
Identifikace jednoho proteinu
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Proteinové štěpení

• Trypsin K/R- \-P

• TrypN   -K/R

• AspN -D

• GluC E-, E/D- \-P

• ArgC R- \-P

• LysC K- \-P

• CNBr M-



Identifikace proteinu - princip



Čím vyšší přesnost měření, tím méně peptidů potřebujeme pro 
bezchybnou identifikaci

Důležitá je přesnost…

Conrads TP et al . Anal Chem 2002, 72: 3349.

Počet unikátních peptidů 
jako funkce velikosti 

proteinu

Unikátnost peptidu jako 
funkce jeho MW



Peptidové mapování

MASCOT – Matrix Science - http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF

MS-Fit – Protein Prospector,UCSF - http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm

Pro-Found – Rockefeller University http://prowl.rockefeller.edu/prowl-cgi/profound.exe
   http://hs2.proteome.ca/prowl/profound/control.html
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Peptidové mapování – vliv parametrů



Database  NCBI
Taxonomy  All taxa
Missed Cleavages 0
Fixed Mods 0
Variable Mods 0
Peptide tol 1000

Peptidové mapování – vliv parametrů



Database  SwissProt
Taxonomy  All taxa
Missed Cleavages 0
Fixed Mods 0
Variable Mods 0
Peptide tol 1000

Peptidové mapování – vliv parametrů



Database  SwissProt
Taxonomy  All taxa
Missed Cleavages 1
Fixed Mods 0
Variable Mods 0
Peptide tol 1000

Peptidové mapování – vliv parametrů



Database  SwissProt
Taxonomy  All taxa
Missed Cleavages 1
Fixed Mods C-Cam
Variable Mods 0
Peptide tol 1000

Peptidové mapování – vliv parametrů



Database  SwissProt
Taxonomy A ll taxa
Missed Cleavages 1
Fixed Mods C-Cam
Variable Mods M-ox
  Prot N-ter Ac
Peptide tol 1000

Peptidové mapování – vliv parametrů



Database  SwissProt
Taxonomy  All taxa
Missed Cleavages 1
Fixed Mods C-Cam
Variable Mods M-ox
  Prot N-ter Ac
Peptide tol 100

Peptidové mapování – vliv parametrů



Database  SwissProt
Taxonomy  Firmicutes
Missed Cleavages 1
Fixed Mods C-Cam
Variable Mods M-ox
  Prot N-ter Ac
Peptide tol 100

Peptidové mapování – vliv parametrů



Database  SwissProt
Taxonomy  Firmicutes
Missed Cleavages 1
Fixed Mods C-Cam
Variable Mods M-ox
  Prot N-ter Ac
Peptide tol 10

Peptidové mapování – vliv parametrů



Peptidové mapování – vliv parametrů

Database  SwissProt
Taxonomy  Firmicutes
Missed Cleavages 1
Fixed Mods C-Cam
Variable Mods M-ox
  Prot N-ter Ac
Peptide tol 1



Peptidové mapování – vliv parametrů

Database  SwissProt
Taxonomy  S. penumoniae
Missed Cleavages 1
Fixed Mods C-Cam
Variable Mods M-ox
  Prot N-ter Ac
Peptide tol 1



Peptidové mapování – vliv parametrů

Unmatched masses:
842.50 – Trypsin

870.54 – very tiny peak
1016.57 - methylation of 1002.56

1024.54 – sodium adduct of 1002.56
1089.57 - methylation of 1075.55

1097.53 - sodium adduct of 1075.55
1128.53 – very tiny peak

1188.65 – methylation of 1174.63
1308.65 - very tiny peak



Peptidové mapování – prezentace výsledků

Nutno uvést 

• instrument a jeho nastavení, typ kalibrace (interní, externí, post-kalibrace)

• program/algoritmus použitý pro označení píků, dekonvoluci, vyhlazení/korekce

• program a všechny parametry použité pro identifikaci

• Skóre (+limit), pokrytí sekvence, počet použitých/přiřazených píků

MALDI  FT-ICR (Apollo II Dual source Apex Qe 9.4T)

externí kalibrace na Bruker Peptide Mix 

DataAnalysis 4.0, unprocessed, SNAP v 2.0

MASCOT v 2.2 – Swiss-Prot (verze/datum), S. pneumoniae, Trypsin, m.c. - 1, f.m. - C-Cam, 
v.m. – Prot N-term acetylated + M-ox, p.t. 1ppm

