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Analiza globala a proteinelor sau proteomica
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Analiza in-vitro a proteinelor — un proces etapizat “

Multd vreme s-a considerat c3 stabilirea secventei de aminoacizi a unei peptide ar fi imposibild. Tn 1953 Frank
Sanger reuseste sa secventieze pentru prima data in istorie o proteina — insulina. Abia dupa aproximativ 10 ani se
stabilesc mecanismele din spatele procesului de transcriere si traducere a informatiei genetice si apare astfel
posibilitatea de a stabili secventa de aminoacizi plecand de la o secventa de ADN.

Corespunzator, metodele de elucidare a structurii primare a proteinelor se clasifica in doua categorii distincte:

1. Metode experimentale ce implica izolarea/purificarea proteinei de interes — degradarea Edman si spectrometria
de masa;

2. Metode in-silico, bazate pe cunoasterea prealabild a secventei de nucleotide si realizarea cu ajutorul
calculatorului a procesului de transcriere/traducere a informatiei genetice.

1. Metode experimentale de elucidare a secventei proteinelor (peptidelor)

A. Metoda Edman sau metoda degradarii Edman - are la baza reactia Edman ce consta in marcarea
aminoacidului N terminal cu un cromofor specific, clivarea si identificarea lui.
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Degradarea Edman

Prin repetarea reactiei Edman pe peptida scurtata in prima reactie se poate stabili aminoacidul
urmator. Reactia Edman poate fi astfel folosita in mod secvential, pentru a identifica unul cate unul
fiecare aminoacid dintr-o secventa peptidica. Randamentul reactiei nu este insa 100%, astfel incat
prin folosirea repetata a reactiei Edman se pot stabili primi aproximativ 30-40 aminoacizi dintr-o
proteina.

Tn cazul proteinelor de dimensiuni mari, procesul de secventiere Edman consta n parcurgerea

urmatoarelor etape:
1. Stabilirea aminoacizilor ce intra in alcatuirea proteinei precum si a raportului molar dintre

acestia — legaturile peptidice se hidrolizeaza cu HCL si aminoacizi rezultati sunt identificati prin
HPLC sau cromatografie in strat subtire;

2. Stabilirea numarului de peptide din structura proteinei — se realizeaza o reactie Edman folosind
1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (FDNB) si se hidrolizeaza proteina cu HCL, numarul de aminoacizi
derivati rezultati indica numarul de capete N-terminale existente;

3. Reducerea legaturilor S-S si clivarea cu agenti proteolitici cu specificitate cunoscuta - se
genereaza peptide de dimensiuni convenabile intr-o maniera predictibila;

Reagent (biological source)* Cleavage points’

Trypsin (bovine pancreas) Lys, Arg (C)
Submaszillarus protease (mouse submaxillary gland) Arg (C)
Chymotrypsin (bovine pancreas) Phe, Trp, Tyr (C)
Staphylococcus awreus V8 protease (bacterium S. aureus) Asp, Glu (C)
Asp-N-protease (bacterium Pseudomonas fragi) Asp, Glu (N)

Pepsin (porcine stomach) Leu, Phe, Trp, Tyr (N)
Endoproteinase Lys C (bacterium Lysobacter enzymogenes) Lys (C)

Cyanogen bromide Met (C)
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Degradarea Edman — privire de ansamblu
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Proteomica si spectrometria de masa

Pentru a se putea stabili secventa unei proteine prin degradarea Edman, este esential ca proteina de interes sa fie
izolata si purificata prin una din metodele precizate anterior. De asemenea, costul reactivilor necesari secventierii este
ridicat si din acest motiv, degradarea Edman nu s-a impus in lumea stiintifica. Dezvoltarea si ieftinirea tehnicilor de
secventiere ADN au permis aparitia unei alternative foarte convenabile: traducerea in-silico (computerizata) a
secventelor de ADN in proteine.

Totusi, majoritatea modificarile post-traducere ale proteinelor nu sunt codificate direct in secventa de ADN, pentru
identificarea lor fiind necesara analiza directa a acestor molecule. Acest lucru este astazi posibil prin intermediul unei
tehnci ce fisi are originile in fizica si chimie: spectrometria de masa. Tehnica si-a gasit atat de numeroase aplicatii in
studiul proteinelor, incat a contribuit direct la aparitia si dezvoltarea unui domeniu nou: proteomica.

Cuvantul proteomica este o preluare a termenului proteomics din limba engleza. La origine, termenul provine din
cuvantul proteom, un termen compus prin unirea a 2 cuvinte:
- protein — proteina;
- genome — materialul genetic al unui organism.

