 132
4 FOF1-type ATP synthase, Lactobacillus
alpha subunit chaperone brevisATCC 367 116333890 157 115
GroEL
5 60 kDa chaperonin Leuconostoc
gasicomitatum 300172724 149 115
LMG
CAF- analiza (MS i MS/MS negativ) uzoraka obilje erog CAF-mm reagensom
1 chaperone GroEL Lactobacillus 116333267 105 61
brevisATCC 368
2 chaperonin GroEL Pediococcus 116492224 93 31
pentosaceusTCC
25745
3 60 kDa heat shock protein Lactobacillus 33312964 75 18
brevis
4 GroEL Lactobacillus 3801848! 65 18
brevis
5 60 kDa heat shock protein Lactobacillus 33312964 65 18
brevis
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Tablica 9.10. Usporedba rezultata Mascot pretrage NCBInr bazeatpéd za uzorak

proteinske toke 6 na 2-D gelu stamog lizataLactobacillus brevigslika 4.19.) dobivenih sa

i bez upotrebe CAF-mm reagensa

. . Pristupni MS MS/MS
Pronalazak Protein Vrsta i soj broj (gi) bodovi  bodovi
Neobilje eni uzoraka
1 NAD(FAD)-dependent Lactobacillus 116334141 401 382
dehydrogenase brevisATCC 367
2 NADH oxidase Lactobacillus 22653411 392 382
brevis
3 unknown Paracoccus 482820 63 0
denitrificans
CAF+ analiza (MS i MS/MS pozitiv) uzoraka obilije enog CAF-mm reagensom
1 NAD(FAD)-dependent Lactobacillus 116334141 628 527
dehydrogenase brevisATCC 367
2 sulfate adenylyltrnsferas  Silicibacter 26043286 64 0
lacuscaerulensis
ITI-1157
CAF- analiza (MS i MS/MS negativ) uzoraka obilje erng CAF-mm reagensom
1 NAD(FAD)-dependent Lactobacillus 116334141 288 179
dehydrogenase brevisATCC 367
2 EAL domain protein Listeria seeligeri 289435263 49 0

serovarl/2b
str.SLCC3954

Tablica 9.11. Usporedba rezultata Mascot pretrage NCBInr bazeatpéid za uzorak

proteinske toke 7 na 2-D gelu stamog lizataLactobacillus brevigslika 4.19.) dobivenih sa

i bez upotrebe CAF-mm reagensa

. - Pristupni MS MS/MS
Pronalazak Protein Vrsta i soj broj (gi) bodovi  bodovi
Neobilje eni uzoraka
1 acetoin dehydrogenase  Lactobacillus 116334012 291 216
complex, E1 component, brevisATCC 367
alpha subunit
2 kinetoplast DNA- Nocardioides sp. 119718473 73 0
associated protein JS614
CAF+ analiza (MS i MS/MS pozitiv) uzoraka obilije enog CAF-mm reagensom
1 acetoin dehydrogenase  Lactobacillus 116334012 688 623
complex, E1 component, brevisATCC 367
alpha subunit
2 putative phage tail protein Salmonella enterica 194445074 65 0
subsp. enterica
serovar Newport
str. SL254
CAF- analiza (MS i MS/MS negativ) uzoraka obilje erog CAF-mm reagensom
1 acetoin dehydrogenase  Lactobacillus 116334012 258 143
complex, E1 component, brevisATCC 367
alpha subunit
2 beta tubulin, Citreicella spSE4t 26042682 51 0

autoregulation binding site
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Tablica 9.12. Usporedba rezultata Mascot pretrage NCBInr bazeatpéd za uzorak
proteinske toke 8 na 2-D gelu stamog lizataLactobacillus brevigslika 4.19.) dobivenih sa

i bez upotrebe CAF-mm reagensa

. . Pristupni MS MS/MS
Pronalazak Protein Vrsta i soj broj (gi) bodovi  bodovi
Neobilje eni uzoraka
1 elongation factor Tu Lactobacillus sp. 283483494 375 356
1.142
2 elongation factor Tu Lactobacillus 116333991 370 356
brevisATCC 367
3 putative elongation factor Lactobacillus 22266068 368 356
Tu brevis
4 enlongation factor T Lactobacillus 23801578 23C 21¢
parabrevis
5 enlongation factor Tu Lactobacillus 238015784 228 218
hammesii

