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En el siguiente documento se presentan los problemas que se trabajaran en las sesiones
de problemas de la parte de Espectrometria de Masas de la asignatura de Métodos en
Bioquimica del Grado de Bioquimica y Ciencias Biomédicas.

En un primer lugar se plantean los problemas y posteriormente se describe con detalle
como resolverlos. Los archivos necesarios se encuentran en el aula virtual en la carpeta
de problemas de espectrometria de masas.

indice:
Sesidn 1. Identificacion de proteinas por huella peptidica. .....ccccveeveivrciiieeeiinnn, pag.3
Sesidn 2. Secuenciacion de péptidos de NOVO. ......ccccovcvvieeiiiiiiiiiiei e pag.4

Explicacidn detallada de como identificar proteinas por huella

[S1T o] A Lo T or- FO OO OO ST USSP pag.5
1.1 ANalisis de 10S @SPECLIOS. ...ccciviiiiieeiiiiiiee e pag.7
1.2 Identificacion de la proteina......cccccovvvveeeiiiiiiiiee e pag.9
13 Procedimento experimental........coocuvveeeiiniiiieeeierieeee e pag.14

Explicacidn detallada de la secuenciacidn de péptidos de novo...........ccccceeevereennnen. pag.17



Sesion 1. Identificacion de proteinas por huella peptidica.

A partir de los datos del digerido triptico de una banda de gel SDS-PAGE realiza la
identificacion de la proteina usando la herramienta online de MASCOT. Sigue las
instrucciones explicadas en clase o detalladas en la descripcion del problema.

Identifica la proteina y analiza la informacion que se obtiene del resultado.

Archivo: MASCOT_CONTROL.txt

Enlace a la herramienta de busqueda:
http://www.matrixscience.com/cgi/search form.pl?formver=2&SEARCH=PMF

¢Qué cobertura de la proteina se ha conseguido? ¢Por qué no se ha conseguido una
cobertura del 100%?

Observa la lista de péptidos identificados, cdmo se obtiene la Mr(exp) a partir de la
Masa Observada? Recuerda que los datos se han obtenido en un espectrémetro
MALDI-TOF

Analiza también el espectro obtenido. A) Si estamos observando el espectro de un
digerido de una proteina purificada, ¢por qué no tienen todos los picos la misma
intensidad?
B) ¢ Por qué todos los picos tienen el mismo patrén donde solo el pico etiquetado es el
de mayor intensidad y después de él le siguen una serie de picos mds de menor
intensidad?

A) Espectro de MS de la banda de SDS-PAGE g ] B) Vista ampliada de picos
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Sesion 2. Secuenciacion de péptidos de novo.

A partir del espectro de fragmentacion de un péptido deduce su secuencia. Para ello has de
identificar los posibles iones y, b e imonio. Calcula la diferencia entre picos contiguos. Aquel
que coincida con un valor de masa de un residuo de aminoacido indicara el residuo que se
encuentra entre esos iones.
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Glicina Gly G 57,02 30
Alanina Ala A 71,04 44
Serina Ser S 87,03 60
Prolina Pro P 97,05 70
Valina Val Vv 99,07 72
Treonina Thr T 101,05 74
Cisteina Cys C 103,01 76
Isoleucina lle I 113,08 86
Leucina Leu L 113,08 86
Asparagina Asn N 114,04 87
Acido aspartico Asp D 115,03 88
Glutamina GIn Q 128,06 101
Lisina Lys K 128,09 101
Acid glutamico Glu E 129,04 102
Metionina Met M 131,04 104
Histidina His H 137,06 110
Fenilalanina Phe F 147,07 120
Arginina Arg R 156,01 129
Tirosina Tyr Y 163,06 136
Triptéfano Trp w 186,08 159
Cisteina
carbamidometilada 160.03




Explicacion detallada sesiéon 1: BUSQUEDA DE HUELLA
PEPTIDICA UTILIZANDO MASCOT

Una vez realizado el proceso de purificacion de Rubisco en las practicas de Métodos en
Bioquimica del segundo cuatrimestre, se evaluo el proceso analizando cada una de las
muestras tomadas a lo largo de todo el proceso por electroforesis SDS-PAGE.

En la carrera que correspondia a la muestra purificada M6 que
provenia del pico de elucién de la cromatografia de
intercambio idnico se detectaron mas bandas de las
esperadas. Para comprobar la presencia de Rubisco, se
recortd la banda que por migracién corresponderia a la
subunidad grande y a la subunidad pequeiia, y, ademas se
recortd una banda con una migracién intermedia que
aparecia en la mayoria de los grupos.

El protocolo exacto del tratamiento de las bandas se adjunta
al final del documento.

Brevemente, cada banda sefialada del gel de acrilamida se
corté con una cuchilla, se destifid, se redujo con DTT y se
alquilé con iodoacetamida, antes de la digestién con tripsina.
Directamente el digerido sin concentrar fue analizado en
modo Reflector + en un MALDI-TOF previamente calibrado con estdndares comerciales
de m/z conocida.

Como control de digestion y deteccidn se usé una proteina estandar, la cual se sometio
al mismo proceso.

M1 M3 M4 M6 -—--

En el aula virtual estdn los archivos que contienen la lista de todos los picos exportada
directamente del MALDI.

Estos espectros se pueden visualizar en programas libres como el mmass
http://www.mmass.org/download/ (que no es compatible con las ultimas
actualizaciones de Mac).

A continuacidn, se explicara el proceso de visualizacion y blsqueda de la huella
peptidica, usando el programa mmass que se puede descargar gratuitamente
(instrucciones indicadas en color azul) pero para aquellos que no puedan o no quieran
descargarse el programa se mostraran pantallazos de lo que se veria en ese programa.

No es necesario descargarse el programa, se puede seguir el proceso con las
explicaciones del cuestionario.

Las cuestiones que deberéis contestar estdn en enmarcadas en un cuadrado color oro.




Una vez descargado el programa mmass

Se ha de descargar los datos de MS de los archivos del aula virtual (mmass_Control.txt;
mmass_LS.txt )

Empezaremos analizando la muestra control:
Abrir el documento “mmmass_CONTROL.txt”

Se ha de procesar el espectro para que identifique los péptidos.
Processing y luego Peak Picking (Ctrl+F)
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Para Seleccionar los picos se realizan con los criterios siguientes, con una sefial/ruido
de 10; un % de limite de deteccidén de 0.5% de intensidad relativa y que aplique el
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Y aparecera el espectro con los picos anotados



1.1 ANALISIS DE LOS ESPECTROS

Antes de hacer la busqueda vamos a analizar el espectro.

Si estamos observando el espectro de un digerido de una proteina purificada, épor qué
no tienen todos los picos la misma intensidad?
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Para hacer zoom en un pico utiliza el botén derecho y el cursor para seleccionar la
zona a ampliar. Con doble click en el espectro se vuelve a la visidn global.

