|dent|f| CaCi(') N y Jornada sobre Posibilidades de la

Espectrometria de Masas

CU antlfl cacC | é n d e en Laboratorios de Investigacion.
Protein as “El poder” del analisis comparativo de

: muestras en Alimentacion,
mediante LC/MS. Proteémica y Metabolémica.

Organizado por:
Miguel Angel Martinez
e Inmaculada Alvarez

ICTAN-CSIC
Madrid,

5 de Julio del 2012
10:30-11:15

PCITAL - UDL

Isidro Masana
Especialista Productos LC/MS
Agilent Technologies

Agilent Technologies



ldentificacion y
Cuantificacidon
de Proteinas
mediante
LC/MS.

Pagina 2

Programa:

1.- Introduccion ala Protedmica.

2.- ldentificacion de Proteinas mediante
espectrometria de masas.

3.- Cuantificacion de Proteinas mediante LC/MS.

4.- Conclusiones.
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Introducciéon ala PROTEOMICA oM

Metabolitos “versus” Proteinas ol
Metabolitos: ol
— Moléculas de pequeiio tamafo (<1500 Dalton), subproducto de la CH,OH

actividad enzimatica del organismo; presentan una gran variedad de
estructuras y propiedades.

— Moléculas en general relativamente estables: aminoacidos, azucares, acidos
organicos, lipidos, .....

— En LC/MS-ESI: proporcionan espectros de masas simples
(mayoritariamente iones con 1 sola carga).

Proteinas:

— Moléculas de gran tamafo y de gran complejidad
multiples isoformas (“variantes”).

» Su actividad biolégica puede variar enormemente segun sus
isoformas/modificaciones post-traduccionales (PMT’s).

— Moléculas “delicadas” (muy influenciadas por el entorno).

— En LC/MS-ESI: proporcionan complejos espectros de masas (iones con
multiples cargas).

— Mayoritariamente suele trabajarse con las proteinas digeridas enzimaticamente.

Pagina 4
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Intensity, counts

LC/MS(ESI)-TOF: Deteccion de Modificaciones
Post-traduccionales de la Proteina Ubiquitina : Nativa,

Oxidada y Nitrada

783.7070

m/z=[M+z(H")]/z

779.6231

10+
6 857.4844

12+
74.73
9+
952.6469 8+

\ntensty cps

LC/MS TOF/QTOF
proporciona mayor
exactitud de masa que
MALDI/TOF TOF-TOF

6.0e5
55e5
5.0e5
45e5 1
4.0e5
35e5 1
3.0e5
2.5e5 1
2.0e5
1.5e5
1.0e5 4
5.0ed

Nativa
8565.0 (MW=8564.8, error=0.2Da)

Espectro
Deconvolucionado

Oxidada

8580.9 (MW=8564.8+16=8580.8,
error=0.1 Da)

Nitrada

8610.0 (MW=8564.8 + 44.9 = 8609.7,
error=0.3Da)

8625.5103

8661.0309

8460 8480 8500 8520 8540 8560 8580 8600 8620 8640 8660 8680 8700 8720 8740 8760 UIMaA

1071.6001

Masa, u.m.a.

Espectro Sin

TIC of Ubiquitina Modificada

TIC de Ubiquitina Nativa

13+

659.8231
726.7246
Lo, |

1224.4784 <
1077.2206
[85'1f8 1230.9185
ST, Y. SN L. 1.0

Deconvolucionar
7+

11+ 779.62

Tratada con
peroxinitrito

® 78370

77€0
38130

500
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El Reto de la ProtedOmica: Proteinas Minoritarias

En suero y plasma humano las concentraciones de proteinas se estiman en un rango de 12 ordenes de
magnitud. El n°® distintas proteinas se estima en > 4 millones. Rango tipico detectable hoy en dia
rutinariamente para proteinas poco abundantes: 100pg/ml ~ 1-2 femto (10-'°) mol

(mg/ml: 103gimy | —~ MARS: ) .
addresses Levels 1- 2 Alta abundancia
2 1 — 2D-PAGE
(wg/ml) 3 —_— LC-MS  mRP column
+
I 4 - — M Spec:
Nivel ass Spec. - Moderada abundancia
(Ordenes de 5 4 — — addresses Levels 3-7
Magnitud) 6 T
(ngiml) | Para llegar a estos Tissue
74 . . Biomarkers . ]
niveles se deberan - Baja abundancia
8 Jeliminar las proteinas d
(pg/ml) 9 {niveles de concentracion Tipicas proteinas de
muy superior o : interés . _
10 - —  Citokinas : - Muy baja abundancia
1 —_— :
(fg/ml 10"5g/ml)12 —_ e :

Numero de Proteinas

Para la identificacion de proteinas minoritarias sera clave eliminar previamente las de mayor
concentracion y poder separar la enorme cantidad de péptidos/ proteinas presentes en una muestra

Y
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Tipicas Estrategias para Fraccionar y
Separar Proteinas

2A.- Fraccionar Proteinas \

1.-Separar Proteinas Mayoritarias por ELECTROFORESIS
(tipico por Inmunoafinidad)

1-D Slab Gel MW (KDa)
Extraccion Muestra 1D SDS_PAGE
. Células _E Separar/ ‘.O oo o
« Medios acondicionados (:—7 Fraccionar ¢
“I reidoa Proteina 2-D Slab Gel | T & S oMW (KDa)
* Fluidos biolégicos o o o ®
2D SDS-PAGE . =
o ° °o

Column

3.- Separar Proteinas Digeridax Agilent 7
(->péptidos) por CROMATOGRAFIA Gl Bl : -
MONO o MULTIDIMENSIONAL Off-Gel Electroforesis ¥

