ldentificacao de proteinas
atraveés de espectrometria
de massa



Proteomica

Durante o curso vimos que é possivel realizar medidas de
presenca e abundancia de moléculas de mRNA e deste
modo realizar inferéncias sobre a presenca de proteinas
que sao os verdadeiros efetores da maioria dos processos
celulares.

Entretanto existem mecanismos pés-transcrionais que
podem afetar o nivel de proteinas e que nao sao levados
em conta quando medimos o nivel de mRNASs

Os dados de mRNA dao indicacao de presenca de uma
proteina, mas nao dao nenhuma informacao sobre a
localizacao da proteina dentro da celula.



Proteomica

* Existem metodologias utilizando espectrometria de massa
gque permitem a identificacao de sequUéncias protéicas a
partir da medida de sua massa

* A conjuncao desta metodologia com técnicas de separacao
de proteinas permitem o estudo do conteudo protéico de
um organismo, constituindo assim a chamada proteomica

« Técnicas de fracionamento celular permitem que diferentes
porcoes da célula sejam separadas e que seu conteudo seja
determinado



Proteomica

Proteinas

ZEV \I’ripsina

: Cromatografi
1 liquida

Espectrémetro
de massa

A separacao de proteinas pode ser
realizada através de métodos
eletroforeticos ou cromatograficos

Tratamento com proteases permitem
com que peptideos de pequeno
tamanho sejam formados

Analises com espectrometria de
massa permitem com que estes
peptideos (e nao a proteina inteira)
sejam identificados



Eletroforese em duas
dimensoes
X "

\4 ‘ ¥ Solubilize proteins

Condition A from cells

= i

Condition B (i ol & SDS-PAGE
4r|rut dimens |ur‘|| (second dimeansion)

tdlnlr‘lg

Mass spectrometric
tion of spots
as shown in Figure 1

Excision of spots of interast

Proteinas podem ser separadas pelo seu ponto isoelétrico através de um
procedimento inicial de isoeletrofocalizacdo e depois separados em uma segunda
dimensao pelo seu peso molecular através de SDS-PAGE



Eletroforese em duas
diensf’)s

 Exemplo de separacao em eletroforese em duas
dimensoes. Cada ponto representa uma diferente
proteina que possui Pl e peso molecular determinados



Analise de géis 2D

* Programas de reconhecimento de imagem detectam os
pontos presente no gel e realizam analises densitométricas,
permitindo a comparacao entre diferentes amostras



Espectrometria de massa

Analyte ions and
analyte molecules

Matrix ions and matnx
maolecules

Moléculas dos
peptideos sao
lonizadas utilizando
diferentes métodos

Moléculas ionizadas
sao aceleradas e
diferentes métodos
espectrometricos
podem ser utilizados
para medida da sua
massa



Espectrometria de massa

Cada peptideo gerara diversos picos devido a presenca de isotopos na
molécula. De modo geral, considera-se a massa monoisotopica como medida
da massa da molécula para analises posteriores



Espectrometria de massa

Awerage mass BB 427

Monoist tfl mass bb

[

Il || ‘J'l',ﬂ s,

|

No entanto para moléculas muito grandes é muito dificil detectar moléculas com a
massa isotopica e por isso a massa media passa a ser considerada



Analise de dados de MS
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* A partir dos dados experimentais das massas detectadas
para os peptideos é possivel realizar analises comparando
0 espectro obtido com os espectros tedricos de proteinas
depositadas em bancos de dados

* Apesar deste tipo de analise se util na identificacao de
proteinas ainda podem existir casos muito ambiguos



Espectroscopia MS/MS
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H-N-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO... CO-NH-CH-CO ,H

A espectrometria MS/MS permite a aquisicdo de maiores informacdes sobre o
peptideo pois inclui uma etapa adicional de colisao do fragmento que permite a
deteccao de novos fragmentos formados a partir deste primeiro



Espectrosc0|a MS/MS
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« a fragmentacao dos peptideos tende a ocorrer na ligacao
peptidica fazendo que se formem ions das series b e y.