CAF+ analiza (MS i MS/MS pozitiv) uzoraka obilje enog CAF-mm reagensom

1 elongation factor Tu Lactobacillus 116333991 751 623
brevisATCC 367
2 elongation factor Ti Lactobacillus sp 28348349 512 37¢
1.142
3 putative elongation factor Lactobacillus 22266068 345 232
Tu brevis
4 enlcngation factor Tt Lactobacillus 23801578 334 232
hammesii
5 6-phosphogluconate Lactobacillus 116332769 184 60
dehydrogenase brevisATCC 367
CAF- analiza (MS i MS/MS negativ) uzoraka obilje erog CAF-mm reagensom
1 elongation factor Tu Lactobacillus 116333991 418 286
brevisATCC 367
2 elongation factor Tu Lactobacillus sp. 283483494 272 132
1.142
3 putative elongation factc  Lactobacillus 2226606! 214 101
Tu brevis
4 enlongation factor Tu Lactobacillus 238015782 169 93
parabrevis
5 6-phosphgluconate Lactobacillus 11633276 121 84
dehydrogenase brevisATCC 367
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Tablica 9.13. Usporedba rezultata Mascot pretrage NCBInr bazdagata za uzorak

proteinske toke 9 na 2-D gelu stamog lizata Lactobacillus brevis (slika 4.19.) daiih sa

i bez upotrebe CAF-mm reagensa

. . Pristupni MS MS/MS
Pronalazak Protein Vrsta i soj broj (gi) bodovi  bodovi
Neobilje eni uzoraka
1 acetoin dehydrogenase  Lactobacillus 116334011 110 65
complex, E1 component, brevisATCC 367
beta subunit
2 lactate dhydrogenas: Lactobacillus 11633395 68 34
related 2-hydroxyacid brevisATCC 367
dehydrogenase
3 ribosomal protein S Lactobacillus 11633395 66 61
brevisATCC 367
4 putative long-chain-fatty- Faecalibacterium 257440302 62 0
acid--CoA ligase prausnitziiA2-165
CAF+ analiza (MS i MS/MS pozitiv) uzoraka obilje enog CAF-mm reagensom
1 acetoin dehydrogenase  Lactobacillus 116334011 471 344
complex, E1 component, brevisATCC 367
beta subunit
2 lactate dehydrogenase Lactobacillus 116333957 217 172
related 2-hydroxyacid brevisATCC 367
dehydrogenase
3 pyruvate dehydrogena Anaplasme 8860766: 94 88
subunit beta phagocytophilum
Hz
4 ribosomal protein S2 Lactobacillus 116333955 94 41
brevisATCC 367
5 hypothetical protein Butyrivibrio 302672011 72 0
bpr_12656 proteoclasticus
B316
CAF- analiza (MS i MS/MS negativ) uzoraka obilje erog CAF-mm reagensom
1 acetoin dehydrogenase  Lactobacillus 116334011 206 90
complex, E1 component, brevisATCC 367
beta subunit
2 lactate dehydrogena: Lactobacillus 11633395 12¢€ 76
related 2-hydroxyacid brevisATCC 367
dehydrogenase
3 ribosomal protein S2 Lactobacillus 116333955 62 0

brevisATCC 367
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Tablica 9.14. Usporedba rezultata Mascot pretrage NCBInr bazeatpéd za uzorak
proteinske toke 10 na 2-D gelu stamiog lizataLactobacillus brevigslika 4.19.) dobivenih