Skóre 249 (48 limit), pokrytí sekvence 53%, 23/26 píků přiřazeno

https://hupo.org/Guidelines

http://www.mcponline.org/sites/default/files/assets/pdfs/Guidelines/Proteomic_Checklist.pdf



Výhody vysokého rozlišení

Lepší a rychlejší identifikace proteinů – peptidové mapování 

Plektin – obrovský protein z cytoskeletu (530kDa, 4900 AK, několik sestřihových variant)
MVAGMLMPRDQLRAIYEVLFREGVMVAKKDRRPRSLHPHVPGVTNLQVMRAMASLRARGLVRETFAWCHFYWYLTNEGIAHLRQ

YLHLPPEIVPASLQRVRRPVAMVMPARRTPHVQAVQGPLGSPPKRGPLPTEEQRVYRRKELEEVSPETPVVPATTQRTLARPGPE

PAPATDERDRVQKKTFTKWVNKHLIKAQRHISDLYEDLRDGHNLISLLEVLSGDSLPREKGRMRFHKLQNVQIALDYLRHRQVKLV

NIRNDDIADGNPKLTLGLIWTIILHFQISDIQVSGQSEDMTAKEKLLLWSQRMVEGYQGLRCDNFTSSWRDGRLFNAIIHRHKPLLIDM

NKVYRQTNLENLDQAFSVAERDLGVTRLLDPEDVDVPQPDEKSIITYVSSLYDAMPRVPDVQDGVRANELQLRWQEYRELVLLLLQ

WMRHHTAAFEERRFPSSFEEIEILWSQFLKFKEMELPAKEADKNRSKGIYQSLEGAVQAGQLKVPPGYHPLDVEKEWGKLHVAILE

REKQLRSEFERLECLQRIVTKLQMEAGLCEEQLNQADALLQSDVRLLAAGKVPQRAGEVERDLDKADSMIRLLFNDVQTLKDGRH

PQGEQMYRRVYRLHERLVAIRTEYNLRLKAGVAAPATQVAQVTLQSVQRRPELEDSTLRYLQDLLAWVEENQHRVDGAEWGVDL

PSVEAQLGSHRGLHQSIEEFRAKIERARSDEGQLSPATRGAYRDCLGRLDLQYAKLLNSSKARLRSLESLHSFVAAATKELMWLN

EKEEEEVGFDWSDRNTNMTAKKESYSALMRELELKEKKIKELQNAGDRLLREDHPARPTVESFQAALQTQWSWMLQLCCCIEAH

LKENAAYFQFFSDVREAEGQLQKLQEALRRKYSCDRSATVTRLEDLLQDAQDEKEQLNEYKGHLSGLAKRAKAVVQLKPRHPAH

PMRGRLPLLAVCDYKQVEVTVHKGDECQLVGPAQPSHWKVLSSSGSEAAVPSVCFLVPPPNQEAQEAVTRLEAQHQALVTLWH

QLHVDMKSLLAWQSLRRDVQLIRSWSLATFRTLKPEEQRQALHSLELHYQAFLRDSQDAGGFGPEDRLMAEREYGSCSHHYQQL

LQSLEQGAQEESRCQRCISELKDIRLQLEACETRTVHRLRLPLDKEPARECAQRIAEQQKAQAEVEGLGKGVARLSAEAEKVLALP

EPSPAAPTLRSELELTLGKLEQVRSLSAIYLEKLKTISLVIRGTQGAEEVLRAHEEQLKEAQAVPATLPELEATKASLKKLRAQAEA

QQPTFDALRDELRGAQEVGERLQQRHGERDVEVERWRERVAQLLERWQAVLAQTDVRQRELEQLGRQLRYYRESADPLGAWL

QDARRRQEQIQAMPLADSQAVREQLRQEQALLEEIERHGEKVEECQRFAKQYINAIKDYELQLVTYKAQLEPVASPAKKPKVQSG

SESVIQEYVDLRTHYSELTTLTSQYIKFISETLRRMEEEERLAEQQRAEERERLAEVEAALEKQRQLAEAHAQAKAQAEREAKELQ

QRMQEEVVRREEAAVDAQQQKRSIQEELQQLRQSSEAEIQAKARQAEAAERSRLRIEEEIRVVRLQLEATERQRGGAEGELQALR

ARAEEAEAQKRQAQEEAERLRRQVQDESQRKRQAEVELASRVKAEAEAAREKQRALQALEELRLQAEEAERRLRQAEVERARQ