Espectroscopia MS/MS

REMOVEAELE

Realiza selecio de Camara de colisdo Deteccao de fragmento
fragmento de tamanho formados
desejado



Espectroscopia MS/MS

MS Survey Espectro inicial de
congpansiSongy massa passa a ter
espectros
associados ao
resultado da
fragmentacao do
lon detectado

MS/MS Analysis
Compound confirmation




Espectroscopia MS/MS
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Mass (m/z)

Espectro de fragmentacao permite sequenciamento do peptideo
SequUéncia obtida é muito curta para atribuicao de funcao-
necessidade de comparacao com bases de proteinas



Shotgun proteomics

1 peak selected
for fragmentation

TS5

Protein mix, Injected Fractionate  Electrospray MS spectrum of MS/MS spectrum  Identify spectrum
with ¢, copies tryptic by 2D HPLC ionization peptide mixture from database
of protein i peptides A Repeat for

other peaks

 Abordagem que realiza uma tripsinizacao de todas as
proteinas de um extrato protéico e realiza posterior

separacao dos peptideos gerados através de técnicas
cromatograficas

Técnica muito mais simples que separacao por eletroforese
2D, mas fornece menos informacoes sobre a proteina



Busca em banco de dados

Uma analise em larga escala do proteoma de um organismo
pode gerar entre centenas e milhares de espectros de massa.

Deste modo sao necessarias ferramentas que permitam a
interpretacao e integracao destes dados

Programas do espectrometro de massa ja analisam o
espectro e fornecem uma lista de valores que correspondem
a massa apurada para cada ion

Programas adicionais irao utilizar estas listas para procurar
padroes semelhantes em bancos de espectros tedricos
formados a partir de bancos de dados de proteinas



MASCOT

* Programa de busca em bases de dados a partir
de um conjunto de espectros de massa(versao
web somente em bases de dados predefinidas,
versao local (Paga) tem possibilidade de utilizar
bases proéprias)

* Fornece escores de modo que € possivel realizar
uma avaliacao da significancia do resultado

* Permite a integracao de dados em casos de
buscas em experimento de shotgun proteomics



Mascot = M5/MS Ions Search

MASCOT MS/MS lons Search

Your name
Search title
Datab¥se
Taxonomy

Enzyme

Fixed
modifi ¥

Quantitation
Peptide tol. +
Peptide charge
Data file

Data format
Instrument

Decoy

All entries

Trypsin

cot generic
Default

[
Start Search ...

-

-

modifications

Email |

Error tolerant [

Report top AUTO « hits

Banco de dados a ser
procurado

Modificacdes existentes
nos aminoacidos

Taxa de tolerancia de erro



MASCOT

Probability Based Mowse Score

Tons score is -10¥Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scos § indicate identity or extensive homo! (p=0.05).
Protein scores are des from ions scores as a non-probabili 1z for ranking protein hits.

R

Probability B

» Grafico indica a probabilidade de que
as proteinas identificadas nao sao um
evento randomico



Score:
shock protein, mitocho

to include this hit in error tolerant

Observed Mr (expt) Mr (calc) Delta Miss Score Expect
417 L - 28 0. S 45 0.016
46 0.017

0.003
0.00056

oo

.0447
01954

o o o
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L B S B R

(CPN&0)

Peptide
K.APGFGDNR.K
VTK.D
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{.EIGNIISDA idation (M)

tion (M)
tion (M)
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{. TLNDELETIEGMK.F + (

]

» w

wWowm o R

THTHNEEAGDGTTTATVLAR.
VEG] LT LNLEDVQ idation (M)

Resultado apresenta todos os espectros que podem ser associados a um
peptideo da sequencia descrita



MASCOT

CH&D DROME Mas=s: 60771 Score: 174 fneries matched: 4

)a heat shock protein, mitochondrial precursor (Hsp&0) (60 kDa chaperonin) (CPN60) (Heat shock

heck to include this hit in error tolerant search

Sequéncias em preto sao aquelas que tem um rank maior
que 1. Isto é existe um peptideo diferente no banco de
dados que possui um escore melhor em relacao a esse
espectro do que o mostrado aqui. Deste modo, é
improvavel que este predicao esteja correta
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