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Tandem
Tomegspektrometria

Tandem Tomegspektrometria

 Tandem tomegspektrometridanak nevezziik azokat a
modszereket, amelyek sordn gazfdzisd fragmentdcids
folyamatokban anyaion-lednyion kapcsolat hatdrozhato
meg.

Az ionizdciot kovetden a témeganalizis sordn a
kivdlasztott iont Gjabb reakcioba vissziik és az igy nyert
fragmenseket tomeg/taoltés értékiik szerint
szétvdlasztjuk.

- Ily médon a vizsgdlandé ionrél djabb tomegspektrumot
vesziink fel.
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Tandem témegspektrométer
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ionizacio gerjesztés detektalas
tdmegszelekcio tdmegszelekcio

Miért fontos?

Szerkezeti informdcié (nem csak molekulatomeg):
- szerkezetmeghatdrozds

- alkalmazads pl. peptidszekvendlds, izomerek
megkiilonboztetése, metabolitkutatds, stb.

Szelektivitds novelése:

- hatékonyabb mintaelvdlasztds:
a kromatografiat kiegésziti ill. helyettesitheti

- a kémiai zajszintet csokkenti




Masodlagos gerjesztés

Ha a belsdenergia nem elégséges a fragmentaciohoz,
mdsodlagos gerjesztés, litkoztetés:

- 6az molekulakkal (CID, collision induced
dissociation)

- Fellilettel (SID, surface induced dissociation)

- Fotonokkal (PID, photon induced dissociation)

- Elektronokkal (ECD, electron capture dissociation)

- Elektron atadds (ETD, eletctron transfer dissociation)

Utkéztetéses aktivdlds (CID)

Legelterjedtebb és legegyszer(ibb gerjesztés (egyszer(ien kivitelezhetd,
kereskedelmi késziilékek esetén leggyakoribb)
Gaz molekuldkkal iitkoztetjiik az ionokat (nemesgdz, nitrogén)
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Mi torténik? — a kinetikus energia belso energiava alakul
- az ion nagyobb mértékben ill. mas Uton is fragmentalddhat

- egyéb folyamatok: toltéscsere, szorddas, kémiai reakcio
(kulonféle ,triikkokkel” csdkkentik, pl. kvadrupoldl cella)




Utkoztetéses aktivalas (CID)

A molekula méretének névekedtével a fragmentdcio
mértéke csokken.

Okok:
- lassabb reakciok
- kisebb tomegkozépponti litkozési energia

Megoldas?

- Fehérjék: emésztés + tandem tomegspektrometria

- Sokszoros ilitkozések (ion csapda késziilékek esetén)
-Feliilettel torténé utkoztetés (szektor késziiléken)
-ECT,ETD

MS/MS! - keszilek: fipusok

Sectors
Quadrupoles

Ion traps
Time-of-flight (TOF)

Fourier-transform
FT-MS or FT-ICR

Hybrids

v Va(ionok egy térrészben

tartézkodnak, idében mds torténik veliik,
ioncsapda, FT-ICR)

MS/MS spektrum jelentésen fiigg a késziilék tipusatéll
Kvarupélok és ion csapddk a legegyszer(ibbek, leggyakoribbak



Utkoztetéses aktivalas szektor késziiléken

* nagyenergidju itkozések
* az anyaionok kinetikus energidja 3-10 keV (tipikusan 8 keV)
* egy vagy nhéhdny iitkozés (csak az ionok toredéke iitkozik)

- a fragmensek kis intenzitdstak (kevés idé dll rendelkezésre a bomldsra )

Utkozési cella

Magnetic )
anuglyser Electrostatic
lyser

— lon source

Electron mulliplier

lon repeller

Utkoéztetéses aktivdlds kvadrupél késziiléken

« Kis ill. kozepes litkozési energia
* Kinetikus energia 1-100 eV kozott ‘
* Tobbszoros iitkozések, int. frag. - H-;:::::::‘_f

+ Vdltozatos pdsztdzdsi médok ’

eProduct Ton Scan szerkezetigazolds!

ePrecursor Ton Scan molekulaion keresés

*Neutral Loss jellegzetes vdltozdsok (pl. vizvesztés
keresése)

eMultiple Reaction lehetséges szerkezetek monitorozdsa,
Monitoring (MRM) kvantitativ mérések




Utkoztetéses aktivdlds ion csapda késziiléken

« Kis energidju litkozések (1-50 eV)
« Sokiitkozéses gerjesztés (msec)
+ MS" (szerkezetkutatas!)

