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Analysis of protein posttranslational modiflcations using mass spec-
trometry

Summary

Identification of posttranslational modifications (PTMs) of proteins pro-
vides better understanding of their biological functions. Mass spectrometry has
become a method of choice for the analysis of PTMs, both MALDI-ToF and tan-
dem (MS/MS) mass spectrometers are perfect tools for assignment of PTMs. The
latter due to their peptide fragmentation capability give better identification
and information about localization of PTMs in protein molecule. In this paper,
an overview of possible use of mass spectrometry and bioinformatic tools to-
gether with description of the basic features and limits of the analysis of post
translational modifications by mass spectrometry are presented.
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I. Wprowadzenie

Zasadniczy postep uzyskany w ostatnim dwudziestoleciu
w konstrukcji spektrometrow mas, polegajacy na opracowaniu
nowych metod jonizacji, sposobow rozdziatlu generowanych jo-
noéw oraz podwyzszeniu czutosci spowodowat, ze ta metoda in-
strumentalna jest powszechnie z powodzeniem stosowana
w analizach proteomicznych (1,2). Prowadzone badania dotycza
m. in. analizy potranslacyjnych modyfikacji biatek, czyli chemicz-
nych zmian ich reszt aminokwasowych majacych wplyw na
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wiasciwosci fizykochemiczne oraz stabilno$¢ i aktywnosé tej klasy biopolimeréw.
Wprowadzenie w okreslonych pozycjach nowych grup chemicznych czesto prowa-
dzi do zmiany funkcji biatka, ktérego rézne izoformy mogg bra¢ udziat w odmien-
nych procesach biotogicznych. Obok alternatywnego splicingu oraz cie¢ proteoli-
tycznych sg one odpowiedzialne za duzg zmiennos$¢ proteomu u eukariontow -
genom cztowieka ticzy okoto 30 tys. gendw, a itos¢ biatek szacuje sie na poziomie
ok. 10 razy wyzszym. Obecnos¢ modyfikacji potranstacyjnych w biatku powoduje
zmiany w oddziatywaniach z innymi biatkami, kierowanie ich do specyficznych
miejsc w komdrce, oraz ma wptyw na strukture trzeciorzedowa czasteczek. Na
przykfad, przytaczenie grup fosforanowych - fosforylacja, tub acetylacja czy mety-
lacja pelnig rote swoistych przetgcznikbw regutujgcych reptlikacje czy naprawe
uszkodzen DNA (3). Fosforylacja jest réwniez obok ubikwitynytacji oraz specyficznej
glikozytacji bialek istotnym znacznikiem w procesach prowadzacych do ich degra-
dacji (4). Zaburzenia w procesach regutujacych modyfikacje biatek sa grozne dta or-
ganizmu, w przypadku ludzi moga prowadzi¢ do wielu chordb, takich jak: choroba
Alzheimera (5) czy choroby nowotworowe (6). Niektére reakcje prowadzace do che-
micznej modyfikacji biatek sg jednak procesami niekontrolowanymi i mogg prowa-
dzi¢ same w sobie do stanéw chorobowych. Przykladem takiego typu reakcji jest
N-homocysteinytacja, czyli przylgczenie czgsteczki homocysteiny do reszty lizyny
w biatkach. W wyniku podstawienia homocysteiny do reszty lizyny diametralnie
zmieniajg sie wlasciwosci chemicznie modyfikowanych biatek poprzez zmiane struk-
tury trzeciorzedowej, co w konsekwencji moze prowadzi¢ np. do choréb ukiladu
krwionosnego w przypadku biatek krwi (7). W Swiecie ozywionym mamy do czynie-
nia z r6znego typu modyfikacjami, gdzie odpowiednie czasteczki sa przylaczane do
grup hydroksylowych, aminowych oraz tiolowych w resztach aminokwasowych w tan-
cuchu peptydowym. Nalezy rowniez pamietac, ze niektére modyfikacje, takie jak at-
kitacje grup tiolowych czy tez utlenianie reszt metioniny i tyrozyny zostajg w spo-
s6b zamierzony badz nie wprowadzone do czgsteczek biatka podczas proceséw
przygotowywania prébek do analiz metodami spektrometrii mas (8).