41"‘ Dimen.: p.e. SCX

Py v /~  2B.-Fraccionar Proteinas N\
ads’ 2° Dimension: p.e. RP por CROMATOGRAFIA
i e B mMRP-C18
v %
R | M
1
1
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Analisis de Proteinas Minoritarias suele
utilizar: nano-LC/MS

HPLC-Chip/MS: Tecnologia

Microfluidica:

= - -Sensibilidad
stez y Facilidad de Uso.
OF Resolucion Cromatografica
matizacion:
Preconcentracion selectiva Fosfopéptidos.
aracterizacion N-glicosilaciones en mAB’s o proteinas glicosiladas

Pagina 8
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Bioanalizador
Agilent “Lab-on-a-Chip” para Analisis de Proteinas
“Mayoritarias”, ADN y Contaje Células

r ==l

Tipico 10-150 muestras/dia 14-200kDa; 10% resol. tam.; 40-4000ng/pl

# Agilent Technalogies 2100 Bioanalyzer - Bio Sizing [Protein purification_1_00250_2001-06-01_11-25-18]
File Edit ¥iew Graph Assay Tools Help ‘

= H DB -EBEE & & NPkl - B« ;s = -y
L Bt e roten purifcation._1_00zso_zar Muy fac_|l Comparacion de
multiples muestras

i f o through

_:‘
4
fm

= Run analysis

45 segundos !!!

£ 1.- 6 pl muestra (desnaturalizada) A T ! ; .
i N
.'E 1 ions 2| Gample| Sefings  Results | Enors |
i 3-' 12 I-II MEZCIa QEI/tinte § ?gj 3223: g:u S esnoEpRatiiend .
: ., . ., L 5 219 857.2 308 Tamano y
“rgy’ un 4.' 12 lll SO'UCIO“ de destlnCIOII E—— | 7 7 360 489.2 174 concentracién
Protein LabChip® I pe & | en formato digital

Sking / Anaiy 10 muestras/Chip / 30min 2 . S Y 5

" 900 - - 3 fﬂdy [Offline (Serial port 2 selected) [Auta Export [Auto Print

Bioanalizador reemplaza a 1D-SDS-PAGE

Determina tamaiio y nivel de expresion

Pagina 9 . .
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Automatizacion Preparacion Muestra: Agilent Bravo

General Ab Capture Immunoprecipitation DIY Captures Protein Digestion Sample Clean Up
Protein A Protein A Streptavidin Trypsin Reverse Phase

-#gl}: | ﬁ@_}: ’ ° ./. \; }\ :_.

\R‘(-b{; "R{-%S: '... %-’\ \

* Protein A for general Ab capture and Immunoprecipitation

* Used in all of the targeted workflows — protein purification and
characterization.

F L

« Streptavidin for Ab, antigen, protein/peptide, small
molecule capture

* Anything that can be biotinylated can be immobilized

« Trypsin for rapid, on-column digestion

* Protein characterization workflows — Peptide mapping, Oxidation
analysis.

 Reverse Phase for sample clean up before LCMS

* Protein characterization workflows — Peptide mapping, Oxidation
analysis.

Pagina 10
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ldentificacion y
Cuantificacidon
de Proteinas
mediante
LC/MS.

Programa:

2.- ldentificacion de Proteinas mediante
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Estrategias de ldentificacion de Proteinas:

“Bottom-Up Approach”

Se digieren enzimaticamente las proteinas y

se determina el peso molecular y la

secuencia de sus fragmentos peptidicos

 Busquedas de los datos de MS (m/z iones)
frente a Bases de Datos de Proteinas.

Pagina 12
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ldentificacion mediante Bases de Datos de Proteinas.

Mezcla Proteinas Digerida
Cromatograma 100 amol Péptidos

m/z del péptido: da informacion de
los AAS presentes (no de su

secuencia) NG

BPC (cromatograma no selectivo) l

Espectro de Masas

\ H . Ja .
[Glu] Fibrinopéptido B 769.0

ADSGEGDFLAEGGVR MS!

MS: TOF

ol aasa 8t baasiaa

€Masa Exacta
€ Masa+Fragmentos

Motor Busqueda

Espectro MS/MS automati

C.O/

Nivel Expresién sin marcaje
isotépico (diferencial de SPMill)

Distinct

Distinct Summed Protein Database

y 64p-3 . m/z 769
Da informacion de la secuencia AAS
Y 574.2 Yo Y1
Y3 big
b,  “? o 10737

Auto-MS/MS: Q-TOF, TRAP

Proteinas

Kl

5
Gr(;;xp SP&‘;tra Peptides MSIMS AR MW  Accession Protein Name
#) Search (Da) #
Score

1 68 - 37114 63 4.01e+007 §46314 4 6321968 IENOLASE 2 (2-PHOSPHOGLYCERATE DEHYDRATASE) (2-PHOSPHO-D-GLYCERATE HYDRO-LYASE)j

2 ¢ [l 32291 59 |3sses007f447386 10383781 [Phosphoglycerate kinase =

3 39 B 2305 48 396210 6322790 [FRUCTOSE-BISPHOSPHATE ALDOLASE <]

4 5 R 2o e 357468 6321631 [GLYCERALDEFVDE 3PHOSPHATE DEFVYDROGENASE 3 (GAPDH 3) 2]

1 MAVSKVYARS VYDSRGNPTV EVELTTEKGY FRSIVPSGAS TGVHEALEMR DEDKSKWMGK GVMNAVNNVN HVIAAAFVKA S0
81 NLDVKDQKAV DDFLLSLDGT ANKSKLGANA ILGVSMAAAR AAAAEKNVPL YQHLADLSKS KTSPYVLPVP FLNVLNGGSH 160
161 AGGALALQEF MIAPTGAKTF AEAMRIGSEV YHNLKSLTKK RYGASAGHVG DEGGVAPNIQ TAEEALDLIV DATKAAGHDG 240
241 KVKIGLDCAS SEFFKDGKYD LDFKNPESDK SKWLTGVELA DMYHSLMKRY PIVSIEDPFA EDDWEAWSHE FKTAGIQIVA 320
321 DDLTVINPAR IATAIEKKAA DALLLKVNQI GTLSESIKAA QDSFAANWGV MVSHRSGETE DTFIADLYVG LRTGQIKTGA 400

401 PARSERLAKL NQLLRIEEEL GDKAVYAGEN FHHGDKL 437

The matched peptides cover 63% (279/437 AA's) of the protein.

