
PEPTIDE Mass PEPTIDE Mass Sequencing Sequencing 

1) Stabilire l’identità di una proteina

2) Mappare i siti recanti modificazioni post-traduzionali

3) De novo sequencing

Sviluppo di strategie sperimentali per
la combinazione di diverse tecniche
separative (LC) con un’ampia varietà di
spettrometri di massa.

Sviluppo di software (database-supported and
probability-based) per l’interpretazione degli
spettri.

Sempre Sempre >>  ““CONFIDENZACONFIDENZA””
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 TUTTI GLI SPETTRI DI FRAMMENTAZIONE
generati virtualmente dai peptidi di tutte le

proteine depositate in BANCA DATI
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Dopo aver effettuato una scansione MS si possono identificare degli ioni precursori da sottoporre a frammentazione.
Lo strumento passa automaticamente in modalita MS/MS e isola, frammenta e rileva i rapporti m/z dei frammenti generati
Nel caso del Peptide mass sequencing e qualora la metodica di frammentazione adottata sia la CID, i peptidi si trovano a
rompersi prevalentemente a livello del legame peptidico (vedasi dopo la teoria del protone mobile). Le rotture non
avvengono sempre a livello del medesimo legame peptidico, bensì, ciascuna diversa molecola (dello stesso
peptide/molecola) è sottoposta ad una (ed una sola) rottura a livello diverso (chi tra il primo e il secondo residuo aa, chi tra
il secondo e il terzo, chi tra il terzo e il quarto, etc.). Si generano in questo modo una serie di frammenti che tra di loro
differiscono per singoli residui aa. Dal momento che il peso di ciascuno residuo all’interno di una catena polipeptidica è
calcolabile, dalla differenza di peso (ricavato a partire dai valori m/z) tra i vari picchi dello spettro di frammentazione è
possibile ricavare la sequenza aa del peptide sotto analisi. Bisogna però considerare che le rotture non avvengono in
modo equivalente a livello di tutti i legami peptidici (questo perché l’intorno molecolare influenza la rottura - vedasi modello
del protone mobile). Da questo ne consegue che lo spettro di frammentazione non è detto contenga tutti i frammenti.
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PEPTIDE Mass PEPTIDE Mass Sequencing Sequencing - Analisi LC-MS/MS - Analisi LC-MS/MS 
Nelle analisi proteomiche i digeriti triptici ottenuti dal
campione che si vuole analizzare (i.e. ottenere
informazioni circa le proteine presenti - identità - e le
loro quantità) vengono solitamente analizzati
mediante cromatografia liquida (LC) usando la
metodica della RP-HPLC (dal momento che le
condizioni che vengono utilizzate in questa metodica
sono compatibili con la ionizzazione di tipo ESI). Lo
spettrometro di massa analizza ciò che eluisce dalla
colonna in base a quanto stabilito da noi. Una
classica impostazione è chiedere allo strumento di
fare una scansione (MS), vedere quali precursori
(segnali m/z che potrebbero appartenere a peptidi)
sono presenti nello spettro e sulla base di questo (per
questa ragione questa modalità è anche chiamata
DATA DEPENDENT ACQUISITION) passare in
modalita MS/MS e quindi isolare, frammentare e fare
la scansione dei frammenti generati a partire dai
precursori scelti. Questa serie di operazioni si
sussegue nel tempo lungo la corsa cromatografica. La
velocità dello spettrometro di massa nel fare queste
operazioni è essenziale per “campionare” il mio
cromatogramma in modo dettagliato. Infatti, mentre lo
spettrometro di massa è impegnato nel fare
un’operazione le altre molecole continuano ad eluire e
se lo strumento non è sufficientemente veloce il
rischio è che alcune vadano perse (non vengano
analizzate).

MS MS/MS

Tempo (min)

Cromatogramma

Picco allargato (finestra di 1 minuto)

Sequenza di eventi nelle
analisi di spettrometria di

massa

Se la finestra allargata è di un minuto e se in essa sono stati acquisiti 4 cicli,
ciascun ciclo (MS + 3 MS/MS) dura circa 15 secondi e il picco in questione è
campionato in 4 punti. In una situazione reale, una scansione MS dura
indicativamente 200 ms e sono necessari altri 200 ms per isolare, frammentare
e scansionare, questo significa che per 3 MS/MS servono 600 ms il che porta
in pratica ad avere nel caso specifico un tempo di circa 1 sec a ciclo (NB: i
tempi forniti sono indicativi)



LeLe  3 principali famiglie di ioni frammento3 principali famiglie di ioni frammento

La serie La serie aa e la serie  e la serie xx= = rottura legame tra Crottura legame tra Cαα e C  e C carbonilicocarbonilico

La serie La serie bb e la serie  e la serie yy= rottura legame amidico= rottura legame amidico

La serie La serie cc e la serie  e la serie zz= = rottura legame tra N rottura legame tra N amidico amidico e Ce Cαα aa successivo aa successivo

FrammentiFrammenti
C-terminali:C-terminali:

FrammentiFrammenti
N-terminali:N-terminali: Roepstorff and Fohlmann (1984)

H+

(più rari: frammenti interni (più rari: frammenti interni –– doppia rottura sul backbone doppia rottura sul backbone
              frammento e ioni satellite               frammento e ioni satellite –– rotture sulla catena laterale) rotture sulla catena laterale)
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NB:importanza della precisione strumentaleNB:importanza della precisione strumentale
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Gli ioni della serie b e della serie yGli ioni della serie b e della serie y

PREDIZIONE
QUALITATIVA

Quale CONFIDENZA
nell’IDENTIFICAZIONE ?



Il MODELLO del Il MODELLO del ““PROTONE MOBILEPROTONE MOBILE””

Reviewed by B.Paizs and S.Suhai, 2005

“Proton-bound dimer”

Le vie di frammentazione del peptide sono “charge directed”

Frammentazione di
PEPTIDI TRIPTICI BICARICHI

Attacco nucleofilo dell’ossigeno sul
carbonio carbonilico

Derivato ossalozonico

Riarrangiamento dei
frammenti

Dissociazione in base all’affinità protonica (PA) 

oppure 

Cosa accade se il peptide contiene
un residuo R o K?

Peptide mono-protonato
attivato da collisione
con un gas non reattivo

La catena laterale basica ha un’alta
PA e “SEQUESTRA” il protone
impedendone la mobilità lungo la
catena principale

No Frammentazione

1) C’è sempre 1 sola K o R, situata
all’estremo C-terminale  del peptide,
che sequestra un protone;

2) L’altra carica situata all’N-terminale
è libera, in seguito ad attivazione, di
migrare e popolare i siti di
protonazione energeticamente meno
favoriti e indurre la frammentazione

SE LA DIGESTIONE
TRIPTICA E’ COMPLETA

L’energia richiesta per la
mobilitazione del protone dipende
dalla composizione amminoacidica

CASO GENERICO:



Main Sequence Ions

Precursor ion++ **

* = - NH3

Identificazione proteica a
partire dallo Spettro di

Frammentazione
di un peptide triptico



Software per la predizione dei frammenti sulla base della sequenza

File in formato
.mgf

Spettro di
frammentazione

 m/z (valori asse x)
 intensità (valori asse y)
 stato di carica (assegnato dopo deconvoluzione)

Ricerca con Mascot MS/MS ion search
http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS

Protein Prospector
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msproduct

Software per de novo sequencing
Pepnovo

http://proteomics.ucsd.edu/LiveSearch/

Software per l’identificazione proteica tramite mass sequencing

http://expasy.org/tools/
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