Масс-спектрометрическая идентификация лейцина/изолейцина в бревининах-2, компонентах кожного пептидома Rana ridibunda из Словении
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К настоящему времени масс-спектрометрическое секвенирование белков и пептидов, стало основным методом протеомики и пептидомики, заменив биохимические методы. Достичь этого удалось благодаря появлению новых методов ионизации макромолекул (МАЛДИ, электрораспыление) и новым способам фрагментации полипептидных цепей [1].
Нерешенной до последнего времени задачей масс-спектрометрического de novo секвенирования оставалась проблема идентификации аминокислот внутри пары изомеров лейцин/изолейцин. Нашей группой был предложен алгоритм МС3 эксперимента, в котором активации низкоэнергетическими столкновениями подвергались z-ионы, образовавшиеся при переносе электрона. В МС3 спектрах z-ионов, содержащих N-Leu/Ile, наблюдались интенсивные пики, соответствующие характеристическим потерям: 43 Да для Leu или 29 Да для Ile [2]. Целью настоящей работы была отработка алгоритма МС3 идентификации изомерных Leu/Ile на новых пептидах семейства бревининов-2. Новым шагом явился способ проведения МС3 эксперимента: активации столкновениями подвергались все образовавшиеся при переносе электрона z-ионы шести бревининов-2 без предварительного выделения тех из них, в которых присутствовали N-концевые Leu/Ile. МС эксперименты проводились на приборе Орбитрэп Элит прямым вводом раствора неразделенного кожного секрета Rana ridibunda в источник. Анализ МС3 спектров шести бревининов-2, позволил идентифицировать 26 из 32 имеющихся в последовательностях изомерных Leu и Ile. Полученные в работе результаты демонстрируют высокую эффективность предложенного алгоритма масс-спектрометрической идентификации изомерных лейцинов/изолейцинов, что позволит автоматизировать ее в ближайшей перспективе.
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