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Analiza proteinskih veziva u umetnickim delima metodama masene spektrometrije

Izvod

Cilj ove doktorske disertacije bio je razvoj metodologije za identifikaciju proteina u
uzorcima kulturnog nasleda koja ukljucuje primenu masene spektrometrije 1 bioinformatike.
Predlozeni postupak je veoma jednostavan i ne zahteva celovitost molekula proteina radi
pouzdane identifikacije. Nakon hidrolize tripsinom, peptidi su analizirani primenom MALDI-
TOF masene spektrometrije uz podrsku MALDI-TOF/TOF, kao i ESI tandem masene
spektrometrije na LTQ-Orbitrap XL instrumentu. Proteini su identifikovani na osnovu

generisanih spektara uz pomo¢ bioinformatickih alata.

U prvom delu disertacije primenjen je PMF pristup baziran na MALDI-TOF masenoj
spektrometriji, ali snimljeni su i tandem maseni spektri najintenzivnijih pikova peptida
primenom MALDI-TOF/TOF analizatora, na osnovu kojih su identifikovane sekvence
aminokiselina u peptidima. Tandem masena spektrometrija pruza uvid ne samo u odnos mase i
naelektrisanja peptida, ve¢ 1 u njegovu fragmentaciju koja je visoko specifi¢na. Na taj nacin
moguca je nedvosmislena identifikacija proteina u kompleksnim smeSama, ¢ak 1 iz
neocekivanih izvora — pod uslovom da su ti proteini sekvencirani i da se nalaze u bazi podataka.
Analiziran je set referentnih proteinskih materijala koji su tradicionalno kori$¢eni za slikanje
tehnikom tempera. Pre primene postupka na analizu uzoraka starih slika, analizirani su i model
uzorci kako bi se procenio uticaj pigmenata na uspes$nost analize. U analiziranm uzorcima
pravoslavnih ikona identifikovani su peptidi kolagena, najverovatnije iz slikarske podloge, koja

se tradicionalno pravi od krede ili gipsa i tutkala.

Primena tandem masene spektrometrije u analizi proteina, ipak, naj¢es¢e podrazumeva
primenu tecne hromatografije kuplovane sa jednim ili viSe masenih analizatora. U drugom delu
ove doktorske disertacije uzorci su analizirani pomocu LTQ-Orbitrap XL masenog
spektrometra uz prethodno reversno-fazno hromatografsko razdvajanje. Metoda je
optimizovana na referentnim i model uzorcima, nakon ¢ega su analizirane mikro koli¢ine
uzoraka sa starih slika. Superiorne performanse LC/MS pristupa i LTQ-Orbitrap masenog
spektrometra, pored peptida kolagena, omogucili su identifikaciju peptida iz Zzumanceta u dva
uzorka bojenog sloja ikona iz XIX veka. Na osnovu toga zakljuceno je da je tehnika slikanja

jajcana tempera. U poredenju sa rezultatima dobijenim primenom MALDI-TOF MS/MS,



postignuti su visi skorovi jona i proteina, bolja pokrivenost sekvenci i identifikovan je veci broj

proteina.

Kombinacija dve tehnike meke jonizacije, ESI i MALDI, dala je preklopljene, ali i
komplementarne rezultate Sto je takode doprinelo povecanju pouzdanosti rezultata obe metode.
Komplementarnosti dva seta rezultata znacajno je doprineo razli¢it afinitet dve jonizacione

tehnike prema peptidima razlicitih fizi€¢ko-hemijskih osobina.

Kljuéne reci: proteinska veziva, tempera, analiza proteina, MALDI-TOF, ESI- LTQ-

Orbitrap XL, mapiranje masa peptida, tandem masena spektrometrija, bioinformatika

Naucna oblast: Hemija
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Analysis of proteinaceous binders in art objects by mass spectrometry

Abstract

The aim of this doctoral dissertation was development of a methodology for
identification of proteins in cultural heritage samples, that includes application of mass
spectrometry and bioinformatics. The suggested protocol is very simple and the integrity of the
protein molecule is not required for the reliable identification. After tripsin hydrolysis, the
peptides are analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry, supported by MALDI-TOF/TOF,
as well as ESI tandem mass spectrometry on LTQ-Orbitrap XL instrument. Proteins are

identified with the help of bioinformatic tools, on the basis of the spectra generated.

In the first part of this dissertation the PMF approach is applied, based on MALDI-
TOF mass spectrometry, but also, tandem mass spectra of the most intense peptide peaks are
collected on MALDI-TOF/TOF mass analyzer, that enabled identification of peptide
sequences. Tandem mass spectrometry provides insight not only in the m/z ratio of peptides,
but also in the specific pattern of peptide fragmentation. That way is enabled undoubted protein
identification in complex mixtures, even from unexpected sources, if given proteins are
sequenced and present in a sequence database. A set of reference proteinaceous materials,
traditionally used in tempera technique of painting, are analyzed here. Before applying the
procedure for analysis of historical paintings, a number of mock samples are analyzed in order
to estimate the influence of pigments on the analysis outcome. Peptides of different collagen
chains are identified in analyzed samples of orthodox icons. The collagen is usually present in

the ground layer of paintings, that is traditionally made of chalk or gypsum and animal glue.

Application of tandem mass spectrometry in protein analysis usually involves
combination of liquid chromatography and one or more mass analyzers. In the second part of
this dissertation samples are analyzed on LTQ-Orbitrap XL mass spectrometer after
chromatographic separation on a reverse phase column. The method is optimized on reference
and mock samples before the analysis of micro samples from historical paintings. Superior
performances of LC/MS approach and LTQ-Orbitrap mass spectrometer, along with collagen
peptides, enabled identification of peptides from egg yolk in two samples from 19" century
orthodox icons. Based on that finding it was concluded that the technique of painting was

tempera. Comparing to MALDI-TOF MS/MS results, the higher peptide ion scores and protein



scores are achieved, as well as better sequences coverage and higher number of identified

proteins.

The combination of two soft ionization techniques, ESI and MALDI, provided
overlapped, but complementary results, which lead to more reliable results of both methods.
Different affinities of two ionization techniques towards peptides of different physical and

chemical properties significantly contributed to the complementarity of two data sets.

Keywords: proteinaceous binders, tempera, pritein analysis, MALDI-TOF, ESI-
LTQ-Orbitrap XL, peptide mass fingerprint, tandem mass spectrometry,

bioinformatics

Scientific field: Chemistry
Field of Academic Expertise: Analytical chemistry
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1 UVOD

Savremene metode proucavanja kompleksnih proteinskih smesa podrazumevaju
integraciju tehnika masene spektrometrije visoke osetljivosti i bioinformatickih alata za
obradu i analizu generisanih podataka [1]. Proteini iz razli€itih prirodnih izvora Cesto su
prisutni kao veziva u umetni¢kim slikama i drugim umetnickim predmetima. Cilj ove
doktorske disertacije je razvijanje analitiCkog protokola za identifikaciju proteinskih
veziva u slikama, analizom peptida, dobijenih hidrolizom tripsinom, metodama masene
spektrometrije 1 bioinformatike. Analize su uradene primenom MALDI-TOF masene
spektrometrije uz podrsku MALDI-TOF/TOF (LIFT metoda), kao i ESI tandem masene
spektrometrije na LTQ-Orbitrap instrumentu uz preciznost odredivanja masa peptida od
nekoliko ppm. Navedene tehnike masene spektrometrije u kombinaciji sa
bioinformatickim metodama su, u okviru ove disertacije, prvi put primenjene u analizi

uzoraka kulturnog nasleda.

Tokom izrade ove disertacije analiziran je set referentnih proteinskih materijala
koji su tradicionalno koriS¢eni za slikanje tehnikom tempera. Proteini iz proteinskih
veziva su pomocu tripsina enzimski hidrolizovani do peptida, pri ¢emu svaki od proteina
daje specifi¢ni set peptida tzv. otisak prsta masa peptida (engl. peptide mass fingerprint,
PMF), ¢iji su spektri snimljeni MALDI-TOF masenom spektrometrijom i analizirani
bioinformatickim metodama. PMF spektri sadrze samo informaciju o m/z vrednostima
peptida u smesi, a identifikacija se postize poredenjem snimljenih spektara sa teorijskim
spektrima u bazi podataka primenom bioinformatike. Nakon PMF analize, snimljeni su
tandem maseni spektri najintenzivnijih pikova peptida primenom MALDI-TOF/TOF
analizatora. Naknadnom pretragom baze podataka identifikovane su sekvence
aminokiselina u peptidima. Tandem masena spektrometrija omogucava da svaki peptid

bude okarakterisan ne samo svojom masom i naelektrisanjem, ve¢ i visoko specificnim



na¢inom fragmentacije, tj. fragmentacionim spektrom. Algoritam poredi snimljene
tandem masene spektre sa teorijskim ili realnim fragmentacionim spektrima poznatih
sekvenci peptida. Na ovaj nacin konzervatorima je omogucena nedvosmislena
identifikacija proteina u kompleksnim smeSama, ¢ak i iz neoCekivanih izvora — pod

uslovom da su ti proteini sekvencirani i da se nalaze u bazi podataka.

Pre nego $to je postupak primenjen na analizu uzoraka starih slika, proveren je i
optimizovan na nekoliko model uzoraka pripremljenih mesanjem referentnih veziva sa
istorijskim pigmentima. Prilikom pripreme uzoraka za analizu, procedura je maksimalno
pojednostavljena kako bi se smanjio gubitak analita. PoSto je primenjena procedura
omogucila identifikaciju proteinskih veziva u model uzorcima, MALDI-TOF/TOF
tehnika je primenjena za analizu proteinskih veziva u uzorcima starih slika. U vecini
analiziranih uzoraka identifikovano je prisustvo peptida kolagena, najverovatnije iz

slikarske podloge, koja se tradicionalno pravi od krede ili gipsa i tutkala.

MALDI-TOF/TOF tandem masena spektrometrija do sada nije primenjivana za
analizu proteinskih veziva u umetnickim delima. Primena tandem masene spektrometrije
u large scale (engl.) analizi proteina najceS¢e podrazumeva primenu te¢ne hromatografije
kuplovane sa jednim ili viSe masenih analizatora. U drugom delu ove doktorske
disertacije uzorci su analizirani pomocu hibridnog masenog spektrometra LTQ-Orbitrap-
a uz prethodno reversno-fazno hromatografsko razdvajanje. Metoda je optimizovana na
referentnim 1 model uzorcima, nakon ¢ega su mikro koli¢ine uzoraka sa starih slika po
prvi put analizirane ovom tehnikom. Superiorne performanse LC/MS pristupa
koris¢éenjem LTQ-Orbitrap-a omogucile su identifikaciju peptida iz Zumanceta u dva
uzorka pravoslavnih ikona iz XIX veka, ukazujuéi na jajéanu temperu kao tehniku
slikanja. Precizne mase prekursor jona, u opsegu od £ 2 ppm, i retenciona vremena
peptida, dobijenih nakon hidrolize tripsinom (tzv. ,.tripsinskih peptida®), doprineli su
pouzdanijoj identifikaciji proteina. Dodatno, u svim istorijskim uzorcima prisustvo
peptida kolagena iz tutkala ukazuje na Cinjenicu da je podloga najverovatnije vezana
koris¢enjem govedeg kolagena. U poredenju sa rezultatima dobijenim primenom
MALDI-TOF MS/MS, postignuti su visi skorovi jona i proteina, bolja pokrivenost

sekvenci 1 identifikovan je veéi broj proteina. Zapravo, kombinacija dve tehnike masene



spektrometrije omogucila je rezultate koji se preklapaju, ali i dopunjuju, usled

mogucénosti detekcije peptida koji imaju razlicite fizicko-hemijske osobine.

