Proteomika

Spektrometria mas

L jej zastosowanie do badan biatek



Spektrometria mas (MS)

* Metoda pozwalajgca na pomiar stosunku masy do
tadunku jonow (m/z)

— m/z mozna przeliczy¢ na mase
— jednostka m/z jest Thompson (Th): 1 Th = 1/Da

* Spektrometr mas oddziatuje z czasteczkami przy
pomocy pol elektromagnetycznych

— pracuje na czasteczkach obdarzonych tadunkiem —
jonach



Krotka historita MS cz. 1

J.J. Thompsona 1899 — 1911
- 1912 widmo O,, N,, CO, CO,, itp. |
— 1913 izotopy 20Ne, 2Ne

Dempster, Aston, Conrad, Bainbridge

— pomiary masy atomow, zrodto jonow El, czasteczki organiczne, pokazanie
rownowaznosci masy i energii

1942 pierwsza komercyjna konstrukcja
Analizatory TOF, ICR, sektor magnetyczny i elektryczny, kwadrupol
1958 GC-MS

1966 Sekwencjonowanie peptydow



Krotka historia MS cz. 2

1968 Elektrorozpylanie (ESI)

1974 FT-ICR

1978 Tandemowy spektrometr mas (Triple Quad)
1983 MALDI

1984 Putapka jonowa
1999 Orbitrap



Dziatanie spektrometru mas
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Parametry spektrometru mas

| |

I,

* Rozdzielczosc¢

— przy m/z np. 500 Th

intensywnos$¢

— doktadnos¢ [ppm|

rozdzielczos€ = 2000 7

2538 2542

* /akres pomiaru m/z stosunek masy do fadunku (m/z)
* Czutosc
* Zakres dynamiczny
* Szybkos¢
— pomiaru MS
— pomiaru MS/MS



Dane rejestrowane przez
spektrometr mas

* Widmo stosunku masy do tadunku (m/z

20413mk_JkkC_tr02p130412_0ul5_S #7599 RT: 57.18 AV: 1 NL: 2.09E6

T: FTMS +p NS Full ms [300.00-2000.00]

708.33630
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Rozktad izotopowy

* lzotopy pierwiastkow

— wiecej czasteczek ciezszych izotopow w duzej czgsteczce

* Obliczanie tadunku

e ~535 Da

— masa — piki co ~ 1 Da (neétron m/z 536 Th 1+
m/z (masa/tadunek) — piki co: /\

-1 Th — tadunek 1 /\j 444444444444
1/2 Th  — tadunek 2 m 3756 Da
1/3 Th - tadunek 3...

1233 Th 3+

— pamietac¢ o protonach

* Malejaca rozdzielczosc




Widmo MS/MS

* Informacja o m/z prekursora (tutaj peptydu

* Mniejsze intensywnosci

20413mk_JKkC_trO2p130412_0Oul5_S #7100 RT: 53.64 AV:

T: FTMS + p NSI d w Full ms2 5655.78@hcd40.00 [100.00-1125.00]
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Zrodto jonow

Elektrorozpylacz (ESI) MALDI

Matrix Assisted Laser Desorption lonisation

Natadowana kropla . .
@ jony sg przyspieszne
w Kkierunku analizatora
jon badanej

substancji w fazie
gazowej

A

Elektrorozpylanie
(Electrospray)

/

Parowanie
_7 FEe rozpuszczalnika + Jonyzvg:)zpul;:ane
+
Igta / / + czgsteczka
(1000 -5000 ) A p\gad skrystalizowanej
~_» t matrycy
kapilara
Whnetrze
spektrometru czgsteczka

badanej substancji

metalowa ptytka (podtgczona do prgdu o napieciu okoto +30kV)

* Formowanie wigzki (lub pakietu) jonow i przestanie do analizatora
— optyka jonowa



Analizator masy

* Rozdziela jony pod wzgledem stosunku masy do
tadunku (m/z)

