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Масс-спектрометрия MALDI-TOF/TOF и пробоподготовка AnchorChip для идентификации белков со степенями успеха 95%

Для того, чтобы понять устройство протеома, требуется идентифицировать тысячи белков из 2D гелевых пятен с высокой скоростью. В принятых в настоящее время высокопроизводительных схемах анализа, в основу которых заложено применение метода масс-спектрометрии MALDI-TOF, обычно менее чем 60 % полученных масс-спектров обеспечивают идентификацию белков. Предложенная здесь схема – пробоподготовка AnchorChip™ с последующим анализом методами MALDI-TOF и TOF/TOF MS с использованием масс-спектрометра ultraflex TOF/TOF – обеспечивает чрезвычайно высокие степени успеха – более 95%.

Введение

В настоящее время промышленная протеомика всё сильнее стремится к полной характеризации челове​че​ских или бактериальных протео​мов. По предварительным оцен​кам, чтобы «заглянуть» в устрой​ство протеома требуется полу​чить «отпечатки пальцев» спект​ров MALDI для 50,000 2D гелевых пятен. К сожалению, в сегодняш​них высокопро​из​води​тельных схе​мах анализа обычно менее 60 % всех полученных спектров обеспе​чи​вают прави​ль​ную идентифи​кацию белков. Таким образом, в промыш​ленной протеомике суще​ст​вует всё большая потреб​ность в достижении высоких степеней успеха идентификации белков и непрерывной высокой произво​ди​тель​ности анализов.
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Здесь мы представляем техно​ло​гии, которые существенно превосходят уже существу​ющие за счёт улучшенной схе​мы пробоподготовки и приме​не​ния новой технологии MALDI-TOF/TOF. Все методо​логи​ческие улучшения были протестированы на образце цито​золь​ного экстракта клеточ​ной линии первичной почки эмбриона человека HEK293, используемом в качестве мо​дель​ного протеома. В данном исследовании было проанали​зировано 496 пятен.

Методы
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Для электрофокусирования ис​поль​зовали IPG 3-10 NL и гели 12% PAGE во втором измерении. Гели окрашивали коллоидным кумасси, отбирали пятна, гидроли​зо​вали и подго​тав​ливали их на мишени MALDI при использо​ва​нии роботов. 

Образцы MALDI готовили на мишенях AnchorChip™ с раз​ме​ром лунок 600 мкм в тонком слое -циано-4-гидрокси​корич​ной кис​ло​ты, используемом в качестве матрицы, сразу после проведения протеолитического гидролиза [1]. После автомати​че​ского сбора пол​ных серий отпе​чат​ков пептидных масс (peptide mass fingerprints,  PMFs), образцы перекристалли​зо​вывали с помощью дополни​тельной матрицы, чтобы полу​чить плотный слой кристаллов, позво​ля​ющий затем собрать вторые отпечатки и спектры много​кратной тандемной масс-спектро​мет​рии.

MALDI-TOF PMF спектры полу​чали в полностью автома​тизи​ро​ван​ном режиме на масс-спектро​метре ultraflex TOF/TOF™ при использовании про​грам​много обеспе​чения для сбора масс-спектров flexControl 1.1 и робота для автомати​че​ской загрузки мишени Twister™. Автомати​зи​​ро​ван​ный анализ данных прово​дили с помощью запатен​то​ван​ной ин​тел​​лектуальной поис​ко​вой сис​те​мы, работа​ющей с базами данных (Poseidon, Roche), или методом интерактивного ана​лиза с помо​щью программного пакета  BioTools 2.2.

Те образцы, которые нельзя было идентифицировать по их «отпечаткам» MALDI-TOF, допол​ни​тельно анализировали на той же мишени, используя масс-спектро​метрию LIFT-TOF/TOF.

Технология I: AnchorChip

Планшеты AnchorChip – это мишени MALDI, содержащие гидрофильные пятна для образцов точно заданного размера (400 или 600 мкм) в строго определенных позициях, окруженные гидрофоб​ным покрытием. Такое устройство планшетов позволяет готовить образцы на маленьких, точно определенных площадях из очень маленьких объемов, например, 3 мкл. 

Главные достоинства технологии AnchorChip - это:

• 10-100-кратное увеличение чувствительности

• 30% повышение скорости идентификации «отпечатков» PMF

• 100% увеличение скорости сбора спектров

• Очистка пробы на мишени, без использования микроколонок [2] Технология II: масс-спектрометрия LIFT-TOF/TOF
В приборе ultraflex TOF/TOF реализована новая технология MALDI MS/MS (Рис. 2): На этапе TOF1 все ионы ускоряются до 7 кВ в условиях, вызывающих метастабильную фрагментацию. Такой индуцированный лазерным излучением распад (“laser induced decomposition”, LID) не требует присутствия газа для соударений. После выбора одновременно мигрирующего «семейства» родительских и фрагментных ионов во времяпролетной щели, в ячейке LIFT напряжением 19 кВ потенциальная энергия ионов поднимается до более высоких значений. После дальнейшего ускорения фрагментных ионов во втором источнике ионов их массы можно одновременно проанализировать с высокой чувствительностью на рефлекторе. Они обладают высокой энергией (хорошая эффективность детектирования) и узким распределением по энергиям, что позволяет их зарегистрировать в течение одного скана. 