Al hacer zoom en cualquier pico aparece en todos la misma distribucion
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¢Por qué todos los picos tienen el mismo patrén donde solo el pico etiquetado es el de
mayor intensidad y después de él le siguen una serie de picos mas de menor
intensidad?




1.2. IDENTIFICACION DE LA PROTEINA

Para hacer la busqueda de la huella peptidica, se pueden gastar diferentes motores de
busqueda. Se puede hacer directamente desde el programa mmass o directamente
desde la web de MASCOT exportando la lista de picos monoisotdpicos de mmass.

Opcionl: Busqueda en web de MASCOT
http://www.matrixscience.com/cgi/search form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF
Serd necesario descargarse del aula virtual los archivos que contienen la lista de picos

monoisotdpicos
(MASCOT_CONTROL.txt ; MASCOT_LS.txt)

Aseguraos de estar en la opcion “Mascot - Peptide Mass Fingerprinting”. Después de
indicar el nombre y el correo (que tendréis que validar la primera vez), selecciona los
valores y opciones que consideres teniendo en cuenta el enunciado del principio. Lee
de nuevo el enunciado y piensa qué modificacion deberias aiadir. Al final de este
apartado tienes una explicaciéon y recomendaciones para cada pardmetro que has de
indicar en la busqueda.

Opcion2: Busqueda a través de mmass usando MASCOT

Para hacer busqueda en Mascot directamente desde el programa, pincha sobre el
botdn de Mascot o selecciona la opcidon “Mascot PMF” a través del menu “Tools”.

mMass - mmass_CONTROL
B3
* Compounds Differences Compare Generator Envelope Fit Mascot ProFound Notes Report Export

$ mMass - C7_MS *
File View Processing Sequence Tools Libraries Links Window Help

B e L2 ees |k Spectrum Ruler Shift+Ctrl+H {2} BRe | B $ o8
=8 Documents r Label Peak Shift+Ctrl+P
&-@ "CT_MS Label Point Shift+Ctrl+1
[ C7_MS o]
Label Envelope Shift=Ctrl+E =
Delete Label Shift+Ctrl+X C7_MS (Offset Y-12761) &
®  Offset Spectrum
Periodic Table Shift+Ctrl+T L.
Mass Calculator Shift+Ctrl+M g
Mass to Formula Shift+Ctrl+B B
Mass Defect Plot ShifteCtil+0 &
Mass Filter ShiftCtrl+F
Compounds Search Shift=Ctrl+U
Peak Differences Shift+Ctrl+D
Compare Peak Lists Shift=Ctrl+C
Spectrum Generator ShiftsCtrl+G =
Envelope Fit Shift+Ctrl+V g =
58
Mascot PMF 8 2
Mascot MS/MS Search 18 = S
-~ &= =
Mascot Sequence Query == y = p-
= g 2 o
ProFound Search s=| Jd 2 g g
s8¢ &_ %2
Protein Prospector MS-Fit 2 g § NS ] s
Protein Prospector MS-Tag = e Sl —~2 = =
— <cg| e8| &% |SIS& S g
@ 2ol 78 38 |IEle 2% g a
01-82- gyhl-lol.v@. 151 5-8-8-n3-8
53 O3 =8 Ix|l284g [
2%~ oW - 2 S| 2 =} s =
58 €87, T2 ] o8
I0 - ~
u allit,. 'l ll POV PV
900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
miz

+ | - o | i | 200 | db |*=f|mm| t= | 1% | in | oA Al | AR GG




Parametros modificables del motor de Busqueda

Base de Datos

Si el organismo en el que se trabaja estd bien caracterizado se
recomienda utilizar la base de datos Swiss-Prot porque las entradas son de alta
calidad y estan bien anotadas. Ademas, al no ser redundante, es relativamente
pequeiia y es mas facil tener un resultado estadisticamente positivo. Las ESTs
(Expresssed Sequence Tags) se usan para datos de MS/MS si el genoma no
esta secuenciado.

Una vez tengas la proteina identificada podrias jugar a realizar
busquedas en otras bases de datos y ver qué pasa.

Enzima y missed cleavages

Selecciona la proteasa utilizada y el niUmero de sitios sin cortar que se salta el
enzima. Lo habitual es permitir 1-2 sitios, mas “misscleavaged” podria afectar
para obtener un resultado positivo porque aumentamos el nimero de posibles
péptidos tedricos que se deben enfrentar al resultado experimental. Podrias
probarlo y comprobarlo.

Taxonomia:

Fijar la taxonomia acelera y simplifica el resultado porque no dara las proteinas
homdlogas de otras especies.

A veces interesa hacer una blsqueda sin fijar la taxonomia para poder detectar
posibles contaminaciones o proteinas que no se encuentran en la base de datos
del organismo que trabajamos.

Modificaciones Fijas y Variables:

La recomendacidn es si una modificacion es segura que estd, anadirla como fija.
El nimero de modificaciones variables hara que el nimero de péptidos posibles
sea mayor y penaliza a la hora de obtener un resultado significativo.

En general: Cuantas mas variables haya, aumenta el nimero de masas de
péptidos calculados para ser enfrentados contra los datos experimentales y
esto disminuira la puntuacién de la identificacién y por tanto la posibilidad de
encontrar un resultado estadisticamente significativo.

Prot Mass aunque sepamos el rango por la migracién en el gel SDS-PAGE mejor
no afiadir nada, y usar el dato de migracion electroforética para validar el
resultado final

Tolerancia:

El valor de tolerancia es critico. Con una tolerancia muy ajustada puede ser que
no se obtenga resultado positivo por un problema en la calibracién de los
datos. Por el contrario, una tolerancia demasiada laxa puede generar falsos
positivos y artefactos.

Habitualmente se establece una tolerancia 50 ppm para las busquedas de
huella peptidica. Aun asi, una vez obtenido un resultado se debe analizar el
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grafico de error (ppm) vs Mass (Da) y comprobar que el error de los péptidos
asignados (diferencia entre el valor tedrico y experimental) esta en un rango

muy estrecho.

Mass Value: Seleccionar lo que corresponda. En este caso los resultados se han
obtenido en un MALDI en modo reflector positivo por tanto indica en qué

forma se obtienen los fragmentos.

Data file (solo si haces la busqueda desde la web) Seleccionar el archivo
MASCOT_CONTROL.TXT del aula virtual o el obtenido al exportar los datos del

mmass

Si se hace directamente desde el mmass estd opcion no aparecerd

Start search

(si es la primera vez que se hace la busqueda, se ha de validar el correo y

volver atrds a hacer la busqueda)

Cada entrada en la base de datos se digiere in silico, se calculan las masas de los péptidos
tedricos segun las condiciones de la digestién y modificaciones indicadas y para cada

péptido se deduce su masa tedrica (M(calc)).

Mediante algoritmos, se calcula una puntuacidn para decidir si el nimero de
coincidencias de alguna de las proteinas anotadas es suficiente para que no se deban al

azar. En ese caso, se da esa proteina como identificada.