Termenul de proteom a fost introdus in 1994 de catre Mark Wilkins pentru a denumi, prin analogie cu termenul
genom, intregul set de proteine care este sau poate fi exprimat de o celula, tesut, organism.

Termenul sau prescurtarea de omics — reprezinta un neologism al limbii engleze ce se refera la un set de metode
sau tehnici folosite pentru a studia simultan setul complet de molecule de un anumit tip (proteine, lipide,
metaboliti) dintr-o proba. Un asemenea studiu/metoda ce isi propune sa caracterizeze intregul set de molecule de un
anumit tip mai poarta numele de studiu/metoda extensiv(a) sau studiu/metoda la scara mare (large-scale study),
pentru a-l diferentia de studiile obisnuite din punct de vedere al:

Proteomics sau termenul importat in limba romana - proteomica - se refera asadar la studiul simultan al intregului
set de proteine produse la un moment dat de o celul3, tesut sau organism.
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Ce presupune un studiu de proteomica? ‘

Pentru studiul simultan al intregului set de proteine produse la un moment dat de o celula, tesut sau organism au
aparut diverse metode de proteomica, dar care au in comun parcurgerea urmatoarele etape majore:
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Spectrometria de masa

Elementul cheie in intreaga abordare il reprezinta utilizarea spectrometriei de masa pentru a caracteriza peptidele
si, apoi, proteinele dintr-o proba. Spectrometria de masa este o tehnica analitica prin care este masurat raportul
masa-sarcina (m/z) al moleculelor incarcate electric. Raportul m/z poate fi mai apoi utilizat pentru a identifica cu
precizia masa moleculara (M- molecular weight) a moleculelor neutre. Rezultatul unei analize de spectrometrie de
masd este un spectru de masa — un grafic ce are pe axa 0X valoarea m/z in Da a ionilor analizati, iar pe 0Y
intensitatea semnalului corespunzatoare ionului analizat. Instrumentul ce inregistreaza spectrul de masa poarta
numele de spectrometru de masa si este alcatuit din 3 componente principale:

sample lons resolved
ons
\ source 1—>’ \ ::Z?;zser 3—_" detector

A. O sursa de ioni— asigura trecerea probei in faza > —Y

gazoasa, ionizarea moleculelor din proba de analizat si

transferul ionilor catre
B. Un analizor de masa —in care ionii sunt separati functie
de m/z si sunt transferati catre

intensity tsr;fescsn_um

C. Un detector sensibil la prezenta ionilor separati de

analizor care trimite semnale catre un computer ce

inregistreaza spectrul de masa. ‘ ‘ il \
|

L
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Spectrometria de masa — instrumente

A. Surse de ioni utilizabile in proteomica

Moleculele neutre pot fi convertite in ioni prin diverse mecanisme chimice sau fizice.. Pentru a putea fi preluate
de analizorul de masa3, ionii generati in surs3 trebuie s3 fie In stare gazoasa. In cazul moleculelor biologice, metodele
de ionizare trebuie sa fie foarte eficiente, dar sa nu distruga/fragmenteze analitul. Din aceste motive, in studiile de
proteomica s-au impus preponderent doua tipuri de ionizare:

1. MALDI - Matrix assisted LASER desorption ionization - Proba de analizat Compusi frecvent utilizati ca matrice in MALDI
amplasata intr-un matrice cu caracter acid este supusa unor pulsuri laser

Matrix Structure Wavelength Major applications
repetate de 50-200 ori. Pulsurile au loc in general in vacuum si genereaza Ve CT B Protine, pepices,
explozii de mici dimensiuni ale probei de analizat, peptidele si proteinele |somsmpemems " oo w0 e st
. PN A o . . . o .o methoxybenzoic acid) N synthetic polymers
ionizand norul ce apare in urma exploziei. Deoarece mediul este acid, ioniice | __w‘d e . : -

(3 e, 0 @ . ape v A inapinic aci ’ET,CH COOH s roteins, peptides
se formeaza sunt preponderent pozitivi. Matricea utilizata In MALDI are )
rolul de a genera protoni, dar de asemenea si de a prelua majoritar energia |..... e oy s
. o . . . v o N v hydroxycinnamic acid ,,J.\_ &N 337nm, 353nm fragment'ation
pulsurilor laser. Moleculele din matrix ionizeaza si ele, insa masa lor o O
moleculara (100-200Da) este semnificativ mai mica decat cea a peptidelor |[stwovscomncas lQI W s
sau proteinelor (peste 1000 Da), fiind usor de ignorat in analizorul de masa. ormzanme o ertan, ppten,
A CHs 337nm, 353nm non-covalent
pe e o
Toghpe g G PR
@, t ) O U o
200, T
.."‘: -. © et e tecu Suceinic acid HOOC- GHy- CHy~ COOH IR Proteins, peptides
S 3 » matrix ion } 2.94um, 2.79um
.0 emnn MR maroum e fepe