Protein Name: ENOLASE 2 (2-PHOSPHOGLYCERATE DEHYDRATASE) (2-PHOSPHO-D-GLYCERATE HYDRO-LYASE)
Species: YEAST

NCBInr.yeast Accession # 6321968

MS-Digest Index # 5069

pl of Protein: .67

Protein M. 46914.4 Da

Amino Acid Composition: A8 C1 D30 E28 F15 G35 H10 120 K35 L38 M10 N21 P13 Q9 R14 S30 T20 V35 W5 Y10

Digest Max #Missed Cysteines Peptide Peptide
Used Cleavages  Modified by N terminus C terminus
T s minm s} mamdamida L dvamam LIV Cvan Anid 0 LN
2] '_ l— Local intranet

identificadas

Agilent
Spectrum Mill




Secuenciacion de Péptidos mediante MS/MS:

Los espectros de MS/MS de iones con 2 0 mas cargas proporcionan
una excelente informacion estructural para la secuenciacion de un
péptido

Suelen perder H20
Series X, Yy, mantienen intacto C-terminal

X3 Y3 X Y2 X Yy
N-terminal +2H +2H +2H C-terminal
R, [ O R, | O R, | O R, O
| (I | | I | | I |
NH,—C -~ C+N-—C ——C-—N ——C +=C-+—=N-—-C — C—O0H
H H H H H H H

+2H +2H +2H

a b, ;2 _bz ;3 b,

series a,, , mantienen intacto N-terminal

T_> Suelen perder NH3

- series Y, -, b,- corresponden a una rotura del enlace péptidico (CO-N). La mas probable CID

- series a -, X,- corresponden a una rotura del enlace péptidico (C-C0)

* series corresponden a una rotura del enlace péeptidico (N-C). La mas probable ETD

Pagina 14
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U .5, A G

7 UU  LUU rhenylalanire UUC phenylalanine UUA Leucine UUG Leucine
aS eS e a O S e r O e I n aS UC UCU serme UCC serne UCA serine UCG serne

UA  UAU Tyrosine UAC Tyrosine UAA sTopP UAG sTOoP

UG UGU Cysteine UGC Cysteine UGA sTorP UGG Tryptopnan
CU CUU teucin= CUC Leucine CUA Leucine CUG Leucine
1 1F1 CC CCU Froline CCC Proline CCA rroline CCG Proline
° Se basan e n IaS p rOte I n aS q u e p u ed e n S er C 0 d I fl C ad aS CA CAU Histidine CAC Histidine CAA Giutamine CAG Glutamine
. . . CG  CGU 4rginine CGC Arginine CGA Arginine CGG Arginine
por Ia S eC u en C | a d el g en O m a del Org anlsmo eStUd |ado . |AU  AUU rsoleucine AUC Isolzucine AUA Isoleucine AUG Methionine
AC ACU Threonine ACC Threonine ACA Threonine ACG Threonine
1~ 1A 1 AA  AAU Lsparagine AAC Asparagine AAA Lysine AAG Lysine
Se complementan con la adicion de secuencias Aonammme s m
. GU GUU valine GUC valine GUA valine GUG valine
complementarias. GC GCU diaine GCC aianine GCA Alanine GCG Alnine
GA GAU é4spatic Acid GAC Aspatic Azid GAA Glutamic Acid GAG Glutamic Acid
GG GGU Glycine GGC Glycine GGA Glycine GGG Glycine

» En los ribosomas se leen los nucledtidos del mMRNA
en secuencias de 3 bases (triplete denominado codon)
gue definen el aminoacido que se adicionara a la cadena de la proteina. Hay 64 codones
diferentes, 1 de ellos (AUG generarad metionina) define el inicio de la sintesis de una proteina,
y 3 de ellos (UAA - UGA - UAG) definen el fin de su sintesis.

» Contienen la secuencia de aminoacidos de las proteinas (p.e.: MTEYKLVVVGAGGVGK......)

A: Adenina, U: Uracilo, G: Guanina C: Citosina

» Bases de Datos (BD) /webs de dominio publico:

— Swiss-Prot : http://www.expasy.org/sprot/  (Creada en 1986 por Amos Bairoch en su tesis doctoral y desarrollada
por el Instituto Suizo de Bioinformaticay el Instituto Europeo de Bioinformatica. La caracteristica principal de Swiss-
Prot es que las proteinas que se encuentran almacenadas en esta base de datos tienen un alto nivel de anotacién. Esto
significa que se conoce su estructura tridimensional, la funcién, las modificaciones post-traduccionales, variantes, etc)

— NCBInr: http://www.nchi.nim.nih.gov/protein http://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/proteins/ (National
Center for Biotechnology Information (NCBI) es parte de la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos)

— Web European Bioinformatics Institute (EBI): http://www.ebi.ac.uk/Databases/
— Otras BD Proteinas: dbEST, OWL, MSDB, IPI,......

