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Streszczenie

Wprowadzenie w spektrometrach jonizacji typu MALDI
zrewolucjonizowalo proces identyfikacji bialek. Auto-
matyzacja procesu identyfikacji oraz bezposrednie po-
taczenie analizy spektrometrem masowym z separacja bia-
lek dwuwymiarowa elektroforeza zelowa (2D-GE) pocia-
gnely za soba znaczny rozwoj proteomiki. Pozniejszy roz-
rost proteomicznych baz danych pozwolil na zwieksze-
nie dokladnosci identyfikacji, z wykorzystaniem pierwszej
w historii techniki wydajnej identyfikacji biatek — peptide
mass fingerprinting, w skrocie: PMF. Metoda peptide mass
fingerprinting pozwala identyfikowac¢ biatka z widm ma-
sowych uzyskanych w wyniku analizy prébki spektro-
metrem masowym. Przez wzglad na powszechno$¢ stoso-
wania metody, jak i ciagle obserwowane jej ulepsze-
nia, autorzy postanowili podsumowa¢ obecny stan wiedzy
w tym zakresie. Praca zostala podzielona na dwie czesci:
w pierwszej znajduje sie opis historii powstania metody PMF
wraz z charakterystyka czesci eksperymentalnej i opisem naj-
popularniejszych baz danych stosowanych przy identyfika-
cji, natomiast druga czes¢ pracy jest poswiecona zagadnie-
niom algorytmicznym, zwigzanym z wyszukiwaniem w bazie
danych protein najlepiej odzwierciedlajacych bialko analizo-
wane w probce. Specyfikacja eksperymentu w pierwszej cze-
$ci pracy uwzglednia zarowno opis metody separacji, trawie-
nia bialek w prébce, jak i pézniejszej ich analizy z wykorzy-
staniem spektrometru masowego. Eksperymentalne fazy me-
tody PMF sa opisane z uwzglednieniem ich cech biochemicz-
nych, majacych wplyw na dalsze etapy schematu identyfikacji.

Stowa kluczowe: proteomika, identyfikacja protein, spektrome-
tria masowa, peptide mass fingerprinting, schematy scoringu

Abstract

The development of MALDI ionization method in mass spec-
trometers, had revolutionized the protein identification pro-
cedure. The automation of an identification procedure and
the mass spectrometry direct connection to the protein sepa-
ration with the two-dimensional gel electrophoresis (2D-GE)
implicated the significant proteomics development. The later
growth of the proteomics databases contributed to the enhance-
ment of the identification accuracy, by using the first method of
effective protein identification in the history: the peptide mass
fingerprinting (PMF). The peptide mass fingerprinting enabled
the protein identification from the mass spectra acquired by
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the mass spectrometry sample analysis. Due to the common
use of method and its continuous improvements, the authors
decided to summarize the current state of the knowledge in
this field of science. The publication is divided into two parts.
The first one is devoted to the origins of PMF scheme, the
characteristics of its experimental part and a description of the
most popular databases used in the identification procedure.
The second part relates to the algorithmic issues of searching
the database protein, which reflects the sample content in the
best way. The experiment specification in the first part takes
into the consideration the description of separation and sample
digestion methods, as well as the later protein sample analysis
by the mass spectrometer. The experimental steps of the PMF
method are described according to their biochemical proper-
ties, having an impact for the later stages of the identification
procedure.

Keywords: proteomics, identification of proteins, mass spec-
trometry, peptide mass fingerprinting, scoring schemes

Wstep

Przez identyfikacje bialek rozumiemy eksperymental-
ny pomiar ich wtasciwosci i odnalezienie sekwencji ami-
nokwaséw o identycznej lub zblizonej charakterystyce po-
$réd juz udokumentowanych i opisanych biatek. Do infor-
macji o zidentyfikowanych biatkach i ich potwierdzonych
wlasciwosciach mamy dostep poprzez otwarte bazy da-
nych. Dane o zgromadzonych tam opisach sekwencji ami-
nokwaséw mozemy przeszukiwaé, z uwzglednieniem przy-
naleznosci gatunkowej poszukiwanych biatek, ich catkowi-
tej masy czy tez znanych nam fragmentéw sekwencji. Przy
porownywaniu eksperymentalnych wtasciwosci biatka
z wlasciwosciami biatek opisanymi w bazie danych, oblicza-
my prawdopodobienstwo okreslajace, w jakim stopniu biatko
eksperymentalne moze by¢ utozsamiane z biatkiem z bazy.

Z analitycznego punktu widzenia biatka maja wiele waznych
wlasciwosci. Wszystkie wlasciwosci bialek determinowane sa
przez sekwencje ich aminokwasoéw, ktéra réwniez jednoznacz-
nie decyduje o ich rozréznieniu. Niektére biatka petnia podob-
ne funkcje, niejednokrotnie sa homologiczne pod wzgledem
budowy, jednak sekwencja aminokwaséw wchodzacych w ich
sktad jednoznacznie okresla typ biatka. Poniewaz ustalenie pet-
nej sekwengji biatka jest czasochtonne, niezbedne jest wykorzy-
stanie jego innego mierzalnego atrybutu, pozwalajacego na ta-
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ka identyfikacje, ktéra z bardzo duzym prawdopodobienistwem

mozna by uzna¢ za poprawna. Wybrany atrybut biatka, aby

nadawal si¢ do wykorzystania w identyfikacji, powinien spet-

nia¢ ponizsze zatozenia [1]:

e Warto$¢ atrybutu powinna by¢ tatwa do zmierzenia.

* Atrybut powinien mie¢ duza czuto$(, tj. rézne biatka po-
winny mie¢ istotnie rdzng wartos¢ atrybutu.

e Warto$¢ atrybutu powinna by¢ niezmienna w czasie i jak
najmniej zalezna od czynnikdéw zewnetrznych.

e Jezeli sekwencja biatka jest znana, to warto$¢ wybranego
atrybutu powinna by¢ prosta do okreslenia.