ThermoFinnigan ion csapda

Példa: (MS3)

MW 384.3
Cyr Hiy O

Vitamin Dy (Cholecalciferol)




MS/MS: product ion scan

gerjesztés

[ B

H\—'_'_'_'_

N

fonizdcio vizsgdlando ion SCAN:
kivdlasztdsa a framensek
meghatdrozdsa

Példa:product ion scan
: ‘|':M+NH4]+

[M+H]*




Relativ intenz

product ion scan

fonizdcio

Leucin

I1zoleucin

OH-Prolin

m/z [Thomson]

a lehetséges fragmension
anyaionok kivdlasztdsa

meghatdrozdsa
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Példaﬁ: 7ib’6I szérmazik az m/z 57?

- Vércseppbél szabad zsirsav meghatdrozasa
szdrmazékképzéssel, kromatografia nélkiil

- Zsirsavak kozos fragmense m/z 57

fonizdcio

“T'’koleszterin

SCAN, XXX Da-nal
kisebb témegnél:
adott (pl. viz)
elimindcio detektdldsa

a lehetséges
anyaionok
meghatdrozdsa
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Példa: m/z 102 (butilészter) vesztés

- aminosavak meghatdrozdsa vércseppbdl
butilezés (~ppm szint, elvdlasztas nélkiil)

multiple reaction monitoring, MRM

gerjesztés

[ N

| | \——_— I | —

N

lonizdcio adott prekurzor adott fragmens
kivdlasztdsa kivdlasztdsa
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Szelektivitas novelése

100 pg minta/ml plazma

HPLC-TIC

7 min (24 seans) from RS2SPK

molekulaion

2.0 3450
N " 1 3910
00
‘

 HPLC-MS/MS

Adatfugg6 (data-dependent) mérési mod

e Majdnem minden tipusu analizatoron hasznalhato
- Feltétel: MS és MS/MS felvételek gyors
valtoztathatésaga
e Folyamata:
- 1) normal témegspektrum felvétele
- 2) Ebbdl kivalasztjuk az érdekes csucsokat
- 3) amirél MS/MS felvétel késziil
e Alkalmazasi terllet

- pl. proteomika (ismeretlen fehérje meghatarozasa
HPLC-MS(MS) segitségével)

13



Adatfugg6 (data-dependent) mérési mo

MS/MS
spektrum /

7

I

LL

MS mérési technikak

Normal spektrum
Selected Ion Recording
Product Ion Scan
Precursor Ion Scan
Neutral Loss

Multiple Reaction

Monitoring (MRM)
Msn

Adatfiiggé mérési mod
(DDA, Survey)

molekulatémeg informacié

Kvantitativ meghatarozas, szerkezetkutatasi
célokra nem el6nyGs

szerkezetigazolas!

molekulaion keresés

jellegzetes valtozasok (konjugatumok keresése)
Kvantitativ meghatarozas,

lehetséges szerkezetek monitorozasa

Szerkezetkutatas

Ismeretlen minta szerkezetvizsgalata (pl.
fehérék enzimatikus emésztése)
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Kapcsolt technikak

+ Gazkromatografiaval (6C-MS)
- Folyadékkromatografiaval (LC-MS)

- Kapillaris elektroforézissel (CE-MS)

15



GC-MS - general comments

v works with EI (or CT) ionization
v’ quite straightforward , no serious problems

some problems with narrow-bore and wide-bore columns
excellent sensitivity monitoring a few compounds

to obtain good quality full spectra is less sensitive

basic understanding of MS is essential, e.g.

molecular mass is not always evident in ET
many compounds fragment similarly in ET
computer search is often erroneous

spectra interpretation is necessary (difficult!)

consider options with CI, negative ionization, tandem MS

HPLC + Tomegspektrometria

HPLC: komponensek elvalasztasa (izolalasa)

Tomegspektometria: komponensek azonositasa,
szerkezetmeghatarozasa

ortogonalis informacidk

NAGY VAKUUM

2 Tws

HPLC

ELEKTRONIKA

16



Miert fejlodott ki a HPLC-MS?