Pagina 15
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http://www.expasy.org/sprot/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/proteins/
http://www.ebi.ac.uk/Databases/

Motores de Busqueda para ldentificacion Proteinas

« Se encargaran de “comparar” datos (valores de m/z) procedentes del Espectros
de Masas experimentales con los datos contenidos en la BD Proteinas.

« EN MS/MS Aplicara fragmentacion “in silico” (/tedricamente) a las secuencias
de la BD los tratamientos a los que ha sido sometida la muestra en el
laboratorio:

— Reduccion (DTT) de los puentes disulfuro (romperlos) y alquilaciéon (IAA) para prevenir su re-formacion.

— Digestion enzimatica; habitualmente con TRIPSINA. Proteasa que corta a la proteina en los residuos /K-,/R-,\P de
Lisina (K) y Arginina (R), excepto si estan seguidos de Prolina (P) en la direccion del C terminal. Suele proporcionar
péptidos entre 6y 20 AAS

(ideales para secuenciacion por MS).  y_iidation filter: | spectrum-not-marked-sequence-notvalidated ~|  Batch size: [To07=]

— ™ Search previous hits  Max reported hits: |5

Database: INCBInr.200?0224‘fasta.ecoli LI Digest: |TWPS"" LI
Co,ntraSta IaS masas Species: IA” Zl Maximum # missed cleavages: '2_
tedricas con las Protein pl: from[30 [100 ® an Required AAs: [ DisallowedAns: |
experimentales (m/z)
procedentes de IOS Choose... |F'Xed: Carbamidomethylation (C) ‘

espectros de MS o MS/MS.

* Ejemplos: Spectrum Mill, Mascot , Sequest, Profound,

Pagina 16
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Tipos y Modos de Busqueda de Proteinas

Tipos de Busgueda:
« PMF Search (Peptide Mass Fingerprint).

— Trabaja en modo MS. Disponer de “masa exacta” es casi imprescindible.
— Comparara las masas monoisotopicas de los péptidos con las de la BD.
— Se requieren al menos 5-6 péptidos para poder identificar una proteina.

e MS/MS Search

— Trabaja en modo MS/MS. La “masa exacta” ayuda mucho pero no es imprescindible.
— El motor realiza una fragmentacion “in silico” de los péptidos de la BD

— Comparara la masa monoisotopica del péptido (calculado a partir de la masa y carga ion
precursor) y la de los fragmentos (residuos) obtenidos del espectro de MS/MS.

— Con 2-3 péptidos suele ser suficiente para identificar una proteina por MS/MS.

Modos de Busgueda
 Modo Identidad: se compara con las secuencias de proteinas nativas (sin PMT’s

- no modificadas). & &

« Modo Homologia: se compara con las secuencias de _ j_ h‘
) N ) ) ) Truncated sequence:
posibles modificaciones o mutaciones de las proteinas Celet | i‘
nativas (PMT’s — modificadas/ isoformas). eletion sequence: s+

Pagina 17
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Agilent Spectrum Mill: Extraccion de Datos
“Inteligente” y Validacion Automatica de Resultados

File_1d ) & Busqueda

wn
o
5 . en Base de
s File_2.d N D
2 Extraccion atos
v File 3.d
()] —_—
o —
A con Filtros de Sodlo se someten a
N Calidad bisqueda espectros
8 Evita “Falsos Msé/ It\:IdSo:e :
- Positivos” hep Calidad de la
File nd ~ Identificacion
Agiliza la
Filtrado Espectros: revision de
resultados

- Relacion S/IN (en MS y MS/MS)

- “Sequence Tag Length” en espectros de MS/MS: se deben ve | s
detectar las pérdidas de al menos 2 residuos (AAS) , Y e
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Spectrum Mill: Busquedas en Modos Identidad y
Homologia mediante proceso lterativo

Revision Datos y Busquedas adicionales iterativas para asignar el mayor n°

posible de espectros MS/MS de péptidos a proteinas (nativas o modificadas)

Crea fichero con todas las
proteinas correctamente
identificadas

2° Manual

S —>
O
N ——
= Validacion
4 0
32 1° Auto
@
S

]
]

A

Revision Manual de
los Espectros

Busquedas lterativas en Base de

Datos*: 1° modo Identidad: nativas
2° modo homologia: modificadas

Una busqueda por HOMOLOGIA permitira identificar posibles
modificaciones post-traduccionales, y sustituciones de

!

Buenos Espectros Espectros MS/MS NO

asignados a Proteinas:

- Sherenga

aminoéacidos con respecto a las entradas en la base de datos. Se De Novo
suele empezar buscando modificaciones de las proteinas ya identificadas Sequencing

(nativas y PMT’s suelen coexistir)
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Péptidos por su espectro de MS/MS