Nie istnieje atrybut biatka, ktoéry idealnie spelnialby wszyst-
kie powyzsze warunki, jednak sa takie atrybuty, ktore spetnia-
ja czes¢ z powyzszych zatozen. Atrybutem bialek, ktéry moze
by¢ w sposdb efektywny zmierzony z duza doktadnoscia, jest
np. ich masa molekularna. Masa catkowita biatka jako atrybut
ma jednak staba czulo$¢, poniewaz bardzo wiele biatek mo-
ze mie¢ podobng catkowita mase molekularng. Rozwigzaniem
tego problemu miata by¢ préba pomiaru mas molekularnych
fragmentow biatka, a nie catej jego sekwencji. Gdyby dato sie
podzieli¢ faricuch aminokwaséow w pewien z goéry okreslony
sposob i zmierzy¢ masy peptydow go tworzacych, to taki zbior
mas identyfikowatby biatko w sposob znacznie bardziej czu-
ty niz masa calej molekuty. Zbiér mas peptydéw wchodzacych
w sktad biatka tworzy jego unikalny identyfikator, masowy od-
cisk palca (fingerprint), ktory moze postuzy¢ do jego identyfika-
cji. Ta hipoteza stala si¢ motywem powstania techniki identy-
fikacji biatek znanej obecnie pod angielska nazwa peptide mass
fingerprinting (PMF) [2].

W pracy, w sekcji 2 zostanie omdwiona historia powsta-
nia techniki identyfikacji PMF, ze szczegdlnym uwzglednie-
niem rozwoju spektrometrii masowej, jako gldwnego czyn-
nika, ktéry doprowadzil do powstania metody. W sekcji
3. zostana omdwione gltéwne zalozenia techniki PMF zwia-
zane z eksperymentem spektrometrii masowej: przygo-
towanie probki do analizy (tj. separacja i trawienie bialek)
oraz techniczne aspekty spektrometrii (tj. analiza masy cza-
stek). Dodatkowo w sekcji 3. zostang omdéwione podstawowe
bazy danych, na podstawie ktorych identyfikuje sie biatka.
Bazy danych zostana opisane pod katem zawartosci proteo-
micznej, zwigzanej z biochemicznymi wlasciwosciami ekspe-
rymentu.

Historia

Pierwsze proby identyfikacji biatek

Pierwsza technika identyfikacji biatek w historii byta metoda de-
gradacji Edmana, opracowana w 1950 r. przez szwedzkiego na-
ukowca Pehra Edmana [3]. W kazdym kroku degradacji Edmana
koniec aminowy fanicucha aminokwaséw jest odrywany od
bialka bez uszkadzania reszty sekwencji aminokwaséw, a na-
stepnie okreslany jest typ oderwanego aminokwasu. Krok odse-
parowania N-konca taficucha polipeptydowego nazywany jest
pojedynczym cyklem degradacji Edmana. Cykle sa powtarzane,
az do momentu odczytania catej sekwencji biatka i dotarcia do
C-konca taricucha. Wada metody jest niemoznos¢ kontynuowa-
nia sekwencjonowania w przypadku modyfikacji chemicznej
konca aminowego analizowanego polipeptydu. Pomimo, iz w cia-
gu 60 lat istnienia metoda zostala zautomatyzowana i udoskona-
lona, to wcigz nie pozwala na analize taricucha skladajacego sie
z wiecej niz 60 aminokwasow, a identyfikacja pojedynczego
aminokwasu zajmuje okolo godziny [4]. Metoda jest wciaz po-
wszechnie stosowana, poniewaz umozliwia potwierdzanie se-
kwencji biatek gromadzonych w bazach danych, jednak czaso-
chtonnos¢ i duzy naktad pracy niezbedny przy sekwencjono-
waniu stanal u podstaw poszukiwan bardziej efektywnej me-
tody identyfikacji biatek [5].
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Pierwsze proby analizy mas bialek i peptyddéw zostaty pod-
jete w latach 80. ubiegtego stulecia i byly one wynikiem gwat-
townego rozwoju technologii spektrometréw masowych. W po-
réwnaniu z cyklem eksperymentu degradacji Edmana, pozy-
skanie spektrum mas komponentéw obecnych w probce trwa-
1o kilka sekund. Wprowadzenie w 1981 r. metody jonizacji cza-
stek w spektrometrach za pomocg bombardowania atomami
o duzej energii (Fast-Atom Bombardment — FAB) [6], pozwolilo po
raz pierwszy w historii na analize mas tak duzych czastek, ja-
kimi s biatka. Wykorzystujac FAB, prekursorami techniki iden-
tyfikacji PMF stali si¢ Wiliam J. Henzel, Colin Watanabe i John
T. Stults, ktorzy w 1989 r. jako pierwsi zastosowali pomiar mas
peptydow tworzacych biatko do jego identyfikacji w bazie da-
nych, a swoje rezultaty potwierdzili eksperymentem degrada-
cji Edmana [7]. Byli takzZe autorami pierwszego programu, ge-
nerujacego na na podstawie sekwencji opisanych w bazie da-
nych, teoretyczne masy peptydow, ktére byly nastepnie porow-
nywane z masami uzyskanymi w wyniku eksperymentu spek-
trometrem masowym typu FAB [2].

Pomimo, iz analiza biatek spektrometrem FAB byla moz-
liwa, nie zostala wykorzystana masowo w identyfikacji,
poniewaz spektrometry do dziatania wymagaly zbyt duzej
ilosci materialu badawczego (rzedu nanomoli) oraz nie byly
w stanie wyprodukowac jonow czasteczek wiekszych niz
20 kDa [2]. Dopiero pojawienie si¢ dwdch nowych technik
jonizacji: elektrorozpylania (Electrospray lonization — ESI) [8]
i desorpcji laserowej z udziatem matrycy (Matrix Assisted
Laser Desorption lonisation — MALDI) [9] umozliwito anali-
z¢ biatek na szeroka skale. Dzieki masowej produkcji tych
urzadzen, ograniczenia zwigzane z wielko$cia probki, jak
i zakres mas obserwowanych na podstawie spektrum (w przy-
padku ESI i MALDI zakres przekraczajacy 100 kDa) nie byty
juz dtuzej przeszkoda w identyfikacji. Z tego powodu w roku
1993 spektrometria masowa MALDI zostala po raz pierwszy
wykorzystana do identyfikacji zloZzonego =zbioru biatek
z lizatu komorek E. coli, odseparowanych za pomoca dwu-
wymiarowej elektroforezy zelowej (2D-GE) [10]. Rok pdzniej,
réwniez w przypadku zbioru biatek E. coli, przeprowadzono
z sukcesem identyfikacje za pomocg chromatografii cieczowej
polaczonej ze spektrometrem masowym wyposazonym
w ESI [11].