Z podanych wzgledéw niezwykte istotna jest identyfikacja modyfikacji biatka
oraz okreslenie reszt aminokwasowych, ktére ulegajg zmianie (podstawieniom gru-
pami modyfikujgcymi), gdyz pozwata to na dokladniejsze poznanie funkcji biatek
w zywym organizmie (9,10). Szczegdlnie istotne znaczenie ma jednak analiza mody-
fikacji dla poznania procesow prowadzacych do powstania stanéw chorobowych,
gdyz wiadomo, ze rozregulowanie proceséw, np. fosforylacji czy glikozytacji biatek
moze by¢ przyczyng wspomnianych choréb (5,6). Od wielu fat do analizy modyfikaciji
potranstacyjnych biatek wykorzystuje sie réznorakie techniki spektrometrii mas.
W celu rozdzielenia skomplikowanych mieszanin substancji spektrometry mas sprze-
gane sg z urzgdzeniami stuzagcymi do rozdzialu mieszanin, takimi jak chromatograf
cieczowy o niskich przeptywach (rzedu 100 - 500 n¥/min) oraz malych $rednicach
stosowanych kolumn (ok. 100 pim) (11). Do wstepnego rozdziatu mieszaniny biatek
uzywa sie réwniez technik elektroforezy zelowej oraz elektroforezy kapilarnej (12-14).

28 PRACE PRZEGLADOWE



Oznaczanie modyfikacji potranslacyjnych biatek metodami spektrometrii mas

Oznaczenie masy calego, oczyszczonego bialka jest przydatng metodg w szu-
kaniu modyfikacji - poréwnanie eksperymentalnie oznaczonej masy czasteczko-
wej biatka z masg obliczong ze znanej sekwencji aminokwasowe]j dostarcza pod-
stawowych informacji na temat potencjalnie przytaczonych podczas réznych pro-
cesow biochemicznych reszt chemicznych. Dodatkowo, analiza widma masowego
(wartosci m/z poszczego6lnych jondw oraz ich intensywnosci) czesto pozwala od-
kry¢ modyfikacje heterogenne wynikajgce z obrébki biatka, a ktére opisujg rézny
stan zmodyfikowania biatka. Analiza calych biatek nie daje jednak zadnej informa-
cji o lokalizacji modyfikacji, tak zatem konieczna jest analiza sekwencji peptydow
powstajacych w wyniku trawienia biatka za pomocg technik tandemowej spektro-
metrii mas (MS/MS) (15), Istnieje wiele podej$¢ metodycznych stuzacych do identy-
fikacji oraz lokalizowania modyfikacji biatek, ale najpopularniejszymi i najefek-
tywniejszymi sa:

1) mapowanie peptydéw realizowane z wykorzystaniem techniki MALDI ToF
(ang. Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time ofFlight), czyli spektrometria
mas z jonizacjg poprzez desorpcje probki laserem z matrycy, gdzie rozdziat jonéw
zachodzi w analizatorze mierzacym czas lotu jonéw. Poréwnaniu podlegaja masy
peptydoéw powstajacych w wyniku trawienia proteazami (jony [M-+-H]"’). Widma ma-
sowe sg rejestrowane zarowno dla biatek modyfikowanych jak i biatek pozbawia-
nych grup modyfikujgcych;

2) sekwencjonowanie peptydéw modyfikowanych stosujac uktady chromato-
graf cieczowy - tandemowy spektrometr mas (LC/ESI/MS" lub LC MALDI/ToF/ToF)
(16-18).

W obu omawianych podejsciach biatka badane analizuje sie po uprzednim stra-
wieniu proteolitycznym, w wyniku czego otrzymuje sie zlozong mieszanine pepty-
doéw. Wykorzystanie technik chromatograficznych (LC - chromatografia cieczowa,
CE - elektroforeza kapilarna) do rozdzielenia mieszanin peptyddéw uzyskanych
w wyniku trawienia modyfikowanego i niemodyfikowanego biatka przed wykona-
niem widm masowych znacznie zwieksza prawdopodobienstwo zidentyfikowania
typu i miejsca modyfikacji (13.14),