Odredivanje porekla kolagenskih veziva veoma je tesko. lako se male mutacije
u sekvenci proteina izmedu dve zivotinjske vrste reflektuju na tandem masene spektre
njihovih tripsinskih peptida, prisutni su ozbiljni problemi prilikom identifikacije
zivotinjskih vrsta od kojih poticu kolagenska veziva. Prvi otezavajuci faktor je evolutivna
oCuvanost 1 ponavljaju¢a sekvenca kolagena. Takode, iako se rapidno proSiruju,
biblioteke sekvenci ne pokrivaju sve varijetete istog proteina u razli¢itim vrstama. Interesi
konzervatora u pogledu Zivotinjskih vrsta i proteina razlikuju se u odnosu na interese
biohemicara. Dodatno, teorijska fragmentacija ne poklapa se potpuno sa dobijenim

podacima.

Ova doktorska disertacija nema za cilj da resi sve probleme vezane za analizu
proteinskih veziva, ve¢ je fokusirana na razvoj nove, pouzdanije tehnike za njihovu
identifikaciju zasnovane na savremenoj proteomici, uz smanjenu potro$nju uzorka.
Krajnja instanca primene proteomike u analizi kulturnog nasleda nije samo identifikacija
proteinskih veziva u slikama. Proteini su prisutni 1 u mnogim drugim oblastima kulturnog
nasleda: tekstilnim vlaknima, kozi, pergamentima i arheoloskim ostacima. Da bi ovaj
koncept imao jo§ bolje rezultate neophodno je znaCajno proSirenje trenutnih baza
sekvenci, kao i sekvenciranje nepoznatih peptida na osnovu njihovih tandem masenih
spektara. Velike mogucénosti otvaraju se 1 za razumevanje procesa degradacije proteina u
starim umetnickim predmetima, jer jo§ uvek nije sprovedeno dovoljno sistematskih
istrazivanja koja bi objasnila mehanizme starenja proteina. Na kraju, da bi se uspesno
odgovorilo na kompleksna pitanja i probleme u konzervaciji, izuzetno je znacajna

strategija kombinovanja razli€itih analitickih tehnika.



2 OPSTI DEO
2.1 PROTEINSKA VEZIVA U UMETNICKIM DELIMA
2.1.1 Izvori proteina u umetnickim delima

Kulturno naslede obuhvata razlicite predmete, od umetnickih dela do
monumentalnih lokaliteta, koji oslikavaju ne samo umetnicki razvoj ve¢ i mo¢, politicki
uticaj 1 trgovinu. Oni su kombinacija materijala 1 kulturnih uticaja koji variraju tokom
vremena 1 u skladu sa stilom, ukusom, regionom i umetnikom ili radionicom. Pazljivo
proucavanje materijala od kojih je sacinjeno umetnicko delo od izuzetnog je znacCaja za
njegovo ocuvanje. Identifikacija materijala moze biti vodilja konzervatorima tokom
tretmana, ali i smernica kustosima i konzervatorima u strategiji izlaganja i deponovanja.
Ona moZze pomo¢i u otkrivanju nacina rada umetnika, ateljea ili gilde. Na primer,
koris¢enje jajcane tempere, jajeta u smesi sa uljem (fempera grassa, ital.) ili samo ulja
kao veziva, oznaCava jasne promene u nac¢inu slikanja u Italiji od polovine do kraja XV
veka [2,3]. Dodatno, identifikacija materijala moze pruziti uvid u trgovacke obicaje grada
ili regiona i, u nekim sluc¢ajevima, olakSati autentifikaciju, datovanje i odredivanje
geografskog porekla objekta. Primer su pigmenti koriS¢eni samo u odredenom, ranijem,
vremenskom periodu ili su poceli da se koriste tek u XIX veku. Njihovo prisustvo,
zajedno sa drugim dokazima koji to potkrepljuju, moze pomo¢i pri odredivanju verovatne
starosti ili porekla dela. Naucno ispitivanje je neophodno za identifikaciju materijala od
kojih se sastoji umetnicko delo i nezaobilazan je deo modernih tehnickih studija kulturnog

nasleda.

Slikarstvo, kao oblik humanog izrazavanja, jedno je od najstarijih otkric¢a
coveka, o cemu svedoce praistorijske pecinske slike. Tokom godina, tehnologija i sastav

slika su evoluirali. Umetnicke slike imaju komplikovanu slojevitu strukturu. Fizicki



nosilac je obi¢no ¢vrsti malter ili drvo, nategnuto platno, papir ili pergament. Na nosilac
se nanosi sloj podloge ili grunda (npr. kreda i tutkalo) koji ga priprema za bojene slojeve
koji slede. Da bi se dobila boja koja moze formirati film i prijanjati na sloj podloge,
pigmenti se disperguju u organskom vezivu. Boja se nanosi u jednom ili viSe slojeva.

Cesto se nanosi i povrsinski sloj laka radi zastite boje i boljeg vizuelnog efekta.

U vekovima pre industrijske revolucije i proizvodnje boja, slikar nije bio samo
umetnik, ve¢ 1 zanatlija koji je pravio boje eksperimentiSu¢i tako sa razli¢itim
materijalima. Osnovne komponente bojenog sloja su pigmenti dispergovani u vezivima
[4,5]. Organska slikarska veziva obi¢no su bila adhezivi za sloj grunda i matriks za
suspendovanje pigmenata. Veziva su prisutna u bojenim slojevima i podlozi Stafelajnih
slika u malom procentu, ali daju zna¢ajnu informaciju o slikarskoj tehnici [6,7]. Da bi se
dobili stabilni filmovi zadovoljavajuc¢ih vizuelnih osobina koriS¢ena su specificna veziva.
U evropskoj umetnosti najces¢e su koriS¢ena proteinska veziva, polisaharidne gume i
suSiva ulja [8]. Osobine boje zavise od odredenih kvaliteta i pigmenta i veziva, njihova
interakcija je veoma znacajna, ali neke osobine koje umetnici Zele da postignu, kao sjaj,
bogatstvo 1 prozirnost, zavise isklju¢ivo od veziva. Tokom vekova, umetnici su
eksperimentisali sa razli¢itim slikarskim vezivima, koja su pretezno bila proteinski
materijali, susiva ulja ili njihove smese [9-11]. Neizbezno, ovi materijali se menjaju i
degradiraju sa godinama, pri ¢emu je neke osobine umetni¢kog rada teze prepoznati. Da
bi se postiglo dublje razumevanje slikarske tehnike nekog umetnika i njegove vizije, ali 1
da bi se dobile informacije korisne za restauraciju, od primarnog znacaja je karakterizacija
organskih veziva, zajedno sa njihovim produktima degradacije i specificnim markerima

koji opisuju procese starenja.

Tokom istorije koriS¢ena su razlicita proteinska veziva za slikanje, podlogu 1 kao
dodaci malterima. Izbor je zavisio od slikarske tehnike i dostupnosti u okruzenju. U
tehnici koja se naziva tempera, razvijenoj iz fresco tehnike u Evropi u periodu romanike
krajem X veka, umetnici su najceS¢e koristili proteinska veziva dobijena od lako
dostupnih proteinskih materijala - jajeta, mleka ili kolagenskih materijala ekstrahovanih
iz zivotinjskih tkiva, zbog njihovih karakteristi¢nih adhezivnih osobina [4,11]. Proteinska
veziva koriSéena su pojedinacno, pomesana ili u kompleksnim smeSama sa suSivim

uljima (kao kod tehnike tempera grassa) ili biljnim uljima. Tempera kao slikarska tehnika



nije uniformna i varirala je tokom vremena u razli¢itim zemljama. Bila je
najrasprostranjenija tehnika pre pojave ulja u XV veku. Kori$¢eni materijali (jaje, mleko,
sir ili tutkalo) sami su po sebi sloZzene smeSe proteina [12]. Oni formiraju prionive
dugotrajne elasticne filmove, kompatibilni su sa pigmentima i relativno stabilni tokom
vremena [11]. Ulje je, kao glavni medijum u slikarstvu, zamenilo temperu tokom XV
veka. Ipak su u jugoistocnoj Evropi, na tlu bivSe Vizantije, proteinska veziva ostala
nezamenljiva kod slika na panelu i svetih rukopisa. U Grckoj 1 Rusiji koriste se 1 danas

za izradu pravoslavnih ikona [4].

Proteini su makromolekuli koji se sastoje od jednog ili viSe nerazgranatih lanaca
aminokiselina medusobno spojenih peptidnim vezama. Broj i vrsta aminokiselina i
njihova sekvenca odreduju molekulsku konfiguraciju proteina, njegov povrsinski napon
1 jedinstvene hemijske 1 fizicke osobine. Funkcija proteina zavisi od njegove
trodimenzionalne strukture. Brojni faktori, kao $to su promena pH, temperature,
koncentracije soli i1 prisustvo oksidujucih ili redukujuéih supstanci mogu narusiti viSe
strukturne nivoe, pri cemu dolazi do denaturacije proteina. Proteini se, takode, denaturiSu
1 starenjem, jer zbog gubitka vode, oksidacije 1 drugih ¢inilaca iz okruzenja, moze doci
do promene tercijarne i kvaternerne strukture, dok, najcesce, sastav aminokiselina ve¢im

delom ostaje nepromenjen.

Proteini su glavne ili sporedne komponente u mnogim drugim prirodim
proizvodima koji se koriste u slikarstvu kao podloga (platno, pergament), prilikom
konzervatorskih tretmana, a mogu se uneti i kontaminacijom. Vecina publikacija o
proteinskim vezivima ogranicena je na zivotinjska tutkala i veziva na bazi mleka ili jaja,
1 zato Ce ta veziva biti glavni fokus i ove doktorske disertacije. Medutim, metodama
razvijenim u okviru ove doktorske disertacije moci ¢e da se identifikuju i proteini iz

neocekivanih ili minornih izvora.
Tutkalo

Razblazeno tutkalo bilo je u Sirokoj primeni kao vezivo za pripremu grunda (sa
gipsom ili kredom), ali 1 kao vezivo za pigmente [9]. U Egiptu su tutkala dodavana u

maltere joS pre 4000 godina, a koristila su se, u kombinaciji sa drugim vezivima, 1 za



nanosenje slika na suvi malter [13,14]. Nasla su primenu u stolarstvu, knjigovestvu, kao

premaz za lakiranje, za konsolidaciju izljuspanih slika i dubliranje platna [15].

Postoje razlicite vrste zivotinjskih tutkala ¢iji kvalitet zavisi od porekla i1 vrste
tkiva od kog su dobijeni. Priprema tutkala je relativno jednostavna i sastoji se od
ekstrakcije vezivnih tkiva sisara i riba koja sadrze kolagen (koza, misi¢i, kosti, hrskavica)
vrelom vodom. U suvom stanju tutkalo je bledo zute boje, transparentno i amorfno.
Relativno je rastvorno u vodi u poredenju sa drugim proteinskim vezivima, ¢ak i nakon
starenja. PreteZzno sadrzi denaturisani hidrolizovani kolagen. Tutkala i1 Zelatini dobro
bubre u vodi, daju¢i koloidni rastvor, ali kada se osuSe postaju prili€no nerastvorni, jer

funkcionalne grupe bo¢nih lanaca medusobno interaguju formirajuci polimernu mrezu.