L NAGY VAKUUM
Kromatografia

ELEKTRONIKA

gyogyszeripari analitika

kombinatorikus kémia , HPLC-MS:
GC-MS sikere oriasi igény

biokémia — makromolekulak

HPLC és MS osszekapcsoldsa (interfész) a szlik keresztmetszet!

Torténeti attekintés

Electrospray w/ » DLI-El Year
mobility

ity { Direct Liquid Introduction 70
1970 Dole, 1968 | Elestren inpact lonizaton
* DLI-CI Chemical lonization | Tarose, 1967
Camoll & Homing J97a 3“‘“:»‘;‘;‘1’;’;" E A\
< . Moving ‘786
Y lon Evaporation LC DLICI 4 Bolt-El
| Thomeon, 1078 Henion. 1978 McFadden 1976
|
\ 9 FAB 80
) Moving Baber. 1942
1980 e
\ Hitd Neb APC|
ESi ESI | * Henion, Thomson
Y amasnita® Alexandrov, 1962 Particle Beam 85
Fem, 1

1990

2000

2010 Mass Spectrometry Reviews, 28, 870 (2009)




Torténeti attekintés

1970

1980

1990

2000

2010

Torténeti attekintés

1970

1980

1990

2000

2010

MS, mintaadagolas A moédszer
HPLC-n keresztl kifejlesztése
!:f:};wc;;:m‘,o" o B u..‘;f".;é;'"“:" ‘ rémc:lseam ;.;.,'85
/| elsé Electrospray ionforréssal rendelkezé [
ton kereskedelmi késziilék megjelenése { <0

Mass Spectrometry Reviews, 28, 870 (2009)

MS, mintaadagolas A modszer
HPLC-n keresztil kifejlesztése
fe:ETig\E/ Ayc;}'jé lon Spray o .-':W"(:" Psmc:‘ e Fll;ﬂ.as
i o o Browre? 1984 1o, Lnfioss
| 90
s ‘95

Mass Spectrometry Reviews, 28, 870 (2009)
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Torténeti attekintés

1970 -
MS, mintaadagolas A modszer
HPLC-n keresztil kifejlesztése

1980

HPLC-MSD
(Mass Selective Gyors elterjedés

Detector)

2010

Torténeti attekintés

1970 :
MS, mintaadagolas A modszer
HPLC-n keresztil kifejlesztése

1980

HPLC-MSD

(Mass Selective Gyors elterjedés
Detector)

2010 (high performance mass Egyre ipbb analitikai
spectrometer) parameterek

19
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Publikaciok
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HPLC - MS

0
1991 1993 1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011

NAGY VAKUUM

ns
(egyutt, on-line: )

Hatékonyabb (egyszeriibb problémamegoldas)

ELEKTRONIKA

Egyszerlibb mintael6készités
Megbizhatobb
Jol megvalosithato

MS mint detektor

v Erzékeny (1012g, 1015 mol)
4 Gyors (>10 Hz)

v/ : »

X
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kromatogram tipusok

v Total ion chromatogram (TIC):
all ions considered; analogous to FID or UV
relative sensitivities/peak intensities may differ significantly!
v" Base peak chromatogram (BPI)
similar to TIC, but less sensitive to ‘chemical’ noise
v" lon chromatograms (selected, extracted, SIM, SIR, XIC)
Intensity profile of a given ion is followed in time
Molecular ion — given compound can be monitored
Fragment ion — given compound type or presence of structural unit
v" Tandem MS chromatograms

Selected or multiple reaction monitoring (SRM, MRM)

Very selective and specific; chemical noise can be filtered out

lon kromatogramok

Céltdl fiiggé kromatogram tipusok haszndlhatdok

agyhomogena‘rum Total Ion Chromatogram (TIC) :