VQVALETAQRSAEAELQSKRASFAEKTAQLERSLQEEHVAVAQLREEAERRAQQQAEAERAREEAERELERWQLKANEALRLRL

QAEEVAQQKSLAQAEAEKQKEEAEREARRRGKAEEQAVRQRELAEQELEKQRQLAEGTAQQRLAAEQELIRLRAETEQGEQQR

QLLEEELARLQREAAAATQKRQELEAELAKVRAEMEVLLASKARAEEESRSTSEKSKQRLEAEAGRFRELAEEAARLRALAEEAK

RQRQLAEEDAARQRAEAERVLAEKLAAIGEATRLKTEAEIALKEKEAENERLRRLAEDEAFQRRRLEEQAAQHKADIEERLAQLR

KASDSELERQKGLVEDTLRQRRQVEEEILALKASFEKAAAGKAELELELGRIRSNAEDTLRSKEQAELEAARQRQLAAEEERRRR

EAEERVQKSLAAEEEAARQRKAALEEVERLKAKVEEARRLRERAEQESARQLQLAQEAAQKRLQAEEKAHAFAVQQKEQELQQ

TLQQEQSVLDQLRGEAEAARRAAEEAEEARVQAEREAAQSRRQVEEAERLKQSAEEQAQARAQAQAAAEKLRKEAEQEAARR

AQAEQAALRQKQAADAEMEKHKKFAEQTLRQKAQVEQELTTLRLQLEETDHQKNLLDEELQRLKAEATEAARQRSQVEEELFSV

RVQMEELSKLKARIEAENRALILRDKDNTQRFLQEEAEKMKQVAEEAARLSVAAQEAARLRQLAEEDLAQQRALAEKMLKEKMQ

AVQEATRLKAEAELLQQQKELAQEQARRLQEDKEQMAQQLAEETQGFQRTLEAERQRQLEMSAEAERLKLRVAEMSRAQARAE

EDAQRFRKQAEEIGEKLHRTELATQEKVTLVQTLEIQRQQSDHDAERLREAIAELEREKEKLQQEAKLLQLKSEEMQTVQQEQLLQ

ETQALQQSFLSEKDSLLQRERFIEQEKAKLEQLFQDEVAKAQQLREEQQRQQQQMEQERQRLVASMEEARRRQHEAEEGVRRK

QEELQQLEQQRRQQEELLAEENQRLREQLQLLEEQHRAALAHSEEVTASQVAATKTLPNGRDALDGPAAEAEPEHSFDGLRRKV

SAQRLQEAGILSAEELQRLAQGHTTVDELARREDVRHYLQGRSSIAGLLLKATNEKLSVYAALQRQLLSPGTALILLEAQAASGFLL

DPVRNRRLTVNEAVKEGVVGPELHHKLLSAERAVTGYKDPYTGQQISLFQAMQKGLIVREHGIRLLEAQIATGGVIDPVHSHRVPVD

VAYRRGYFDEEMNRVLADPSDDTKGFFDPNTHENLTYLQLLERCVEDPETGLCLLPLTDKAAKGGELVYTDSEARDVFEKATVSAP

FGKFQGKTVTIWEIINSEYFTAEQRRDLLRQFRTGRITVEKIIKIIITVVEEQEQKGRLCFEGLRSLVPAAELLESRVIDRELYQQLQRGE

RSVRDVAEVDTVRRALRGANVIAGVWLEEAGQKLSIYNALKKDLLPSDMAVALLEAQAGTGHIIDPATSARLTVDEAVRAGLVGPE

FHEKLLSAEKAVTGYRDPYTGQSVSLFQALKKGLIPREQGLRLLDAQLSTGGIVDPSKSHRVPLDVACARGCLDEETSRALSAPRA

DAKAYSDPSTGEPATYGELQQRCRPDQLTGLSLLPLSEKAARARQEELYSELQARETFEKTPVEVPVGGFKGRTVTVWELISSEYF

TAEQRQELLRQFRTGKVTVEKVIKILITIVEEVETLRQERLSFSGLRAPVPASELLASGVLSRAQFEQLKDGKTTVKDLSELGSVRTLL

QGSGCLAGIYLEDTKEKVSIYEAMRRGLLRATTAALLLEAQAATGFLVDPVRNQRLYVHEAVKAGVVGPELHEQLLSAEKAVTGYR

DPYSGSTISLFQAMQKGLVLRQHGIRLLEAQIATGGIIDPVHSHRVPVDVAYQRGYFSEEMNRVLADPSDDTKGFFDPNTHENLTYR

QLLERCVEDPETGLRLLPLKGAEKAEVVETTQVYTEEETRRAFEETQIDIPGGGSHGGSTMSLWEVMQSDLIPEEQRAQLMADFQA

GRVTKERMIIIIIEIIEKTEIIRQQGLASYDYVRRRLTAEDLFEARIISLETYNLLREGTRSLREALEAESAWCYLYGTGSVAGVYLPGSR