Najistotniejszg grupe modyfikacji biatek stanowig podstawniki chemiczne, ko-
walencyjnie przylaczone do reszt aminokwasowych w wyniku dziatania réznorod-
nych enzymow. Wsrdd nich nalezy wymieni¢ fosforylacje, sulfatacje, nitracje, O-
i N- glikozylacje oraz acylacje. Inng grupe stanowig modyfikacje wynikajgce z pro-
teolitycznego ciecia biatka, ktére prowadza do obnizenia jego masy czasteczko-
wej. Jako przykltad mozna tutaj poda¢ odciecie reszty metioniny, prowadzace do
zmniejszenia masy czgsteczkowej o 131 Da. Réwniez obrobka biatka prekursoro-
wego, polegajgca na odcieciu sekwencji sygnalnej prowadzaca do jego biologicz-
nej aktywacji jest przykladem tego typu modyfikacji potranslacyjnej. Mozna wy-
mienic jeszcze takie zmiany w biatku jak: utlenianie reszt aminokwasowych (me-
tionina i tryptofan), czy tworzenie mostkéw disiarczkowych pomiedzy resztami
cysteiny (19,20).
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2. Wykorzystanie technik spektrometrii mas do analizy modyfikacji

potranslacyjnych biatek

2.1. Spektrometria mas MALDI ToF

Zastosowanie spektrometréw mas MALDI-ToF pozwala na okreslenie mas czas-
teczkowych peptydéw z doktadnoscig nawet do 5 ppm. Najwiekszymi zaletami tej
techniki sg: wysoka czutos¢ i tolerancja na obecnosé w probce soli oraz innych za-
nieczyszczen (bufory, detergenty, polimery, itp.), a takze - w ograniczonym zakre-
sie, mozliwos¢ analizy fragmentacji poszczeg6lnych skladnikbw badanych miesza-
nin (21-23). Zarejestrowane w widmie masowym wartosci m/z dla poszczegoéinych
desorbowanych z matrycy protonowanych czagsteczek [M-)-H]+ peptyddw, czyli pro-
duktéw otrzymanych w wyniku trawienia proteolitycznego, specyficznych dla kaz-
dego bialka, oraz ich intensywnos$ci nazywa sie mapa peptydowa. Analiza mapy pep-
rejestrowana wczesniej w bazach danych biatek lub kwaséw nukleinowych (uzywa
sie w tym celu programow typu Mascot, Protein Prospector, itp.). Tylko poprawna
identyfikacja biatka daje mozliwos¢ znalezienia czgsteczek modyfikujacych, przy-
taczonych chemicznie do reszt aminokwasowych. W tym celu mape peptydowa
biatka poréwnuje sie z teoretyczng mapa peptydowa uzyskang z trawienia sekwen-
cji zidentyfikowanego biatka in silico. Wszystkie niedopasowane peptydy, czyli takie
ktorych masy nie pasujg do proponowanej sekwencji aminokwasowej sg peptydami
potencjalnie modidlkowanymi, a zatem szukajac jonéw o warto$ciach m/z przesu-
nietych zgodnie z wartosciami odpowiadajgcymi masom grup modyfikujgcych, moz-
na im przypisa¢ odpowiednie, znane masy reszt aminokwasowych (fosforylacje, gli-
kozylacje, metylacje, acetylacje itp.) (patrz tab.). Baze danych zawierajaca wiekszo$¢
znanych modyfikacji potranslacyjnych mozna znalez¢ w Internecie na stronach ABRF
(http:/iwww.abrf.org/index.cfiTi/dm.home). Reczna analiza tego typu danych jest do-
sy¢ zmudna i czasochtonna, dlatego zaproponowano wiele programéw i serwisow
internetowych utatwiajgcych przeprowadzenie odpowiednich obliczen. Do najlep-
szych i najpopularniejszych programoOw nalezg znajdujgce sie na serwisie ExPASy
(http://lexpasy.org/tools/), sa to programy FindMod oraz GlyeoMod. Pierwszy z wy-
mienionych jest systemem uniwersalnym i pozwata na identyfikacje najpowszech-
niej wystepujacych modyfikacji. Do przeprowadzenia analizy wystarczy znajomosc¢
sekwencji aminokwasowej biatka oraz lista mas peptydéw otrzymana na podstawie
obliczen teoretycznych (rys. 1). Podczas prowadzenia tego rodzaju obliczen ko-
nieczne jest okreslenie warunkéw przeprowadzenia trawienia proteolitycznego
przed analiza MS (nalezy wzia¢ pod uwage mozliwg redukcje i alkilacje biatek). Ko-
nieczne jest rowniez zdefiniowanie dokfadnosci pomiaru masy w uzywanym spek-
trometrze mas i opcjonalnie zdefiniowanie wiasnych, znanych modyfikacji. Podczas
prowadzenia obliczerh w wybranym programie wyliczane sa wszystkie mozliwe kom-
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Rys. I. Strona gtéwna programu FindMod pozwalajacego na identyfikacje modyfikacji potranslacyj-
nych biatek na podstawie analiz w spektrometrze MALDI-ToF.