IR = infrared; UV = ultraviolet.
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Spectrometria de masa — instrumente ‘

2. ESI - electrospray ionization — daca in MALDI proba de analizat trebuie sa fie solida, in ESI aceasta este in
solutie. Proba de analizat dizolvata intr-un solvent volatil si acid este pulverizata foarte fin printr-un capilar
intr-o camera de evaporare ce comunica cu conul analizorului de masa. Solventul este treptat eliminat din
picaturile formate in camera de evaporare, analitul devenind astfel gaz. Prin evaporarea solventului acid se
genereaza un exces de protoni, ceea ce face ca face ca analitul s& ionizeze. intre capilarul ce pulverizeaza
proba si conul analizorului de masa exista o diferenta mare de voltaj ce directioneaza ionii catre conul
detectorului de masa.

Conul analizorului de masa
Incarcat -

Capilar cu proba de evapor
(incarcat +) +
o,
+
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Particularitati ale peptidelor si proteinelor in analiza MS

Tn cazul peptidelor, sarcina lor netd este variabild, astfel:
1. Tnsolutie, gradul de ionizare al peptidelor depinde de pH:
- catenele laterale ale aminoacizilor dicarboxilici sunt ne-ionizate la valori de pH mai mici de 3.0 si ionizate

(Incarcate negativ) la valori de pH mai mari de 7.0
- capatul N terminal si aminoacizii di-aminici sunt ionizati la pH mai mic de 8.5
- functie de valoare de pH a mediului, peptidele pot fi asadar incarcate pozitiv (pH < 3.5) sau negativ (la

valori bazice de pH). De cele mai multe ori ionizarea peptidelor se face in mediu acid, ionii rezultand prin

protonarea resturilor NH, si avand astfel sarcina pozitiva.
2. In ESI peptidele nu ionizeaza uniform. Orice peptid3 obtinutd prin utilizarea tripsinei in faza de hidroliz3
va avea cel putin 2 radicali ionizabili: capatul N terminal si restul de Lys/Arg unde a avut loc hidroliza la
capatul C-terminal. Prin ESI, din peptida va produce asadar cel putin 3 tipuri de molecule:
- peptida neionizata — nu poate fi preluata de analizorul de masa si deci nu va aparea in spectrul de masa;
- peptida ionizata la un capat — are o sarcini pozitiva , va apérea in spectrul de masa cu m/z= M, +1A,/1 =M +1 Da
- peptida ionizata la ambele capete — are doua sarcini pozitive, va aparea in spectrul de masa cu
m/z= M, +2A,/2 Da.

Si proteinele native pot fi ionizate prin ESI. Proteinele prin catenele laterale ale aminoacizilor expusi la
exterior pot accepta 10-30 protoni. Similar cu o peptida, si o proteina va genera o populatie de ioni cu m/z
cuprins intre m/10......m/30.

Distributia populatii de ioni proveniti din aceeasi molecula dar aviand cu m/z diferite poarta numele de
anvelopa multi-sarcina. in cazul peptidelor, anvelopa multi-sarcind contine 2 semnale in cele mai multe
cazuri, 3 semnale daca in secventa exista aminoacizi bazici. Anvelopa multi-sarcina a proteinelor contine
numeroase semnale si poate fi utilizata pentru identificarea masei moleculare o proteinei de interes printr-
un proces automatizat de deconvolutie a semnalelor.
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Particularitati ale peptidelor si proteinelor in analiza MS
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Spectrometria de masa — instrumente ‘

1. Analizor de masa TOF — time of flight — ionii generati de sursa sunt transferati intr-un tub vidat si
accelerati printr-un tub cu ajutorul unui camp electric constant. Viteza de deplasare a ionilor este
dependenta de sarcina acestora — cu cat sarcina este mai mare, cu atat au fost accelerati mai puternic si
deci viteza de deplasare va fi mai mare. Pentru ionii cu sarcini egale, viteza de deplasare depinde doar de
masa ionilor — ionii mai grei vor avea o viteza mai mica, iar cei mai usori o viteza mai mare. Analizorul de
masa separa ionii pe baza timpului necesar ca acestia sa parcurga in zbor o distanta prestabilita -
lungimea tubului vidat al detectorului TOF.