Kolagen je ekstracelularni fibrozni glikoprotein koji ¢ine veoma duga tanka
vlakna. Ovaj strukturni protein predstavlja 30-35% ukupnih proteina sisara, nalazi se u
svim organima, pri ¢emu su koza, hrskavica i kosti najbogatiji i sadrzi velike koli¢ine
glicina, prolina i njegovog posttranslacionog derivata hidroksiprolina. Postoje razli€iti
tipovi kolagena, ali se svi sastoje od molekula koji sadrze tri polipeptidna alfa-lanca koji
formiraju kvaternarnu strukturu u obliku desnog trostrukog heliksa. Ova struktura
stabilizovana je brojnim vodoni¢nim vezama izmedu hidroksilnih grupa hidroksiprolina

1 vodonika amino grupa susednih jedinica glicina [16-21].

Kolageni su velika familija proteina prisutnih u Zivotinjskim organizmima i do
sada je opisano bar 28 razlicitih tipova kolagena koji se genetski, hemijski 1 imunoloski
razlikuju [22]. Varijacije se ogledaju u razli¢itom sastavu osnovnih polipeptidnih lanaca,
razli¢itoj duzini trostrukog heliksa, njegovim prekidima i1 terminusima helikoidnih
domena. Tipovi I do IV ¢ine oko 90% ukupnog kolagena. Tipovi I do III nalaze se u
vezivnim tkivima koja se koriste za pripremu tutkala. Kolagen tipa I je najzastupljeniji
kolagen 1 prisutan je u vezivnim tkivima, ukljucujuéi kozu, kosti i1 hrskavicu. Sastoji se
od dva alfa-1(I) lanca i jednog alfa-2(I) lanca. Kolagen tipa II je glavna komponenta
hrskavice 1 sastoji se od 3 jednaka alfa-1(II) lanca. Kolagen tipa III nalazi se zajedno sa
kolagenom tipa I u veéini vezivnih tkiva i sacinjen je od tri ista alfa-1(III) lanca [23,24].
Ovi tropokolageni se dalje udruzuju u fibrozne desne navoje i vece fibrilarne strukture
[25]. Tokom ekstrakcije raskidaju se veze (uglavnom vodoni¢ne) u trostrukom heliksu pa

se on razdvaja na jednostruke namotaje pojedinacnih lanaca kompletirajuci tako prelaz u



zelatin [26]. Iako je proces denaturacije molekula proteina, uz gubitak strukture
trostrukog heliksa, ireverzibilan, neke helikoidne strukture mogu se povratiti tokom
geliranja 1 suSenja. Prilikom geliranja pojedinacni nasumicni navoj proteina podleze
delimi¢noj renaturaciji u trostruki heliks [17,27-29]. Medutim, zbog neuskladenosti
pojedinacnih lanaca renaturacija dovodi do ¢vorova i ukljucuje samo delove odredenih
niti, dok ostatak tih niti moze fomirati dalje ¢vorove tako da se dobija kontinuirana

trodimenzionalna mreza.

Svaki alfa-lanac kolagena ima aminokiselinsku sekvencu u kojoj se pretezno
ponavlja obrazac Gly-X-Y trijada, gde X 1 Y mogu biti bilo koja aminokiselina, mada je
X Cesto prolin, a Y hidroksiprolin. Posto je glicin svaka tre¢a aminokiselina u nizu, on
¢ini oko 26% ukupnog sadrzaja aminokiselina. Prolin 1 hidroksiprolin zajedno ¢ine oko
1/7 ukupne sekvence, koja je tako okarakterisana regularnim ponavljanjem Gly-Pro-Y i
Gly-X-Hyp trijada. Hidroksiprolin je prisutan samo u malom broju drugih Zivotinjskih
poteina, pa se smatra markerom kolagena kada se identifikuje u uzorcima analizom
aminokiselina. Karakteristika kolagena su 1 male koli¢ine esencijalnih aminokiselina,

poput valina, fenilalanina i leucina, zbog ¢ega ima nisku hranljivu vrednost [25].

Razlikovanje kolagena razli€itih Zivotinjskih vrsta predstavlja izuzetno slozen
analiti¢ki problem zbog veoma sli¢ne hemijske strukture, aminokiselinskog sastava, pa
¢ak 1 primarne strukture njihovih proteina i peptida. Kolagen se u Zivotinjskom carstvu
malo menjao tokom evolucije, pa je nemoguce identifikovati Zivotinjsko poreklo tutkla
na osnovu sastava aminokiselina [15]. Ocekivalo bi se da je analiza peptida znatno
uspesnija na ovom polju, ali veliki problem predstavljaju nepotpune baze sekvenci

proteina i tesko je sa velikom precizno$c¢u utvrditi poreklo kolagena.
Jaje

Jaje se koristi kao vezivo u tehnici tempera, celo ili razdvojeno na belance 1
zumance, ali i u emulziji sa uljem. Jajéano vezivo je koris§¢eno u mnogim kulturama od
antike do pojave uljanih boja [30]. Belance se takode koristilo i kao lepak za pozlatu, lak,
premaz za malter ili vezivo za retus [9,31], jer formira posebno otporne i elasticne
filmove. Permeabilnost i rastvorljivost belanceta opada sa starenjem zbog denaturacije

hidrofilnih proteina.



Belance i Zumance imaju veoma kompleksan sastav u smislu individualnih
proteina (Tabela 2.1). Proteini su, pored vode, najzastupljenija komponenta belanceta,
oko 15% ukupne mase [32,33]. Ostatak belanceta ¢ine soli, lecitin 1 ugljeni hidrati. U
smislu aminokiselinskog sastava, belance karakteriSu relativno visoke koliCine

asparaginske i glutaminske kiseline, naj¢esc¢e u istoj kolicini.

Tabela 2.1. Glavni proteini belanceta

Procentualni udeo Molekulska masa

Protein (%) (kDa)
Ovalbumin 54 42.9
Ovotransferin 13 77.8
Ovomukoid 11 22.6
Lizozim 3.5 16.2
Ovomucin 1.5 233.6
Flavoprotein 0.8 72.9
Ovoinhibitor 0.1 51.9
Avidin 0.05 16.8

Zumance se znacajno razlikuje od belanceta. MoZe se opisati kao rastvor masti
u vodi koji sadrzi veliku koncentraciju lipida (31% ukupnog sadrzaja) i proteina (16.2%).
Zumance je znadajan izvor holesterola, vitamina rastvornih u lipidima i lecitina. Zbog
sredine bogate lipidima u kojoj je odnos lipida i proteina je 2:1, interakcije medu njima
dovode do formiranja posebnih struktura poznatih kao lipoproteini. Proteini u obliku
kompleksnih lipoproteina odgovori su za emulgovanje kompletne lipidne frakcije, koja
je prisutna u obliku triglicerida i fosfolipida. Zumance sadri fosvitin (fosfoprotein), alfa-
1 beta-lipoviteline (lipoproteine koji sadrze fosfolipide), alfa-, beta- i gama-livetine. LDL
ili lipovitelenini su sferne Cestice poput micela, precnika 17-60 nm, sa lipidnim jezgrom
okruzene monoslojem fosfolipida i apoproteina, koji doprinose oko 25% ukupnoj masi
LDL. Postoji 6 glavnih LDL apoproteina (apovitelenini) i svi su glikozilovani [34,35].
HDL ili lipovitelini su manje strukture, precnika 7-20 nm, koje imaju vise molekulsku
formu 1 manje emulguju¢e osobine. Svaki monomer HDL sastavljen je od oko 5

glkozilovanih apoproteina (vitelini), koji poticu od prekursorskih vitelogenin lanaca.



Vitelogenini su dimerni proteini koji se sintetizuju u jetri. Tokom transfera u oocit
podlezu proteoliticCkom cepanju dajuci, izmedu ostalog, viteline [34]. Fosvitin je
fosfoglikoprotein koji sadrzi skoro 50% aminokiseline serin, od kojih je 90%
fosforilovano. Postoje dva razlicita fosvitina: alfa- (160 kDa) 1 beta-oblik (190 kDa). Oba
su agregati nekoliko subjedinica koje nastaju od istih vitelogenin prekursora koji
ukljucuje HDL viteline [34]. Livetini su mala grupa razli¢itih proteina rastvornih u vodi
koji odgovaraju serum proteinima kokosije krvi: alfa-livetin odgovara serum albuminu
(70 kDa), beta-livetin je alfa-2-glikoprotein (45 kDa),dok je gama-livetin imunoglobulin
Y (170 kDa). Svi su prisutni u serumu krvi [34]. Glavni proteini prisutni u zumancetu

navedeni su u Tabeli 2.2.

Tabela 2.2. Glavni proteini prisutni u Zumancetu

Procentualni udeo Molekulska masa

Protein (%) (kDa)
Lipovitelini

Alfa-lipovitelin 58 195
Beta-lipovitelin 11 110
Livetini

Alfa-livetin 4 67
Beta-livetin 5 36
Gama-livetin 2 180
Fosvitini 7 37-45
Lipovitelenin 12 varira

Iako su sastavljeni od potpuno razli€itih proteina, belance i Zumance imaju skoro
identi¢an aminokiselinski sastav. Zbog tih veoma malih razlika, tehnike zasnovane na
AAA su retko u stanju da ih razlikuju [11,15]. Aminokiseline karakteristi¢ne za jajcano
vezivo su leucin, prolin, alanin, glutaminska i asparaginska kiselina [36]. Takode, njihovi
aminokiselinski profili slicni su i nekim drugim proteinima, kao $to je npr. serum albumin
prisutan u krvi [15]. Zbog svega navedenog, proteomika je nezaobilazna prilikom

identifikacije proteina jajeta.
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Mileko

Mleko je cesto koris¢eno kao tempera vezivo umesto jajeta, posebno u
kombinaciji sa plavim pigmentima [31]. Kazeinska tempera, napravljena od mleka i
kreca, od davnina je koriS¢ena kao vezivo za zidne slike zbog svojih dobrih adhezivnih

osobina [8].

Mleko je emulgovani koloid lipida u vodi koji sadrzi proteine kao i jedinjenja
niske molekulske mase. Koncentracija proteina u mleku je relativno niska, obi¢no izmedu
3.0 1 4.0%. Kravlje mleko sadrzi 6 glavnih proteina (kapa-, alfa-S1-, alfa-S2- i beta-
kazeine, alfa- i beta-laktalbumine), ali i druge proteine kao $to su globularni glikoproteini,
makroglobulin i serum albumin [8]. Kazeini ¢ine oko 80% ukupnih proteina, dok su

proteini surutke, beta-laktglobulin i alfa-laktalbumin zastupljeni sa 20% (Tabela 2.3).

Tabela 2.3. Glavni proteini mleka

Procentualni udeo Molekulska masa

Protein (%) (kDa)*
Alfa-S1-kazein 30.6 22.9
Alfa-S2-kazein 8.0 24.3
Beta-kazein 28.4 23.6
Kapa-kazein 10.1 19.0
Alfa-laktalbumin 3.7 14.1
Beta-laktoglobulin 9.8 18.3
Govedi serum albumin 1.2 66.0
Imunoglobulini 2.1 150.0
Ostali 6.1

*Molekulska masa se odnosi na &iste proteine. Molekulska masa kazeina mozZe biti
i veéa, kao posledica stepena fosforilacije.

