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Curs lll — Digestia si separarea peptidelor



|. 3. Digestia proteinelor pentru generarea de peptide

Functie de prezenta sau absenta etapei de fractionare a proteinelor, metodele proteomice pot fi grupate
in doua tipuri majore de abordari:

A. Metode ce utilizeaza
fractionarea proteinelor

—Tripsina
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1. Fractionarea se realizeaza in geluri —

gel based proteomics Proteine Peptide
2. Fractionarea se realizeaza prin alte
metode (cromatografice cel mai frecvent)
— gel-free proteomics
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Identificarea
computerizata a
proteinelor

B. Metodele tip shot-gun

Combine results

Indiferent de abordarea majora utilizata, una dintre etapele obligatorii ale unui studiu de
proteomica in reprezinta fragmentarea proteinelor in peptide.
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|. 3. Digestia proteinelor pentru generarea de peptide

De ce este necesara digestia si generarea de peptide?

Instrumentele de spectrometrie de masa sunt in prezent capabile sa masoare masele moleculare ale
moleculelor proteice. Desi acest parametru este unic pentru fiecare proteina si ar trebui deci sa fie suficient pentru
a o identifica dintr-un amestec, in realitate acest lucru nu este posibil deoarece:

1. cu toatd precizia foarte mare a instrumentelor de spectrometrie de masé, au inca un oarecare grad de eroare. In
intervalul de masa moleculara al proteinelor, acuratetea instrumentelor nu permite inca identificarea cu precizie a

proteinelor cu mase foarte asemanatoare;

2. nu toate proteinele pot fi masurate prin spectrometrie de masa — proteinele membrane sau cele de dimensiuni
foarte mari nu ionizeaza corespunzator;

3. sensibilitatea masuratorilor este redusa cand se utilizeaza proteine de dimensiuni mari.

Peptidele pe de alta parte sunt semnificativ de usor de analizat pentru ca:
a. Spectrometrele de masa au precizia maxima in domeniul de masa al peptidelor;
b. Pot firelativ usor secventiat.

Tn majoritatea metodelor de proteomicd, proteinele extrase sunt asadar clivate complet in
peptide, iar mai apoi peptidele sunt secventiate. Pe baza secventei de aminoacizi a peptidelor se
identifica mai apoi proteina initiala din care acestea provin. Deoarece identificarea pleaca de la peptide
spre proteine, aceste metode sunt reunite sub denumirea de metode de jos in sus (bottom-up).
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|. 3. Digestia proteinelor pentru generarea de peptide

Proteinele pot fi convertite in peptide printr-un proces de hidroliza a unui numar limitat de legaturi peptice.
Hidroliza legaturii peptidice se poate realiza:
A. Chimic— prin expunerea la acizi tari (Ex. HCI). Cel mai frecvent hidroliza are loc complet si se elibereaza
aminoacizi, din acest motiv nu are aplicatii in proteomica.
B. Enzimatic — prin utilizarea proteazelor — metoda de care depind studiile de proteomica.

Proteazele, numite si peptidaze sau proteinaze sunt enzime ce catalizeaza clivarea legaturilor peptidice cu

implicarea unei molecule de de H,0. Functie de natura moleculei implicata in mecanismul de reactie, proteazele se
clasifica in:

1. Serin-proteazele sau serin-endopeptidazele - contin in situs-ul o trei aminoacizi implicati in cataliza — triada
catalitica — un aminoacid bazic (His), unul dicarboxilic (Asp sau Glu) si un aminoacid puternic nucleofil — serina.
Acesta ce initiaza atacul nucleofilic asupra legaturii peptidice; Ex: chimotripsina, tripsina, subtilizina;

2. Cistein-proteazele sau tiol-proteazele — au triada catalitica, dar serina este inlocuita de cisteina. Ex: papaina.

3. Treonin-proteazele - au triada catalitica, dar serina este inlocuita de treonina. Ex: proteazele din interiorul
proteasomului;

4. Aspartat-proteazele — cataliza este realizata de un rest de acid aspartic, nu contin triada catalitica. Ex. pepsina.
5. Glutamat-proteazele — cataliza este realizata de un rest de acid glutamic, nu contin triada catalitica.