sa i bez upotrebe CAF-mm reagensa

. . Pristupni MS MS/MS
Pronalazak Protein Vrsta i soj broj (gi) bodovi  bodovi
Neobilje eni uzoraka
1 aldo/keto reductase Lactobacillus 116334538 64 0
brevisATCC 367
poly E-rich protein Helicobacter pylori 1561137 5¢ 0
J99
3 conserved domain protein Vibrio cholerae 153213644 58 0
1587
4 4Fe-4S ferredoxin iro- Clostridium 25552751 58 0
sulfur binding domain carboxidivoransP7
protein
5 hypothetical proteil Photorhabdus 3752801! 58 0
plu4177 luminescens subsp.
laumondiiTTO1
CAF+ analiza (MS i MS/MS pozitiv) uzoraka obilje enog CAF-mm reagensom
1 aldo/keto reductase Lactobacillus 116334538 165 138
brevisATCC 367
2 phosphoglycerat Lactobacillus 11633422 96 76
dehydrogenase-like proteinbrevisATCC 367
3 glycerol-3-phosphate Lactobacillus 116333292 93 55
dehydrogenase brevisATCC 367
4 2,5-didehydrogluconate ~ Mycobacterium 254823456 87 62
reductase intracellulare
ATCC 13950
5 oxidoreductase Hahella chejuensis 83643335 75 62
KCTC 2396
CAF- analiza (MS i MS/MS negativ) uzoraka obilje erog CAF-mm reagensom
1 aldo/keto reductase Lactobacillus 116334538 76 26
brevisATCC 367
2 glycerol-3-phosphate Lactobacillus 116333292 47 0

dehydrogenase

brevisATCC 367
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Tablica 9.15.Usporedba MS i MS/MS bodova (dobivenih Mascot jigam NCBInr baze

podataka) kao pokazatelja kvalitete pronalaskatifii@ranog proteina za neobilje ene uzorke

i uzorke obilje ene CAF-mm reagensom (5-formil-h8nzen-di-sulfoninom kiselinom).

Podebljano su oznani podaci koristeni za prikaz na slici 4.20., ad&aa prikaz na slici 4.21.

Nesé)g{%ieni CAF-mm reagensom obilje eni peptidi
Eksperiment | MS*j MS/MS* MS* i MS/MS" MS i MS/MS® /
‘Ms | Msms | ‘Ms | msms [ fms [msms | TMSMS
bodovi | bodovi | bodovi | bodovi | bodovi | bodovi (kumulativno)
1 82 4 127 69 156 97 166
2 132 517 187 466 212 72 538
3 53 190 145 318 194 128 446
4 51 105 134 460 133 208 668
5 58 0 50 119 44 61 180
6 19 382 101 527 109 179 706
7 75 216 65 623 115 143 766
8 14 356 128 623 132 286 909
9 45 65 127 344 116 90 434
10 64 0 27 138 50 26 164

#prikazani su MS brojevi bodova koji su rezultagtprge samo MS spektara

* MS/MS bodovi za CAF-mm reagensom obilje ene uzoiikra unati kao zbroj MS/MS bodova dobivenih

pretragom po MS/MSi MS/MS spektrima CAF-mm reagensom obilje enih uzoraka
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9.4. DODATAK 4

Tablica 9.16. Usporedba% istane sekvence iz MALDI TOF MS i MS/MS spektara sa
(obilje eni CAF-mm reagensom) i bez (neobilje enipotrebe CAF-mm reagensa. Postotak
iS itane sekvence za CAF-mm obilje ene peptide darkge unija sekvence igane pri

pozitivnom i negativnom nanu rada spektrometra ma%a.

% IS itane sekvence

- . | Obilje eni CAF-
Protein Neobilje en mm reagensom
Albumin goveeg seruma 87,81 95,72
Transferin 93,84 100,00
Eritropoetin 53,37 93,26
Lizozim 87,07 98,64
Aldolaza 71,98 88,19
Beta kazein 55,36 89,73
lle-tRNA-sintetaza 97,33 97,76
Nukleotidil transferaza 94,42 99,51
TEV proteinaza 87,6 98,35
Leu-tRNA-sintetaza 92,02 94,88
Elongacijski faktor Tu 89,09 99,24
Ser-tRNA-sintetaza 91,95 96,93
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