Para ello el programa realiza un célculo (Expect) de si la coincidencia entre los datos
experimentales y tedricos se debe al azar y genera una puntuacion. Segun los
parametros de busqueda considera que a partir de cierta puntuacién (Score) el resultado

es significativo y no es debido al azar.

Realiza la busqueda. En caso de no obtener un resultado significativo cambia
parametros siguiendo las recomendaciones anteriores. En caso de tener informacion de
la masa o pl puedes comprobar si la identificacion cuadra con los datos experimentales

Una vez tengas la proteina identificada con una puntuacién superior al valor que
considera significativo, se puede pinchar sobre el resultado y se abrira una nueva pagina.

Dedica tiempo a analizar el resultado obtenido.

Al principio aparecera una lista de los parametros seleccionados y de la proteina

identificada.

En medio, aparecerd la secuencia de la proteina en negroy
en rojo los péptidos detectados. A partir de estos datos se
calcula la cobertura de la secuencia que representaria el
porcentaje de secuencia cubierta a partir de los péptidos
detectados.

Protein sequence coverage: 54%
Matched peptides shown in bold red.

1 MKWVTFISLL LLFSSAYSRG VFRRDTHKSE IAHRFRDLGE EHFRGLVLIA
51 FSQYLQQCPF DEHVKLVNEL TEFARTCVAD ESHAGCEKSL HTLFGDELCK
101 VASLRETYGD MADCCEKQEP ERNECFLSHK DDSPDLPKLK PDPNTLCDEF
151 RADEKKFWGK YLYEIARRHP YFYAPELLYY ANRYNGVFQE CCQAEDKGAC
201 LLPKIETMRE KVLASSARQR LRCASIQKFG ERALKAWSVA RLSQKFPKAE
251 FVEVIKLVID LTKVHKECCH GDLLECADDR ADLARYICDN QDTISSKLKE

¢Qué cobertura de la proteina se ha conseguido?

11




Bajo la secuencia aparece una lista de los péptidos detectados ordenados por posicién
en la secuencia. Cada columna indica:

Posicién inicial y final del aminoacido, la masa observada, la masa experimental (exp),
la masa calculada (teéricamente a partir de la secuencia de aminodcidos), la diferencia
en ppm de Mr(exp)-Mr(calc), los “misscleaveages” (M) y la secuencia del péptido

Start - End Observ=d Mz (expt) Mr(calc) ppa M Peptide
35 - 44 1249.6192 1248.6119 1248.6139 -1.57 1 R.FEDLGEEHFK.G
66 - 75 1163.6277 1162.6204 1162.6234 -2.53 0 K.LOVNELTEFAX.T

¢Como se obtiene la Mr(exp) a partir de la Masa Observada? Recuerda que los datos se
han obtenido en un espectrometro MALDI TOF

Por ultimo, aparece la relacién de picos no asignados y la grafica del error(ppm)

respecto la masa de los iones asignados.
No match to: ©45.4768, ©84.5173, SBS.4155, 1121.4718, 114C5.4663, 1185.6135, 1155.5207, 1220.6466, 1223.

1500.674%, 1501.742%, 1503.73B4, 1523.740%5, 1533.7606, 1536.8174, 1541.7153, 1543.7163, 1553.8498, 15SB
1804.7205, 1B06.6937, 1937.543%5, 10B84.817%5, 2102.0472, 2304.562°

Error (ppm)

¢Por qué no se ha conseguido una cobertura del 100%?

Para comprobar los péptidos detectables, puedes usar la herramienta Peptide Mass de
Expasy (https://web.expasy.org/peptide _mass/) para hacer una digestion in silico de la
secuencia que le indiques.

Para ellos debes afadir la secuencia de la proteina conocida (afadiendo la secuencia
de aminoacidos o indicandole el identificador de UniprotKb ej. ALBU_BOVIN)
indicarle las modificaciones

Ten en cuenta que en un MALDI-TOF en modo reflector positivo se suele determinar el
rango entre 850-2500 Da (valores inferiores sale espectro contaminado con picos de la
matriz, valores superiores no suelen detectar iones).

Desmarca todas las opciones de “For UniProtKB (Swiss-Prot/TrEMBL) entries only:

For each peptide display)

Una vez tengas todo marcado dale a PERFORM the cleavage (bajo el cuadrado de la
secuencia) para digerir

La digestion también se puede realizar con el programa mmass y en este caso que
asigne a cada pico el péptido que por masa cuadraria.

Abre la herramienta y afiade la secuencia del resultado anterior (la puedes copiar
directamente del resultado de Mascot)

12



Muevete por los menus laterales para afiadir modificaciones, hacer digestion in silico y
“matchear” los picos con los péptidos.

o
_ﬂals«lo:lia] (@ |

Sequence Editor

Sequence type: Regular amino acids

~
v

| Cyclic

| Pattern |

Mo. mass: 69248.4107  Av. mass: 692982.8861

Length: 607 Cursor: 1-607

MKWVTFISLL LLFSSAYSRG VFRRDTHKSE
TEFAKTCVAD ESHAGCEKSL HTLFGDELCK
PDPNTLCDEF KADEKKFWGK YLYEIARRHP
KVLASSARQR LRCASIQKFG ERALKAWSVA
ADLAKYICDN QDTISSKLKE CCDKPLLEKS
GSFLYEYSRR HPEYAVSVLL RLAKEYEATL
LGEYGFQNAL IVRYTRKVPQ VSTPTLVEVS
PVSEKVTKCC TESLVNRRPC FSALTPDETY

IAHRFKDLGE
VASLRETYGD
YFYAPELLYY
RLSQKFPKAE
HCIAEVEKDA
EECCAKDDPH
RSLGKVGTRC
VPKAFDEKLF

EHFKGLVLIA
MADCCEKQEP
ANKYNGVFQE
FVEVTKLVTD
IPENLPPLTA
ACYSTVFDKL
CTKPESERMP
TFHADICTLP

FSQYLQQCPF
ERNECFLSHK
CCQAEDKGAC
LTKVHKECCH
DFAEDKDVCK
KHLVDEPQNL
CTEDYLSLIL
DTEKQIKKQT

| Acc.:

DEHVKLVNEL
DDSPDLPKLK
LLPKIETMRE
GDLLECADDR
NYQEAKDAFL
TKQNCDQFEK
NRLCVLHEKT
ALVELLKHKP

KATEEQLKTV MENFVAFVDK CCAADDKEAC FAVEGPKLVV

Una vez le has dado a

STQTALA

Protein Digest
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| Tolerance: 50.0 | Da @ppm lgnorecharge | Match | | Calibrate | | error

T
2400
mfz

T
1500

Enzyme: @&
Digest, Haz que se slice
marquen los picos e -
experimentales que Egi -
cuadren con un péptido (| 2 5] .
Match), éstos se e T |,
marcardn de verde. Cierra | posn = -]
la ventana y de nuevo i | 5] B
sobre la ventana de E:Szi - 300
Digest indica Annotate etom 11| serae
[89-100] 0 1419.6937

para que saque lista de
picos anotados.

