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Tömegspektrometria alapú peptidtérképezés optimálása újszerű emésztőenzimmel

Kulcsszavak: tömegspektrometria; ProAlanáz; proteomika; emésztőenzim; peptid
A fehérjék szekvenciájának meghatározásához alapvető jelentőségű a fehérjék enzimatikus emésztésével nyert peptidek tandem tömegspektrometriás fragmentációjának (MS/MS) minél behatóbb ismerete. Az enzimatikus emésztés során leggyakrabban alkalmazott enzim a tripszin, amely ideális méretű és jól azonosítható, ún. triptikus peptidek keletkezését eredményezi. A triptikus peptidek túlnyomórészt arginin és lizin C-terminálissal rendelkeznek, és a leggyakrabban használt ütközésindukált fragmentációval jól vizsgálhatók. Vannak azonban esetek, amikor a tripszin alkalmazása nem célravezető. Ilyenkor alternatív enzimek használata javasolt, amelyek más aminosavpozíciókban hidrolizálják el az amidkötéseket, mint a tripszin. Ilyen speciális, új típusú proteáz a ProAlanáz, melynek használata során főként prolinra és alaninra végződő peptidek keletkeznek.
Legjobb tudomásom szerint a ProAlanázzal történő emésztés révén keletkező peptidek fragmentációs tulajdonságait részleteiben eddig még nem vizsgálták. Kutatómunkám során ezért két gyakran használt modellfehérje, az élesztő alkohol dehidrogenáz (ADH) és szarvasmarha szérum albumin (BSA) enzimatikus emésztését tűztem ki célul ProAlanáz segítségével. A keletkező peptideket HPLC-MS/MS mérések segítségével terveztem azonosítani. Célom volt meghatározni az azonosítás szempontjából optimális ütközésienergia-értékeket, és egy Kapp és munkatársai által [1] használt módszer segítségével megállapítani, hogy mely aminosavak között kedvezményezett/gátolt az amidkötések hasadása.
A peptidek a 20-45 V energiatartományban voltak leghatékonyabban azonosíthatók. 92%-uk egy vagy két amidkötésnél nem mutatott egyáltalán hasadást. A legtöbb aminosav között az átlagosnál kevésbé történt kötéshasadás, különösen az arginin N-és C-terminálisán, és annak környezetében. Ez megnehezítheti az adatbázisokban nem szereplő fehérjék azonosítását. A ProAlanáz viszont jól használható lehet olyan esetekben, amikor az arginin valamilyen bázicitást csökkentő módosítást szenved.
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1. ábra: A kísérletsorozatban keletkezett egyik peptid kötéshasadási preferenciái
[1] Kapp, E. A. et al., Anal Chem 75 (22), 6251–6264 (2003)
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