Rozwdj techniki PMF po roku 1993

Do roku 1993 technika identyfikacji bialek za pomoca pomia-
ru mas peptydéw zobrazowanych na spektrum nie miata swo-
jej oficjalnej nazwy. Masy peptydow, bedace rezultatem eks-
perymentu spektrometrem masowym, byly czesto okreslane
mianem czeSciowej mapy peptydowej biatka [12, 13]. Kilka
grup naukowcdw na Swiecie prowadzito w tym samym
czasie badania w zakresie identyfikacji bialek za pomoca
spektrometrii mas. Pierwszymi badaczami, ktérzy uzyli poje-
cia peptide mass fingerprint, byli naukowcy z grupy badawczej
Darryla Pappina, ktorzy okreslili tym pojeciem masy peptydéw
powstatych w wyniku trawienia biatka [14]. Od tej pory nazwa
peptide mass fingerprinting (PMF) na stale przyjeta sie jako defi-
nicja techniki identyfikacji bialek na podstawie widm otrzyma-
nych z analizy spektrometrem masowym. Oczywiscie metoda
sktada sie z kilku zlozonych etapow, ktore szczegdlowo zosta-
na przedstawione w sekcji 3.

Potrzeba analizy i identyfikacji biatek na szeroka skale wy-
nikla z faktu pomyslnego sekwencjonowania pelnych ge-
nomow organizméw. Kolejny krok w zdobywaniu wiedzy
na temat funkcjonowania organizméw wigzal sie wtasnie
z identyfikacja i charakteryzacja licznych bialek dekodowa-
nych przez poznane geny. Wtedy tez jako uzupetnienie poje-
cia genomu, powstalo pojecie proteomu jako zbioru wszyst-
kich biatek istniejacych w badanej jednostce, w pewnym
okreslonym momencie czasu i w pewnych warunkach bio-
logicznych [15]. Coraz bardziej zaawansowane rozwigza-
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nia techniczne w spektrometrii, mozliwo$¢ analizy tysiecy
bialek w bardzo krétkim czasie, uczynity ja gtownym na-
rzedziem identyfikacji i charakteryzacji, bedacym w stanie
sprosta¢ ogromowi informacji niesionych przez proteom.
Bardzo istotne dla poprawy efektywnosci identyfikacji
bylo znaczace zwigkszenie doktadnosci pomiaru masy przez
spektrometry, jak i zastosowanie bardziej zaawansowanych
analizator6w masy, np. analizatora cyklotronowego rezonansu
jondw =z fourierowska transformacja wynikow (Fourier
Transform Ion Cyclotron Resonance - FT-ICR) [16, 17].
Niemniej jednak wcigz najczesciej wykorzystywanym
w schemacie PMF spektrometrem jest spektrometr ze zrédlem
jonizacji typu MALDI [2]. Spektrometry typu MALDI sa pro-
ste w obstudze, pozwalaja na automatyzacje procesu iden-
tyfikacji oraz obecno$¢ w probce detergentow, soli czy
roztwordw buforowych [4]. Dodatkowo, zastosowanie
w MALDI po roku 1995 analizatora czasu przelotu (Time
Of Flight — TOF), a nastepnie analizatora czasu przelotu ze
zwierciadtem elektrostatycznym, umozliwilo znaczne zwigk-
szenie zakresu obserwowanych mas oraz rozdzielczosci
i czuloSci tych spektrometrow [18, 19]. Obecnie spektro-
metry masowe typu MALDI moga bada¢ masy molekut od
ok. 100 Da do nawet do 500 kDa, z doktadnoscig maksymalnie
kilku jednostek ppm, osiagajac przy tym rozdzielczo$¢ rzedu
5000 FWHM w liniowej konfiguracji i nawet 15000 FWHM
w konfiguracji ze zwierciadtem elektrostatycznym.

W ciggu ostatnich 10 lat naukowcy skupili sie na udosko-
nalaniu kazdego z etapéw identyfikacji [20]: od separacji
[21] i trawienia biatek [22], przez jonizacje [23, 24] i analize
ich masy [16, 25], po przeszukiwanie baz danych [2]. Postep
w dziedzinie komputeréw i rozw¢j internetu umozliwit jesz-
cze bardziej efektywna identyfikacje oraz zagwarantowat ko-
rzystanie z ogolnodostepnego oprogramowania do identyfika-
cji biatek za pomoca schematu PMF [26].

Metoda

W  dzisiejszej protemice mozemy wyrézni¢c dwa gltow-
ne paradygmaty analizy i charakteryzacji biatek: bottom-up
i top-down [27]. Oba podej$cia bazuja na innych zaloze-
niach odnosnie do wtasciwosci badanych biatek, metody
ich separacji oraz spektrometréw masowych wykorzystywa-
nych w analizie. Gléwnym zalozeniem podejscia top-down
jest analiza pelnych sekwencji biatek, z uzyciem spektrome-
tréw masowych umozliwiajacych ich cykliczng fragmentacje
na peptydy, a nawet pojedyncze aminokwasy. W odrdznie-
niu od techniki top-down, podejscie bottom-up, ktére jest
wykorzystywane w technice PMF, zaklada trawienie biatek,
w celu otrzymania peptydoéw, ktérych masy sa nastepnie anali-
zowane za pomoca spektrometru masowego.