Kazeini nisu rastvoreni, ve¢ suspendovani u mleku u obliku micelarnih struktura
koje ucestvuju u emulgovanju lipidne frakcije. Predlozeno je nekoliko micelarnih modela,
ali nijedan nije univerzalno prihvacen [37]. U svim modelima, kapa-kazein se smatra
kljuénom komponentom u formiranju spoljasnje granice micela, dok su ostali kazeini i

mnoge fosfatne grupe (tzv. koloidni kalcijum-fosfat) u unutrasnjosti micela odgovorni za
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mnoge znacajne karakteristike kazeina, posebno sposobnost da veze relativno velike
koli¢ine kalcijuma [38]. Glavni proteini surutke su beta-laktoglobulin (koji ¢ini 50%
proteina surutke), laktalbumin (20%), serum albumin krvi (10%), nekoliko

imunoglobulina G1, G2, M 1 A (20% ukupno, 1gG1, IgG2, IgM, IgA) [39].

Kazein se izoluje nakon grejanja obranog mleka i taloZenja kiselinom. Ova
tehnologija je poznata od davnina i omogucava razdvajanje mleka na dve komponente —
sir 1 surutku. Dobijeni kazeinati koriste se kao vezivo nakon rastvaranja u vodenom
rastvoru kalcijum-hidroksida, natrijum-fosfata ili boraksa. Visok sadrzaj fosfata u

kazeinima omogucava im da vezuju kalcijum, kao i da interaguju sa viSe katjona.
Ostali izvori proteina u umetni¢kim delima

Postoji nekoliko opSirnih pregleda analitickih metoda primenjenih za
odredivanje proteinskih komponenata u slikarskim bojama koje uzimaju u obzir
drugih prirodnih komponenata ili proteine unete konzervatorskim tretmanima i
kontaminacijom. Sastojci boja koji sadrze proteine kao glavne ili minorne komponente,
pored prethodno opisanih, ukljucuju i krv, brasno, beli luk 1 biljne gume [39]. Oko 60%
proteina prisutnih u krvi su serum albumini, dok imunoglobulini zajedno ¢ine 18%.
Ponekad je u slikarstvu kori$¢eno pSenicno brasno (7riticum spp), ali i druge vrste brasna,
koje sadrze oko 10% proteina. Gliadin i glutenin ¢ine oko 80% proteina koji se nalaze u
semenu pSenice. Beli luk (4/ium sativum) koriS¢en je kao adheziv za pozlatu 1 sadrzi 15-
17% (w/w suve materije) proteina [40]. Gume dobijene od izlu€evina biljaka, najveéim
delom su sastavljene od polisaharida, ali sadrze manji deo glikoproteina. Gumi arabika,
najcesc¢a 1 najrasprostranjenija guma (Acacia spp) koris¢ena kao adheziv i medijum za

boje 1 mastilo, ima visok sadrZaj hidroksiprolina (do 29%) [39].

Proteini prisutni u umetnickim delima mogu biti uneti i kontaminacijom, kao
pljuvacka, koza ili fragmenti dlake, ali i kao posledica aktivnosti bakterija ili gljivica.
Pljuvacka se ranije Cesto koristila kao sredstvo za ciS¢enje povrsine slike ili je koriS¢ena
za kvaSenje Cetke. Ona sadrzi malu koli¢inu antimikrobnih enzima i enzima varenja.
Keratini su glavni proteini epidermisa i dlake. Izbe¢i kontaminaciju slike keratinom, kao

1 uzoraka bojenog sloja tokom pripreme za analizu skoro je nemoguce. Takode, u ne-
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idealnim uslovima c¢uvanja, razvoj mikroorganizama moZze konraminirati bojeni sloj

proteinima.

2.1.2 Promene do kojih dolazi tokom starenja proteinskih veziva

Rezultati hemijskih analiza daju informaciju o trenutnom sastavu uzorka slike.
Vazno je imati na umu da slike nisu stati¢ni objekti, ve¢ podlezu mnogim hemijskim i
fizickim promenama tokom vremena. Originalne komponente medusobno reaguju i
formiraju nova jedinjenja. U proslosti, uslovi ¢uvanja slika nisu uvek bili optimalni. Neke
su bile izlozene promenama temperature, direktnom sun¢evom svetlu ili ekstremnoj vlazi,
Sto je moglo uticati i ubrzati hemijsko starenje i degradacione reakcije. Pored toga,

razli¢iti postupci restauracije mogu uticati na hemijske 1 fizicke uslove u slikama.

Organski materijali koriS¢eni u umetnosti obi¢no zahtevaju specijalnu paznju
tokom konzervacije, zbog vece sklonosti degradaciji, promenama i oksidacionim
procesima u odnosu na neorganske komponente umetnickih dela. Stoga, glavni problem
organskih veziva kori§¢enih u predmetima kulturnog nasleda je njihov kratak zivotni vek
zbog podloznosti razli¢itim degradacionim procesima. Posebno, u umetnickim slikama,
diskoloracija, pukotine i degradacija su rezultat hemijskih i fizicko-hemijskih procesa ¢iji
je najces¢i uzrok kiseonik iz vazduha i izlozenost UV zracenju [11]. Ipak, stabilnost
proteina u razli¢itim atmosferskim uslovima znatno je bolja u poredenju sa uljima i
smolama koji starenjem zute i1 postaju krti [41]. To je mozda razlog zasto su procesi
starenja ulja i smola opsezno proucavani [42-44], dok je starenje proteina koriS¢enih u
slikarstvu rede razmatrano [41]. Sa glediSta stanja o€uvanosti vazno je znati da li procesi

starenja dovode do znacajnih fizickih i hemijskih promena proteinskih materijala.

Struktura, a time 1 funkcija proteina ekstremno je podlozna varijacijama relativne
vlage, temperature, pH 1 drugih parametara okruzenja. Pored toga, od posebnog su
znacaja 1 enzimski procesi uzrokovani mikroorganizmima, ali i viSim organizmima koji
dovode do biodegradacije u bojenom sloju slika. Degradacija veziva dovodi do razlicitih
hemijskih promena, kao Sto je umrezavanje lanaca polimera, njihovo skradivanje,

oksidacija glavnih lanaca ili sporednih grupa i cepanje molekula, koje su Cesto pracene
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formiranjem visoko oksidovanih produkata. Pri tome nastaju slobodni radikali i sporedni
hemijski proizvodi kondenzacionih, oksidacionih i reakcija umrezavanja izmedu proteina
1 glicerolipida [45]. Ove strukturne promene dovode do povecanja nerastvorljivosti i
polarnosti materijala, kao i promene bojenih povrsSina. Pozeljno je imati opsti uvid u
procese koji se prirodno desavaju, kao i u procese do kojih moze do¢i tokom postupka

pripreme uzorka, jer mogu uticati na identifikaciju proteina.

Faktori okruzenja, kao Sto su povecanje temperature, oscilacije vlage, pH 1
izlozenost UV zracenju takode uti¢u na stabilnost proteina, dovode¢i do promena njihove
strukture 1 smanjuju¢i otpornost na biodegradaciju. Aromati¢ne aminokiseline
(fenlalanin, triptofan i tirozin) apsorbuju UV svetlost pri ¢emu moze do¢i do njihove
oksidacije. Takode, aminokiseline se mogu otcepiti od proteinskog lanca pod dejstvom

svetlosti, jer 1 sama peptidna veza apsorbuje u UV oblasti [46].
Denaturacija i rastvorljivost proteina u starim uzorcima

U svom prirodnom stanju proteini formiraju kompleksne trodimenzionalne
strukture. Delikatna ravnoteza hidrofobnih i elektrostatickih interakcija kao 1 vodoni¢nih
veza izmedu bocnih ostataka aminokiselina dovode do formiranja trodimenzionalne
strukture proteina koja je visoko korelisana sa njihovom jedinstvenom funkcijom.
Denaturacija odgovara razvijanju nativne strukture, pri ¢emu se gube sekundarna i
tercijarna struktura proteina. Pored fizickih promena koje dovode do denaturacije i
hemijski procesi su takode ozbiljan problem. Proteini imaju izraZzenu tendencju da se
kompleksiraju sa katjonima metala i mogu biti veoma fotosenzitivni. Dobro je poznato
formiranje kompleksa izmedu Cu®" jona i peptidnih veza proteina $to je i osnova metode
za detekciju 1 kvantitativno odredivanje proteina u razliitim uzorcima (biuretska
reakcija). Oksidi metala i soli, prisutni u pigmentima, imaju znac¢ajan uticaj na veziva, jer
pomazu oksidacione reakcije indukovane svetloS¢u. Nasuprot tome, neki pigmenti, poput
ugljene crne imaju zastitni uticaj na vezivo, jer sprecavaju prodiranje svetlosti u bojeni
sloj. Neka jedinjenja prisutna u vezivima u malim koli¢inama mogu delovati kao

senzitizeri, apsorbovanjem svetlosti i prenoSenjem energije na molekule supstrata.

Smanjena rastvorljivost proteina u starim uzorcima povezana je sa

denaturacijom i procesima umrezavanja tokom starenja. Promena pH i prisustvo vlage
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dovode do hidrolize peptidnih veza, Sto za posledicu ima promenu molekulske mase.
Takode moZze do¢i i do dehidratacije nekih aminokiselina, kao §to su serin i treonin.
Alkalni tretmani, koji se Cesto primenjuju u restauraciji, mogu delimi¢no hidrolizovati
proteine 1 stvoriti dehidroalanin iz fosforilovanih hidroksi aminokiselina (serin, treonin)
1 cisteina ili cistina [41]. Dalja alkalna hidroliza dovodi do cepanja peptidnih veza ili
umrezavanja dehidroalanina sa bo¢nim lancima lizina. Primeceno je i formiranje oksalata
na povrSinama slika, Sto ukazuje na neku vrstu fotooksidacije [46]. U uzorcima slika
utvrdeno je prisustvo amino malon-aldehida kao proizvoda oksidativne degradacije
serina, fenilalanina i cisteina [48]. Njegova dalja oksidacija dovodi do formiranja amino

malonske kiseline, ¢ija koncentracija u uzorcima slika raste tokom godina.
Interakcije proteina sa pigmentima u bojenom sloju