——ae Secuencia del Péptido

- Agilent Technologies Spectrum Mill - Sherenga de novo Summary i Results
w Summary Settings Protein/iPeptide Summary | Spectrum Summary | Tool Belt m MS. =
Tag
=l | 88 TL TS pajta F
pl M1 o | & | & | ] | q | v | v & ]a] v | E | e | [ | Rasat MH*
sheenget |0 | e ] e Je ] | v | v [ v | e | mmm | 277 12 NEC_0020.
vg MH+ 1557 852 iz TPRdE 702 Labels 248 6 NEC 0020
1. 59e+m . 0020,
o 214 9 48 1.7 NEC_0020.
"s Grow 205 & NEC_0100.
¥
; o ¥ by Vi . ik 193 9 NEC_0020.
2 b, 1 179 9 NEC_0060.
¥
o | *la 189 9 NEC_0040,
10
‘ i by i \ iy Full | 141 9 NEC_0040,
3
NEC_DD60.
L HJ.. ”... b J‘ 5 J..u]lllhl JLJ L al ol | |_l |'.i | Ll " : 140 8 B
200 500 &30 1000 1200 1400 1600 137 9 NEC_0020.
Mass (miz) Allib-y |
sequenceTag sherengaicc
Wy b [ bHzo [ whza [ a [ bnnz [ whHz ¥ e [ aessrzo [ bee [ e [ bz [ bevzo [ wHzpos [ w2HzPos E[199.87] VPGVSF TGAOEVAD [34:
[271.44] DARQGAVVLAVE[185. 3t
|[256 93]LVGEDVHNIM T [362.24] il Highlight m e [ rewza [ vbwnz [ k2 Rank ;I _>| [256.18] LATDNLDLT[196.15] [:
[407.43]NEEENADVVNLH[ 373 .37
LI il ] R ll_l
E_coli_studylcontrol MNEC_0020.1636.1644.2 pkltxt NEC_0020.1636.1644 .2 pkl.mic.htm
Orig.| MS-Tag Sherenga Matched Delta Measured
Rank Scorg Score Sequence Sequence Tag Parent MH+ Parent MH+ Parent miz POderosa
20.31 GLTDAAQQVVAAVEGK [271.44]DAAQGAVVAAVE[185.36] ‘\1555.3234 1.0238 779.4300 “S L] W4 d
gl L1 ]o]alal] e o v v lalalw] e Is] x|l ecuenCIaCIon e
1. 2483 2483 [271.44] o |alal o [s]a]v | v lala] v ]| & |nesze)| 1357.85 779.43 9y .
2 25 e | e [VISIal e folalv [y Ialal vl e el Novo” para secuenciar
g 2B ZE [271.44] oo falal o Js]w lalvlalal v ] & |oeszaf] , ,
- - - [386.42] Jalal o Jolalv | v lalalv] e |nssam . I A d A
4. 24019 2419 prta | oo Jalal o fela]v v lalalw B1437] secuen("a propuesta y OS peptl OS tr I ptl COS
£ 2406 2406 [370.14] lslal o [slalv v lalalv ] e |nssaml] - .
alternativas d
[271.44] al o Ja] o Jola]w [w lalalv] e | nesm)|
B &80 =i [271.44] wils el o [s]wlalv alalv ] e | nessm|] no aSIgna OS a
7. 2383 233 [271.44] wo |a] o [olalv v |alalv] e |nesas]] = 7
8. 2383 2383 [356.17] | v la]l & Jolalv [vlalalv] e |nssam)| nlnguna protelna de |a
9. 232 23_2
base de datos
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Ejemplo Resumen de Proteinas ldentificadas

3 Protein/Peptide Summary - Agilent Spectrum Mill - Microsoft Internet Explorer provided by Agilent Technologies, Inc.

]Eile Edit View Favorites Tools Help

: Llnks > | & ﬁ
| wBack v = v @ [2] 4| Qsearch FFavorites (BHstory | By & B ~

]Agdress |E] http://smibm/milhtml/summaryframe.htm ﬂ 260

Agilent Spectrum Mill I Protein/Peptide Summary I
Spectrum Mill | Summary Settings | Autovalidation | Build TIC | MS/MS Search | Spectrum Summary | Tool Belt m

Results Shown Filtered by Validation Category: all

Data Directory: msdataSM\FE-lab\Group4\Comparison_data
hit table read - SpecFeatures read Files: 123 Hits: 164 Promedio Intensidad
beginning to assemble proteins ... . proteins assembled Espectral Péptidos
proteins filtered by unique peptides -

proteins filtered by score Identificados
proteins rolled up into groups

protein groups ready for display 11 Proteins listed

...................................... Distinct> Distinct Mean
Group Spectra Pentides Summed % AA  Peptide Databas
#) (#) ‘:#) MS/MS Search Coverage Spectral Acce

* Score Intensity

El color proporciona informacion del
nivel de expresién (semi-cuantificacion)

( -expres.) Blanco — Amarillo — Naranja — Rojo —
Granate - Marron (+expresada)

Proteinas
Protein Name ‘ Identificadas

3 3 35.65 7 _ . P06733 |Alpha enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate |
2 2 2 33.37 B 3. 108"'007 P11142 |Heat shock cognate 71 kDa protein. =l
3 2 2 3224 3 [  Pa058 |Heat shock protein HSP 90-beta (HSP 84). =
5 SR : [ ] TR ! =l
Summarlze Results for Review Validation and Sorting Rewew Fields =]
T ot l Boser l Filter results by: ~ Filename r Protein MW T Excel export
: [al ~| ~ Score __Protein pl r L/H |Cys vl
Mode: |[HEEIESTUEING——— Validation preset: m v IMean vI Intensity ™ Species r Category

~ Accession #
=l ~ Protein name

S
Data directories: Select ... SortpRtome byl Sooro

Filter by protein score: |
v FE-lab\Group4\Comparison_d ok
| l Filter peptides by:
4 »

- Score: E 9 % SPI: @ |70
Search result files: > = =
o =z  Parametros para Filtrar y Clasificar

los resultados mostrados
o (0 para mostrarlo todo)

Scores” > 20 indican identificacion con buena calidad |—,—

*u
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Ejemplo de Spectrum Mill “Scoring Overview”

o Points 't U Y (KIEAAPAAAPAAAAAK(D) Vi,
42215 | Subtracted fo
unidentified
/ peak bH, 0 ¥y
I:-? HED
_ be-H.,0 e
2-8(y|:?' 1:. b4 lI-IED | | | y+ 1|| IE 1 |'!Iri|:I 1
400 S00 go0 o0 200 00
hia== (mJz]
Yy y 1.50 7 x 1.50 = 10.50 Score
b ions 0.50 1x .50 =0.50 12.00 - .028 = 11.97
aions 0.25 0x 0.25=0.00 « Note: Not all counted ion
h in table.
b-NH,, y- NH, | 0.25 0x0.25=000 | Ybesmownniens:
 El valor de las asignaciones
b-H,0, y-H,0 | 0.25 4x025=1.00 depende del tipo de instrumento.
”p S lcul los 25 i
Total positive 12.00 mées?ﬁtgﬁsi‘;?” 05 =2 1ones