Tubul vidat al analizorului de masa TOF

.,-;;,D _DG

lonii de analizat ©

Bendix MA-2
Time-of-Flight
Mass
Spectrometer,
1960s
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2. Analizor de masa quadrupol — contine 4 bare metalice
dispuse in paralel ce alcatuiesc 4 electrozi pe care se aplica,
controlat, in mod repetat, cu o anumita frecventa, curenti de
voltaje variabile. Tn acest fel se genereaza un cAmp magnetic ce
forteaza ioniii sa se deplaseze intre cele 4 bare pe o traiectorie in
spirala spre capatul opus celui in care au intrat in quadrupol. Prin
controlul foarte strict al voltajului aplicat si al frecventelor cu care

direction

acesta se schimba, doar ionii de un anumit m/z se vor deplasa spre iesirea din quadrupol unde este amplasat
detectorul. Prin modificarea controlata periodica a voltajului aplicat (scanare) si sincronizarea acestor modificari cu
informatiile de la detector se poate identifica prezenta de ioni cu valori m/z diferite.

Tn proteomicd analizorul quadrupol de sine stit3tor este mai putin utilizat. Cel mai frecvent 3 asemenea analizoare
sunt grupate si funcsioneaza sincronizat (in tandem) pentru a forma un spectrometru de masa numit triplu-quad.
Tntr-un triplu-quad, cele 3 detectoare au functii diferite:

- doua dintre detectoarele quadrupol notate Q1 si Q3 ce functioneaza dupa principiile descrise mai sus, separand
ionii functie de m/z — sunt realmente analizoare de mas3;

- un analizor quadrupol notat q2 ce functioneaza ca o camera in care ionii, indiferent de m/z, sunt retinuti pentru
o perioada de timp si pot fi eliberati simultan prin modificarea tensiunii aplicate. Frecvent, acest quadrupol este
numit celula de coliziune deoarece aici ionii sunt bombardati cu un gaz neutru precum N,, He sau Ar. Impactul
dintre moleculele gazului si cele are ionilor duce la fragmentarea ionilor printr-un proces numit disociere indusa
prin coliziune — collision-induced dissociation, CID.

Intr-un triplu-quad, cele 3 detectoare quadrupol sunt dispuse unul dupa celilalt, ionii parcurgandu-i in odinea Q1,
q2, Q3.
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Un detector triplu-quad poate functiona in doua moduri:

1. Scanare completa (full-scan, MS?') — ionii ce provin de la sursa sunt separati in Q1 ce functioneaza in acest caz
ca un analizor de masa in adevaratul sens al cuvantului. lonii separati trec fara sa interactioneze cu g2 si Q3
pentru a ajunge la detector. Acest mod este implementat in general timp de 1 s, timp in care spectrometrul de
masa identifica toti ionii ce patrund in Q1. Aplicat in cazul peptidelor — toate peptidele ce sunt livrate
spectrometrului de masa timp de 1s de catre un sistem nanoHPLC prin intermediul unei interfete ESI.

= o e
R e
- -

Sursa de ioni Q1 q2 Q3 Detector

2. Mod in tandem sau MS-MS, uneori notat si MS/MS, sau MS2— toti ce 3 quadrupli functioneazs sincronizat. In
acest caz Q1 joaca rol de filtru de masa, permitand doar ionilor cu un anumit m/z sa treaca in q2. lonii ce ajung in
camera de coliziune poarta numele de ioni precusori si sunt fragmentati, iar fragmentele rezultate sunt analizate
pe bazi de m/zin Q3. Tn acest mod Q3 joaci rolul de analizor de mas&, insd un separa ionii din proba de analizat,
ci fragmentele rezultate prin disocierea acestora. Valorile m/z ale fragmentelor generate impreund cu m/z ionului
precursor sunt mai apoi utilizate pentru a stabili natura/structura acestuia. Acesta este modul de functionare ce
permite fragmentarea si secventiere a peptidelor. in proteomicd, un triplu-quad este folosit alternativ, pentru a
realiza o scanare completa si identificarea peptidelor din proba, si mai apoi in modul MS/MS pentru a determina
secventa acestora din fragmentele generate.