QTLSIYQALKKGLLSAEVARLLLEAQAATGFLLDPVKGERLTVDEAVRKGLVGPELHDRLLSAERAVTGYRDPYTEQTISLFQAMKK

ELIPTEEALRLLDAQLATGGIVDPRLGFHLPLEVAYQRGYLNKDTHDQLSEPSEVRSYVDPSTDERLSYTQLLRRCRRDDGTGQLLL

PLSDARKLTFRGLRKQITMEELVRSQVMDEATALQLREGLTSIEEVTKNLQKFLEGTSCIAGVFVDATKERLSVYQAMKKGIIRPGTA

FELLEAQAATGYVIDPIKGLKLTVEEAVRMGIVGPEFKDKLLSAERAVTGYKDPYSGKLISLFQAMKKGLILKDHGIRLLEAQIATGGII

DPEESHRLPVEVAYKRGLFDEEMNEILTDPSDDTKGFFDPNTEENLTYLQLMERCITDPQTGLCLLPLKEKKRERKTSSKSSVRKRR

VVIVDPETGKEMSVYEAYRKGLIDHQTYLELSEQECEWEEITISSSDGVVKSMIIDRRSGRQYDIDDAIAKNLIDRSALDQYRAGTLSIT

EFADMLSGNAGGFRSRSSSVGSSSSYPISPAVSRTQLASWSDPTEETGPVAGILDTETLEKVSITEAMHRNLVDNITGQRLLEAQAC

TGGIIDPSTGERFPVTDAVNKGLVDKIMVDRINLAQKAFCGFEDPRTKTKMSAAQALKKGWLYYEAGQRFLEVQYLTGGLIEPDTPG

RVPLDEALQRGTVDARTAQKLRDVGAYSKYLTCPKTKLKISYKDALDRSMVEEGTGLRLLEAAAQSTKGYYSPYSVSGSGSTAGS

RTGSRTGSRAGSRRGSFDATGSGFSMTFSSSSYSSSGYGRRYASGSSASLGGPESAVA

http://xtal.cicancer.org/research.html



Výhody vysokého rozlišení

Lepší a rychlejší identifikace proteinů – peptidové mapování

   MALDI-TOF  vs MALDI-FT-ICR



Výhody vysokého rozlišení

Lepší a rychlejší identifikace proteinů – peptidové mapování
TOF ICR

Přiřazeno 384 peptidů

Pokrytí 67%



Identifikace proteinů ve směsi

ADSMKEETSLINVCPWKVNMGGHDSIYTLREEIYTLK 
MLIILLRTYSHEEDKEWQIDSLAEIRIQPLPMNVSA
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ADSMK EETSLINVCPWK VNMGGHDSIYTLR EEIYTLK MLIILLR
TYSHEEDK EWQIDSLAEIR IQPLPMNVSA



Identifikace proteinů ve směsi
- separace a MS/MS

Separace – LC+schopnosti MS
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Shotgun proteomics – 
Analýza proteinových směsí

Rychlost skenování, nastavení MS-MS/MS cyklu, dynamická 
exkluze, paralelní analýza a detekce

Jeden MS sken následovaný daným počtem MS/MS nebo variabilním počtem
(s limitem na celý duty cycle). 

Např. za 1 sec lze stihnout MS a 40MS/MS (skenovací rychlost 40Hz).
Vybrány jsou aktuálně nejintenzivnější píky



438.57843

461.00556

503.99239

555.97254

622.02900

657.36423

725.35017

833.45555

793.44543

583.64308

874.96102

T34-WT-nonP_siN1-40_6729.d: +MS, 15.40min #397

0

1

2

3

4

5

7x10

Intens.