— Sektor magnetyczny/elektryczny (nie stosowany w proteomice)
— Analizator czasu przelotu (TOF)

— Kwadrupol

— Putapka jonowa

- FT-ICR

— Orbitrap



Analizator czasu przelotu
(Time Of Flight — TOF) Kolumna

przyspieszajgca

* Stosunkowo duza rozdzielczosc (do Modulator

Wiazk
j olzg‘: Detektor

MCP

kilkadziesiat tysiecy)

— w trybie ze zwierciadtem

* Pomiar do kilkunastu tys. Th analizator
czasu
przelotu

— bez zwierciadta nawet do milionow Th

., . ., 5x10"Torr
* DosS¢ duza czutosc

* Praca impulsowa Ostona

* Wrazliwy na zmiany temperatury

* tatwo wysycic¢ detektor Zwierciadto

elektrostatyczne



Kwadrupol

* Filtr masy

— moze przepuszczac szeroki
zakres m/z

* Pomiar poprzez skanowanie

— mata sprawnosc - _\b_ jon 0 zbyt matym
on stosunku masy do fadunku (m/z)

— mata rozdzielczos¢

ﬁ jon 0 oczekiwanym

stosunku masy do tadunku (m/z)

* Inne zastosowania niz

pomiar masy

on jon o zbyt duzym
S stosunku masy do tadunku (m/z)

{}z}@

— selekcja jonow

— analiza znanych czgsteczek



Putapka jonowa

Utrzymuje jony wewnatrz analizatora
Pomiar poprzez wyrzucanie jonow o okreslonym m/z

_iniowa (moze byc podwojna) lub trojwymiarowa

Duza czutoscé
Mata rozdzielczosc¢
Szybka praca

Mozliwosc selekcji

L fragmentacji jonow

— requta 1/3




FT-ICR

(analizator cyklotronowy z Fourierowskg transformacja wynikow)

* Rodzaj putapki jonowej

* Jony wprowadzane do silnego pola magnetycznego (zwykle >5T) zaczynaja
poruszac po torach kotowych

* (Czestotliwos¢ obieqgu jonu wokét osi jest zalezna od m/z

* Jony moga by¢ wzbudzane falg o odpowiedniej czestotliwosci
- mozna wzbudza¢ wiele jonéw falg ztozona

* Detekcja przez rejestracje pradu wzbudzaneqgo przez przelatujace jony w
elektrodach
— czestotliwos¢ pradu wzbudzanego przez jon o okreslonym m/z mozna wyliczyc

— fale ztozong z wielu czestotliwosci mozna przeksztatci¢ w widmo czestotliwosci przy

pomocy transformaty Fouriera
— widmo czestotliwosci mozna przeliczy¢ na widmo masy

— jony nie uderzaja w detektor



detector
plates

trapping
plates

d

Magnetic

RF

FT-ICR

% University of
: ¢
induced BRISTOL
excitation | alternating © Paul J. Gates 2014
plates current ’
Fourier mass
Transformation conversion
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excitation on
one frequency (RF)
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Cechy FT-ICR

Najwyzsza rozdzielczosc (do 1060)

— zwiekszenie rozdzielczosci poprzez ustawienie czasu pomiaru
Najwieksza doktadnos¢ (<1 ppm)

Duza czutosc

Dos¢ duza szybkosc (zaleznie od rozdzielczosci)