1 k.TCVADESHAGCEK.s [2xCarbamidomethyl]
1 k. TCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCK.v [3xCarbamidomethyl]
1 k.SLHTLFGDELCK.v [1xCarbamidomethyl]

EXTRAS: El programa mmass permite en caso de que no se haya realizado, una
calibracion del espectro con estdndares internos de calibracion o las masas de los
péptidos autoproteoliticos de tripsina porcina (841.50 and 2210.10). En este caso no
es necesario porque la calibracion ya se ha realizado previamente.

La herramienta de Peak differences del programa mmass es muy util para ayudar en la

secuenciacion de novo manual de péptidos.

Repite la busqueda para las bandas LS

Si lo haces directamente en Mascot, usa los archivos Ilamados MASCOT_LS.txt

Si lo haces a través del mmass usa los archivos mmass_LS.txt

Los resultados de SS y contaminant estdan en un documento aparte en el Aula Virtual.
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1.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
PROTOCOLO DIGESTION BANDA DE GEL

ACN: acetonitrilo
DTT: Ditiotreitol O/ .'
IAM: lodoacetamida J /%}
TFA: acido trifluoroacetico

Siempre que no se indique lo contrario se eliminara todo el volumen del reactivo antes
de afadir el siguiente:

Destincion Coomassie

- 2x10’ H,0/ACN (1:1, v/v)

- ACN Cuando el gel se ha deshidratado sacar el liquido

- Rehidratar con 50 mM NH4HCOs3, después de 5’ afiadir ACN. Esperar 15 min.

- 1x5” ACN
Reduccidn y alquilacién de las Cisteinas

- 1x20’ (602C) 10mM DTT en 50 mM NH4HCOs

- 1x30’ (oscuridad) 55mM IAM en 50 mM NH4HCOs3 @ﬁ% @?ﬁi} mﬁ@

_ 1X2/ HZO/ACN Redumon Alkyln!lnn ¢

~1x5’ ACN ﬁ Q‘%{ W :

- Speed-Vac o dejar secar completamente

Digestion

- Tripsina (50 ng en 10 pL ). Incubar 30’ en hielo. Adicionar 50 uL 50 mM NHsHCOs3
-0.n.37°C

Parada de la reaccion:

-3 uL 10%TFA (pH=1)
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ADQUISICION DE DATOS EN MALDI TOFTOF 5800 (AB Sciex)

1 pL de la solucién de péptidos se deposita en la placa de MALDI. Ry e eoon
Se deja secar al aire y a continuacién se adicionan 0.5 pL de solucién de matriz (5
mg/mL de ACH (acido a-ciano-4hidroxicinamico) - en 50% ACN 0.1% TFA). t-cyano4-bydoxycimamic acid

(CHCA)

En el MALDI: se debe calibrar la geometria de la placa y los métodos de adquisicion 1
uL de la solucién de calibracién TOFTOF (Referencia 4333604, ABSciex), en 13
posiciones de la placa. Los métodos de MSMS se calibran con el espectro de
fragmentacion de Angiotensin |

Standard Final Standard

Mixture Component Concentration CALIBRATION SPECTRUM
des-Arg1-Bradykinin 1.0 pmol/pL
Angiotensin | 2.0 pmol/pL
Glu1-Fibrinopeptide B 1.3 pmol/pL N -
ACTH (1-17 clip) 2.0 pmol/pL fa
ACTH (18-39 clip) 5 pmol/pL . I
ACTH (7-38 clip) 3.0 pmol/pL . = -

Se adquieren los espectros de MS en modo reflectror positivo.

El rango de masa analizado es 850-3500 m/z. La intensidad y el nUmero de disparos de
laser se ajustan manualmente para optimizar la resolucion y la relacion sefial/ruido del
espectro.

MALDI TOF/TOF 5800



Para hacer MS/MS:

Posteriormente se seleccionan automaticamente 5 iones, entre aquellos de mayor
intensidad, excluyendo los que corresponden a contaminaciones conocidas. De cada
uno de estos péptidos se obtiene un espectro de fragmentacion.

Como veis en el protocolo de adquisicion, en realidad se realizé un ensayo de MS, y
después se seleccionaron los iones MS/MS. En la web del MASCOT en el apartado de
MS/MS lons Search

(https://www.matrixscience.com/cgi/search form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS) se
podria hacer la busqueda con los MS/MS.

Por si queréis probar en el AV tenéis un archivo llamado MSMSdelLS.txt

El resultado que da serd es el nombre de la proteina identificada y los péptidos a partir
de los cuales se ha obtenido el MSMS.

vl RBL_BERBR 133 Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment) OS=Bertiera breviflora 0X=43448 GN=rbcL PE=3 SV=1
Score Mass Matches Sequences emPAI
1.1 ZRBL_BERBR 133 52522 4 (4) 4 (4) 0.49 Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment) OS=Bertiera breviflora OX=
) 122 samesets of RBL_BERBR
¥4 peptide matches (4 duplicate, 0 duplicate)
Auto-fit to window
Query Dupes Observed Mr (expt) Mr (calc) ppm M Score Expect Rank U Peptide
#16 910.4185 909.4112 909.4378 -29.30 37 0.0068 p1 U R.AVYECLR.G
34 1021.4899 1020.4826 1020.5240 -40.5 0 59 0.00057 p1 U K.DTDILAAFR.V
60 1261.6619 1260.6546 1260.7078 -42.2 0 75 2e-05 p1 U R.DITLGFVDLLR.D
#77 1465.7087 1464.7014 1464.7474 -31.4 0 66 1.9e-05 p1 U K.TFQGPPHGIQVER.D

Fijate que genera 122 resultados similares con la misma puntuacion, ordenados
alfabéticamente. Se tratan de péptidos conservados en diferentes especies, entre ellas
se encuentra Citrus sinensis

Al pinchar sobre un péptido aparecerd el espectro de MS/MS con la asignacidon de cada
fragmento al ion correspondiente

5 ®F

PR
22224 @ | @ O P — 1, o )

= 2L G & 8% [0 |to[1301.28 | &)
F|VDLﬁR v SN @\ \

Label all possible matches Label matches used for scoring ®

(10}

¥(3)

23843

ronoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 1260.7278
Fixed modifications: Carbawidomethyl (C) (apply to specified residues or termini only)

Ions Score: 75 Expect: 2e-85

2083 Matches : 18/40 fragmnt ions using 33 most intense pesks  (help)

¥(1)

% of base peak

(2)

— v

b(3)

-

o
p—— b(5)

L3843

JUaLIN Uol

10003 3

308

observed

b

y

=

88.0393

116.0342

2011234/

229.1183

1146.6881

1129.6616

302.1710

330.1660

1033.6041

1016.5775

4152551

4432500

932.5564

915.5298

4722766

500.2715

819.4723

802.4458

619.3450°

647.3399

762.4509

7454243

7184134

746.4083

615.3824

598.3559

833.4403

861.4353

5163140

4992875

946.5244

974.5193

401.2871

3842605

Slwlw|alofm|alw|w|~|#*

=

1059.6085

1087.6034

288.2030

271.17635

mle|elo|alm oo =|o|§

175.1190

158.0924
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Explicacion Detallada Sesién 2: SECUENCIACION DE
PEPTIDOS DE NOVO

La "secuenciacién de péptidos de novo" es la secuenciacion de péptidos realizada sin
conocimiento previo de la secuencia de aminoacidos a partir de un espectro de fragmentacion
MS/MS.