Base Peak Intensity (BPI)

Reconstructed Ion Chromatogram
(RIC), m/z 339.5




lon kromatogramok

e Felbontas javitasa
- Teljesen egybeesd csucsok is meguldnbdztethetdk
- komplex minték esetén fontos

3ieg, 1. het

101019-FA-03-SIR TIC

1004

3
1 T T T T T T T T Time
5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00 6.20 6.40 o

Selected ions

T T Time

e  mitoszok” az HPLC-MS-rél

- Toémegspektrome lektiv detektor
(olyan egyszer(, min
- MS béarmilyen

- Nemsz

eényekkel hasznalhat6
&0 mindent megold

es érteni hozza, a szami

e NEM minden anyag detektalhat6 az Tonic
MS-ben
e Jelintenzitas aranyos a
koncentracidval, de kiléonbdzé tipusu
anyagok esetén tobb nagysagrendbeli
kilbnbségek lehetnek
- Metil-benzoét vs. tributilamin
~5 nagysagrend kilonbség!!! o
e Elnyomasi effektus (ion supression) Ne”*"“'IOI 102 103 100 100
Molecular Weight (Dalton)

Electrospray/Ionspray

Polarity

22



HPLC-MS korlatal

v’ Ionforrds holttérfogata - " TIC

cslcsszélesedés

UV detektor és MS egyardnt .
kapcsolhaté a felbontds rovdsdra R B

UV és MS eltérd érzékenység .2
MS - tipikusan jobb érzékenység,
kiilonosen ionkromatogramokat
vizsgdlva
- . ST A~
v’ Pufferek: ESI érzékeny a sékra R B P

csak illékony, kis ionerdsségi pufferek
amménium-formidt/acetdt alkalmazhaté, foszfat puffer TILOS!

.Klasszikus" mészerekben forszfdt puffer --- nem kompatibilis
v’ Oldészerek: nagytisztasdgl oldészerek
V' Aramldsi sebesség fiiggvényében mds ionforrds

> 0.5(1.0) ml/min felett ,splittelés” sziikséges
0.005 - 0.5(1.0) ml/min tartomdnyban ,hagyomdnyos" ESI forrds
<0.002 ml/min alatt nanoSpray forrds

Asbitrary unit

“Arbitrary wnit

Technikal valtozasok,
tendenciak

23



V" Sokkal egyszer(ibb haszndlat
v’ Megbizhatébb berendezések
Robosztusabb
Folyamatos miikodés
.Dedikdlt" késziilékek
Automatizdlds, robotizdlds

DNNERN

mintael6készités - HPLC - MS - bioinformatika
egyre nagyobb mértéki integrdldsa

Egyre gyorsabban elavulnak

Integrdlt egységek
drdga csere-darabok
(hdzi) javitds alig mikodik

Jo, jobb, legjobb....

[ Egyre jobb paraméterek ]

v’ jobb érzékenység
v nagyobb felbontds
v' pontosabb témegmérés

v gyorsabb spektrumfelvétel
v nagyobb dinamikus tartomdny

ET érzékenység 1980-2000 kozott
2-3 évente megdupldzédott

24



Javulo parameterek

SYNAPT
‘ Waters QTOF ’ 17,500 Res. SYNAPT G2
(Gali Attilatol) 5x Sensitiviti] 40,000 Res.
X 2ppm 50x Sensitivity
[ Q-Tof Ultima Dynamic range 4
=+ +| 17,500 Resolution 2009
g; psrﬁ nsitivity SYNAPT G2-S
= 40,000 Res.
2000 S
150x Sensitivity
Q-Tof 2 1ppm
10,000 Resolution Dynamic range 4
2x Sensitivity 15 év alatt: 011
5ppm V16 p
1998 tdmegpontossag 5x
v'felbontas 8x
Q-Tof v érzékenység 150x