Duzy zakres dynamiczny

Pomiar m/z do 10 tysiecy

Wymagane zastosowanie magnesu nadprzewodzaceqo

— Duze rozmiary

— Wysoka cena



Orbitrap

Rodzaj putapki jonowe]
Rozdzielczos¢ 250 ~ 700 tys.
Duza czutosc

Duza szybkos¢

Dobry zakres dynamiczny

Detekcja bez zderzenia

— transformata Fouriera

Brak magnesu nadprzewodzaceqgo
- tanszy niz FT-ICR

Najnowszy typ analizatora

— ciagty rozwdj

¢

wigzka jonow |
q J >

jony wprowadzane

do analizatora \
Orbitrap

ruch wokot
si analizatora

elektroda
centralna

=N




Spektrometry tandemowe
L hybrydowe

* Iriple Quadrupole

Q-TOF

Q-FTICR

Putapka lintowa FT-ICR

Orbitrap Velos/Elite (podwdjna putapka + Orbitrap)
Q-Exactive (kwadrupol — Orbitrap)

Orbitrap Fusion



Q-TOF

Kolumna

Komora kolizyjna . .
Argon przyspieszajgca

+ Heksapol

Electrospray Stozek

Heksapol

Modulator

- I jonow Detektor

MCP

Kwadrupol

Torr| 10 mTorr 4x10°Torr | 10 mTorr

’ ‘ ‘ %ﬁ?v'\(/: analizator
J czasu

przelotu

System pomp
prézniowych ~— 5x10"Torr

Ostona

Podobna konfiguracja w Q-FT-ICR cloxtrostatycane



Orbitrap Velos/Elite

Square
Electrospray Quadrupole with High-Pressure  Low- Quadrupole
lon Source  S-Lens Neutral Blocker Octopole Cell Pressure Cell ~ Mass Filter C-Trap  HCD Collision Cell
A p b= e 2 T
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New Detection .
Electronics = !
New High-Field Orbitrap | " —%\L\

Mass Analyzer

Podobna konfiguracja w LTQ-FTICR



Q-Exactive

HyperQuad Mass Filler with Advanced  a4vanced Active

HCD Cell C-Trap Quadrupole Technology (AQT) Beam Guide

“ (AABG)

H“——-H

“-_-I.H

RF Lens

Ultra High Field Orbitrap
Mass Analyzer T




Orbitrap Fussion

Ultra-High-Field
Orbitrap Mass Analyzer

e
® 2
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=
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Oprogramowanie

Obstugujgce spektrometr

— wewnetrzne komputery urzadzen

— komputer PC potaczony z urzgadzeniem

* Programowanie maszyny i rejestracja danych
Przegladanie surowych widm i chromatogramow
Wstepne przetwarzanie danych z przebiegow

— generowanie plikow zawierajgcych masy jonow macierzystych it potomnych
(.MGF, .PKL, itp)

ldentyfikacja peptydow i biatek
— komercyjne: Mascot, Sequest

* poprawiacze wynikow/sumowanie wynikéw: Percolator, PeptideProphet, MScan

— darmowe: X!ltandem, MaxQuant (Andromeda)

Narzedzia wspomagajace np. Protein Prospector



|ldentyfikacja biatek

Czasteczka biatka

l trawienie endoproteaza

Peptyd
B N N I I
l pomiar mas selekcja
643,27 Da —
1206,05 Da fragmentacja
1687,32 Da
ig;g;;g EE Rl T JUL I
r d 1
2679,12 Da *pnmlar mas

3255,64 Da ¢ana|iza danych
EQVICAYTLIK



MASCOT MS/MS lons Search

Your name
Search title
Database(s)

Taxonomy

Fixed
modifications

Variable
modifications

Peptide tol. +
Peptide charge

Data file

Data format

Instrument

Decoy

]

ks W Email mkotl@bb.waw.pl
Ble ble ble
SbrntHumanRM Enzyme Trypsin W

SUMmo
Synaptosomy

~
SprotRandHumanMerge B
Fa
TAIR10 W

All entries

Allow up to

Quantitation

2 v missed cleavages

Mone

"

'.Carhamidumethyl (C) A

LA

Display all modifications

"Owidation (M) 2 |

~
v

15 | ppm v #13C 0w

Mr W

Browse... | Mo file selected.

Mascot generic w

HCD v

v

Start Search ...