Uticaj katjona na degradacione procese ogleda se, pre svega, kroz veliki
kapacitet proteina da veZu jone metala. Trenutno u literaturi nema dovoljno informacija
koje se odnose na interakcije izmedu aminokiselina i katjona metala unutar bojenog sloja.
Medutim, postoje indicije da su pigmenti veoma reaktivni u slikarskim vezivima,
pretezno usled formiranja stabilnih kompleksa. Kataliticka oksidacija obuhvata ve¢inu
aminokiselina sa funkcionalnim grupama koje sadrze O, N i S, kao $to su histidin, prolin,
arginin, lizin, metionin, cistein i serin, i koje mogu da reaguju sa katjonima metala gradeci
koordinaciona jedinjenja. Na isti nacin deluju i katjoni prisutni u podlozi i sikativima.
Kompleksi koje formiraju prelazni metali kao §to su bakar, cink, Ziva i srebro su veoma
stabilni. Neki aminokiselinski ostaci su podlozniji interakcijama sa metalima, a proteini
reaguju na razli¢ite nacine zavisno od prisutnih pigmenata. U literaturi je objavljeno da
se, nakon reakcija sa metalima, mogu formirati karbonilne grupe na lateralnim lancima
takvih aminokiselina [49]. Ove interakcije takode mogu dovesti do promene relativnih
procenata aminokiselina prisutnih u uzorku, §to moze da ometa identifikaciju proteinskih
veziva primenom AAA metoda (amino acid analysis) [50-52]. Schilling i saradnici [50]
pokazali su da pigmenti smanjuju koncentraciju aminokiselina koje imaju odredene
funkcionalne grupe na boc¢nim lancima: karboksilnu (asparaginska i glutaminska
kiselina), hidroksil (serin, treonin), amino (lizin), sulfidnu (metionin) i aromati¢nu
(fenilalanin). Navedene aminokiseline oznacili su kao ,reaktivne™ i naglasili da su

asparaginska i glutaminska kiselina, serin i treonin veoma osetljivi na prisustvo hematita,
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okera, umbre, azurita i malahita. Takode su pokazali da neki pigmenti ometaju oporavak
norleucina koji je koris¢en kao interni standard u AAA analizama. Smanjenje ukupnog
oporavka proteina iz slojeva tempere, korelisano sa prisustvom neorganskih katjona,
potvrdeno je u vise studija [39,53-58], prevashodno zbog ometanja derivatizacije

aminokiselina usled formiranja kompleksa sa katjonima metala tokom hidrolize [59,60].
Mikrobioloska degradacija bojenog sloja

Poznato je da mikroorganizmi mogu izazvati oSteCenja bojenog sloja. Stepen
oStecenja zavisi od vrste mikroorganizama, materijala i stanja njihove ouvanosti, kao 1
uslova okruzenja, mikro klime i koli¢ine i vrste zagadivaca vazduha [61]. Prisustvo i rast
mikroorganizama na slikama dovodi do estetskih i strukturnih oSteéenja i promene u
hemijskom sastavu, uticu¢i direktno na originalni sadrzaj proteina. Nakon inicijalnog
perioda rasta, mikroflora moze prerasti u biofilm koji zivi i pri ekstremno niskim nivoima
metabolicke aktivnosti. Hemijska, fizicka i bioloska aktivnost mikroorganizama mogu
biti vidljive ili prikrivene tokom veoma dugog perioda. Takode, kada se organska
supstanca izlozi nekim vrstama mikroorganizama, moze do¢i do fermentacije.
Fermentacija menja osobine organskog materijala 1 uzrokuje ireverzibilne promene.
Dejstvo enzima, prisutnih u samom organskom supstratu ili izluCenih aktivno$éu
mikrorganizama takode se smatra delom fermentacionih procesa. Tokom fermentacije
dolazi do hidrolize peptidnih veza i dalje razgradnje aminokiselina, kao i razgradnje
Secera. Anaerobna degradacija proteina od strane mikroorganizama dovodi i do
formiranja molekula kao $to su piperidon, benzoeva kiselina i1 p-hidroksifenilacetat [62].
Metabolicki produkti mikroorganizama kao Sto su ekstracelularni enzimi, neorganske i

organske kiseline mogu rastvarati minerale u bojenom sloju i podlozi [63].
Problemi u identifikaciji proteinskih veziva u umetnickim delima

Ipak, u odnosu na druge organske komponente koje se nalaze u umetnickim
delima, proteini su relativno stabilni prema oksidaciji i ve¢ina promena moze se pripisati
uticaju vlage 1 agresivne restauratorske prakse. Zbog svih navedenih razloga,
identifikacija proteinskih veziva i uopste organskih sastojaka bojenog sloja umetnickih

dela, jo$ uvek je veliki izazov za hemicare. Neophodno je uzeti u obzir sledece:

16



- uzorak boje je po strukturi heterogen i proteinska veziva mogu biti prisutna u
smesi sa viSe prirodnih i sinteti¢kih organskih supstanci;

- u malom uzorku bojenog sloja (<1 mg) sadrzaj proteina obi¢no je nizak i
iznosi najvise 10% (w/w);

- stari proteini su denaturisani i zbog toga su slabo rastvorni u vodi;

- proteini ulaze u interakcije sa drugim neorganskim i organskim materijalima
prisutnim u slikama;

- proteini mogu biti osetljivi na uslove okruzenja i ¢uvanja (mikrobioloSka
degradacija kao i degradacija usled svetlosti i vlage);

- u uzorku mogu biti prisutni produkti degradacije proteina, restauratorskih

tretmana i zagadenja.

2.2 ANALIZA PROTEINSKIH VEZIVA - OPSTI PREGLED
ANALITICKIH TEHNIKA

Ocuvanje kulturnih dobara vazan je zadatak modernog drustva, jer su ona vitalni
izvor inspiracije i reflektuju kulturu 1 istoriju proslosti 1 sadasnjosti. Ova vredna imovina
je osnova buduce kulture, i stoga, jedan od glavnih legata koji treba preneti na buduce
generacije. Za ovu svrhu, konzervatori, kustosi, istori¢ari umetnosti i nau¢nici udruzuju
znanje i napore, prave¢i novu multidisciplinarnu oblast. Kulturna dobra su sa¢injena od
veoma raznolikih materijala 1 veoma su razli€itih veli¢ina - od arheoloskih ili istorijskih
lokaliteta, do spomenika 1 umetnickih 1 zanatskih predmeta. lako njihov znacaj proistice
iz istorijskih, kulturnih ili likovnih poruka koje emituju, njihova konzervacija i trajanje u
vremenu zavisi od materijala od kojih se sastoje. 1z tog razloga, razvijena je i nauka o
konzervaciji posvecena nau¢nom ispitivanju kulturnih dobara 1 postupaka koji
osiguravaju njihovo o€uvanje. Primena fizike 1 hemije u reSavanju problema i pitanja
arheologije, istorije i konzervacije nasleda datira joS§ iz XVIII veka, a prva laboratorija

specijalizovana za ovu vrstu analiza osnovana je 1888. godine u Berlinu.

Ispravna identifikacija materijala korisS¢enih u stvaranju umetnickog dela od
izuzetne je pomo¢i u otkrivanju nacina izrade, autentifikaciji 1 konzervaciji [64]. Napor
analitiara posebno je opravdan, kao deo anamneze objekta, kada istorija umetnickog

dela nije potpuno poznata ili su prisutne ranije konzervatorske intervencije. Saznanja
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dobijena proucavanjem umetnickih materijala i tehnika doprinose razumevanju istorije
umetnosti, olakSavaju konzervatorima donoSenje odluka i otkrivaju promene u sastavu
slikarskih materijala usled starenja, vremenskih faktora i okruzenja [12,65-67]. Cesto se
od konzervatora trazi pomo¢ vezana za autentifikaciju umetnickih dela identifikacijom
sastavnih materijala i njihovog stepena degradacije [12,68-70]. Zato je identifikacija i
kvantifikacija organskih veziva Cesto prvi korak u proucavanju dela, i presudna je za
razumevanje 1 prepoznavanje postojecih istorijskih, umetnickih 1 tehnickih informacija.
Identifikacija komponenata omogucava, takode, primenu kompatibilnih materijala ili
materijala identi¢nih originalnim tokom konzervatorskih zahvata, ali i pronalazenje

najboljih uslova za prezentovanje i Cuvanje.

Pretpostavka da je svako kulturno dobro jedinstveno i nezamenljivo, i da zbog
toga mora biti saCuvano u originalnom stanju, §to je moguce vise, ogranic¢ava uslove za
primenu analitickih postupaka. Analiticke tehnike koje se primenjuju u konzervaciji
moraju biti nedestruktivne ili mikrodestruktivne. Nedestruktivne metode pruzaju
analiticke informacije bez izazivanja oSte¢enja na analiziranom objektu, dok
mikrodestruktivne tehnike ne uzrokuju vidljiva oSteCenja i1 predmet ostaje estetski
netaknut. lako su analiticke tehnike koje ne zahtevaju uzorkovanje pozeljnije prilikom
analiza predmeta kulturnog nasleda, one ne obezbeduju uvek neophodne ili potpune

informacije o sastavu objekta.

Prilikom identifikacije organskih materijala, spektroskopske tehnike, koje su u
sustini nedestruktivne ako se ne vrsi uzorkovanje, daju opsStu informaciju o strukturi, ali
nemaju mogucénost da razlikuju dve organske supstance ¢iji je hemijski sastav veoma
blizak. Takode, ako je koli¢ina prisutnog organskog materijala veoma mala, §to je Cest
slucaj kod predmeta kulturnog nasleda koji su pretrpeli degradacione procese, analiza je
veoma otezana. Zbog ovih ograniCenja, za analizu organskih molekula u umetnickim
delima potrebno je razviti nove pogodnije analiticke postupke. Trenutno ne postoji
neinvazivna analiticka tehnika koja moze identifikovati proteinska veziva prisutna u
umetnickim delima, pa uzorkovanje ostaje kao jedina moguénost. Trend u ovoj oblasti

postala je primena visoko-osetljivih tehnika za koje su potrebne male, sub-miligramske

koli¢ine uzoraka. Zbog toga je masena spektrometrija poslednjih godina vodeca
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analiticka instrumentacija u proucavanju umetni¢kih dela, zahvaljuju¢i kombinaciji

visoke preciznosti i osetljivosti.

Razlic¢ite analiticke tehnike 1 dijagnosticke metode, primenjivane za
proucavanje kulturnih dobara, detaljno su opisane u pregledu Doménech-Carb¢6 [12]. U
ovom poglavlju ¢e biti navedene samo metode pomocu kojih su identifikovana

proteinska veziva u predmetima kulturnog nasleda.

Precizna hemijska analiza proteinskih veziva i njthovog porekla nije lak zadatak

zbog vise razloga koji su ovde ve¢ napomenuti, ali i opisani u literaturi:

(a) Proteini su prirodni proizvodi i umetnici su ih koristili na nacin opisan u

starim procedurama, obi¢no bez bilo kakvog prethodnog precis¢avanja [71,72];

(b) TIako se moze re¢i da su bojenim slojevima umetnic¢kih dela, posebno u
slikama, proteinska veziva zastupljena sa relativnim udelom do 10% (w/w), njihova
identifikacija Cesto je otezana malom koli¢inom uzorka dostupnog za analizu (najéesce

nekoliko desetina do nekoliko stotina mikrograma) [49,73];

(c) Proteini, kao 1 svi organski materijali skloni su degradaciji, hemijskim
transformacijama 1 procesima oksidacije usled kompleksnog okruzenja (pigmenata i
drugih supstanci) §to moze promeniti njihov inicijalni hemijski sastav [41,74,75].
Degradacija slikarskih veziva rezultat je oksidacionih procesa koji ukljucuju slobodne
radikale 1/ili hidroliti¢ke procese [11,40,76-78]. Svetlost izaziva raskidanje peptidnih
veza, dok vlaga i mikroorganizmi mogu uzrokovati hidrolizu, ali i strukturne
modifikacije proteina u bojenom sloju slika. Takode, moze do¢i do hemijskih reakcija

izmedu organskih i neorganskih supstanci [40];

(d) Teskoce prilikom identifikacije proteina ponekad su pogorSane ¢injenicom
da su umetnici koristili smeSe viSe tipova organskih materijala, kao i nedokumentovane
formulacije, u potrazi za umetnickim efektima i mehanic¢kim osobinama kako bi uoblicili

svoje ideje [71,72].