5,000 Resolution
1x Sensitivity
Sppm

1996

Nagy teljesitokepessegl MS modszerek

Ujdonsdg: nem a specidlis MS médszerek kifejlesztése, hanem ezek
HPLC-vel t6rténg csatoldsa - gyors elterjedés

v" Nagyfelbontas (HR) ionizécio kivélaszt analizis
v’ Pontos témeg — elemi dsszetétel -

. 2 a msivs | @ o ® @ @00
4 Izot6pok elvalasztasa ° I ‘o‘ ‘

v' Tandem témegspektrometria

v Tomeg szerinti elvalasztas
+szerkezet meghatarozas

v Gerjesztés: CID mellett ETD, ECD
v lon mobility (Synapt)
v" Molekula hataskeresztmetszete

szerinti elvalasztas — Gjabb
dimenzié!!

fragmentécio

%X 0D = 6 FE[CaE

.i [Eu——
]
° MMUM?H“&“WH




Nagy teljesitdkepességu MS modszerek

Készuléktipusok:

v Kvadrupdl (Q, QQQ) kvantitativ vizsgdlat, MS/MS (MRM)
.workhorse" késziilékek
v loncsapda nagy érzékenység, szerkezetfelderités
(Ms")
v’ Repillési id6 Pontostomeg, széles témegtartomdny
(TOF, QTOF)
4 Orbitrap

Cstcskésziilékek, legnagyobb felbontds

v' FT-MS (FT-ICR)

Conventional Ion Mobility Spectrometers

Tons are accelerated through a gas cell

v’ Slowed down by collisions (“viscosity") Electrodes
v Depends on cross section (ion shape/size) /\

I DN D D D N D e
From lon o To
Source O. © QQ lon Drift / Separation Region Detector

— oé‘o (high gas pressure) —
0-00®
I DN D D D N e e
GATE -
Electric Field

Intensity

Courtesy of
A. Gali, Waters Drift Time




lon mobility MS (ion chromatography)

v specialized MS technique
ion chemistry, 1007
“low throughput”, (GRGDS)™ (spGRe)=
few specialists 80 |
v adapted for HP MS 9
instruments: 2 0
(works well with HPLC-MS) 3
Waters Synapt, Synapt 62 =
> 407
Separates compounds ﬁ
Yields approximate 20
cross sections
v other companies also utilize o b
the same concept 2 25 3 35 4 45 5

Arrival Time (ms
Courtesy of A. Gali, Waters

Retention time + drift time + MS

Driftscope - C:\group_share\GSK_13_04_7.raw:1 FEx
File Edt View Display Tools Help

= | @ |[Jwld] %Bd%[ X O] D | E[ e [TFE | @@ I
B (n.nnm.us)(gnn)(sn;nnny‘ ) ) ) ) (4.2,8825) ZD
? ? ; ? 5 Retention Time
& Intensity

0 2o Ao 8l 100 11.99

(0.00_11.99) (1_200) @0_to00) max: 9.95 Dt Time (milli secs)

3D
Drift Time,
Retention
Time
& Intensity
008,y S etention Tme (ins) 10 11.99
B 0001300200 (50_t000) 0277421)
e 3 3 3 3 2D
Qﬁﬂ% """"""""" """""""""" """""""""" M/Z &Intensity
mdk MNA u3 }L_L“L“l 11 .l “’AEMLAALA Lo
050 2000 400.0 . 500.0 800.0 1000

Christine Eckers et al., GSK UK, Rapid Communications in MS (in press)



Amit mindenki szeret; Automatizalas

Automatikus adagolds vv
Frakciészedés + MALDTI 'spotting’

¢ | Robotizdlt mintakezelés (pl. szdrmazékképzés)

~ ? Automatizdlt (on-line) mintael6készités

Automatikus MS spektrumfelvétel vv

(data dependent analysis, survey scans)

v'?