binacje i zostajg one podane w postaci listy znalezionych potencjalnych modyfikacji.
Opis programu FindMod oraz przyklady zastosowania mozna znalez¢, np. w pracy
Wilkinsa i wsp. (24). Program GlycoMod jest ukierunkowany na analize biatek gliko-
zylowanych, jest on bardziej ztozony od programu FindMod, przy czym oprdcz
identyfikacji samych N- i O-glikozylacji pozwala réwniez na bardziej szczeg6towg
analize samych fancuchéw cukrowych. Trzeba jednakze pamieta¢, ze przy tego ro-
dzaju obliczeniach obecnos¢ znalezionych modyfikowanych peptyddéw traktuje sie
jedynie jako prawdopodobna. W miare mozliwosci nalezy wykona¢ dodatkowo ana-
lizy znalezionych peptydéw metodami tandemowej spektrometrii mas (MS/MS)
w celu potwierdzenia hipotetycznych modyfikacji. Program GlycoMod byt wykorzy-
stany m.in. do analizy N-glikozylacji enzyméw Chrysosporium lucknowense. W ten spo-
s6b udalo sie ustali¢ doktadny wzorzec glikozylacji 28 enzymow, sposrod ktorych
kazdy byt produktem ekspresji innego genu (25). Szczegbétowy opis omawianej apli-
kacji oraz przykitady jej zastosowania w praktyce zawarto w pracy Coopera i wsp.
(26).
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Tabela
Charakterystyka wybranych modyfikacji potranslacyjnych biatek
Rodzaj modyfikacji Miejsce przytaczenia (aminokwas w sekwencji) Masa czasteczkowa modyfikacji (Da)
acetylacja K 42,0106
N-terminalnie: wszystkie oprécz N,K,R,H,F,W,Y
biotynylacja K 226,0776
deamidacja N,Q 0,9840
formylacja wszystkie 27,9949
0-GIcNAc ST (N) 203,0794
hydroksylacja P,K,D,N 15,9949
metylacja C,K,RH,D,EN,Q 14,0157
N-terminalnie :P,A
S-nitrozylacja C 28,99017
fosforylacja STYHCD 79,9663

Innym podejsciem do identyfikacji modyfikacji z uzyciem technik spektrometrii
mas MALDI-ToF jest pordwnawcza analiza map peptydowych przed- i po enzyma-
tycznym badZ chemicznym usunieciu modyfikacji z badanego biatka. Peptydy, ktory-
mi réznig sie poszczegoblne probki analizuje sie pod katem znajdujacych sie na nich
modjdlkacji. W odréznieniu od techniki juz opisanej, w tym podejSciu teoretycznie
nie jest potrzebna znajomo$¢ sekwenciji biatka (jego prawidtowa identyfikacja), acz-
kolwiek jest ona przydatna do precyzyjnego okreslenia miejsca przytaczenia szuka-
nych grup modyfikujacych biatka. Tego rodzaju podejscia stosuje sie najczesciej do
okreslania miejsc fosforylacji oraz glikozylacji (27).