MS/MS tol. +

Monoisotopic

Precursor

Error tolerant

Report top

"E-dimethylsuccinvl (C)

2-monomethylsuccinyl (C)
2-nitrobenzyl (Y)

2-succinyl (C)

ZHPG (R)
3-deocxyglucosone (R)
3sulfo (M-term)

4-0ONE (C)

4-0OMNE (H)

4-0ONE (K)
4-ONE+Delta:H(-2)0(-1) (C)

S0 MM

*  Average

m,z

AUTO  w ) hits

Reset Form

D>

b



MS/MS Fragmentation of EFAAEEISSMVLIK
Found in AT5G02500.1 in TAIR10plus, HSC70-1, HSP70-1...
Match to Query 7695: 1565.824308 from(783.919430,2+) intensity(355477.4100) scans(16180)

Title: 9766: Scan 16180 (rt=7492.64) [Z:\DO\1407-lipiec\40704mk_jadra.raw]

Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 1565.8011
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

lons Score: 64 Expect: 8.7e-06
Matches : 50/238 fragment ions
using 41 most intense peaks
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1] 102.0550] 51.5311| 130.0488| 65.5286| 112.0393| 56.5233| E 14
2|249.1234|125.0653|277.1183| 139.0628| 258.1077]130.0575] F |1437.7658|718.3865|1420.7302|710.8733|1418.7552|710.3812(13
3| 320.1605|160.5839|348.1554| 174.5813| 330.1448|165.5761| A |12080.6974|645.8523|1273.6708|637.3300|1272.6868|636.8470(12
4| 391.1976|186.1024|419.1925| 210.0088| 401.1818/201.0946] A |1218.6603|610.3338|1202.6337|601.8205|1201.6497|601.3285(11
5| 520.2402|260.6237|548.2351| 274.6212| 530.2245/265.6158| E |1148.6231|574.8152|1131.5966|566.3019|1130.6126(565.8099(10
6| 649.2828|325.1450|677.2777| 339.1425| 6508.2671|330.1372] E |1018.5805|510.2938|1002.5540(501.7806|1001.5700(501.2886| 9
7| 762.3668|381.6871| 790.3618| 385.6845| 772.3512|386.6792] 1 |890.5380|445.7726| 873.5114(437.2503| 872.5274(436.7673| 8
8| 849.3989|425.2031| 877.3938| 439.2005| 858.3832|430.1952| § |777.4539|389.2306| 760.4273|380.7173| 758.4433|380.2253| 7
0| 936.4309|468.7181| 864.4258| 482.7165| 946.4153|473.7113] S |690.4219|345.7146| 673.3853|337.2013| 672.4113|336.7093| 6
10|1067.4714|534.2393|1095.4663|548.2368|1077.4557|538.2315| M |603.3898|302.1986| 586.3633|293.6853 5
11|1166.5398|583.7735(1194.5347| 587.7710|1176.5242|588.7657| V |472.3493|236.6783| 455.3228|228.1650 4
12|1279.6239|640.3156|1307.6188| 654.3130|1288.6082|645.3077| L |373.2809|187.1441| 356.2544(178.6308 3
13|13682.7079|696.8576|1420.7028| 710.8551|1402.6823|701.8488| 1 |260.1969|130.6021| 243.1703|122.0888 2
14 K |147.1128| 74.0600| 130.0863| 65.5468 1




Protein Family Summary (scores adjusted by Percolator)