El espectro se obtiene una vez se selecciona y aisla un péptido precursor en una cdmara de
colisién donde al colisionar con moléculas de gas inerte se generan diferentes tipos de

fragmentos (Fig.1).

El conjunto de picos que se observa en un espectro de fragmentacién es un reflejo de la
poblacién de iones fragmento producidos en la celda de colision del espectrémetro de masas

ordenados de acuerdo con su relacion m/z.

Espectrometro de masas MALDI-TOF en tandem MS/MS C
Esquema general
Selector del ion
precursor

, \ N R ~

‘1 / \l ’/ > ,\ b £ b \

| - | ] — = g

s 2 § = ‘ g
3 N -

‘ ‘el 3 2 -l‘ g

| = [ | ] | N ] 3

\; \‘ / \ = \/ . ~

P
/ 7‘ " - \ '\
Genera y Separa iones ;p ‘rd‘:" “‘ Re-acelera los Separa
Acelera iones SMOIRacr fragmentos Fragmentos
del péptido
MS_ MS/MS
FRAGMENTACION —
miz 1222,61 \ —
I o v HN OOOOOOOOO® COOH ) . . . . - ——
\J :
._— - J~H~ e -L_A b - 2 Camara de colision i xe
(MS) se determina el valor m/z Seleccién, aislamiento y Separacién en 2° analizador dando

fragmentacién por colision un espectro MS/MS
con moléculas de un gas
inerte.

Figura 1. Esquema general de obtencién de espectro de fragmentacién MS/MS.

Un espectro de MS/MS es un puzle en el cual no suelen estar todas las piezas. El éxito de una
interpretacion de novo dependera mucho de la “calidad” del espectro que estamos analizando.

Aungue las normas son claras, los espectros no siempre estan completos y no siempre es facil.
Hay que tener cuidado porque hay trampas, como residuos isobaricos y combinaciones de
residuos con masas similares. A pesar de que practicamente siempre se usa software especifico
para resolverlos, es bueno saber cdmo funciona el proceso.
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Los fragmentos peptidicos mas comunes observados en colisiones de baja energia son los iones,
b y y (obtenidos al fragmentar en el enlace peptidico) e iones a (Fig.2).

Los péptidos no se fragmentan secuencialmente, es decir, el primer evento de fragmentacion
no comienza en el extremo amino y continda secuencialmente eliminando un residuo cada
vez. Los eventos de fragmentacién son aleatorios y no secuenciales.

y:s :Y2 Y1 He

N N L
N E i
N—C+C+N-—C-C N-C-C-N—-C~-C-OH

H” L N ]

H H H 'H H HH

a, b, a, b'2 a, b,

b, b, bs b, bs be
HN - mmm cooH
Ye Ys Ya Y3 Y2 Y1
H2N'A+ = bl y1 = +G_COOH
H,N-AB* = b, Y, = “FG-COOH
H,N-ABCD* = b, Y, = *DEFG-COOH
H,N-ABCDE* = b, ys = *CDEFG-COOH
H,N-ABCDEF* = b, Ye = *BCDEFG-COOH
H,N-ABCDEFG* = b, y; = *ABCDEFG-COOH

Figura2. Tipos de iones principales obtenidos en la disociacién inducida por colision.
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Los iones b corresponden a los fragmentos del extremo amino. Los picos del fragmento b se
numeran desde el extremo amino hasta el extremo carboxilo. El fragmento que contiene solo el
aminodcido amino terminal se denomina bl. El fragmento que contiene los dos primeros
aminodcidos amino terminales se denomina ion b2, y asi sucesivamente. La nomenclatura es

sencilla de seguir.

Masa de iones b = £ (masa de los residuos) + 1 (H+)

R1 O R2
HZN—é—g—N—é—CEO+
¥ VY ion b

Los iones a ocurren con menor frecuencia y abundancia que los iones b.

Masa de iones a=b-28u (la masa del carbonilo, C=0)

iona

Los iones a se usan a menudo como un ion diagndstico para confirmar los iones b.

De manera similar, los grupos de iones de fragmentos de péptidos que van desde el extremo C-
terminal se denominan "iones y". Los péptidos tripticos tienden a ser mas basicos en el extremo

C-terminal por lo que en general se identificaran mejor los iones y que los b.

RIO R4
H3N‘—é—3—N—é—COOH
|-|| | +|+ iony

Masa de iones y = Z (masa de los residuos) + 19 (OH+H+H))

y1 indicara el residuo Ct. En caso de péptidos tripticos, la presencia del ion 147 indica que el

péptido acaba en Lys o 175 si se trata de Arg.
y1=R =156.1+19=175.1

y1=K =128.09+19= 147
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La secuencia del péptido se determinara por la diferencia de masa entre los picos del espectro
de MS/MS. Los iones y y b se encontrardn entremezclados. Su identificacion permitira
determinar la secuencia, tanto hacia en Nt como al Ct.

Sera necesario consultar la tabla I o Il continuamente para poder identificar el residuo que se
encuentra entre los diferentes iones y o b. Una vez tengamos un ion identificado iremos
calculando la diferencia entre picos contiguos buscando aquel que coincida con el valor de la
columna (Residue mass) que nos indicara el residuo que se encuentra entre esos iones.

Masa de residuo=aa-H,O_Consultar Tabla
R
"]
_N_(I:_c_
H
Residuo

Ademas, es posible observar iones de imonio en el extremo inferior del espectro que pueden
dar una pista sobre la composicion de aminodacidos de un péptido. No siempre se detectan
todos los iones imonio. Estos iones son fragmentos “internos” de un solo residuo que pierden
el grupo C= 0. Por ejemplo, para la lisina cuya masa monoisotépica es de aproximadamente 128
Daltons, su ion imonio seria: Masa del Residuo +1—-28 =128 +1-28 =101

Masa del lon imonio = MRi + 1(H*) — 28 (CO)
Flw’S
C

H ion imonio

Tabla I. Valores de masa de los residuos e iones imonios.