Robotizalt mintakezelés

v Technikailag megoldhaté
v Rendkiviil drdga
v Nem elterjedt

Automatikus spektrumértékelés

(proteinazonositds, kvanti értékelések)
Integrdlt statisztikai értékelés
(kemometria)

28



MALDI automatizalas

Modszertani fejlodések,
alkalmazasok

29



Gyors HPLC

Révid kromatogramok - Prioritds: nagy dteresztéképesség
- Elesebb csticsok, jobb jel/zaj ardny (jobb
. . érzékenység)
mm - UHPLC, kis szemcseméret
-Rovid hossz ellenére elfogadhaté
csticskapacitds

/\ o - a kisebb felbontdst az MS
ionszelektivitdsa kompenzdlja

- gyors MS spektrumfelvétel megoldott
(>10 Hz)

(3] 020 03 040
Time (min)

Miniaturizalas - nanoHPLC

Tonizdciés hatékonysdg (= érzékenység) sokkal
JOBB kis dramldsi sebességnél

Nanospray

2 (3 13
» \ +16 g
TPIT " g dusme —HE
MS tradiciondlisan ,kedveli Lisg
a narrow-bore oszlopokat: g 'y
, i"‘: R Electrospray o8 F3
4.6 >>2.1>>1.0 mm haszndlata 3 gsme o
. s 11a 2 ; T o 020%™
nanoHPLC térhéditésa | VT v}“
0 0
005 05 5 T moI 00 T 300 0 s
20 6 120 2%
Flow Rate (pL/min)

nanoHPLC: | v 75 um tipikus dtmérs, holttérfogatok problémdjal
v’ splitless olddszerkeverés fontos (robusztusabb)
V' oszlopok csatlakoztatdsa cég-specifikus
V" chip technoldgia, microfluidika igéretes, de még
nem mindennapos (cég specifikus)
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Mikrofulidika

Monolithic Integration of Two-Dimensional Liquid
Chromatography—Capillary Electrophoresis and Electrospray
lonization on a Microfluidic Device

Andrew G. Chambers, J. Scott Mellors, W. Hampton Henley, and J. Michael Ramsey*

Department of Chemistry, University of North Carolina, Chapel Hill, North Carolina 27399, United States

J. Michael Ramsey, Anal.Chem. 2011,83,842-849
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CE Migration Tame (s) Figure 7. Tolal ion electropheragram for the separation of three
q dandard proteins on the long-channel CE-ESI-MS chip. The peaks
are the heme group of myaglobin (1), ribenucieass A (2), myogiobin
Figure 8. Two-dimensional plot of LC-CE-MS analysis of 800 ng of an (), and cytochrome ¢ (4). Each protein in the sample was at a

concentration of 200 wg'mL. The 0.5-s injection resulted in the
injection of ~6 fmol of each protein.

J. Michael Ramsey, Anal.Chem. 2008,80,6881

E. coli cell lysate tryptic digest. Conditions were as in Figure 7.

LassU HPLC futas

Proteomika: sok peptid elvdlasztdsa - hosszl futds

20 kpsi, 33 érds gradiens, 2 ug S. odeinensis triptikus emésztmény,
nanoHPLC, 200 cm x 65 tm (3 pm porézus Cyg toltet)
cstcskapacitds =1500

ANENENEN

S_ PLL_ ‘ h\‘uwmu \.LJ.L'@W

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
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Richard D. Smith, Anal, Chem. 2005, 77, 3090-3100 |




LassU HPLC futas

v’ E. Coli emésztmény, 10 érds gradiens, nano-HPLC,
cstcskapacitds =750

iradient separation

200 300

Cowie et al, Dionex katalégus

Intakt fehéerjék HPLC-MS vizsgalata
500 ng E. coli lizatum _
Bruker Maxis MS

Dionex PepSwift monolithic PS-DVB, 100pm ID, 25 cm oszlop

o
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A, Ingendoh, Bruker Daltonics
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Intakt fehéerjék HPLC-MS vizsgalata

MaxEnt Deconvolution

." Simulation with

MW,,, range Number of protein R=65.000 @ 36kDa
species ==

5,000-10,000 424

10,000-15,000 555 :

15,000-20,000 396

15,000-20,000 219

25,000-30,000 146

> 30,000 78 =
Total number 1818 5709005 X
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A. Ingendoh, Bruker Daltonics

Vegyiiletek polaritasa és illékonysaga

kromatogréafia ionizacio

ESI
NP-HPLC APC].(apoIéris oldészerrel)