450 500 550 600 650 700 750 800 850 m/z

Shotgun proteomics – 
Analýza proteinových směsí
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Shotgun proteomics – 
Analýza proteinových směsí



Hybridní MS – výhoda současné analýzy na více místech. 
Vysoce přesná M prekurzoru (intaktního peptidu) a méně rozlišená a přesná MS/MS spektra



TIMS + qTOF

TIMS – trapped ion mobility mass spectrometry – separace iontovou 

mobilitou „dle tvaru/velikosti“. Fokusace iontů = lepší S/N, větší citlivost. 

Postupné uvolňování

Paralelní akumulace iontů/iontová mobilita a následná fragmentace – 

PASEF – za 1sec = 10x TIMS separace, z každé až 12 MS/MS = 120Hz!

Další dimenze pro identifikaci – Rt z LC, m/z z qTOF a tD



Nové přístupy = MSe 

DIA – Data Independent Acquisition

MSe – cyklické přepínání mezi normálním MS skenem a MSMS skenem kde je fragmentováno vše 
najednou – potřebujeme vysokou přesnost, rozlišení a velmi dobrou chromatografii (UPLC). 
MSMS spektrům nerozumíme - data jsou dodatečně rozklíčována – fragmentové ionty přiřazeny 
prekurzorům. 
Rychlejší, větší dynamický rozsah, větší citlivost (odpadá ztráta při izolaci)

Waters



Peptidové sekvenování / identifikace na základě MS/MS 
spekter



MASCOT (Matrix Science) – error tolerant search
http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS

Peaks Studio (Bioinformatics Solutions) – de novo sequencing
http://www.bioinfor.com/peaks-studio/

!XTANDEM – open source
http://www.thegpm.org/tandem/

MaxQuant (Andromeda) - freely available
http://www.coxdocs.org/doku.php?id=:maxquant:start

MS-GF+ - freely available
https://omics.pnl.gov/software/ms-gf

OMSSA - freely available

SEQUEST – Scripps, ThermoFisher Scientific

Protein Pilot – ABI Sciex

MassLynx – Waters

Free-access combined under GALAXY (ELIXIR) 
https://usegalaxy.eu/
https://galaxy-dev.metacentrum.cz/galaxy/

Programy pro interpretaci MS/MS spekter 



MASCOT –
MS/MS



MASCOT – MS/MS



MASCOT – MS/MS



MASCOT – MS/MS



MASCOT – MS/MS



Validace identifikací z LC-MS/MS ?

Obrovské objemy dat, nemožnost manuální validace

Statistické přístupy

Decoy databáze – prohledání proti nesmyslné datbázi (invertovaná nebo 
zpřeházené pořadí AK,…)

Kolik procent dobrých identifikací získám v „nesmyslné“ databázi – FDR 
(False Discovery Rate) FDR = FP / (FP + TP)   FP – false positive, TP – true 
postive

Informace že např. méně než 1% je špatně, ale
ne co konkrétně je špatně



• Fosforylace (+80 Da)
• Glykosylace (+162,203,146 Da)
• S-S můstky (-2 Da)
• Deamidace (+1 Da)
• Gln -> pyro-Glu (-17 Da)
• Oxidace (+16 Da)
• Acetylace (+42 Da)
• Acylace (+238 Da)
• Ztráta N-konc.Met (-131 Da)
• Zkrácení proteinu (??? Da)

Post-Translační Modifikace
!!! změna MW !!!



CID/CAD, IRMPD…

… fragmentují peptid v peptidové vazbě, ALE – jsou-li přítomny 
post-translační modifikace, dojde především k jejich fragmentaci

Ala-Leu-Asn-Gly-Ser-Leu-Pro-Tyr-Lys

Leu-Ala-Pro-Ser-Thr-Pro-Asp-Gln-Val-Arg

P



Electron Capture/Transfer Dissociation (ECD/ETD)
UVPD

• Záchyt elektronu nebo jeho přenos, fragmentace UV laserem, c a z ionty

• Preferenční štěpení peptidové vazby, jsou zachovány labilní skupiny modifikací 

P5+

„P“4+
„P“3+

c / z fragmenty

Leu-Ala-Pro-Ser-Thr-Pro-Asp-Gln-Val-Arg

P

Ala-Leu-Asn-Gly-Ser-Leu-Pro-Tyr-Lys

CNH
2
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Fosforylace

Signalizace, regulace proteinové aktivity, lokalizace, 
interakce. . .