Name 3-letter | 1-letter| Residue Imrr?onium Related jons Composition
code code Mass ion
Alanine Ala A 71.03711 44 C;H;NO
Arginine Arg R 156.10111 129 59,70,73,87,100,112 C¢H;oN,O
Asparagine Asn N 114.04293 87 70 CHgN,0,
Aspartic Acid | Asp D 115.02694 88 70 C,H;sNO;
Cysteine Cys C 103.00919 76 C;H;NOS
Glutamic Acid| Glu E 129.04259 102 CsH;NO;
Glutamine Gln Q |12805858| 101 56,84,129 CsHN,0,
Glycine Gly G 57.02146 30 C,H;NO
Histidine His H 137.05891 110 82,121,123,138,166 C¢H;N;0
Isoleucine Ile I 113.08406 86 44,72 C¢H,;;NO
Leucine Leu L 113.08406 86 44,72 C¢H,;;NO
Lysine Lys K 128.09496 101 70,84,112,129 C¢H;,N,0
Methionine Met M 131.04049 104 61 CsH;NOS
Phenyalanine | Phe F 147.06841 120 91 CsHgNO
Proline Pro P 97.05276 70 CsH;NO
Serine Ser S 87.03203 60 C;H5;NO,
Threonine Thr T 101.04768 74 C.H;NO,
Tryptophan | Trp W |186.07931| 159 |11,117,130,132,170,100 | C;;H;,N,O 20
Tyrosine Tyr Y 163.06333 136 91,107 CsHgNO,
Valine Val A% 99.06841 72 44,55,69 CsHgNO



Reglas generales para la secuenciacion

1. En el rango de menor masa se pueden detectar los iones imonio que pueden dar una idea de
la composicién de aminoacidos.

2. Para saber si el péptido triptico termina en K o en R busca los iones de diagndstico y1 en el
extremo inferior del espectro; 147 indica Lys y 175 Arg.

3. Parainiciar un proyecto de secuenciacién de novo, se comienza habitualmente en el extremo
de masa alta del espectro. La secuencia del péptido se determinard por la diferencia de masa
entre los picos del espectro de MS/MS.

5. Una vez se conoce la masa de union b oy, el ion y o b correspondiente se puede calcular
usando las siguientes formulas y buscar el ion en el espectro

(Masa precursor+H) Y*=b+y
Cuando se detecte un ion debe estar protonado, por tanto:

y = (M+H)™ - b +1

b = (M+H)" -y +1

Hay diferentes maneras de abordar una secuenciacién de novo. Se puede empezar siguiendo
los iones y ya que estos fragmentos se detectan mejor como se ha comentado anteriormente.

1.

Busca en el espectro un pico intenso, calcula la diferencia entre picos contiguos. Aquel
que coincida con el valor de la columna (Residue mass) de la tabla | o Il nos indicara el
residuo que se encuentra entre esos iones.

penultimo ion yn.1= (M+H)* - masa residuo

Este ion y debe encontrarse entre la masa de residuos de aminodcido mds pequeria y la
mds grande, sequn tabla | o Il, entre 57-186 u.
(M+H)* - ion observado = Masa del Residuo

Una vez que se encuentra un ion vy, calcula el ion b correspondiente, buscalo, y
etiquétalo en el espectro.
b=(M+H)"*-y+1

Continuda siguiendo la serie de iones y hasta el extremo inferior del espectro de masas.
Una vez se alcance el extremo inferior y se llegue al y1 (147 o 175) construye la serie
de iones

Para cada ion y puedes buscar el ion b correspondiente o realizar el proceso
independientemente. Todos estos datos deben encajar para ayudar a reafirmar las asignaciones.

4. Ademads, cada vez que se identifique union b,

A -28u se encontrara el ion a (no siempre esta presente)
A veces también hay pérdidas de amoniaco y agua, -17 y -18u
respectivamente.
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5. Rara vez se observa el fragmento b1, lo que dificulta determinar el orden de los dos
primeros aminodacidos N-terminales en una secuencia peptidica, pero que se puede
resolver con los iones y mas largos

Mas consejos:
Cuidado con aminoacidos con Masa isobarica

1. La leucina y la isoleucina tienen masas isobaricas y no se pueden diferenciar en una colision
de baja energia.

2. La lisina y la glutamina tienen masas casi isobdricas, 128,09496 y 128,05858
respectivamente.

Pérdida de amoniaco y agua
1. Aveces algunos fragmentos de iones pierden amoniaco -17 o agua, -18.

Aunque en este ejercicio solo vamos a seguir los iones y, b, a y los posibles ocasionados por
pérdida de agua o grupo amonio, también se pueden detectar fragmentos internos. Hay tablas
gue ayudan a su identificacidn, pero por simplificar no lo usaremos en este ejemplo. Estos
fragmentos nos pueden ayudar a resolver conflictos en casos de espectros de baja calidad.
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EJEMPLO 1

Empezaremos con un ejemplo de MS/MS obtenido en el andlisis de la banda LS (Fig.3)

Tras realizar el espectro de MS del digerido triptico, se seleccionaron los iones mas intensos para
ser fragmentados.

Para este ejemplo analizaremos el ion 1021,52 que corresponderd a un péptido de masa 1020,52

. 5.0e+06 mmass_LS ¢
' A) Espectro de MS de la banda LS
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Figura 3. Espectros de masas obtenidos al analizar la banda LS. A) Espectro de masas B)
espectro de MS/MS del ion 1021.52
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El espectro de MS/MS lo podéis analizar en el programa mmass (archivo MSMS_1021.52.txt) o
directamente a partir de las imagenes ampliadas y lista de picos que se encuentran al final del
documento.

Podemos empezar identificando la serie y que corresponde a los fragmentos Ct y que al
incorporar la R o K suele ser la mas intensa.

Para empezar, identificaremos si el péptido acaba en R o K buscando el ion diagndstico (175 Arg;
147 Lys).

En este caso detectamos el ion 175 que indica que el péptido acaba en Ry por tanto y1=R

Ahora vamos a la zona de m/z mas alta para identificar los fragmentos y mas largos. Para ello se
calculan las diferencias entre picos buscando a qué residuo corresponderia esa diferencia de
masa (Tabla | o tabla Il).

Tabla Il. Masa de los residuos de aminoacidos ordenados de menor a mayor

letter name mass, Da
G glycine 57.02
A alanine 71.04
S serine 87.03
P proline 97.05
v valine 99.07
T threonine 101.05
C cysteine 103.01
I isoleucine 113.08
L leucine 113.08
N asparagine 114.04
D aspartic acid 115.03
Q glutamine 128.06
K lysine 128.09
E glutamic acid 129.04
M methionine 131.04
H histidine 137.06
F phenylalanine 147.07
R arginine 156.10
Y tyrosine 163.06
W tryptophan 186.08
carboxymethyl cysteine 161.05
carbamidated cysteine 160.03
oxidised methionine 147.04
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Por ej.

Empezamos con el 1021.5 que corresponde al precursor protonado. Como en estos momentos
no sabemos la longitud del péptido, lo nombraremos n.