19



2.2.1 Bojenje poprecnih preseka vidljivim i fluorescentnim bojama

Pocetkom XX veka, hemicari poput Ostvalda i Lorija poceli su da proucavaju
komponente slikarskih boja [79-81]. Lori je bio inicijator pionirskih naucnih
eksperimenata vezanih za proteine u umetnickim delima baziranih na metodama
bojenja. Prve predlozene metode osmisljene su sa ciljem da lociraju proteine u
stratigrafskim presecima uzoraka slika [82]. Ova dva naucnika primenila su opticko
uvecanje kako bi uocili razliCite slojeve u uzorku i efekat bojenja na njima. Na taj nacin
je po prvi put bilo moguce razlikovati pojedina veziva. Kazein i tutkalo se, na primer,
boje pomocu boje Acid green, dok se samo tutkalo boji amonija¢nim rastvorom lodesin-
a. Za bojenje proteina u popre¢nim presecima Plesters je 1956. godine predlozila primenu

kiselog fuksina [83].

Medutim, tek 1970ih godina preduzeta su dalja istrazivanja mehanizama
bojenja proteina u slikarskim vezivima. Detekcija proteina u uzorcima bojenog sloja
uspesno je izvedena pomocu niza kolorimetrijskih reakcija — ninhidrinske (u kojoj
reaguju amino grupe proteina), biuretske (detektuje prisustvo peptidnih veza, tj. amidnih
grupa), Milonove (detektuje tirozin) 1 Sakagucijeve reakcije (detektuje arginin) [84]. U
to vreme predloZzena je primena crvene organske boje Culvert, kojom se proteini
zumanceta boje crveno-narandzasto, a proteini tutkala ruzi¢asto. Medutim, za primenu
ove boje je potrebno rastvaranje uzorka u kiselim rastvorima §to moze dovesti do
njegovog razaranja [85]. Pored toga, koriS¢ene su 1 razlicite boje poput Ponceau S 1
Coomassie Brilliant Blue R-250 [85]. Nekoliko godina kasnije princip bojenja unapreden
je primenom boje Amido black 10B, koja efikasno identifikuje proteinska veziva cak i u
uljanim emulzijama [86]. Novija istrazivanja ove boje pokazala su da zavisno od pH
pokazuje specificnu reakciju [87-88]. Specificnost bojenja Amido black 10B se zasniva
na aminokiselinskom sastavu proteina (npr. na visokom sadrzaju aminokiselina sa
kiselinskim bo¢nim nastavcima). Amido black 10B neselektivno boji sve proteine na pH
3.6, na pH 2 boji samo proteine jajeta, dok na pH 7 samo kolagen, na osnovu cega se

mogu razlikovati vrste proteinskih veziva.

Navedenim metodama nije moguca precizna identifikaciju proteina, niti

dobijanje informacije o stepenu njihove degradiranosti. Ove metode imaju ograni¢enu
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osetljivost, a dodatni problem, prilikom posmatranja obojenja, predstavlja prisustvo

pigmenata koji su i sami obojeni, pa mogu otezati ili onemoguciti razlikovanje boja.

Krajem 1980ih predloZena je primena fluorescentnih boja za odredivanje
proteina u uzorcima bojenog sloja [89]. Od nedavno je pocela da se primenjuje nova
boja za mapiranje proteina u uzorcima kulturnog nasleda, komercijalnog naziva SYPRO
Ruby, bazirana na kompleksu rutenijuma [90-93]. Ova boja se inace primenjivala za
detekciju proteina nakon razdvajanja gel elektroforezom, ali je i na stratigrafskim

presecima uzoraka umetnickih dela dala veoma dobre rezultate [94].

2.2.2 Spektroskopske metode
IR spektroskopija

Od samih pocetaka analitickog proucavanja kulturnog nasleda, vibracione
spektroskopske tehnike poput IR i Ramanske spektroskopije bile su relevantne metode
za prikupljanje informacija o mineralnoj i organskoj fazi u isto vreme. Prva primena IR
spektroskopije u oblasti kulturnog nasleda sredinom 1950ih bila je fokusirana na
proucavanje 1 identifikaciju smola u slikama [95], da bi krajem 1960ih godina pocela da

se primenjuje 1 za karakterizaciju proteina [96].

IR spektroskopija omogucava detekciju peptidne veze na osnovu C=0 i N-H
istezanja na 1640 i 1540 cm™. Transmisiona IR spektroskopija je primenjivana na veoma
malim uzorcima (mase reda veli¢ine mikrograma), usitnjenim 1 tabletiranim u
anhidrovanom kalijum-bromidu [97]. Sa pojavom IR mikroskopa postalo je moguce
analizirati poprecne preseke i na taj nacin dobiti informacije o hemijskom sastavu
pojedinacnih slojeva uzorka [98]. Pocetkom 2000ih, predloZena je refleksiona mikro-
FTIR tehnika za mapiranje poprecnih preseka uzoraka bojenog sloja, a prvi eksperimenti
su izvedeni na uzorcima Rembrandtovih slika [99]. Da bi se povecala prostorna
rezolucija, sa IR mikroskopom kuplovan je i ATR objektiv. Time je omogucena analiza
jo§ manjih povrsina uz istu aperturu IR zraka usled faktora uvecanja koji ima kristal

germanijuma u kontaktu sa povrSinom uzorka [100]. Ova tehnika dala je veoma dobre

21



rezultate prilikom analize uzoraka koji sadrze jako male koli¢ine organskog materijala

[101].

U postupku ispitivanja organskih supstanci u slikama sa uspehom je koris¢ena
1 sinhrotron emisija u IR oblasti kao izvor za FTIR mikroskopiju [102,103]. Upotrebom
ovog izvora zracenja poboljSana je prostorna rezolucija, ali i odnos signal/Sum, §to je
dovelo do preciznije identifikacije jedinjenja prisutnih na popre¢nom preseku, posebno
u oblasti istezanja C=0 veze. Time je omoguceno razlikovanje estara, kiselina, amida,
karboksilata, karbonata i oksalata. Ovom tehnikom je u uzorcima starih muzickih
instrumenata utvrdeno prisustvo proteinskih materijala u podlozi, sto je potvrdeno i GC-

MS analizama [ 104].

Mapiranje 1 identifikacija proteinskih veziva u umetnickim delima pomocu
NIR reflektujuc¢e spektroskopije (opseg 800-2500 nm; 4000-14000 cm™!) opisano je u
nekoliko publikacija [105-107]. Vibracione trake u NIR spektrima proteina povezane su
pretezno sa C=0O, NH i CHz grupama. Intenzitet tih traka je nizi i manje su specifi¢ne
od odgovarajucih spektralnih karakteristika u srednjoj IR oblasti (mid IR, 2500-25000
nm, 400-4000 cm '), ali na njih manje uti¢u interferencije usled prisustva pigmenata.
Prilikom analize uzoraka slika iz XV veka ovom tehnikom dokazano je prisustvo
razlic¢itih proteinskih veziva (tutkalo, Zumance ili njihova smesa) u razli¢itim slojevima

boje, §to je potvrdeno HPLC analizom aminokiselina [106].

Osim karakterizacije proteinskih veziva i njihove prostorne raspodele u uzorku,
FTIR spektroskopija omogucila je bolje razumevanje interakcija izmedu komponenata
boje (npr. pigmenata i veziva), ali i uticaja starenja ili okruzenja na proteine. Tokom
jedne od ovih studija FTIR spektri proteinskih veziva, pomeSanih sa pigmentima i
izlozenih vestaCkom starenju, ukazali su na razgradnju peptidnih veza u uslovima
poviSene vlaznosti i izlozenosti UV zracenju [108]. Pokazano je takode da UV-starenje
uti¢e na FTIR spektre proteinskih veziva u oblasti amidnih traka (2900 i 3600 cm ')
[75]. Spektralni region na koji najviSe utice starenje je amidna I traka proteina, ali
mehanizmi odgovorni za ovu promenu nisu do kraja objasnjeni. Takode, postoje 1 dokazi
da neki pigmenti, kao azurit, svojim prisustvom umanjuju uticaj UV zraCenja na
kolagensko vezivo [109]. Proucavane su i protein-pigment interakcije u razli¢itim

formulacijama model uzoraka [78,110]. Utvrdeno je da ove interakcije i starenje dovode
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do promena odnosa intenziteta traka amid II/amid I, $to ukazuje na formiranje B-ploca,
oksidaciju proteina i protein-metal interakcije. Pored toga, dolazi do razli¢itih
degradacija proteina, poput agregacije, oksidacije bo¢nih nastavaka aminokiselina i
hidrolize polipeptidnog lanca, kako u Cistim vezivima, tako 1 u uzorcima koji sadrze
pigmente. U jednoj od studija utvrdeno je i pomeranje maksimuma vibracione amidne
trake I ka viSim talasnim brojevima, §to se pripisuje promeni sekundarne strukture

proteina [111].

Pored navedenog, jedan od glavnih ciljeva istrazivanja u ovoj oblasti su in situ
merenja [112,113]. Od nedavno se primenjuju prenosni FTIR instrumenti koji
funkcionidu u opsegu 7000-900 cm™! (mid-IR) ili 12500-4000 cm ™! (NIR) sa optickim
vlaknima. Publikovana je njihova primena na zidnim slikama iz XV veka, gde su
analizirani kako neorganski pigmenti, tako i1 organska veziva [112,114]. Snimljeni
spektri podvrgnuti su PCA analizi, a poredenje sa spektralnim karakteristikama model
uzoraka ukazalo je na prisustvo kazeina i kolagena. Dobijanje informacija iz FTIR
spektara hemometrijskim metodama je komplikovan zadatak usled varijabilnosti 1
kompleksnosti IR refleksionih spektara, gde su Ceste distorzije oblika i polozaja traka,

Sto je uoCeno primenom ove metode na renesansnim zidnim slikama [115].
Ramanska spektroskopija

Ramanska spektroskopija je analitiCka tehnika komplementarna IR
spektroskopiji. U kombinaciji sa mikroskopijom ova metoda postala je nezamenljiva u
oblasti kulturnog nasleda. Omoguc¢ava analizu veoma malih uzoraka (povrSine oko 5
um?) ¢ime se postize bolja osetljivost zbog smanjenja interferencija okruzenja. U
pocetku, primena ove metode bila je usmerena ka identifikaciji pigmenata, a prve
primene u analizi proteinskih materijala objavljene su pocetkom 2000ih [116,117].
Ramanski spektri proteinskih veziva sadrze elemente koji mogu dovesti do njihove
identifikacije [75]. Analizu proteinskih veziva otezava fluorescencija proteina, pa se
primenjuju razli¢ite matematicke metode za eliminaciju pozadinske fluorescencije [118-
120]. Ovom metodom proucavan je uticaj procesa starenja i prisustva pigmenata na
proteinska veziva i pokazano je da moze do¢i do nestanka vibracionih traka, pojave novih

ili promene intenziteta postojec¢ih [70,121,122]. Jedan od primera je nestanak trake koja
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se pripisuje triptofanu nakon izlaganja uzorka belanceta UV zracenju [121]. Primecéene

su, takode, i promene na C-S vezama koje su pripisane fotooksidacionim reakcijama.
Fluorescentna spektroskopija

Fluorescentnom spektroskopijom proucava se zracenje koje emituje molekul
nakon pobudivanja radijacionim izvorom. Ova analiticka metoda primenjena je za
neinvazivnu karakterizaciju umetnickih materijala — pigmenata, bojila i veziva
[123,124]. Na osnovu fluorescencije koju emituju aromati¢ne aminokiseline, moguce je
analizirati proteinska veziva koriS¢ena u slikarstvu (Zumance 1 belance, kazein i razli¢ita
zivotinjska tutkala) [125,126]. Na fluorescentne spektre proteina utiu struktura i
okruZenje proteina. Proucavan je i uticaj svetlosti i nekih pigmenata na fluorescentne
spektre vise proteinskih veziva [70]. Autori su primetili da izlaganje svetlosti rezultuje
povecanjem intenziteta emitovanog fluorescentnog signala na 435 nm, $to je pripisano
degradacionim proizvodima proteina, posebno usled oksidacije triptofana. Medutim,
proucavani su samo filmovi €istih proteina. Radi potvrde rezultata, trebalo bi sprovesti
dodatno ispitivanje model uzoraka i uzoraka slika kako bi se razumeli procesi do kojih

dolazi u takvim slozenim sistemima.