6. Metaloproteaze — in situsul catalitic este un ion metalic, cel mai frecvent Zn?*, ce realizeaza cataliza.

7. Asparagin-peptid liazele — sunt o grupa de enzime ce contin in situsul activ un rest e Asp implicat in cataliza, dar
mecanismul propriu-zis de reactie nu implica molecule de apa.
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|. 3. Digestia proteinelor pentru generarea de peptide

Proteazele sunt enzimele caracterizate in general printr-un nivel ridicat de promiscuitate — pot
hidroliza un numar foarte mare molecule proteice diferite, indiferent de secventa de aminoacizi.
Clivarea propriu-zisa este insa specifica — proteazele recunosc un aminoacid specific de pe secventa
de aminoacizi si hidrolizeaza legatura peptidica inainte sau dupa acesta. Aceste proprietati sunt
extrem de utile in studiile de proteomica in care toate proteinele din proba trebuie hidrolizate pentru a
genera peptide, intr-o maniera independenta de secventa lor de aminoacizi.

Trypsin /K=, /R-, \P
Chymotrypsin /W-, /Y-, [F-,\P
Glu C (V8 protease) /E-, /D%, \P
LysC /K-, \P

Cel mai frecvent utilizate proteaze sunt: Asp N /D-

A. Tripsina — este de departe cea mai frecvent utilizata enzima in proteomica deoarece poate fi obtinuta in cantitati
mari relativ ieftin din pancreasul de porc sau vita;

- cliveaza legatura peptidica inainte de un rest de Lys(K) sau Arg(R) daca acestea nu sunt urmate de un
rest de Pro(P). Datorita acestui fapt, prin actiunea tripsinei, dintr-o molecula proteica se genereaza un numar mare
de petide. Frecventa mare a aminoacizilor K si P face ca in general, o proteina de 50 kDa sa genereze 30 peptide
prin actiunea tripsine.

B. Glu-C (proteaza V8) — este o endoproteinaza a carei specificitate de substrat se modifica functie de conditiile de
reactie:

- In solutii tampon pe baza de ioni amoniu, enzima hidrolizeaza inainte de un rest de glutamat;

- In solutii tampon pe baza de fosfat, enzima hidrolizeaza inainte de Glu si Asp.
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|. 3. Digestia proteinelor pentru generarea de peptide

Digestia proteinelor fractionate se poate realiza in solutie sau, in cazul in care fractionarea s-a realizat prin
electroforeza, direct in geluri. Cel mai frecvent gelul este tadiat in fragmente si tratat cu tripsina. Prin hidrolizarea
proteinelor din fragmentul de gel se genereaza peptide care au suplimentar avantajul ca pot fi foarte usor extrase
sau eluate din gel (sunt semnificativ mai mici decat proteinele si se nu mai sunt retinute prin porii gelului).

cut out
band

1. wash

2. trypsin

3. elute
peptides

/\AMS
analysis

>

Fig. 1. Schematic representation of in-gel digestion.
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|. 4. Fractionarea peptidelor

Indiferent daca proteinele din proba de analizat sunt fractionate sau nu, numarul de peptide rezultat prin
hidroliza enzimatica este in continuarea mult prea mare pentru a putea fi analizate si secventiate in mod exhaustiv de
catre spectrometrele de masa din ziua de astazi. De aceea aceea se impune o etapa suplimentara de fractionare a
peptidelor rezultate din digestia enzimatica, fractionare ce se realizeaza intr-un sistem cromatografic similar cu cel

descris anterior.

In mod traditional, peptidele sunt separate prin cromatografia de faza inversata folosind coloane
cromatografice in care faza stationara este atasata de bile inerte din silica cu dimensiuni de 1.8-5 um. Faza mobila
este pompata prin coloana cromatografica cu un debit de 0.1-10 ml/minut si lichidul este fortat sa treaca prin
spatiile stramte dintre bile, ceea ce creeaza presiune in interiorul sistemului cromatografic. Din acest motiv tehnica
de separare se numeste HPLC — high presure liquid chromatography. Desi termenul a devenit aproape sinonim cu
separarea peptidelor, HPLC se refera la absolut toate separarile cromatografice ce folosesc faza mobila lichida (LC-
liguid chromatography, spre deosebire de GC — gaz chromatography) in care presiunea de lucru este mare.