Wybér paradygmatu identyfikacji bottom-up deter-
minuje podziat techniki PMF na okreslone kroki. Gtéwne
etapy metody zostaly przedstawione na rys. 1. Pierwszym
krokiem jest separacja biatek, stuzaca gtéwnie ich wyborowi
z pewnego okreslonego przedzialu masowego. Nastepnie prze-
prowadzane jest ich trawienie, w celu uzyskania podziatu
bialka na peptydy. Probka zawierajaca peptydy trafia potem
do spektrometru masowego. Zajerestrowane w spektrometrze
widmo podlega ztozonej obrébcee, dajac w efekcie masy pepty-
déw zaobserwowane w probce. Kolejnym krokiem w schemacie
PMF jest poréwnanie mas zaobserwowanych na widmie z ma-
sami peptydow powstatych w wyniku teoretycznego trawienia
biatek opisanych w bazie danych.

W praktyce masy peptydow otrzymanych dzieki spektrum
naleza do molekul, ktére tylko w 20-40% pokrywaja sekwen-
cje catego biatka [28]. Zatem technika PMF w swojej ostatecznej
fazie, musi takze umozliwia¢ za pomocq analizy statystycznej

danych
opisanych
biatek

1

Trawienie

Spektrometria
mas in silico

Masy Masy
eksperymentalne teoretyczne

Poréwnanie

Scoring

Rezultat (score)

Walidacja
wyniku

—T

Rys. 1. Schemat identyfikacji biatek w metodzie peptide mass finger-
printing

podobienstwa dopasowania zbioru mas eksperymentalnych do
teoretycznych mas biatka z bazy danych. Ten niezwykle istot-
ny dla otrzymania wiarygodnych wynikéw identyfikacji etap
jest nazywany scoringiem, od angielskiego stowa score (wynik
punktowy), poniewaz kazdemu biatku z bazy danych jest przy-
pisywany pewien score, $wiadczacy o tym, w jakim stopniu
moze ono by¢ utozsamiane z wynikiem eksperymentu. W ko-
lejnych sekcjach pracy bardziej szczegdtowo przyjrzymy sie po-
szczegdlnym etapom schematu PMF zwigzanym z jego cze$cia
eksperymentalna, natomiast opis drugiej, algorytmicznej cze-
$ci schematu, w ujeciu bioinformatycznym, zostanie podany
w kolejnej czesci publikaciji.

Separacja

Jak mozemy zauwazy¢ na rys. 1, pierwszym krokiem
w technice PMF jest separacja bialek. Etap separacji
jest niezbedny, poniewaz PMF z duza dokladnoscia identyfiku-
je tylko biatka, ktore nie wchodza w sktad ztoZzonych mieszanin.
Idealnie, w efekcie separacji powinnismy uzyska¢ probke za-
wierajaca dostateczng ilos¢ jednego rodzaju biatka. Przez
wzglad na zblizone masy molekularne réznych bialek, ograni-
czenia techniczne oraz modyfikacje posttranslacyjne, uzyska-
nie tak czystej probki jest niejednokrotnie niemozliwe. Niemniej
jednak, gdy w probce znajdujq sie maksymalnie trzy rézne ro-
dzaje biatek, identyfikacja PMF wciaz moze by¢ przeprowadzo-
na z duza doktadnoscia [1].

Metoda, ktdra jest najczeéciej kojarzona z separacja bialek
w schemacie PMF, jest dwuwymiarowa elektroforeza Zzelo-
wa (2D Gel Electrophoresis, 2D-GE) [28, 29]. Jednowymiarowa
elektroforeza zelowa umozliwia separacje biatek tylko wzgle-
dem ich masy (Sodium Dodecyl Sulfate — Polyacrylamide Gel
Electrophoresis — SDS-PAGE) [30] lub punktu izoelektryczne-
go (Isoelectric Focusing — IEF) [31]. Nie pozwala to najczesciej
w wystarczajacym stopniu na rozréznienie analizowanych
biatek i uzyskanie w prébce pobranej z zelu minimalnej ilo-
$ci roznych protein. W dwuwymiarowej elektroforezie zelo-
wej biatka w pierwszym wymiarze separuje si¢ wzgledem ich
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punktu izoelektrycznego, a w nastepnym kroku analizowany
jest ruch biatek w zelu zalezny od ich masy (SDS-PAGE) [31].
Przemieszczenie sie bialek w Zelu wzgledem ich masy naste-
puje w kierunku rézniacym sie o 90 stopni od poprzedniego.
Masa i tadunek biatka sq wtasciwosciami na tyle niezalezny-
mi od siebie, ze separacja bialek jednoczesnie wzgledem ma-
sy i punktu izoelektrycznego (2D SDS-PAGE) pozwala na ich
znacznie lepsze rozrdznienie, niz ma to miejsce w przypadku
metod jednowymiarowych. Dodatkowo, estymacja masy i pl
biatka na bazie jego konicowego potozenia w zelu jest dodatko-
wa informacja, niezwykle przydatng przy koncowej identyfi-
kacji. Dzieki znajomosci pl i masy biatka mozemy sie skupi¢ na
przeszukiwaniu bazy danych biatek tylko pod katem tych okre-
Slonych parametréw, co pozwala na zwiekszenie prawdopodo-
bienistwa poprawnosci identyfikacji, oraz na znaczne przyspie-
szenie obliczen.