2.2.3 TOF-SIMS

TOF-SIMS je nedestruktivna tehnika kojom je moguéa istovremena
identifikacija neorganskih i organskih komponenata u uzorku. Ova tehnika se primenjuje
u proucavanju kulturnog nasleda prevashodno zbog moguc¢nosti dobijanja informacija o
prirodi 1 prostornoj distribuciji pigmenata i organskih veziva u uzorku tokom jednog
analitickog eksperimenta, o ¢emu svedoci veliki broj publikacija [127-133]. Princip
metode zasniva se na analizi sekundarnih jona koji se emituju nakon ozracivanja povrSine
snopom primarnih jona. TOF-SIMS mapiranje omogucava dobijanje mape
rasprostranjenosti elemenata u pigmentima i molekulskih signatura veziva [127]. TOF-
SIMS metoda primenjivana je pretezno na uzorcima uljanih slika radi utvrdivanja vrste

veziva 1 hemijskih modifikacija do kojih dolazi tokom procesa starenja ulja [40,131].
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Primenom TOF-SIMS u kombinaciji sa PCA pokuSana je identifikacija
proteinskih veziva u uzorcima oslikanog drvenog raspeca iz XV veka [134]. Pokazalo se
da prisustvo neorganskih jedinjenja uti¢e na masene spektre proteinskih veziva, pa je bilo
tesko razlikovati veziva poput kazeina i tutkala. Identifikacija proteinskih veziva pomocu
TOF-SIMS otezana je ¢injenicom da se svi proteini sastoje od istih aminokiselina, pa se
ne mogu lako razlikovati na osnovu prisustva ili odsustva karakteristi¢nih pikova u
masenim spektrima [135]. Ipak, relativni intenziteti pikova aminokiselina u masenim
spektrima proteina mogu doprineti razlikovanju proteina. Metode multivarijantne
analize, posebno PCA, neophodne su kako bi se ekstrahovale informacije iz kompleksnih
masenih spektara proteina koji sadrze mnostvo pikova. Wagner i saradnici pokazli su da
se pomoc¢u TOF-SIMS i PCA mogu razlikovati pojedina¢ni proteini [136]. Nedavno su
na uzorcima bojenog sloja jedne od Rembrandtovih slika na ovaj nacin, pored pigmenata
1 veziva, identifikovani i razli¢iti karboksilati olova, skrob i fragmenti aminokiselina

[132].

2.2.4 Kapilarna zonska elektroforeza

Kapilarna zonska elektroforeza (CZE) je analiticka metoda za razdvajanje
analita na osnovu elektroforetske pokretljivosti. Karakterizacija proteinskih veziva ovom
metodom prvi put je objavljena pre desetak godina [137]. Nakon potpune hidrolize,
razliCite vrste proteinskih veziva podvrgnute su CZE-CCD analizi bez prethodne
derivatizacije. Karakterizacija proteina se zasniva na njithovom aminokiselinskom
sastavu 1 suStina je slicna kao kod analize aminokiselina drugim metodama. Ovom
metodom identifikovano je prisustvo kolagenskih materijala tokom analize polihromne
skulpture iz XVIII veka [137]. CZE u kombinaciji sa masenom spektrometrijom, kao
nacinom detekcije, takode je koriS¢ena za identifikaciju proteinskih veziva u uzorcima

slika [138].
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2.2.5 Analiza aminokiselina (AAA) hromatografskim metodama

Metodom analize aminokiselina (AAA) karakterizacija proteina postize se na
osnovu aminokiselinskog profila. Kao §to je ve¢ naglaSeno, aminokiseline su retko
karakteristicne za protein, jer vecina proteina sadrzi sve standardne aminokiseline.
Izuzetak je hidroksiprolin, kao ne-standardna aminokiselina, koja se jedino javlja u
kolagenu i u nekim glikoproteinima nadenim u ¢elijskom zidu biljaka. Relativni odnosi
koncentracija aminokiselina mogu posluziti za identifikaciju proteina. Predlozeno je
nekoliko pristupa za primenu analize aminokiselina na mikro uzorcima slika koje sadrze
proteinska veziva koji su bazirani na istim principima i ukljucuju sli¢ne postupke koji se

sastoje od hidrolize, derivatizacije, razdvajanja i detekcije.

Jedan od prvih pokusaja analize proteinskih veziva u umetni¢kim delima bilo je
hromatografsko razdvajanje aminokiselina na papiru pedesetih godina proslog veka.
Analizirano je viSe uzoraka Stafelajnih i zidnih slika iz razli¢itih perioda (XIII do XVIII
vek) [139]. Nakon potpune hidrolize proteina u uzorcima, aminokiseline su razdvojene
na papiru, obojene ninhidrinskim reagensom i1 na osnovu prisustva ili odsustva
specificnih aminokiselina identifikovana su veziva na bazi jajeta ili kolagena. Nakon ove
prve primene, metoda se razvijala uvodenjem razli¢itih reagenasa za bojenje, ali i
stacionarnih faza [140,141]. Zbog nedostataka papirne i tankoslojne hromatografije u to
vreme, poput loSe rezolucije i nedostatka kvantitativnosti, dalji eksperimenti isli su u
smeru primene jonoizmenjivacke hromatografije i merenja opticke gustine ninhidrinskih
derivata. Primenom jonoizmenjivacke hromatografije uspesno su identifikovana veziva
na bazi kazeina, kolagena i jajeta na osnovu razli¢itog kvantitativnog sastava prisutnih

aminokiselina [142,143].

Pocetkom 1990ih u ovoj oblasti pocela je primena reversno-fazne HPLC (C18
stacionarna faza) povezane sa UV-Vis spektrofotometrijom [144-146]. Radi bolje
selektivnosti 1 nizih granica detekcije vecina laboratorija koje primenjuju AAA uz
razdvajanje pomoc¢u HPLC, derivatizuju aminokiseline pre detekcije. Pored toga, moze
se primeniti 1 pre-kolonska derivatizacija fluorescentnim reagensom, kakav je 6-
aminohinolil-N-hidroksisukcinimidil karbamat (AccQ) u sprezi sa fluorescentnom
detekcijom [57,147]. Dalji eksperimenti i primene ove metode bavili su se razli¢itom

pripremom uzoraka, kao $to je ekstrakcija, uklanjanje soli i derivatizacija aminokiselina
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[145-148], kao i statistickom obradom podataka [69]. Tehnoloska unapredenja i pojava
UPLC instrumenata doveli su do velikog napretka u pogledu manje koli¢ine potrebnog
uzorka, kraceg vremena analize 1 bolje reproduktivnosti [149-151]. Prilikom primene
AAA metoda treba imati na umu da su proteinska veziva smesa razliitih proteina. Na
primer, glavni protein belanceta je ovalbumin, ali on ¢ini samo 54% ukupnih proteina.
Ostali proteini belanceta (ovotransferin, ovomukoid, ovomucin, ovoglobulini, lizozim)
imaju znacajan uticaj na aminokiselinski profil belanceta kao veziva. Isto vazi i za ostala
veziva. Njihovu karakterizaciju pomocu AAA treba bazirati na aminokiselinskim
profilima seta referentnih uzoraka celovitih veziva, a ne Cistih pojedina¢nih proteina kako
se najcesce objavljuje u radovima. Zato se ¢esto javljaju problemi prilikom identifikacije

proteinskih veziva u smesi, kao $to je slu¢aj sa uzorcima bojenog sloja.

Kuplovanje HPLC razdvajanja sa MS detekcijom omogucilo je da prethodna
derivatizacija aminokiselina ne bude uslov za njihovu identifikaciju i odredivanje. Na
ovaj na¢in aminokiseline mogu biti veoma precizno kvantifikovane, ¢ime je unapredena
1 pouzdanost identifikacije veziva. Tako je, u modernim slikama radenim tehnikom
tempere, AAA analizom 1 poredenjem rezultata sa model uzorcima uspesno
identifikovano tutkalo na osnovu prisustva visokih koncentracija prolina, 4-
hidroksiprolina, glutaminske i asparaginske kiseline [152]. Slican protokol primenjen je
na uzorke zidnih slika crkve u Etiopiji iz XIII veka gde je utvrdeno prisustvo kazeinskog
1 jajcanog veziva [153]. Za razdvajanje 1 detekciju aminokiselina iz proteinskih veziva

primenjena je 1 HPLC metoda povezana sa fluorescentnom detekcijom [147,148].

Gasno-hromatografska (GC) analiza primenjena na uzorcima kulturnog nasleda
omogucava identifikaciju razli¢itih vrsta molekula u jednom uzorku (proteina, lipida,
terpena) [6,154]. Zbog toga je, do nedavno, bila jedna je od najces¢e primenjivanih
tehnika u analizi proteinskih veziva [74]. Gasnom hromatografijom mogu se analizirati
molekuli niskih molekulskih masa, dok postoje odredeni problemi prilikom analize
velikih biomolekula kakvi su proteini. Makromolekulska priroda proteinskih materijala
uslovljava dugotrajnu i komplikovanu pripremu uzoraka. Nakon potpune hidrolize
proteina, kao 1 za HPLC analizu, sledi preciS¢avanje radi eliminacije interferencija
pigmenata, a zatim i derivatizacija aminokiselina. Da bi se analizirale pomo¢u GC-MS,

aminokiseline iz proteina moraju biti derivatizivane kako bi im se povecala isparljivost.
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Kori$éeni su razliciti reagensi za derivatizaciju koja se zasniva na silanizaciji (N-terc-
butilmetilsilil-N-metiltrifluoroacetamid, MTBSTFA [155]) ili alkilovanju (etil
hloroformat, ECF [38]). Zbog slozenosti postupka, priprema uzoraka mora se izvesti

pazljivo kako bi se smanjio rizik od gubitka i/ili kontaminacije uzorka.

Jedna od prvih publikacija primene GC u oblasti kulturnih dobara objavljena je
krajem 1960ih 1 u njoj je, izmedu ostalih tehnika za karakterizaciju razlicitih vrsta veziva,
opisana primena GC-FID [96]. Modifikovani postupak, koji ukljucuje drugacije uslove
hidrolize 1 derivatizacije, sredinom 1980ih primenjen je na uzorcima slike Povanija
Belinija iz XV veka, gde je uspes$no identifikovan kolagen prisutan u podlozi na osnovu
odnosa koncentracija specificnih aminokiselina [71]. Pored toga, objavljeno je vise
studija u kojima su optimizovani uslovi pripreme uzoraka, kako bi se smanjio gubitak

analita 1 unapredila pouzdanost i reproduktivnost rezultata [39,41,58,71,156,157].