Na widmach masowych otrzymanych w spektrometrze typu MALDI-ToF z zain-
stalowanym reflektorem przedluzajacym droge przelotu jonu (patrz rys. 2) mozliwa
jest rejestracja jondw metastabilnych, czyli powstatych w wyniku rozpadu jonu ma-
cierzystego [M-I-F{]+ w obszarze wolnym od pola. jony potomne (fragmentacyjne),
bedace produktem rozpadu jonéw macierzystych, sg analizowane w spektrome-
trach Maldi ToF z wykorzystaniem metody PSD (ang. Post Source Decay - rozpad
poza zrodiem) (28,29). W tym podejsciu, dzieki wyizolowaniu jonu macierzystego
[M+ FI]" odpowiedniego peptydu, mozna bada¢ fragmenty Gony potomne) powstate
w wyniku samoistnego rozpadu poza zrédiem Maldi. Pod wzgledem struktury oraz
otrzymywanych danych, widmo MALDI-ToF PSD jest bardzo zblizone do widma
MS/MS uzyskanego w tandemowych spektrometrach mas, a zatem pozwala na bar-
dziej szczegbétowa analize sekwencji peptydu oraz zlokalizowania modyfikacji.
W praktyce jednak wykonanie takiego widma jest trudne i mozliwe tylko w pew-
nych specyficznych warunkach, a mianowicie wybrany jon powinien wystepowac
w przewadze iloSciowej nad pozostatymi jonami i musi by¢ on takze mozliwy do od-
separowania. Bardzo czesto jony metastabilne powstajg po oderwaniu grupy fosfo-
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Rys. 2. Analiza fragmentacji PSD w spektrometrze typu MALDI-ToF, powstajace w analizatorze w wy-
niku samoistnego rozpadu jony metastabilne sa rozdzielane przez powtérne ich przyspieszenie w re-
flektorze, a poszczegdlne jony potomne sg wykrywane w detektorze.

rylowej od reszt seryny lub treoniny. W tym przypadku na widmie masowym obser-
wujemy stabo rozdzielong grupe sygnaléw o masie nizszej od jonu macierzystego
0 98 Da (30,31). Rejestrowano w widmach masowych réwniez jony fragmentacyjne
powstajace po odigczeniu reszt cukrowych od peptydéw powstajacych w wyniku
trawienia biatek rekombinowanych (32). Metoda MALDI ToF PSD byla takze wyko-
rzystana do okreslenia miejsc taczenia sie grup tiolowych cystein w mostki disiarcz-
kowe (33).

Ostatnim opisywanym podejsciem metodycznym umozliwiajacym analize i iden-
tyfikacje modyfikacji potranslacyjnych biatek technikg MALDI-ToF jest metoda ISD
(ang. In Source Decay - rozpad w zrédle), czyli badanie fragmentacji zachodzacej
w zrédle jonéw (34,35). O ile opisywane juz metody wymagaja trawienia biatek bez-
posrednio przed analizg, tak metoda ISD pozwala na badanie calego biatka i czes-
ciowe okreslenie jego sekwencji oraz miejsc modyfikacji. W omawianym podejSciu
nie ma mozliwosci oddzielenia jonu macierzystego od innych jonéw, badane biatko
powinno by¢ jednorodne (np. oczyszczone z wykorzystaniem szeregu technik chro-
matograficznych). Rejestrowane w widmie masowym jony potomne typu ¢ oraz y
pozwalajg na okreslenie przesunie¢ w masach czgsteczkowych peptydéw, co prze-
ktada sie na okreslenie sekwencji aminokwasowej. Po dalszej analizie prowadzi to
réwniez do zlokalizowania najbardziej powszechnych modyfikacji potranslacyjnych.
Metode te wykorzystano do analizy cytochromu C z drozdzy, dzieki czemu okreslo-
no lokalizacje przylaczenia hemu oraz stopienn metylacji reszt lizyn (36).