Rozmieszczenie biatek na zelu moze by¢ zaobserwowa-
ne dzieki przylaczaniu do nich barwnikéw lub metali [32].
W przypadku elektroforezy zelowej poprzedzajacej analize
spektrometrem masowym najczesciej biatka barwi sie bar-
winkiem Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250) [33] lub
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB R-250) [34]. Przytacza sie
on do podstawowych aminokwasdéw, a jego ilos¢ jest propor-
cjonalna do dodatniego fadunku biatka. Biatka moga by¢ tak-
ze barwione srebrem [21], ktore przylacza sie do ich grup cy-
steinowych. Badania wykazaly, iz modyfikacje, jakich doko-
nuje srebro przy przylaczaniu sie do grup cysteinowych biatka,
skutkujg najstabszym odzwierciedleniem jego sekwencji anali-
zowanej za pomoca spektrometru MALDI [35]. W przypadku
analizy spektrometrem typu MALDI dowiedziono réwniez, ze
w przypadku uwidocznienia biatek, ktoérych zawartos¢ w zelu
jest znikoma, lepsza czuto$¢ ma barwnik CBB G-250, natomiast
w przypadku bialek, ktérych jest duzo, lepiej sprawdza sie CBB
R-250 [35].

Niezwykle istotne jest, ze w trakcie przygotowania zelu,
a takze w pozniejszych fazach analizy nalezy zachowac¢ ostroz-
nos¢, aby probka nie zostala zanieczyszczona keratyna [28].
Keratyna, jako sktadnik ludzkiego nabtonka, w fatwy sposdb
moze sie przedosta¢ do probki i pojawi¢ sie jako dodatkowa,
niepozadana masa wykryta podczas analizy spektrometrem
masowym. W gotowym zelu plamy reprezentujace poszcze-
gdlne biatka moga by¢ wycinane manualnie za pomoca skal-
pela lub z zastosowaniem robota wycinajacego plamy (spot pic-
ker), ktory pozwala na automatyzacje pracy [36]. Robot moze by¢
wyposazony w system umozliwiajacy trawienie bialek poprze-
dzajace naniesienie probki na matryce MALDI, a w przypadku
trawienia biatek nastepujacego bezposrednio w zelu [37], prob-
ki sq od razu przenoszone na matryce.

Trawienie

Niezwykle istotnym krokiem w schemacie PMF jest trawie-
nie oddzielonych za pomoca separacji bialek (patrz rys. 1), po-
niewaz to wlasnie trawienie pozwala na wytworzenie unika-
towego identyfikatora masowego biatka (fingerprint). W me-
todzie PMF takie trawienie bedziemy okresla¢ mianem eks-
perymentalnego trawienia, poniewaz w odroznieniu od tra-
wienia teoretycznego (biatek z bazy danych) ma ono miej-
sce w probce analizowanej w eksperymencie laboratoryjnym.
Podstawowym enzymem, wykorzystywanym w trawieniu bia-
tek poprzedzajacym analize spektrometrem masowym, jest
trypsyna [4]. Trypsyna trawi taricuch aminokwaséw za argini-
na lub lizyna, o ile nie nastepuje po nich prolina. Przez wzglad
na swoje specyficzne wlasciwosci trypsyna jest enzymem naj-
lepiej nadajacym sie do trawienia biatek, ktoére maja by¢ nastep-
nie analizowane spektrometrem masowym. Nizej wymienione
wlasciwosci czynig trypsyne enzymem preferowanym w me-
todzie PMF [1]:
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Jest enzymem, ktory jest pozyskiwany w prosty i tani spo-

sob.

2. Jest swoista, tzn. bardzo rzadko opuszcza w tancuchu ami-
nokwaséw miejsca, w ktorych powinna go trawi¢, oraz
praktycznie nigdy nie trawi tancucha na nieoczekiwanych
pozycjach.

3. Arginina i lizyna wystepuja w tancuchu aminokwaséw
$rednio co 11 pozycji, a prawdopodobienstwo wystapienia
po nich proliny jest niskie. Trawienie taricucha aminokwa-
sow w takich odleglosciach pozwala na tworzenie pepty-
déw o przyblizonej masie najlepiej rozpoznawalnej przez
spektrometry typu MALDI.

4. Moze by¢ wykorzystana w wiekszosci procedur laborato-
ryjnych, bardzo dobrze sprawdza si¢ w trawieniu biatek
zaréwno w roztworach, jak i w zelach.

5. W przypadku spektrometrii masowej wykorzystujacej ta-
dunki dodatnie, masa peptydu moze by¢ odzwierciedlona
na spektrum, tylko wtedy, gdy przylaczony jest do niego
proton. Poniewaz arginina i lizyna maja odczyn zasadowy,
trawienie za tymi aminokwasami gwarantuje peptydowi
posiadanie miejsca do przytaczenia protonu.

Trypsyna nie jest jednak jedynym enzymem wykorzystywa-
nym w analizie MALDI Biatka zasadowe z duzym praw-
dopodobienstwem zawieraja w swoich taicuchach wie-
le argininy i lizyny, a trypsyna trawi takie biatka na krot-
kie tanicuchy peptydowe. Proteiny o kwasnym odczynie pH
z duzym prawdopodobienstwem zawieraja w swoich tan-
cuchach wiele kwaséw asparaginowych i glutaminowych,
a znacznie mniej argininy i lizyny. Dlatego tez tego typu biat-
ka moga by¢ trawione przez trypsyne na kilka bardzo dtugich
peptydow. W takich przypadkach bardzo czesto stosuje sie al-
ternatywne enzymy trawienne [1, 38], tj.:
e Lys-C - rozcinajaca wigzania peptydowe przed lizyna,
* Asp-N - rozcinajaca wigzania peptydowe za kwasem aspa-
raginowym,
¢ Glu-C - rozcinajaca wigzania peptydowe za kwasem aspa-
raginowym lub glutaminowym, o ile nie wystepuje po nich
prolina.

Powyzsze protazy sa najczesciej stosowane w przypadkach,
gdy pH analizowanych bialek jest znane i zalezy nam na wiek-
szym pokryciu sekwencji biatka na podstawie mas peptydow
analizowanych na spektrum. W przypadku, gdy pH analizowa-
nej probki nie jest znane, mozna zastosowac dodatkowe endopep-
tydazy w eksperymencie weryfikujacym rezultat identyfikacji
z probki, ktdéra zostala wezesniej poddana dziataniu trypsyny.
Powtorzenie eksperymentu z wykorzystaniem innych enzyméw
pozwala na potwierdzenie identyfikacji uznanych za poprawne
w pierwszym eksperymencie oraz uwidocznienie poprawnych
identyfikacji, ktore w istocie sa fatszywe [38]. Takie podejscie
pozwala znacznie zwigkszy¢ doktadnos¢ identyfikacji, jednak
przez wzglad na dodatkowy czas, potrzebny do powtorzenia
analizy oraz wykorzystanie znacznie drozszych w produkcji
proteaz jest znacznie rzadziej stosowane [28].