Otros motores de busqueda utilizan “scores” puramente estadisticos (p value).
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Posibilidad de Contrastar Fiabilidad Identificacion por
Comparacion con Busquedas MS/MS en Modo Reverso

Agilent Spectrum Mill - MS/MS Search

| Search |

Reset

I SE SEelEl SeE SEilngs | | " Remove all prior MS/MS Search results

seledt.. | DemolQTOF

Validation filter: |spedrum-nDt—marked-sequence-not—validatedLI Batch size: |1DD v|

" search previous hits  Max reported hits: |5
Database: INCEIInr.2lJD?EI224.fasta.ecoIi

|

| Digest: | Trypsin
Species: IA” Maximum # missed cleavages: I:2

Protein pl: fr0m|3-D t0|1D.D F an Required AAs: I Disallowed Afs: I

Choose... |Fixe<l: Carbamidomethylation (C)

|

Matching Tolerances Sr—icnn

" Disable match filtering {SPI, STL, S/N filter)

Minimum scored peak intensity: |5U %
Instrument: |Ag|lent ESIQ-TOF

¥ Calculate reversed database scores

I PO ==

¥
I Dynamic peak thresholding

Search mode: IIdentity

=
Masses are: IMDnulsotuplc _I
Precursor mass tolerance: +/- |2— IF’F‘m :"
Product mass tolerance: +/- |5D

Maximum ambiguous precursor charge: IE
[T Sequence tag length: IE |3_

Minimum detected peaks: |4

|

Spectrum files {./cpick_in/):

*,pkl
*.dta
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Para valorar la fiabilidad de la
|dentificacion, para todos los
candidatos gque pasen el filtro del
0N precursor se calcula también
el factor de similitud con respecto
de la busqueda frente al reverso
de la “secuencia interna de
aminoacidos” del péptido
candidato.

* Por ejemplo:

Candidato: SAMPLER
Busqg. Reversa: SELPMAR

Cuanto mayor sea la diferencia
entre ambas busquedas mas
fiable sera la identificacion.

Agilent Technologies




Localizacion de PMT’s con Agilent Spectrum Mill: representacién

Asignacion de lones a Fragmentos de la Secuencia del Péptido y sus
Modificaciones con respecto a la proteina identificada en la base de datos

miz

# Score Spectrpm Modification Sequence Map Measured
Intensity (Da)

1 1454 183e+008|T15t 5125 S135|(K)Y S 4 W L R/L|P C|N}I|s s _EVEVK(S) 72266

modificaciones

* Los simbolos: / | \ indican los fragmentos que se han identificado en el masas.

* Sus colores indican a que tipo de residuo corresponde:
Rojo: iones y (carga en grupo amino — fragmento lado C-terminal)
Azul: iones b (carga en grupo CO — fragmento lado N-terminal)

* “"Modification”: indica las puntos de modificacion del péptido. Los AAS modificados se
indican con su letra en minuscula
p.e. puntos de fosforilacion:t en Thr / s: en Ser / y en Tyr

» Para evitar identificaciones duplicadas SpectrumMill agrupa m—m

todas las proteinas homologas (modificadas —-mutadas-. unerony
como 1 sola proteina (la forma nativay sus modificaciones Pﬁy Alpha enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate =
- PMT’s- suelen coexistir). ool (ECa 2 I Doospme D oot

Alpha enolase (EC 4. 2 1. 11) (2-phospho-D-glycerate
Enolase (EC 42.1. 11) (2 phosphoglycerate dehydrat
Alph C 4.2.1.11) (2-phospho-D-gl
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ldentificacion y
Cuantificacidon
de Proteinas
mediante
LC/MS.

Programa:

3.- Cuantificacion de Proteinas mediante LC/MS.
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Cuantificacion Relativa Multiplexada de Proteinas
mediante LC/MS con Etiquetado Isotopico

La estructura semejante de los péptidos permite etiquetar
X muestras con distintas etiquetas isotopicas para poder
analizarlas conjuntamente y cuantificarlas relativamente con
1 solo analisis (multiplexado).

Técnicas de cuantificacion relativa:

» Por metabolizacion SILAC

« Etiquetado antes digestion: ICAT (c13,D) (MS)

* Después de la digestion: iTRAQ (MS/MS), O 16/18 (MS),.....

ITRAQ —plex8:
Mta 1 Mta 2 Mta 3 Mta 4 Mta 8 o : - _
Pep-NH2| [Pep-NHZ] [Pep-NAZ] [Pep-NHZ| m m m m [Pep-NH2 *,| Zoom view of iTRAQ reporter ions
f f f f f 18 0.3 ppm 11510764 -5.7 ppm
1j: 114.1‘1123 -1.5 ppm
184 |1 186 || 187 | | 188 192 |Balance i vis/vis
Lo . . . . T 14 pIeX 4 117.11545
8 . = = = 0.8+
121 | [ 119 | [ 118 | [ 127 Reporter .