S (90%), T (10%), Y (0.05%),. . . . .H, K, D, E, C

P skupina = 80 Da (PO3)

Nízká stechiometrie

P-peptidy se hůře ionizují, ztrácejí P při MSMS (CID)

Fosforylace – cíle…

1. Identifikace/nabohacení fosfopeptidů
2. Lokalizace fosforylace
3. Kvantifikace fosforylací



Selektivní vychytání fosfopeptidů pomocí chromatografie 
IMAC – Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography

• IDA (iminodiacetic acid)
NTA (nitrilo-triacetic acid)

• Ionty – Ga3+, Fe3+

• Eluce NH4OH (nutná neutralizace), přídavek 
DHB, nebo využití kys. fosforečné a 

acetonitrilu

• Odsolení na RP

• Nespecifická vazba COOH
esterifikace (potíže s deamidací…)

nebo
 vazba za velmi nízkého pH (pKa Asp, Glu – 

3.6, 4.2 vs. pKa fosfátu – 2.1)



Obohacení fosfopeptidů pomocí TiO2

Digesce v gelu

Zachycení P-peptidů na TiO2 mikrokolonce
kyselé prostředí a přídavek DHB blokuje 

nespecifické interakce

Eluce P-peptidů (pH 10.5) 

Okyselení a purifikace na RP

Eluce matricí DHB přímo na MALDI desku

Může pevněji vázat vícenásobně fosforylované peptidy



Obohacení fosfopeptidů pomocí TiO2



Obohacení fosfopeptidů pomocí TiO2



Identifikace P-peptidů pomocí MS

• pY [MH-80]+, pS,pT [MH-98]+

• Neutrální ztráta (pS, pT: 98, 49, 33)

• P-peptidy spouštěné MS3 (MS2 – je-li ztráta P -> MS3 na hlavním 
píku v MS2)

• Prekurzorový sken +ní mód (pY m/z 216.043)

• Prekurzorový sken -ní mód(pS, pT, pY:  m/z 79)
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Fragmentce – 
lokalizace fosforylace

http://www.nature.com/nprot/journal/v10/n9/fig_tab/nprot.2015.086_SF1.html



Glykosylace
• Mnoho důležitých funkcí: stabilizace struktury, dobré 

poskládání, ochrana před degradací, interakce ligand-receptor, 
targeting, modulace aktivity

• N-glykosylace
na sekvenci: NXT/S/C – v b-strukturách nebo smyčkách
sacharid: větvený, 3 typy: mannosový, komplexní, hybridní

• O-glykosylace
nemá klasický motiv
S, T, ale také hydroxyPro, Lys, atd.
sacharid: cokoliv od monosacharidu pro dlouhé, případně 
mírně větvené struktury



N-glykosylace

1. Charakterizace sacharidových struktur+určení heterogenity

2. Nalezení míst glykosylace

3. Přiřazení struktur na jednotlivá glykosylační místa

Deglykosylace:  

 PNGasa F – N->D (využití H2
18O), manosové, hybridní i komplexní, ale 

ne 1-3 Fuc (rostliny) – PNGase A

 Endo H – (zůstává kotevní HexNAc – snadná modifikace pro 
vyhledávací program), manosové a hybridní oligosacharidy

PNGase A

PNGase F
Endo H



Určení struktury glykanu

Štěpení proteinu na (glyko-)-peptidy a přímá analýza

MS “vidí“ hmotnosti – nerozliší např. Glc a Man - Hex (162 Da), dHex (146 Da), HexNAc (203 Da), Sia 
(291 Da),...

V MS stopě hledáme diference odpovídající sacharidům (např. 162, 81, 54 pro Hexosu)

V MS/MS hledáme oxoniové ionty – fragmenty glykanu (366, 528, 690)

Nomenklatura
Domon-Costello (1998)



Analýza glykopeptidů

CDH_tryp_insol_1772.d: BPC +All MS

CDH_tryp_insol_1772.d: EIC (366.13950; 528.19230)±0.01 +All MSn
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Selektivní stopa pro oxoniové ionty – fragmenty sacharidové části glykopeptidu



MSMS (CID) glykopeptidu

Fragmentace glykopeptidu – rozpad sacharidové struktury
Sekvence peptidu odvoditelná díky použití specifické proteasy



MSMS (CID vs ETD) glykopeptidu
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