Analiza spektrometrem masowym

Jak zostalo juz powiedziane w sekcji 2., spektrometry ma-
sowe typu MALDI sa podstawowymi instrumentami stoso-
wanymi w identyfikacji bialek metoda PMF. Najpierw prob-
ka skladajaca sie ze skoncentrowanego roztworu peptydow
jest laczona z materialem majacym silne wlasnosci absorp-
cji $wiatta, czyli z tak zwang matrycg. Za matryce stuza naj-
czedciej: kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy lub kwas
gentyzynowy, czyli 2,5-dihydroksybenzoesowy [39]. Probki
sq taczone z matryca z wykorzystaniem réznych rodzajow
rozpuszczalnikdw, np. acetonu lub kwasu trifluorooctowe-
go. Odpowiedni dobdr rozpuszczalnika pozwala zwiekszy¢
doktadnos¢ analizy [23]. Po wysuszeniu i catkowitym pota-
czeniu z matryca probka jest umieszczana w zrddle jonizacji
spektrometru, skad cykliczne impulsy lasera wybijaja czast-
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ki matrycy [4]. Energia wigzki laserowej jest dobrana w ta-
ki sposob, zeby nie doprowadza¢ do fragmentacji molekul
z matrycy.

Praktycznie wszystkie jony wybijane z matrycy maja dodatni
tadunek (jeden przyltaczony proton), co w efekcie czyni spektra
MALDI bardzo tatwymi do interpretacji. Najczesciej jonizacja
w MALDI nastepuje poprzez przylaczenie protonu. Badania
wskazuja jednak, ze w pewnych przypadkach jonizacja ujemna,
czyli przylaczanie do czastek elektronu, pozwala poprawnie zi-
dentyfikowac biatka, ktérych nie udato sie okresli¢ w standar-
dowym trybie [24]. Czas lotu molekul w tubie prézniowej
$wiadczy o ich masie, poniewaz lzejsze czasteczki szybciej do-
latujq do detektora masy. W celu zwigkszenia doktadnosci po-
miaru masy czasteczek, do urzadzenia MALDI-TOF dolaczono
tzw. zwierciadlo elektrostatyczne, ktdre, po pierwsze, miato na
celu zwiekszenie dystansu przelotu molekut, a po drugie, wy-
rownanie predkosci molekut majacych jednakowaq mase, jednak
dolatujacych do detektora w nieco innym czasie [1].

Efektem uderzania molekut w detektor masy jest powstajace
widmo, na ktérym o$ pozioma okresla stosunek masy do tadun-
ku molekuty (m/z), natomiast o pionowa natezenie sygnatu po-
szczegdlnych czastek. Widmo masowe sktada sie jednak nie tyl-
ko z sygnatéw odpowiadajacych peptydom zaobserwowanym
w probce, ale rowniez jest tworzone przez rdéznego rodzaju szu-
my. Szumy moga by¢ skutkiem elektronicznych zaktécen wyni-
kajacych z zanieczyszczenia probki niepozadanymi substancja-
mi chemicznymi. Dlatego tez uzyskanie ostatecznego wyniku
eksperymentu, czyli listy mas peptydow, wiaze sie¢ z przepro-
wadzeniem obrobki wstepnej danych ze spektrometru.
Przetworzenie danych jest procesem ztozonym i nie bedziemy
w szczegodtach opisywac kolejnych etapéw. Warto jednak nad-
mieni¢, ze do podstawowych krokéw, majacych na celu pozy-
skanie ze spektrum interesujacych nas informacji, naleza [1]:

1. Korekgja linii bazowej.

Redukcja obwiedni izotopowej.
Usuniecie niepozadanych pikow.

2.  Wygladzanie i redukcja szumow.

3. Detekcja pikow.

4. Normalizacja intensywnosci sygnatu.
5. Kalibracja.

6.

7.

Po przeprowadzeniu wyzej wymienionych operacji jako efekt
koncowy otrzymujemy tak zwana liste pikéw, sktadajaca sie je-
dynie z mas molekut zaobserwowanych w prébce oraz odpo-
wiadajacemu im natezeniu sygnalu. Oczywiscie koncowy re-
zultat identyfikacji w duzym stopniu zalezy od doktadnosci al-
gorytmdéw zastosowanych w wyzej wymienionych krokach.
Usprawnien powyzszych etapéw czesto dokonuje sie w odnie-
sieniu do techniki MALDI i samego PMF [40].