R
-

Q1 q2 Q3

Sursa de ioni Detector
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Spectrometria de masa — instrumente ‘

Analizoarele de masa capabile sa realizeze analize MS in tandem pot fi deosebit de utile pentru analizain masa a
unui foarte mare de peptide deoarece pot fi programate pentru realiza in mod automat trecerea de la un mod de

masurare la altul astfel:

A. Instrumentul functioneaza in modul
scanare completa si identifica ce peptide
exista in proba furnizata de sursa;

B. Peptidele cele mai abundente sunt
selectate pe rand si fragmentate prin CID;
spectrele MS/MS sunt inregistrate pentru
fiecare peptida in parte

C. Instrumentul revine la modul scanare
completa si ciclul se reia.

05.05.2026

1
2 full scan
3 | 4 MS
]

MS-MS "
fragmentation
1 4
L i
.y ms
2 3
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Identificarea proteinelor prin spectrometrie de masa “

Amprentarea masica (peptide mass fingerprinting, PMF)

Aceasta metoda de identificare pleaca de la ideea ca, avand la dispozitie genomul complet al unui organism s-ar
putea in principiu genera cu ajutorul calculatorului o lista cu toate proteinele din organismul respectiv. Cunoscand
modul in care actioneaza proteazele (tripsina hidrolizeaza legatura peptidica la un rest de K sau R, daca nu este urmat
de P) tot cu ajutorul calculatorului s-ar putea genera o lista cu toate peptidele posibil a rezulta prin digestia fiecarei
proteine ce alcatuieste proteomul speciei respective. Pentru peptidele teoretice generate s-ar cunoaste originea
(proteina din care provine), lungimea, secventa si deci i s-ar putea calcula masa. Tn acest fel ar fi posibild realizarea
unor liste extinse cu masele teoretice ale peptidelor obtinute prin digestii virtuale, fiecarei peptide fiindu-i
asociata proteina din care provine. Unele dintre aceste peptide, cu precadere cele de peste 6 aminoacizi au mase
unice, ceea ce inseamna ca fiecarei proteine ii sunt asociate un numar variabil de valori masice unice — o
amprenta masica a proteinei, realizate pe baza maselor peptidelor.

Prin procesarea in laborator a unei probe provenite din organismul de interes,  Peptide Massiist
proteinele existente in proba vor fi hidrolizate, iar peptidele generate analizate cel mai

frecvent print-un spectrometru de masa MALDI-TOF (sursa de tip MALDI cuplata cu }gggf;ggg
analizor de masa TOF). Instrumentul va identifica valorile m/z pentru fiecare peptida ]ggggggﬁ-
i = 3 = 1 1 T 1529.2454
din proba pe baza carora se poate calcula masa reala a peptidelor existente in proba 1529 5005
de analizat. Daca masa reala masurata este unica si se regaseste in lista extinsa cu 1529.7348 < $EbaEdp
masele teoretice ale peptidelor obtinute prin digestii virtuale, atunci este foarte Py ell Imeesuned
probabil ca peptida reald si fie identicid cu cea teoreticd, indicand asadar prezenta R
. . A v N . epe v . . 1531.0107
proteinei parentale in proba. Cu cat se identifica mai multe peptide reale cu corespund 1531.3004

o . . R .. . . . 1531.5656
ca masa cu peptidele virtuale apartinand aceleiasi proteine, cu atat nivelul de incredere .

ca proteina respectiva este in proba este mai mare.
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Prin identificare potrivirilor dintre masele peptidelor masurate cu ajutorul unui unui spectrometru de masa si
masele peptidelor teoretice posibil a exista in organismul respectiv se pot astfel identifica proteinele existente intr-o
proba necunoscuta. Succesul amprentarii masice pentru identificarea proteinelor depinde de 2 factori cheie:

- Precizia cu care se masoara m/z-urile si deci cu care se calculeaza masele peptidelor reale. Din acest motiv

instrumentele utilizate sunt cel mai frecvent MALDI-TOF;
Acuratetea datelor genomice pe baza carora se creeaza lista de mase teoretice.

Limitarile principale in aplicarea metodelor de amprentare masica se refera la:

1. desi bazele de date cu secvente sunt deosebit de mari, nu contin decat rar
genomul complet si anotat (pozitia genelor este descrisa, codonii start si stop sunt
identificati) al unei specii;

2. in organismele superiore exista numeroase proteine omolage, foarte similare ca
seventa, al caror amprenta masica este foarte similara sau chiar identica;

3. bazele de date cu secvente contin rar date despre modificarile post-traducere ale
proteinelor. In cazul unei proteine ce sufera PTM, amprenta masica teoretica este
semnificativ diferita de cea reala si nu mai poate fi identificata prin aceasta

metoda.
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