* Agilent Spectrum Mill software. Permite cuantificar relativamente con cualquier tipo de etiquetado
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Expresidon Diferencial mediante Etiquetado ICAT
a nivel de Péptidos y Proteinas

Healthy sample

protein mixture

Combine Affinity LC/MS/MS of
and digest separation ICAT tagged
protein of Cys-containing
i mixture peptides peptides
Diseased sample La?q%lav\\/”th
protein mixture ICAT t;
i # Filename z Score S[EET Cysteines lahifjgeesto Protein Hame
Intensity heavy #
1 ICATtopd 020219.1064.1064.0 2 1377 1.45e+007 |CAT-DO 0.550 115114 | Apratinin
2 ICATtopd 0D202121089.1093.2 2 1337 B.3%e+107 |CAT-DS 1.014 128293 | avalbumin
M d P 4 t'd 3 ICATtopd 020219.1094.1097.2 2 1373 6.54e+007 |CAT-DO 1.031 129293 | avalbumin
o o ep I o 4 ICATtopd D20219.072507252 2 1210 1.09e+107 |CAT-DO 1.334 1351907 fbavine serum albumin
S ICATtopd 0202191067 10720 3 10.95 7.98e+007 |CAT-DS 0.763 1351907 f bovine serum albumin
B ICATtopd D202191068.1073.0 3 1540 B.24e+107 |CAT-DOD 0.8459 1351907 fbavine serum albumin
7 ICATtopd 020219.0963.0963.2 2 1443 4.21e+007 |CAT-DS 0.666 1351907 f bovine serum albumin
8 ICATtopd DE2O18.07220/222 2 1264 7.8%9+J06 |CAT-DB 1.314 1351907 fbavine serum albumin
9 ICATtopd D20219120212022 2 11.57 8.58e+J06 ICAT-DS 0.813 1351907 f bovine serum albumin
i Distinct Mean
Distinct - ICAT ICAT ICAT
BTy EfAE Peptides SNOTEE il e light'heavy| light'heavy light'heavy Datah_ase Protein Name
# [d] u MS/MS Search Coverage Spectral std dev) @ pairs) Accession #
# Score Intensity ([t € p
1 14 - 130.27 15 - 0.70 0.14 B 4557871 Itransferrin v[
MOdO Protel’na 2 B 4 £4.04 9 3.53e:007 095 031 3 1351507 | | bovine serum albumin =]
3 1 1 2075 9 1.15e+007 0.00 0.00 0 70361 IMyogIobin 'I
4 2 1 1570 2 0.1 0.00 1 71826 |fibrinogen heta chainj
a 1 1 1377 13 1.45e+007 059 0.00 1 115114 IAprutinin 'I
53 2 1 13.73 3 1.02 0.00 1 129253 Iovalbumin vl
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Spectrum Mill: Comparacion “Label Free” de Expresion de
Proteinas ldentificadas: Liiuido Synovial de 33 Candidatos

Artritis Reumatoide Erosiva
A

Noﬁosiva

Para facilitar su lectura aqui sdlo se 3
-~ . —=ynuestran 10 de los 33 candidatos o @
[« =2
o &
E 51 _Era% |[E_59_Br26 |[E G5 Br3S |E_G7_EBrd? |E_70_Brdd (N 52 Br29 [N 54 Br2g [N 58 Er3d [N G5 _Bra6 |M_E6_EBrad S 8
#spectra | # spectra | # spectra | B spectra | ®spectra | # spectra | # spectra | # spectra | & spectra | & spectra  |Protein Hame o =
irtensity | intensity | intensity | intensity | intensity | intensity | intensity | intensity | intensity | intensity g_ s
S 2
® O
w0

0 2 1

0 0 1 4

0.00+000 -- 0.00e+000 | 0.00e+000 | 4.19e+007 - C-REACTIVE PROTEIN PRECURSOR <

1] 0 1] 1 0
-|u.nue+uun 0.00e+000 | 0.00e+000 | 4.01e+007 |u.uue+nuu RHO GDP-DISSOCIATION INHIBITOR 2z

RIEENR
IEEEE: BREEEE

S.80e-+H107

0
0.00e-+H100

0
0.00e-+H100

0.0de-+H100

0.00e-HI00

a
0.00e+100

2
2.7 2eH107

1.EEa+HIOT

0.00e-+H100

PROFILIN |

HBEOGLOBIN ALFHA CHAIM

IWMtAUMOGLOBULIM J CHAIN

APOLIPOPROTEIN O PRECURSOR

i E

So53eHI0T

0.00e-+H00

0.0de-+H100

1
2. FEe+l07

0.00e-HI00

1
E.Oda-+HI07

0
0.0de-+H100

inter-alpha-trypsin inhibitar family heawy

14-3-2 PROTEIM BETAALPHA(PROTEIR

1]
0.00e-+H00

0
0.00e-+100

a
0.00e-+H00

1]
0.00e-+H00

':.I

0.00e-+H100

lg G1 H Mie

<=

BEN: RERAEE

0.00e-+H00

':l

0.00e-+H00

1]
0.00e-+H00

0
0.00e-+100

a
0.00e-+H00

1]
0.00e-+H00

0
0.00e-+H100

OSTEOPONTIN PRECURSOR (BOME SI-

0
0.00e-+H00

0
0.00e-+100

a
0.00e-+H00

0
0.00e-+H00

0
0.00e-+H100

TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE |f_TII'-.-1:]<:|

Liao, H. et al, Arthritis & Rheumatism, (2004) vol. 50 pp.
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Cuantificacion Absoluta de
Proteinas mediante: LC-
ICP/MS

« Al cuantificar a nivel “atomico”, la técnica de
ICP/MS (ICP/Q & ICP/QgQ) permite la cuantificacion absoluta a partir
de atomos procedentes de patrones de moléculas/péptidos distintos a
los de interés para cuantificar.