Filter Significance threshold p< 0.05 Mayx. number of families AUTO | A[he|p]
Ions score or expect cut-off O Dendrograms cut at O
Show Percolator scores o
Preferred taxonomy _All entries v
¥Decoy search summary (reversed protein sequences)
Peptide matches in TAIR10plus in Decoy FDR
- above identity threshold 2053 9 0.449% | Adjustto | 1% w
- above identity or homology threshold 20583 9 0.449%  Adjustto 1% v
Decoy results are available in efthe decoy report.
J Proteins (889) Report Builder Unassigned (10882)
Protein families 1-10 (out of 889)
10  w per page 1 Mext Expand all Collapse all
Accession v contains v Find
b1 _I: 1 ATS5G02500.1 1244 HsSC70-1, HSP70-1, AT-HSC70-1, HSC70 | heat shock cognate protein 70-1 | chr5:5540
4 AT1G16030.1 238 Hsp70b | heat shock protein 70B | chrl:5502386-5504326 REVERSE LENGTH=646
- 2 AT3G09440.1 737 | Heat shock protein 70 (Hsp 70) farmily protein | chr2:29024324-29056322 REVERSE LENC
3 ATSHGZ2B8540.1 E03 BIP1 | heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein | chr5:10540665-10543274 REVER
L] L] [} =
L] [ ] [} [ ]
= i ™ —
| 3] 1 AT2G18960.1 Q55 AHAL, PMA, O5T2, HAL | H{+)-ATPase 1 | chr2:8221858-8227268 FORWARD LENGTH=9
'—l 2 AT2G07560.1 149 AHASE, HAE | H(+)-ATPase & | chr2:3170394-3173%52 REVERSE LENGTH=949
| | | |
L} L] L ] = = L ] L}
M~ W own s m oo
P:} ATCGO00490.1 298 RBCL | ribulese-bisphosphate carboxylases | chrC:54958-56297 FORWARD LENGTH=47
| AT4G37930.1 745  SHML, STM, SHMT1 | serine transhydroxymethyltransferase 1 | chr4:178321891-178247.
ks 1 AT1G20620.1 734 CAT3, SENZ, ATCATZ | catalase 3 | chrl:7143142-7146193 FORWARD LENGTH=4932
-l 2 AT4G35090.1 255 CAT2 | catalase 2 | chr4:16700937-16702215 REVERSE LENGTH=492




J Proteins (1090}

Report Builder

Unassigned (105392)

Protein families 1-10 (out of 1090)

10  ~ per page 1 v (109 |Mext Expand all Collapse all
Accession v contains w Find
g _I: 1 ATS5G02500.1 1098 HsSC70-1, HSP70-1, AT-HSC70-1, HSC70 | heat shock cognate protein 71
4 AT1G16030.1 217 Hsp70b | heat shock protein 70B | chrl:5502386-5504326 REVERSE LEN
= 2 AT3G09440.1 701 | Heat sheck protein 70 (Hsp 70) family protein | chr2:29024324-290563
3 ATS5G28540.1 458 BIP1 | heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein | chr5:10540655-1
8 a8 8 8 ©
= o (& —
< L)<>
Threshold {0): O Cut
Score vMass Matches Sequences emPAI
V1.1 AATEGO2E500.1 1098 F1712 27 (21) 20 (15) 1,45 HSC70-1, HSP70-1, AT-HSC70-1, HSC70 | heat shock cogn
V1.9 HATIG09440,1 701 71559 22 (15) 19 (12) 0.96 | Heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein | chr3:290
P 1 sameset of AT3G09440.1
V1.3 HATEGZ28540.1 458 73869 14 (11} 14 (11) 0.681 BIP1 | heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein | chrt
v 1.4 AAT1G16030.1 217 71270 10 (4) 8 (4) 0,20 Hsp70b | heat shock protein 70B | chrl:55023286-5504326

Redisplay Al

Mone

55 peptide matches (53 non-duplicate, 2 duplicate)

| auto-fit to window

Query Dupes

=373
=L1440
#2237
2495
2516
3256
=2750
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345.1970

428.2388
481 .2706
495.2556
4898.2709
537.3289
564 .814947

HMr{expt)
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960, 5267
988 .4966
S90.5272
1072.6432
1127 .6868148
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854.4£10
960.5127
988.4825
S990.5134

1072.6281
1127 . 860497
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