2.2. Analiza modyfikacji biatek w tandemowych spektrometrach mas (MS/MS)
Tandemowe spektrometry mas (MS/MS) posiadajg dwa analizatory jondw prze-
dzielone tzw. komorg kolizyjng (CID, ang. Collision Induced Dissociation - rozpad in-

dukowany kolizyjnie) (patrz rys. 3). Analizatory w spektrometrach mas, w ktérych
mozna bada¢ fragmentacje (rozpady) jonéw, moga by¢ zbudowane w réznoraki spo-
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Komora kolizyjna
Zrédto jonéw Analizator 1 (CID) Analizator 2 Detektor

Rys. 3. Ogolny schemat tandemowego spektrometru mas pozwalajacego na analize fragmentaciji
peptydow.

s6b (do rozdziatu jonéw wykorzystywane sg rézne zjawiska fizyczne): potréjny kwa-
drupol (QqQ - gdzie srodkowy I<wadrupol jest komorag zderzen), kwadrupol z ko-
morg kolizyjng oraz analizatorem czasu przelotu (Q-ToF), putapka jonowa (w tym
przypadku fragmentacja zachodzi bezposrednio w putapce, a rozpady kolejnych jo-
néw moga by¢ rejestrowane do dziewieciu razy), analizatory TOF/TOF oraz analiza-
tory cyklotronowego rezonansu jonowego z transformacjg Fouriera (FT ICR, ang.
Fourier Transform fon Cyclotron Resonance - Mass Spectrometry) czy tez spektrometr
mas typu Orbitrap. Tak zbudowane spektrometry mas w przypadku analizy pepty-
déw dajg mozliwos¢ okreslania sekwencji aminolcwaséw dla wybranych peptydow,
oraz na podstawie zmian wartosci m/z jonéw fragmentacyjnych okreslania rodzaju
wystepujacych modyfikacji potranslacyjnych. Precyzyjne okreslenie masy czastecz-
kowej czy tez przyrostu tej masy, na jakie pozwalajg techniki MS/MS, zaréwno na
poziomie analizy biatka jak i peptydu jest niezwykle pomocne podczas okreslania
rodzaju modyfikacji potranslacyjnych. Chemiczna trwatosS¢ wigzania grupy modyfi-
kujacej do peptydu jest podstawowym czynnikiem pozwalajacym na skuteczng iden-
tyfikacje technikg tandemowej spektrometrii mas. Pewne grupy chemiczne sg stabil-
ne w trakcie analizy (nie ulegaja oderwaniu w pierwszych krokach fragmentaciji),
z kolei inne fatwo ulegng rozpadowi. Na przyktad modyfikacja polegajgca na acety-
lacji lizyny jest potaczeniem bardzo stabilnym i prowadzi do wzrostu masy peptydu
0 42 Da, ale juz fosforylacje seryny oraz treoniny sg zdecydowanie mniej trwate,
| dlatego w widmach jonéw potomnych fosforylowanych peptydéw obserwuje sie
oderwanie obojetnej czasteczki kwasu fosforowego (37). Oprécz informacji na te-
mat sekwencji peptydéw, w widmach masowych obserwuje sie czesto jony potom-
ne powstajgce w wyniku odszczepienia fragmentu czastki aminokwasu z pozosta-
jaca na nim w dalszym ciggu modyfikacjg. Fragmenty te majg zazwyczaj mase czastecz-
kowg nie przekraczajgcg 400 Da. W takich przypadkach jonami diagnostycznymi sg
dla peptydéw zawierajgcych fosfotyrozyny - jon 216 Da, a np. dla acetylowanej li-
zyny - jon 126 Da (38-40).