Principiile separarii peptidelor folosind RP-HPLC:

- Faza stationara este reprezentata din molecule hidrofobe — catene alchil
(-CH,-, alcani sau hidrocarburi cu diverse grade de nesaturare) cu lungimea
cuprinsa intre 2 si 18 atomi de C. Cel mai frecvent sunt notate C2-C18;

- Faza mobila este reprezentata dintr-un amestec variabil dintr-un solvent
polar precum apa (solvent apos) si unul nepolar, organic (acetonitril, ACN
sau metanol, MetOH - solvent organic). La inceputul separarii raportul
este favorabil apei, faza mobila fiind preponderent polara, la finalul
separarii raportul este favorabil solventului nepolar. Modificarea raportului
intre cei doi solventi se realizeaza automatizat de catre sistemul

cromatografic in doua modalitati diferite:
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|. 4. Fractionarea peptidelor

A. Sub forma unui gradient de concentratie continuu;

B. Sub forma unor modificari in trepte a concentratiei; 3 100 Gradient continuu

- Amestecul peptidic este injectat in coloana in prezenta fazei 2 80
mobile polare, apoase, ceea ce va face ca aminoacizii hidrofobi &
din structura peptidelor si interactioneze cu catenele C18 © o
hidrofobe si sa fie retinute de catre faza stationara; % _

- La cresterea concentratiei de solvent organic, interactiunile % fg repte de concentratie
hidrofobe dintre peptide si catenele hidrofobe ale fazei stationare > © ___‘—,—
scad, iar peptidele se desprind fractionat din coloana :
cromatografica functie de secventa: peptidele cu un numar mic o | peptide eluate Timp Cradi
de aminoacizi nepolari la concentratii mici de solvent polar, cele  , - d;aso'ﬁ/r:nt
cu numar mare de aminoacizi nepolari spre final, la concentratii E%Q 0D214
mari de solvent polar. Procesul de antrenare a peptidelor de pe 5 Cromatograms
coloana cromatografica prin modificarea unui parametru fizico- =
chimic (in cazul de fata polaritatea solventului) poarta numele de E
elutie. 3 | . —

- Peptidele eluate din coloana cromatografica sunt inregistrate prin 0 4_0 60 70 50
intermediul detectorului sub forma unor semnale sau peak-uri. Timp

Cel mai frecvent, in RP-HPLC detectorul este un spectrometru UV-VIS, peptidele fiind detectate la 214nm;

- Timpul scurt de la injectia probei in coloana cromatografica pana la elutia unei peptide este inregistrat si se
numeste timp de retentie. Intensitatea semnalului de la detector reprezentat de inaltimea peak-ului este strict
proportionala cu concentratia peptidei eluate.
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|. 4. Fractionarea peptidelor

Sistemele HPLC traditionale functioneaza la un debit de 0.1-10 ml/minut si datorita acestui fapt nu pot fi
conectate direct la spectrometre de masa — cantitatea de solvent este prea mare, nu poate fi evaporat suficient de
repede pentru ca peptidele sa ionizeze. De asemenea, coloanele in HPLC traditionle au diametru mare (4,6 mm cel
mai frecvent) ceea ce face ca in urma separarii proba sa fie diluata, devenind nedetectabila de catre instrumentele
MS.

Fractionarea peptidelor in experimentele de proteomica se realizeaza in
sisteme nano-HPLC, ce functioneaza dupa acelasi principii ca sistemele
HPLC clasice dar:

- Debitul utilizat este de ordinul nano-litrilor, cel mai frecvent 200-350
nanol/min;

- Coloanele cromatografice au diametrul de 50 — 75 micrometri;

- Elutia peak-urilor peptidice are loc intr-un volum de aproximativ 100 nL,
volum ce poate fi usor evaporat pentru a ioniza peptidele continute;

Aeauitym
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. 4. Fractionarea peptidelor H“
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