W wiekszosci przypadkow natezenia sygnalu peptydow
nie maja wptywu na dalsze kroki metody PMF, poniewaz sa-
me masy peptydow, bedace efektem obrobki wstepnej da-
nych, stanowigq na tym etapie unikatowy, masowy identyfi-
kator biatka obecnego w probce, czyli tzw. peptide mass fin-
gerprint. Nalezy przy tym pamietaé, ze zbiér mas otrzyma-
ny dla danego spektrum nie musi pochodzi¢ od jednego
biatka, ale moze by¢ skutkiem trawienia dwoch lub trzech
roznych biatek [2]. Mieszanina peptydow pochodzacych
z wigcej niz jednego biatka komplikuje zadanie identyfi-
kacji, jednak nie staje sie ono niewykonalne. Metoda iden-
tyfikacji w schemacie PMF, nakierowana na identyfika-
cje bardziej zlozonego zestawu peptydéw w probce, zostata
zaprezentowana w [41]. W sytuacji zloZonej zawartosci probki,
na zasadzie wiaczen i wylaczen, brane sa pod uwage mozli-
wosci takiego doboru mas w niej zawartych, aby odpowia-
daty one pewnemu istniejagcemu biatku. Pozostale masy zas
sa traktowane jak zanieczyszczenie i nie sa brane pod uwa-
ge przy obliczaniu prawdopodobienstwa dopasowania mas
eksperymentalnych do mas proteiny z bazy danych.
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Istotny jest rowniez fakt, iz masy nie wszystkich peptydow
bedacych efektem trawienia biatka zostana odzwierciedlo-
ne w eksperymencie. Przewaznie nie udaje sie pozyskac¢ mas
z wiecej niz 20-50% peptydéw budujacych sekwencje poszu-
kiwanego biatka [4]. Przyczyna takiego stanu rzeczy sa po cze-
$ci mozliwosci spektrometru i jego zakres mas, uniemozliwia-
jacy zaobserwowanie mas peptydéw znajdujacych sie powyzej,
jak i ponizej pewnego progu. Takich mas jest jednak relatyw-
nie mato, a gtéwna przyczyne niepelnego pokrycia sekwencji
biatka stanowi fakt, iz niektére peptydy nie ulegaja jonizacji.
Poniewaz na spektrum moga zosta¢ zobrazowane tylko masy
peptydow, ktore przyjety tadunek protonu, wszystkie pozosta-
le peptydy, nawet jezeli stanowia spora cze$¢ probki, nie zosta-
na wykryte. Badania pokazuja, ze zdolnos¢ do jonizacji w pep-
tydach jest warunkowana przez obecnos$¢ wybranych amino-
kwasow w ich tancuchach [1].

Przeszukiwanie baz danych

Podstawowe dane uzyskane po eksperymencie spektrome-
trem masowym to lista mas peptydéw zaobserwowanych
w probce. Dodatkowo, wiedzac, z jakiego proteomu bial-
ka badano, mozna réwniez okresli¢ przynaleznos¢ gatunko-
wa biatek. Jezeli biatka byly separowane za pomoca elektro-
forezy zelowej, to mozemy takze zna¢ ich przyblizona ma-
se molekularng i dodatkowo punkt izoelektryczny. Obszar
poszukiwania bialek w bazie danych pasujacych do biatka
z probki eksperymentalnej moze zatem zosta¢ ograniczony na
podstawie wyzej wymienionych parametrow [42].

Istnieje wiele baz danych poswieconych proteomice: prze-
chowujacych tréjwymiarowa strukture biatek, ich szlaki meta-
boliczne, gromadzace dane o enzymach, substancjach toksycz-
nych czy biatkach zwigzanych z chorobami. Bazy danych wy-
korzystywane w schemacie PMF to bazy przechowujace pod-
stawowe, niezmodyfikowane sekwencje biatek prostych, czyli
protein. Pojecie identyfikacji biatek mozemy zatem zamiennie
uzywac z pojeciem identyfikacji protein, poniewaz masy eks-
perymentalne dopasowujemy do sekwengji biatek prostych opi-
sanych w bazie danych. Wpisy w bazach danych dotyczace pro-
tein mozemy pobrac najczesciej jako zwykly tekst lub w popu-
larnych formatach: XML lub FASTA. Kazdy wpis zawiera wie-
le podstawowych informacji dotyczacych wybranego biatka
(np. 25 réznych kategorii informacji zawartych w pojedynczym
whpisie bazy UniProt [43]). Z punktu widzenia identyfikacji pro-
tein najwazniejsze w tym wpisie sa:

e Unikatowy numer dostepowy proteiny, na podstawie kto-
rego mozna sie odwolywac do wpiséw pomiedzy réznymi
bazami danych.

Sekwencja aminokwaséw proteiny.

Masa molekularna proteiny.

Punkt izoelektryczny proteiny.

Przynaleznos¢ gatunkowa proteiny.

Mozliwe modyfikacje posttranslacyjne.

e o o o o

Prawdopodobnie najbardziej znane zrddlo informacji
o proteinach i ich funkcjach stanowi baza danych UniProt
(Universal Protein Resource) [44]. Utworzenie bazy danych
bylo efektem wspoélpracy trzech instytucji: Europejskiego
Instytutu Bioinformatyki (European Bioinformatics Institute,
EBI) [45], Szwajcarskiego Instytutu Bioinformatyki (Swiss
Institute of Bioinformatics, SIB) [46] oraz instytucji Protein
Information Resource (PIR) [47, 48]. Uni-Prot skfada sie
z dwéch gltéwnych baz danych: Swiss-Prot i TrEMBL.

Pierwsza z nich (Swiss-Prot) jest uzupeiniana i weryfiko-
wana manualnie, w ramach rygorystycznych zasad zapew-
niajacych jasnosé, poprawnosc¢ i autentycznosé wpisow doda-
wanych do bazy. Swiss-Prot jest zatem najmniej redundant-
na ze wszystkich baz, skladajaca sie¢ tylko wpiséw podlega-
jacych zlozonemu procesowi weryfikacji. Przez wzglad na
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czasochtonng weryfikacje jest rowniez baza danych, sklada-
jaca sie¢ z najmniejszej ilosci wpisdw, co jest jednak w pel-
ni rekompensowane przez ich jakos¢ i wiarygodnosé [49].
5 kwietnia 2011 r. baza skladata si¢ z 526 969 wpiséw dotycza-
cych sekwencji protein [50].

Druga z baz wchodzacych w sktad Uni-Prot to TrEMBL.
W odréznieniu od Swiss-Prota nie podlega ona manualnej
korekcie, a wszystkie jej wpisy sa dodawane automatycznie.
W konsekwencji TrTEMBL zawiera wiele redundantnych infor-
macji o proteinach, co jest jednak uzupeinione przez ich bardzo
bogata charakteryzacje oraz uwzglednienie w spisie protein
dopiero co odkrytych. Baza danych TrEMBL zawiera zaréwno
dane, ktdére po weryfikacji zostang przeniesione do bazy Swiss-
Prot, jak i np. informacje o sekwencjach, co do ktérych ekspery-
mentalnie potwierdzono, iz nie koduja one zadnych biatek [49].
Na 5 kwietnia 20011 r. baza sktadala si¢ z 14 555 721 wpiséw do-
tyczacych sekwengji protein [51].