Calculamos la diferencia entre picos anteriores

1021-906= 115 segun la tabla corresponderia a un aspdartico por tanto parece que el
residuo Nt sea un Asp

n Dxxxxxx..R 1021,5

yn-1 xxxxxx..R 906,49

Seguimos buscando diferencias entre picos (si se trata de iones y suelen ser mas intensos, pero
aun asi podemos calcular la diferencia entre los picos siguientes).

906-888=18 (esto indicaria una deshidratacion n-H,0)
906-847=59
906-829=77

906-805=101.03 corresponderia a una Thr

n DTxxxxx..R 1021,49
yn-1 Txxxxx..R 906,49
yn-2 XxxxX..R 805,46

Busqueda del ion yn-3

805 -788= 17 (esto corresponderia a una pérdida de grupo amonio yn.1-17)

805 -700= 105

805 -690 =115 que corresponderia a D

n DTDxxxxX..R 1021,49
yn-1 TDxxxxx..R 906,49
yn-2 Dxxxxx..R 805,46
yn-3 xxxxX..R 690,43
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Busqueda del ion yn-4

690-672=18 (esto corresponderia a una deshidratacion y,.3-H,0)

690-635=55

690-629=61

690-611=79

690-601=89

690-577=113 (esta diferencia de masa corresponderia a L o | es imposible diferenciarlos)

n DTDI/Lxxxxx..R

yn-1 TDI/Lxxxxx..R

yn-2 DI/Lxxxxx..R
yn-3 I/Lxxxxx..R
yn—-4 XXxXxX..R

Busqueda del ion yn-5

577 -560 =17 (y,-,—-NH3)

577 -558 =19

577-540=37

577-530=47

577-464=113 (de nuevo esta diferencia de masa corresponderia a L o | es imposible

diferenciarlos)

n DTDI/L
yn-1 T D I/L
yn-2 D I/L
yn-3 I/L
yn-4
yn-5

Busqueda del ion yn-6
464-447=17 (y,-s—NH;)
464-445=19
464-427=37

464-419=45

I/L
I/L
I/L
I/L

I/L

XXXX

XXXX

XXXX

XXXX

XXXX

XXXX.

1021,49
906,49
805,46
690,43

577,34

1021,49
906,49

690,43

R

R

R 805,46
R

R 577,34
.R

464,26
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464 -393=71 Ala

n DTDI/L I/L A
yn-1 T D I/L I/L A
yn-2 D I/L I/L A
yn-3 I/L I/L A
yn-4 I/L A
yn-5 A
yn-6

Busqueda del ion yn-7
393-376 =17 ( Yn-6-NH3)
393-332=61

393-322=71 Corresponde a Ala

n DTD I/L I/L
yn-1 T D I/L I/L
yn-2 D I/L I/L
yn-3 I/L I/L
yn-4 I/L
yn-5
yn-6
yn-7

xxx..R 1021,49

xxx..R 906,49

XXX..

XXX..

L A
A A T

w0 W

R

XX..

XX..

XX..

XX..

XX..

XX..

XX..

XX..

W oW oW W W W

805,46
690,43
577,43
464,26
393,22

1021,49
906,49
805,46
690,43
577,43
464,26
393,22
322,10

Para identificar el siguiente residuo, se continua igual, aunque todo apunta que debe ser

el y2 porque el y1 (175) se encuentra cercano. Aun asi, se puede probar a medir la diferencia

entre todos los picos:
322 -314=8
322-305=17 (yn-7-NHs3)
322-304=18 (yn-7-H:0)
322 -217=105

322-175=147 Corresponde a Phe
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Precursor D TD I/L I/LAAFR 1021,49
y8 TDI/LI/LAATFR 906,49
y'7 DI/LI/LAAFR 805,46
v6 I/L I/LAAFR 690,43
5 I/LAAFR 577,43
v AAFR 464,26

v3 A F R 393,22
y2 FR 322,10
y1 R 175,11

Se puede comprobar la presencia de estos aminoacidos buscando los iones imonio en la tabla

I de D=88 T=74 1/L=86 A=44 F=120 R=129

Se encuentran todos, hecho que confirma la composicion.

El resumen de estas asignaciones se muestra en la figura 4.

MSMS 1021.52 ¢
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Figura 4. Identificacion de los iones imonio e iones y. A partir de la diferencia de masa entre los

iones y se puede deducir la secuencia del péptido
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Ademas, se puede buscar la serie b de dos maneras, a partir de los iones y o analizando la
diferencia entre los picos igual que se ha hecho para la serie y.

Una vez tenemos identificado los iones y, se puede comprobar buscando los iones de la serie b
b=(M+H)¥-y+1

A partir de y1 se calcula el b8. El precursor es 1021,5y el ion y1 es 175

b8=1021,5-175.2+1=847

Se busca el pico en el espectro y se marca.

El calculo para la determinacion del resto de iones b se resume en tabla Il y se marcan en la
figura 5.

Tabla lll. Calculo de iones b a partir de los iones y identificados previamente.

secuencia iony masa calculodeionb ion b secuencia
R yl 175,11 = 1021,5-175,1+1 847 b8 DTDILAAF
FR y2 322,18 = 1021,5-322,2+1 700 b7 DTDILAA
AFR y3 393,22 = 1021,5-393,2+1 629 b6 DTDILA
AAFR v4 464,53 = 1021,5-464,5+1 558 b5 DTDIL
LAAFR y5 577,35 = 1021,5-577,3+1 445 b4 DTDI
ILAAFR y6 690,43 = 1021,5-690+,41 332 b3 DTD
DILAAFR y7 805,46 = 1021,5-805,5+1 217 b2 DT
TDILAAFR y8 906,50 = 1021,5-906,5+1 116 bl
«© D ) *
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Figura 5. Identificacion de los iunes b a partir de los iones y identificados previamente.
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Ademds, se puede buscar los iones b que pierden agua (b-H20) (b-18) y los iones a (b-carbonilo)
(b-28). Los picos identificados en el espectro se muestran coloreados en la tabla IV y marcados

en la figura 6.

Tabla IV. Calculo de iones b a partir de los iones y identificados previamente.

b-18 b-28(CO)
iones b b-H20 iones a
b2 217 199 189
b3 332 314 304
b4 445 427 417
b5 558 540 530
b6 629 611 601
b7 700 682 672
b8 847 829 819

Todo esto confirmaria que la asignacidn realizada con los iones y es correcta.

S ﬂ MSMS 1021.52 ¢
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Figura 6. Asignacion de los picos del espectro al ion correspondiente.
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De manera alternativa, en caso de que no se detectaran bien todos los iones y, se podria
proceder igual que antes con los iones b, analizando la diferencia entre picos que corresponde
a una diferencia de residuo.