Результаты

1. Степени успеха и производительность

Пробоподготовка на планшетах AnchorChip была адаптирована для наших высокоскоростных анализов, проводимых после широкомасштабного гидролиза белков на 96-луночных микротитрационных планшетах, без какого-либо этапа очистки образца, кроме очистки in-situ непосредственно на мишени. Степень успеха идентификации белков по спектрам – «отпечаткам пептидных масс» (PMF) возрастала с 60 до 80% исключительно благодаря этому изменению в схеме пробоподготовки. В то же время скорость сбора данных увеличилась почти в 2 раза.

Поскольку масс-спектрометр ultraflex TOF/TOF по сравнению с предложенными ранее масс-спектрометрами обеспечивает более высокую степень фокусировки ионов, в нем значительно улучшены разрешение и массовая точность PMF, что привело к возрастанию степеней успеха до 90%.

МС/МС анализ одного или двух доступных пептидов может обеспечить идентификацию в тех случаях, когда невозможно идентифицировать белок только по спектру – «отпечатку» пептидных масс PMF. Этот новый предложенный этап в нашем методе помог идентифицировать еще 5%, то есть половину всех остающихся неидентифицированных белков.
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Данным методом не удалось идентифицировать лишь 5% всех образцов (Рис. 3). 

Использование общепринятых способов, таких, как методы PSD или ESI-MS/MS, обычно занимает много времени (что несовместимо с высокой производительностью) или приводит к низкой чувствительности (и не приводит к существенному увеличению степени успеха). Только появившаяся технология TOF/TOF обеспечила требуемые в потоке анализов протеомики высокую скорость и чувствительность, что привело к существенному повышению степеней успеха на второй стадии анализа. 
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2. Примеры идентификации белков методом масс-спектрометрии MALDI-TOF/TOF

На рисунках 5 и 6 показаны 
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результаты экспериментов, проведенных с двумя пятнами, в которых использование масс-спектрометрии MALDI-TOF/TOF компенсировало неудачную или неточную идентификацию, проведенную только на основании данных PMF.

В общем случае, типичными причинами неудачной идентификации на основании данных PMF являются:

• отсутствие белка в базе данных

• слишком низкие индексы из-за

-
малой массы белка (< 15 кДа)

-
существенной доли модифи​каций

- 
кластеризации пептидов (Рис. 5).

- 
образования из белка лишь не​скольких пептидов (Рис. 6)

-
массовой точности ниже ожидаемой.

Заключение

В предложенной нами схеме анализа благодаря использованию пробоподготовки на микротитрационных планшетах AnchorChip степень успеха идентификации белков выросла на 30%, а при использовании также технологии TOF/TOF – еще на 20%, что привело к чрезвычайно высокой суммарной степени успеха идентификации белков - 95%.

Лишь 5% всех исследованных образцов остались неидентифицированными после проведения высокопроизводительного скрининга методом MALDI, что значительно сократило необходимость проведения длительного анализа методом nanoLC-ESI-MS/MS – на 87.5% по сравнению со стандартными технологиями.

В целом, получение масс-спектров LIFT-TOF/TOF позволяет

• 
подтвердить результаты идентификации, проведенной на основании спектров PMF 

• 
идентифицировать образцы, анализ которых методом PMF не удался

•
 проводить поиски по библиотекам масс-спектров EST 

•
 подтверждать маловероятные (по результатам библиотечного поиска) варианты структуры на основании информации о внутренних фрагментах

• 
получать метки сиквенса при использовании de novo секвенирования
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Рис. 1: Пробоподготовка на планшете AnchorChip: по мере высыхания растворителя капельки стягиваются до размеров анкера. На рисунке показана пробоподготовка для проведения анализа методом LC-MALDI.
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Рис. 2: Процесс LIFT. Сверху: схема масс-спектрометра MALDI-TOF/TOF. Снизу: изменение потенциала во время процесса LIFT. Во время перемещения в области анализатора TOF1 происходит метастабильная фрагментация. Оранжевым цветом обозначены два источника импульсной экстракции ионов, желтым – распределение энергии фрагментных ионов до и после LIFT.
































Рис. 3: Степени идентификации белков (%) в различных используемых технологиях.





Рис. 4: Гель, окрашенный кумасси, содержащий цитозоль HEK 293 с отобранными пиками. Зелеными номерами обозначены пятна, масс-спектры которых показаны на рисунках 5 и 6.
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Рис. 5: Спектры PMF (сверху) и LIFT-TOF/TOF иона с m/z 1751.92 (снизу) из пятна 68. Кластеризация пептидов препятствовала идентификации белков, основанной только на рассмотрении спектров PMF, а анализ фрагментных ионов в режиме TOF/TOF позволил провести однозначную идентификацию (ингибитор диссоциации Rho GDP 1).
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Рис. 6: Масс-спектр LIFT-TOF/TOF иона с m/z 1175.75 пятна 384. Тогда как в PMF для идентификации использовалось недостаточное количество пептидов, по наблюдаемой последовательности DRPFFPGLVK можно идентифи�цировать исследуемый белок как нуклеозиддифосфаткиназу B. Фрагменты последовательностей, представленные внутренними участками (y-b)- и и ионами типа I�, обозначены черным цветом.
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