Inna, bardzo bogatg baze stanowi baza danych protein two-
rzona przez Narodowe Centrum Informacji Biotechnologicznej
(National Center for Biotechnology Information, NCBI) [52, 53].
Zrzesza ona w sobie dane proteomiczne z baz tj.: PIR, Swiss-
Prot, Protein Research Foundation (PRF) [54], Protein Data Bank
(PDB) [55], a takze uwzglednia transkrypcje z sekwencji kodu-
jacych opisanych w GenBank [56], RefSeq [57] oraz Third Party
Annotation (TPA) Sequence [58], Europejskiego Laboratorium
Biologii Molekularnej (European Molecular Biology Laboratory,
EMBL) [59] oraz Banku Danych DNA Japonii (DNA Data Bank
of Japan, DDB]J) [60]. Baza gwarantuje odrebnos¢ wszystkich
wpisow na poziome sekwencji biatek. Przeszukiwanie bazy
jest mozliwe dzieki specjalnie zaprogramowanemu interfejso-
wi Entrez [61] do przeszukiwania potaczonych zasobéw odreb-
nych baz danych.

Trzecig, bardzo znang baza danych jest International Protein
Index (IPT) [62]. IPI opisuje proteomy organizmoéw eukariotycz-
nych wyzszego rzedu przy wykorzystaniu zasobdw takich baz,
jak: Swiss-Prot, TrEMBL, RefSeq, Ensembl [63], The Arabidopsis
Information Resource (TAIR) [64], H-Invitational Database
(H-InvDB) [65] oraz The Vertebrate Genome Annotation (VEGA)
[66]. Baza IPI jest nakierowania na dostarczanie maksymal-
nie kompletnych zbioréw protein dla kluczowych organizmoéw,
przy zapewnieniu minimalnej redundancji wpiséw [67].

Dobér odpowiedniej bazy danych zalezy przede wszyst-
kim od informacji, jaka chcemy na temat danej zidentyfikowa-
nej proteiny uzyskad, oraz od tego, jak bardzo wiarygodnych
informacji poszukujemy [68]. Jezeli zadne z biatek zawartych
w prébce nie zostalo zidentyfikowane z dostatecznym praw-
dopodobienstwem przy wykorzystaniu najmniej redundant-
nej bazy danych, to warto rozszerzy¢ zakres poszukiwan na
bazy danych zawierajace redundantne, ale najnowsze informa-
cje. Jezeli nawet na podstawie adnotacji o ostatnio opisanych
biatkach wiarygodnos¢ identyfikacji pozostawia wiele do zy-
czenia, to moze si¢ okaza¢, iz badane biatko nie zostalo jeszcze
w zadnej bazie opisane. Poniewaz schemat identyfikacji PMF
pozwala identyfikowa¢ tylko biatka o opisanych sekwen-
cjach, w takim wypadku nalezy zastosowac inna metode, ktéra
pozwoli na poznanie sekwengcji takiego biatka od podstaw.
Mozna do takiego celu zastosowac degradacje Edmana lub
przeprowadzi¢ eksperyment identyfikacji sekwencji biatka
spektrometrem tandemowym z wykorzystaniem algorytmu
de novo [69].

Podsumowanie

W dzisiejszych czasach wprowadzane s3 coraz nowsze i bar-
dziej doktadne metody identyfikacji, wykorzystujace spektro-
metry tandemowe i skomplikowane algorytmy budowania se-
kwencji aminokwaséw. Chociaz widma masowe tandemowych
spektrometrow sa niezwykle dokfadne i daja informacje bez-
posrednio o fragmentach sekwencji identyfikowanego biat-
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ka, to wciaz powszechnie wykorzystuje sie identyfikacje meto-
da PMEF. Spektrometry tandemowe przez wzglad na swoja cene
oraz koszta przeprowadzania pojedynczej analizy nie wypar-
ly z rynku wciaz powszechnie uzywanych spektrometréow ty-
pu MALDI. Przeprowadzenie analizy MALDI, na ktorej opiera
sie protokét PMF, wymaga znacznie mniejszego nakladu pra-
cy, kosztéw i czasu niz przeprowadzenie analizy spektrome-
trem tandemowym. Identyfikacja opiera sie zatem najczesciej
na ponawianiu eksperymentu z wykorzystaniem bardziej do-
ktadnych metod (spektrometry tandemowe i sekwencjonowa-
nie) gtownie wtedy, gdy metoda PMF data watpliwy rezultat
o malej istotnosci lub gdy chcemy ten rezultat potwierdzic¢ [70].

Znajomo$¢ wiasciwosci kolejnych etapéw schematu PMF
oraz wprowadzenie wen pewnych prostych modyfikacji,
umozliwia w latwy sposob nakierowanie techniki na iden-
tyfikacje tylko wybranych typow protein. Przyktadem mo-
ga by¢ fosfoproteidy, proteiny bedace efektem alternatyw-
nego splicingu [71] czy tez majace duza mase molekularng
[28]. Metoda PMF jest uzywana nie tylko do identyfikowa-
nia kilku wybranych bialek, ale za pomoca rozbudowane-
go oprogramowania mozna wykorzysta¢ ja do identyfikacji
peinych komplekséw biatek separowanych za pomoca zeli
i chromatografii cieczowej [72, 73].

Przez wzglad na powszechno$¢ identyfikacji metoda
PMF w przysztosci mozemy spodziewac si¢ dalszych ulep-
szen techniki, zaréwno na etapach przygotowania probki, jak
i rozwijania metod matematycznych, zwigzanych z poszu-
kiwaniem biatka z bazy danych odpowiadajacemu wyniko-
wi eksperymentu. Technika PMF sama w sobie moze takze
z powodzeniem stanowi¢ wsparcie czy tez ulepszenie bardziej
zaawansowanych metod identyfikacji. ®
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