Wykorzystanie techniki MS/MS umozliwia roéwniez Sledzenie modyfikacji obec-
nych w analizowanych biatkach juz na poziomie analizy chromatograficznej poprzez
wyszukiwanie jonéw obojetnych czgsteczek odpowiadajgcych masg grupom modyfi-
kujgcym. jezeli szukamy konkretnej modyfikacji potranslacyjnej wystarczy zapro-
gramowac wykonanie analiz LC/MS/MS w taki sposob, aby w trakcie ich wykonywa-
nia rejestrowane byly widma, w ktérych rejestrowane sg jony potomne powstajgce
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w wyniku eliminacji obojetnej czasteczki o okreslonej masie (odpowiadajacej masie
czgsteczkowej substancji modyfikujgcej). Kazdorazowo rozpad jonu macierzystego
peptydu [M + Hj* zachodzi w spos6b specyficzny dla danej modyfikacji. Na przyktad
w trakcie analiz stopnia fosforylacji szukamy w widmach masowych jonéw fragmen-
tacyjnych (potomnych) powstajacych w wyniku utraty czasteczki obojetnej o masie
98 Da (kwas fosforowy). Analiza jonéw powstatych w wyniku utraty obojetnej czas-
teczki jest najczesciej prowadzona na spektrometrach mas z analizatorem typu
putapka jonowa umozliwiajgcych szybkag analize MS/MS i wielokrotng fragmentacje
(MS") (41-43), a takze na spektrometrach wyposazonych w potréjny kwadrupol.
Zastosowanie sprzezenia chromatografu cieczowego i tandemowego spektro-
metru mas (LC-MS/MS) prowadzi do nagromadzenia ogromnych ilosci informaciji,
w zwigzku z tym zostalo opracowanych wiele metod obliczeniowych wspomaga-
jacych analize danych. Ogélnie ujmujac, algorytmy te umozliwiajg analize widma MS
oraz MS/MS biorgc pod uwage gtdwnie réznice w masach poszczegoélnych jonéw,
a takze utraty obojetnych czasteczek oraz obecnos¢ jondw diagnostycznych (44).
Zazwyczaj w pierwszym etapie analizy przeprowadza sie identyfikacje biatek obec-
nych w prdébce, a dopiero potem mozliwa jest bardziej szczegbtowa analiza wybra-
nych biatek pod katem obecnosci dodatkowych podstawnikéw. Wstepne przeszuki-
wanie baz danych jest zazwyczaj dokonywane tylko z uwzglednieniem podstawo-
wych modyfikacji, takich jak: alkilowane reszty cystein czy utlenianie metioniny. Do-
piero w kolejnych etapach przeszukiwania baz analizy widm masowych sg prowa-
dzone pod katem wystgpienia modyfikacji, i w tym przypadku mozliwe sg szcze-
gotowe poréwnania mas potencjalnie zmodyfikowanych peptydéw do mas otrzyma-
nych w wyniku analizy de novo. Pomimo ze analizy wspomagane komputerowo sg
bardzo pomocne powinno sie je stosowac z rozwagg, a uzyskiwane rezultaty prze-
szukiwan baz za pomocag dedykowanych programoéw przyjmowac z duzg ostroznos-
cia, gdyz podawane wyniki moga zawiera¢ fatlszywe informacje, w przypadkach gdy
doktadnos¢ pomiaru masy jondw w uzywanym spektrometrze mas nie jest wystar-
czajgca. Obecnosc kilku modyfikacji na jednym peptydzie rowniez moze prowadzi¢
do nieprawdziwych wynikdbw podawanych przez programy wspomagajace analize.

2.3. Spektrometry mas przystosowane do fragmentacji typu ECD lub ETD

W roku 1998 McLafferty wraz ze wsp. przedstawili alternatywng w stosunku do
indukowanej kolizyjnie dysocjacji (CID), metode fragmentacji peptydéw nazwang
dysocjacjg wywotywang wychwytem elektronu (ECD, ang. Electron Capture Dissocia-
tion) (45). W metodzie tej, niskoenergetyczne elektrony poddawane sa reakcji z ka-
tionami powstajgcymi w wyniku przytagczenia protonu do czasteczek peptydéw
(jony [M-I-H]+) w polu magnetycznym spektrometru z analizatorem cyklotronowego
rezonansu jonowego z transformacjg Fouriera (FT ICR-MS). Reakcje zachodzace
w tych warunkach prowadzg do przytaczenia elektronéw do protonowanych pepty-
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déw powodujac powstanie kationéw z dodatkowym elektronem. Taki nieparzysto-
elektronowyjon ulega przegrupowaniu i rozpadowi. Nastepujaca dalej fragmentacja
peptydu nie jest zalezna od jego dtugosci i sekwencji, i co najwazniejsze, w przeci-
wienistwie do dysocjacji w wyniku zderzen z gazem obojetnym nie nastepuje w tym
przypadku oderwanie chemicznie przylaczonej reszty. Metoda ta bardzo ufatwia
anatize modyfikacji, takich jak: fosforylacja (46), N- i O-glikozylacja (47,48) czy sulfa-
tacja (49). Wada techniki fragmentacji jonéw metodg ECD jest koniecznos$¢ wspot-
dziatania komory jonizacyjnej z analizatorami FT ICR - urzgdzeniami bardzo drogi-
mi, przez co dostepnymi ciagle w niewielu laboratoriach. Od pewnego czasu produ-
kowane sg jednak spektrometry mas z jonizacjg wykorzystujgcg podobne mechani-
zmy oddziatywan miedzy jonami. Mowa tutaj o fragmentacji wynikajacej z dysocja-
cji w wyniku przeniesienia etektronu (ETD, ang. Electron Transfer Dissociation), w tym
przypadku dysocjacja peptydéw nastepuje w wyniku przeniesienia elektronu z anio-
norodnika na protonowany peptyd. Proces ten powoduje fragmentacje wigzania
peptydowego wedtug mechanizmu zblizonego do fragmentacji ECD - réwniez tu-
taj fragmentacja zachodzi z preferowanym zachowaniem chemicznych modyfikaciji
peptydu (50). Najwiekszg zaletg ETD jest fakt, ze jest ona stosowana wraz z analiza-
torami typu putapki jonowej, ktére sg stosunkowo tanie, tatwe w obstudze oraz sze-
roko dostepne (50).