RP-HPLC APCI
APPI

Lagy ionizacio

GC CI

EI nem lathaté

molekulaion sokszor
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Biologiai tormegspektrometria

aminosav sorrend (géné

post-transzlacios
modositasok

1dé ill. allapot fiiggd
koncentraciok

___|

altal meghatarozott) T

Nnotto: genomikd

RrOtEOMICSHIne basic approach

cut out the spots

digest the prg

take a 2D gel

[
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Rroteomikai koncepcio, lehetosegek

Proteomics: problems

Normal Range Abundances
Log,, Concentration in pg/mL

Classical Plasma Proteins >
Tissue Leakage, etc.
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Anderson et al., Mol. Cell. Prot. 2002
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RProteomiGs: problems

Metabolic Labeling Chemical Labeling
SILAC ICAT iTRAQ, TMT Label Free

= i T i

Cells or Tissue

k.,
Purification or i

Fractionation £
T
Protein

2

Peptides

A

Lo=y

MS Data

f<
{i =

Data Analysis

3 Labeling Point Which method is suitable to your project?

Proteomics: problems

too difficult to have a general s@

targeted approach: to solve given problems
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Proteomics: 100IboX

common methods:

Using mass-tags, pepiide mass, fingerpringt:

vically 2D gel spot
digest it by trypsin,
studied by MS,

database search using peptide molecular masses

simple, fast, but not very reliable
uses only the MW
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Peptide mapping: tryptic digest of myoglobin

AXIMA-QIT

100

1000

Data: myoglobin dig dhb0002.G7 19 Dec 2002 12:12 Cal: combined 19 Dec 2002 12:46
Kratos PC Axima QIT V2.3 1: Mode Positive, Mid 750+, Power: 59

%nt. 92 m\[sum= 27531 mV] Profiles 1-300 Smooth Av 1

127471

1502.72

usingimass-tags: (peplide mass: tingerprinty)

PMF: Peptide Mass Fingerprinting

42 (mammals) (286067 maquencas)

i 19 Dec 2002 at 12:18:08 GNT
i 158 for gi|2506462, Myoglobin

Probability Based Mowse Score

Protsin Summary Report

ghlzeies:
Conplexed with Azide
1999

Results List
Mass: 16341 Heor
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1 150
Deseripticn Frobabi Lity Based House Score

myoglabin [validaced] - horse
glabin [Herse Heark) Butemk With Lew 104 Replaced By hsn (L104m)

yoglabin (Horse Hea
BSdt Variant Of Myoglobin (Horse Heart] Recombinant Wild-Type

Myoglebin Mitant With His 53 Replaced By Tyr (KSly]

masses of tryptic
peptides is used to
identify the protein
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using/sequence tagsi(MSIMS);

@EED

@ parel pepide sequences >

5-10% sequence coverage identifies the protein reliably

USesIMSIMSHragmentation

using/segquence tagsi(MSIMS);

Sequence tags

For identification we need only a partial sequence ...

\sgquence tag: LGGYQK‘

J,I,I:I___.' Illli

el

6000 6200
Mass (Da)

FTMS/MS of a bacterial agent biomarker with a mass of 6710.5
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using/sequence tagsi(MSIMS);

LC-Q-TOF experiment MTSVRENILF GMGNPLLDIS AVVDKDFLDK YSLKPNDQIL AEDKHKELFD
ELVKKFKVEY HAGGSTQONSI KVAQWMIQQP HKAATFFGCI GIDKFGEILK
RKAAEAHVDA HYYEQNEQPT GTCAACITGD NRSLIANLAA ANCYKKEKHL
DLEKNWMLVE KARVCYIAGF FLHVSPESVL KVAHHASENN RIFTLNLSAP
FISQFYKESL MKVMPYVDIL FGNETEAATF AREQGFETKD IKEIAKKTQA
LPKMNSKRQR IVIFTQGRDD TIMATESEVT AFAVLDODQK EIIDTNGAGD
AFVGGFLSQL VSDKPLTECI RAGHYAASII IRRTGCTFPE KPDFH