Como el ion y1 se suele visualizar facilmente, sera igualmente facil de localizar el ion bmasiargo (08
en este caso)

b8= (Masa del precursor protonada-y1) +H
b8=1021,5-175,2+1=847

En caso de que no se haya detectado el y1 irilamos buscando la diferencia entre el precursory
picos de masa superior para buscar el b mas largo teniendo en cuenta que:

Precursor protonado= bmssiargo +18+aminoacido en Ct.
De esta manera se iria buscando el ion b mads largo mediante diferencias de picos:
1021,5 -847,48-18=156 lo que indicaria que el residuo Ct es una Arginina.

Una vez tenemos localizado el ion b mas largo (en este caso b8=847), se calcula la diferencia con
los picos anteriores buscando la coincidencia con la masa de algun residuo segun la tablall o |,
igual que hemos hecho para la serie y.

Al igual que antes pueden aparecer iones que pierden agua -18, grupo amonio -17 e incluso se
puede calcular el ion a=b-28 del carbonilo. Como estos célculos ya estdn mostrados en la tabla
IV no se realizaran de nuevo.

Como vemos que la tabla Il la masa de los residuos va desde 57 a 18, por tanto, buscaremos
picos que se encuentren entre esas distancias. Ademas, como ya tenemos identificados los iones
y, no los tendremos en cuenta ahora para simplificar el calculo.

Busqueda del ion b7:
847-700= 147 corresponde con una Phe

b8 FxxxxxxR 847
b7 XXXXXXR 700

Busqueda del ion b6:
700-635=65

700-629=71 corresponde a una Ala

b8 FAxxxxxR 847
b7 AxxxxxR 700
b6 xXxXXxXXR 629
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Busqueda del ion b5:

629-558=71 Corresponde de nuevo a una Ala

b8
b7
b6
b5

FAAxxxXR
AAXxXXXR

AxxxxXR
xxXxXxXR

Busqueda del ion b4:

558-496=62.1

847
700
629
558

558-445=113 corresponde a Leu o lle

b8
b7
b6
b5
b4

FAAI/L xxxR
A A I/L xxxR
A I/L xxxR
I/L xxxR

xxxR

Busqueda ion b3:

445-332=113 corresponde a Leu o

b8
b7
b6
b5
b4
b3

FAAI/L I/L
AAI/L I/L
A I/L I/L
I/L 1/L

I/L

Busqueda ion b2

lle

xxXR
xxXR
xxXR
xxXR
xxXR
xxXR

332- 217=115 corresponde con un Asp

b8
b7
b6
b5
b4
b3
b2

FAAI/L I/L
AAI/L I/L
A I/L I/L
I/L 1/L

I/L

DxxR
DxxR
DxxR
DxxR
DxxR
DxxR

xR

847
700
629
558
445

847
700
629
558
445
332

847
700
629
558
445
332
217

Elion bl no se suele detectar. Con la serie b habitualmente falta completar los residuos finales

del Ct que se podrian deducir del resto de datos.

Por un lado, se sabe que es un péptido que acaba en Arg, se detecta y1 y el ion imonio de Arg.

Y si miramos los iones imonio se detecta un pico a 74 que corresponde al ion imonio de la Thr.
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Prueba a hacerlo tu a partir de los espectros de MSMS del precursor 1021.52 ampliados a
continuacién.

Si quieres probar con otro espectro de secuencia desconocida, se adjuntan al final la lista de
picos e imagenes del espectro de MSMS del ion 1465 del digerido de la banda LS. En el aula
virtual esta el archivo MSMS_1465.txt que se puede visualizar en el programa mmass.

En el Aula virtual también estan los archivos Sequencequery de cada ion, donde se encuentra
la lista de picos para realizar la identificacién del MSMS usando el motor de busqueda de
MASCOT en la seccién de Sequence Query.

http://www.matrixscience.com/cgi/search form.pl?FORMVER=2&SEARCH=SQ
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Espectro MSMS del ion 1021.52
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Lista de picos de espectro MSMS del 1021.65

44,05

74,06

86,10

88,04

110,05
112,10
120,12
129,11
158,09
175,12
217,08
304,11
305,16
314,10
322,18
330,13
332,11
376,20
393,22
403,14
413,19
417,20
419,81
427,14
445,18
447,24
464,26

m/z  Intensidad

1400,91
1316,21
4739,62
1587,79
2258,85
4435,02
1261,35
3266,59
1906,21
46476,70
8261,35
14338,41
9023,27
1998,48
15792,89
316,29
21338,41
2516,83
21714,72
825,30
580,93
7153,32
1706,20
1410,14
36337,37
7727,61
32609,75

m/z  Intensidad

496,22
498,16
516,17
524,21
530,28
540,26
558,27
560,32
577,35
601,32
611,30
618,16
629,32
635,19
672,35
690,43
700,36
787,45
788,43
793,35
805,46
829,42
847,42
888,50
905,37
906,50
1021,51

2561,55
2519,97
7444,00
5465,02
2306,40
1567,16
26210,90
5465,45
29951,59
1796,59
2107,93
4723,79
25918,02
3228,11
2887,02
32941,83
10548,65
1307,81
4513,89
3311,75
35382,45
5817,73
8183,02
1681,54
1670,86
80492,34
2500,00
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Espectro MSMS del ion 1465
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Zoom rango medio de masas
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Lista de picos de espectro MSMS del 1465

m/z
30,03
70,07
72,09
74,07
86,10
101,08
102,06
110,07
112,12
120,09
129,11
155,14
175,12
186,17
221,13
249,12
304,16
332,35
361,38
377,19
389,41
403,23
434,20
446,47
458,46
502,55
513,28
531,28
559,62
628,31
630,68
644,37
687,74
701,39
729,81
737,38
740,42
747,83

Intensidad
3500,77
4287,33
5865,23
7865,23
6865,23
4262,72
5865,23
4287,33
4494,65
6865,23
9865,23
3336,13

16528,50
3808,84
3055,65
3336,13
7488,74
4279,99
8852,82
13052,82
10747,06
8987,06
14692,92
5387,94
6553,41
5666,03
3258,46
30326,59
6526,93
4245,83
4911,06
26657,08
8177,71
51899,16
3828,94
28186,58
9888,15
3993,73

m/z
765,37
778,82
786,85
794,82
821,43
822,38
830,62
831,74
838,44
848,90
858,93
875,95
876,96
907,48
910,56
915,98
918,48
934,00
935,51
973,07
991,05
1015,55
1016,13
1032,55
1063,54
1072,55
1089,58
1134,60
1162,60
1183,26
1200,61
1217,63
1263,65
1291,64
1309,36
1310,33
1364,71
1465,75

Intensidad
40693,82
3514,94
5407,57
7957,63
11695,19
43325,00
5555,66
3664,21
13076,12
4098,53
8590,55
5366,90
4103,27
16700,94
8168,23
6780,42
17408,87
3017,67
77846,10
3784,46
6718,50
8579,05
59053,13
109144,75
46661,22
42260,85
65960,31
7294,84
27688,65
4173,20
8311,59
107704,02
5778,09
142365,94
24900,58
52845,47
139146,88
8311,59
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