3. Podsumowanie

Spektrometria mas jest metoda stosowang z wyboru, jako narzedzie przydatne
w badaniach biologicznych, biochemicznych oraz medycznych, zaréwno w laborato-
riach naukowych jak i przemystowych. Opracowane strategie badania modyfikacji
potranstacyjnych metodami spektrometrii mas przyczynity sie juz do giebszego po-
znania dziatania systemoéw biologicznych, zaréwno w przypadku mikroorganizméw
jak i roslin i zwierzat. Opisywane podejscia analityczne z wykorzystaniem technik
spektrometrii mas sg ciggle rozwijane, a najnowsze przykfady ich zastosowania po-
kazuja, ze spektrometry o doktadnosci pomiaru masy rejestrowanych jonéw ponizej
5 ppm oraz wielokrotnej fragmentacji protonowanych czagsteczek (M +nH)"+ po-
zwalajg na bardzo szczegotowa anatize modyfikacji biatek. Réwniez w nowych me-
todach fragmentacji peptydéw (ECD, ETD) wykazano niezwyktg przydatnosé w anali-
zie modyfikacji potranstacyjnych biatek i w wielu przypadkach usprawnity jg prze-
noszac na wyzszy poziom dokladnosci i czutosci. Coraz bardziej zaawansowane me-
tody obliczeniowe (bioinformatyczne) sg wykorzystywane do przewidywania poten-
cjalnych miejsc modyfikacji bialek oraz w analizie ogromnych zestawéw danych
otrzymywanych w wyniku bardzo szczegétowych anatiz, ktérych opracowywanie
tradycyjnymi metodami, bez wykorzystania metod informatycznych bytoby niezwy-
kie czasochtonne. Zastosowanie nowych, stale rozwijanych metod bioinformatycz-
nych uczyni w najblizszej przysztosci mozliwe przyspieszenie, czy wrecz w niekto-

36 PRACE PRZEGLADOWE



Oznaczanie modyfikacji potranslacyjnych biatek metodami spektrometrii mas

rych przypadkach umozliwi analize de novo sekwencji aminokwasowych. Wiele do-
niesien w literaturze dotyczy takze analizy ilosciowej bialek modyfikowanych,
a dzieki opracowaniu metod znakowania peptydéw trwatymi izotopami pierwiast-
kéw i zastosowaniu technik LC-MS/MS mozliwe staje sie oznaczanie dowolnie mo-
dyfikowanych biatek ilosciowo w spos6b wzgledny oraz absolutny. Popularyzacja
technik spektrometrii mas réwniez w polskich laboratoriach, sprawia, ze omawiane
techniki stajg sie coraz bardziej dostepne, a zatem analiza modyfikacji potranslacyj-
nych biatek metodami MS bedzie w przysztosci podejsciem badawczym powszech-
nie stosowanym.

Opracowanie powstalo w ramach realizacji projektu badawczego finansowanego przez Minister-
stwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: nr N204 053 32/1226.
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