« Cuantificacion de Metalo-proteinas mediante LC-ICP/MS.:

— Ejemplo: “Determination of Ceruloplasmin in Human Serum by Immunoaffinity

Chromatography and Size-Exclusion Chromatography-ICP-MS”. Nota Aplicacion 5989-
5304EN

« Cuantificacion de proteinas mediante LC-ICP/QgQ a partir de péeptidos
conPo S.

— La elevada sensibilidad de la técnica ICP/QgQ permite cuantificar bajos niveles de
fosfopéptidos y péptidos con azufre.
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Life Sciences Applications with Cap-LC
Coupled to ICP-QQQ

Accurate low-level quantitative analysis of S and P (as SO+ and PO+)

B2->48 (2)
X108 | y = 34024169 " x + 53925713
1|R=09%%

Cap-LC ICP-QQQ gives quantitative analysis
of proteins/peptides, based on S/P response.

Methionine (S)

1000 " 2000 3000 180000 = phosphopeptides
onc(ppb)
B1->47 (1) caplLC-QQQ
e p-ssmgr o 130006: 7 ' :mol each BNPP
DL =
1 120000 -
= » 90000 +
i
60000 +
0.54
30000 +
BNPP (P)
o a
1000 2000 0
Conclppb) L] ¥ ¥ T T T
5 10 15 20 25 30 35 40

BNPP - bis (4-nitrophenyl) phosphate

Agilent Technologies

Courtesy Jorge Ruiz Encinar



Cuantificacion Especifica con SISCAPA*: Pre-concentracion de

Péptidos “Target” y Simplificacion de la Muestra

Direct injection of unfractionated plasma digest

10nL plasma .
- — -
0) >0 —> EE 'l E i
-

SISCAPA enrichment of targeted peptides

non-specific '
binders

-
I 1000x larger digest Reduced ion

| I+ Same _
I input volume suppression | LC-MS/MS

6.5 am from Sam

=
—
T
N
.

XIC.o M0 (11, pae: 621.3926.5 am from Sampl 1 (190007 CapP... - (O [X
e T e e

N

>1,000-fold increased
MRM assay sensitivity

* SISCAPA: Stable Isotope Standards and Capture by Anti-Peptide Antibodies
Leigh Anderson -Leigh Anderson Anderson Forschung Group —Washington. (“Padre SISCAPA” trabaja con Agilent QqQ’s)
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An automated protocol has
been developed implementing
SISCAPA immunoaffinity
enrichment of biomarker
peptides prior to quantitation
by mass spectrometry. In this
protocol, magnetic beads
coated with anti-peptide
antibodies bind specific
target peptides from tryptic
digests of samples such as
plasma and serum, after
which the beads are washed
to remove unbound peptides,
and the bound, purified
peptides are eluted in small
volumes for injection into an
LC/MS/MS system. Internal
standards (stable isotope-
labeled versions of the same
peptides) allow accurate
guantitation. The Agilent
Bravo implementation allows
SISCAPA processing of 96
samples in less than 30
minutes.




¢ Patrones para Cuantificacion Absoluta?: Sintesis de
Proteinas mediante Células Competentes para
Expresion de Proteinas.

Agilent ofrece:
« Kkits para hacer mutagénesis y clonaje para la previa sintesis de la misma.

» Vectores y células para expresion de proteinas dependiendo de la
naturaleza de la mismas (téxicas,

con alto contenido en

Codon bias? General protein Toxic proteins?

GC 0 AT...). | expression...
GC-rich AT-rich | !
genome genome v
BL-21 BL-21-Gold
BL-21 (DES3
‘ ‘ ( ) (DE3) pLysS (DE3) pLysS
BL21- BL21-
CodonPlus CodonPlus
(DE3)-RP (DE3)-RIL Increased Transformation Tightest control
Efficiency
-OR-
BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL 1
BL-21-Gold (DE3) BL-21 BL-21-Gold
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Tightest Control

BL21(DE3)pLysS cells are ideal for use with T7 promoter-based
expression systems (e.g., pRSET, pCR®T7, and pET).
BL21(DE3)pLysS E. coli carry both the DE3 lysogen and the plasmid

BL21-CodonPlus-
RP

BL21-CodonPlus- pLysS. pLysS constitutively expresses low levels of T7 lysozyme,
RIL which reduces basal expression of recombinant genes by inhibiting
basal levels of T7 RNA polymerase.
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ldentificacion y
Cuantificacidon
de Proteinas
mediante
LC/MS.

Programa:

4.- Conclusiones.
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Conclusiones

« Una adecuada preparacion y simplificacion
de la muestra mediante adecuadas
estrategias de “eliminar” proteinas
mayoritarios y una buena separacion de
las minoritarias es clave para el éxito del
analisis de proteomas.

« LC/MS/MS (y a poder ser con masa exacta), combinado con potentes
motores de busqueda, permitira identificar proteinas en muestras
complejas, a partir de los espectros de MS/MS de péptidos procedentes
de su digestion enzimatica (habitualmente con tripsina).

« El etiquetado isotopico multiplexado, permitira a partir de 1 Gnica
Inyeccion, cuantificar relativamente diversas muestras
simultaneamente (de 2 a 8), mediante LC/MS o LC/MS/MS.
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www.proteomics-lab.com

Biomarker |
Discovery

_ Protein Quantitative
4 ;«1 |dentification Proteomics
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¢Preguntas? P
.....
o... ...o

www.metabolomics-lab.com
www.proteomics-lab.com

Estamos a su disposicion en:
http://mwww.chem.agilent.com/es
customercare_spain@agilent.com

Tel. 901.11.6890

RO

A VTR

Isidro Masana e
Especialista de Productos LC-CE/MS S
AGILENT TECHNOLOGIES 901.11.68.90
isidre_masana@agilent.com M a,S S

Sbc/tacular
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