Primenom gasne hromatografije takode je utvrdeno da starenje i prisustvo
pigmenata imaju znacajan uticaj na sadrzaj aminokiselina u uzorku. Nadeno je da na
serin, treonin, asparaginsku 1 glutaminsku kiselinu uti¢u azurit, malahit i pigmenti na bazi
gvozda [50], dok je na aminokiseline koje sadrze alkil- 1 imino-grupe ovaj uticaj slabije

izrazen [58].

Uvodenje masene spektrometrije kao nacina detekcije (jonska zamka ili
kvadrupol maseni detektor) ucinilo je gasnu hromatografiju informativnijom tehnikom i
omogucilo dobijanje preciznih informacija o molekulskim masama aminokiselina $to, u
kombinaciji sa retencionim vremenima, dopinosi pouzdanosti identifikacije. MS moze
pruziti i strukturne informacije o analiziranim jedinjenjima, pa je moguca identifikacija
nepoznatih ili jedinjenja koja ne o€ekujemo u uzorku. Zbog toga se pomocu GC—MS i
piroliticlke GC—MS mogu proucavati kompleksne smeSe sastavljene od proteinskih i
drugih tipova veziva u isto vreme. To je demonstrirano na srednjevekovnim slikama
vizantijskih majstora u Parmi iz XIII veka. Na osnovu visokih koncentracija glicina i
prolina, zaklju€eno je da je kao vezivo koriS¢eno tutkalo, dok je na osnovu visokog
sadrzaja glutaminske i miristinske kiseline utvrdeno da je na nekim delovima korisc¢en i

kazein [158].
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Pirolittka GC-MS (Py-GC-MS) koris¢ena je za utvrdivanje pirolitickih
markera karakteristi¢nih za razli¢ita veziva [159, 160]. Primenjena je za odredivanje
tutkala 1 kazeina u zidnim slikama [161]. Uspesno odredivanje klasa proteinskih veziva
pomocu Py-GC-MS publikovalo je vise autora [162-164]. Curie point pirolizom sa GC-

MS takode su okarakterisana proteinska veziva koriSéena u umetnickim delima [162].

Predlozene su razlic¢ite modifikacije pripreme uzorka za GC-MS vezane za
precis¢avanje i/ili derivatizaciju aminokiselina [40,45,51,53,73,165]. Bilo je 1 pokusaja
da se uticaj jona pigmenata na analizu pomoc¢u GC-FID eliminiSe dodatkom Na,EDTA

[166] ili primenom jonoizmenjivacke hromatografije na katjonskim smolama [167].

Kao S§to je ve¢ naglaseno, analitickim metodama zasnovanim na gasnoj
hromatografiji moguca je identifikacija proteinskih veziva koja se najceS¢e srecu u
uzorcima kulturnog nasleda na osnovu poredenja sadrzaja aminokiselina u analiziranim
uzorcima sa hromatografskim profilima referentnih uzoraka [58]. Tehnika je primenjena
na razlicite vrste uzoraka kao Sto su zidne sike [47,168-170], slike na platnu [171], na
drvenim panelima [172], polihromne skulpture i pozla¢ene dekoracije [173,174], ikone
[175,176] 1 muzicki instrumenti [177].

Dostupnost HPLC i GC-MS instrumenata, kao i njihova visoka osetljivost
doveli su do Ceste primene AAA u mnogim konzervatorskim laboratorijama. Medutim,
ovaj koncept ima i1 neke nedostatke. Bilo kakva distorzija pika jedne aminokiseline ima
ogroman uticaj na relativne koli¢ine svih ostalih aminokiselina, usled ¢ega identifikacija
veziva moze biti pogreSna ili nemoguca. Do odstupanja rezultata mogu dovesti razliciti
uzroci: koeluiraju¢e komponente, selektivno degradirane aminokiseline, pigmenti na
bazi bakra ili drugih metala koji reaguju sa aminokiselinama ili proteinska veziva u smesi
[53]. Na identifikaciju mogu uticati i proizvodi za impregnaciju na bazi proteina (npr.
originalni izolacioni slojevi ili naneti tokom konzervacije) [178], uzorci koji sadrze vise
slojeva, neocekivani proteini i proizvodi starenja usled izloZenosti UV zraCenju i

zagadivacima [179], kao 1 bioloska kontaminacija [73].

Zbog svega navedenog, identifikacija zasnovana na odnosima pojedinih
aminokiselina nije pouzdana u ovako kompleksnim uzorcima. Jo§ jedan nedostatak
analize aminokiselina je neophodnost kompletne hidrolize proteina ¢ime se gube podaci

o sekvenci aminokiselina u proteinu. Na taj nacin briSu se informacije o poreklu i
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strukturi proteina, pa primena GC i HPLC tehnika nije pozeljna kada je neophodno
razumevanje mehanizama interakcija ili degradacija proteinskih veziva. Primenom
razli¢itih GC 1 HPLC tehnika moguce je identifikovati samo opSte grupe proteinskih
veziva, dok se pojedinacne vrste tutkala, na primer, ne mogu razlikovati zbog sli¢nih
aminokiselinskih profila. Ipak, ove metode se i dalje primenjuju, ali sve cesce u
kombinaciji sa komplementarnim analiti¢kim tehnikama, kako bi se potvrdili rezultati,
postigla kompletnija karakterizacija umetnickog dela i1 procenilo njegovo stanje

degradiranosti/ocuvanosti na molekulskom nivou.

2.2.6 Imunolo$ke metode

Imunoloske metode zasnovane su na visoko-specificnim interakcijama
antigen/antitelo 1 zahvaljuju¢i tome su veoma osetljive. Imunoloske metode obuhvataju
viSe tehnika kojima se vizuelizuje prisustvo proteina. Visoko specificna antitela mogu se
proizvesti tako da se vezuju samo za odredeni ciljani protein (antigen) prisutan u
proteinskim vezivima. Antitela se mogu obeleziti funkcionalnom grupom cime se
omogucava njihova detekcija. Kada se rastvor ovih antitela nanese na uzorak bojenog
sloja, dolazi do vezivanja antitela samo ukoliko je u uzorku prisutan odgovarajuci
protein. Danas se sve viSe primenjuje pristup dvostrukih antitela: u prvom koraku
neoznacena primarna antitela vezuju se za antigen, dok se u drugom koraku oznacena
sekundarna antitela vezuju za oc¢uvani region primarnog antitela. Primarno antitelo je
antigen za sekundarno antitelo. Ovaj postupak omogucava vecu raznolikost: isto
oznaceno sekundarno antitelo moze se koristiti za razli¢ita primarna antitela (kultivisana
u istim vrstama). Kao dodatna prednost, u nekim slu¢ajevima, primarna antitela mogu se
uklopiti sa viSestrukim sekundarnim antitelima §to dovodi do pojac¢avanja signala i bolje
osetljivosti. [180,181]. Za eksperimente se mogu primeniti razli¢ite podloge (gelovi za
elektroforezu, hromatografske faze i sl.) uz razliite metode detekcije kao Sto su

izotopsko 1 fluorescentno obelezavanje ili enzimske reakcije.

Pocetak primene imunoloskih metoda u proucavanju proteina na polju
kulturnog nasleda vezuje se za pocetak 1960ih [182-185]. Dalja primena ovih metoda na

proteinska veziva 1971. godine bila je zasnovana na imunofluorescentnoj mikroskopiji
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(IFM) [85]. Ova tehnika koristi antitela obelezena fluoroforom i moze se primeniti na
poprecne preseke uzoraka bojenog sloja. Nakon direktnog nanosenja rastvora antitela na
poprecni presek stratigrafska raspodela fluoresceiraju¢ih antitela, a na taj nacin i
proteinskog veziva, vizuelizuje se fluorescentnom mikroskopijom. Primena je
ograni¢ena na tamne boje koje ne pokazuju autofluorescenciju, a signal je generalno slab
i Cesto daje lazne rezultate. Zbog ovih nedostataka, tokom narednih dekada objavljen je
veoma mali broj nauc¢nih radova koji se bave primenom imunoloskih metoda u analizi
proteinskih veziva [90,180,181,186]. Tek nedavno je Cartechini primenila IFM za

identifikaciju kazeina i kolagena u popre¢nim presecima uzoraka bojenog sloja [72].

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay Technique) je jedna od
najcescih testova u imunobiohemiji. Enzimska reakcija podstice pojacavanje odgovora u
poredenju sa IFM, ¢ime se objaSnjava odlicna osetljivost ove tehnike [181,187,188], ali

neophodno je uzorkovanje i ekstrakcija pojedinacnih slojeva uzoraka boje.

ELISA je od 2000. godine primenjivana za analizu proteinskih veziva u
razliitim vrstama uzoraka [72,181,189-192]. Faktori koji otezavaju analizu su slozeni
matriks u kome se nalaze proteini, jer dolazi do interakcija izmedu proteina 1 drugih
komponenata, kao Sto su pigmenti, degradacije proteina, kao i mala koli¢ina uzorka
dostupna za analizu [72,191]. NajceS¢e se primenjuje indirektni ELISA postupak.
Primarna antitela koja se koriste za detekciju proteina su monoklonalna ili poliklonalna,
najceS¢e usmerena protiv kolagena, kazeina ili ovalbumina koji su glavni proteini u
vezivima i adhezivima koriS¢enim u umetnickim delima [72,193]. Ovom metodom,
izmedu ostalog, uspesno je detektovano prisustvo belanceta u uzorku sa skulpturalnog
elementa francuskoga kabineta iz X VII veka [181], kao i kolagen i ovalbumin u uzorcima

polihromne skulpture iz XIII veka [191].

Ispitivan je 1 uticaj starenja i prisustvo pigmenata na imunoloSku detekciju
proteina [72]. UspeSno su detektovani kazein i proteini jajeta u svim uzorcima
podvrgnutim starenju, dok je u uzorcima koji sadrze kolagen doslo do gubitka signala.
Takode, za razliku od svezih uzoraka pripremljenih sa razli¢itim pigmentima, u uzorcima
podvrgnutim veStaCkom starenju bilo je poteskoc¢a u detekciji, posebno u pojedinim

uzorcima baziranim na kazeinu i ovalbuminu [194].
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ELISA eksperimenti najceS¢e se primenjuju kao metoda za pracenje prisustva
ciljanih proteina u uzorku (skrining), ali i kao komplementarna tehnika, radi dopune ili
potvrde rezultata drugih analitiCkih tehnika poput GC-MS ili LC-ESI-MS. Ove tehnike
zajedno sa fluoresencijom primenjene su u nedavno objavljenoj studiji rimsko-egipatskih
panela sa kraja II veka, gde je u slojevima podloge detektovano kolagensko vezivo

pomocu ELISA metode, a rezultati potvrdeni masenom spektrometrijom [195].

Dot-ELISA predlozena je kao semikvantitativna metoda za proucavanje
slikarskih veziva na bazi jajeta [150]. Spektrofotometrijska detekcija sa integracionom
sferom omogudila je prikupljanje rasejanog svetla sa cele povrSine uzorka, na osnovu
¢ega je u dva uzorka boje uspesno identifikovan ovalbumin. Na isti nacin je identifikovan
ovalbumin i u uzorcima zidnih slika Crkve Svetog Franje u Lodi [196]. JoS jedna
imunoloska tehnika zasnovana je na SERS: antitela oznacena SERS-aktivnim grupama
omogucavaju veoma specificnu analizu popre¢nih preseka mikro-Ramanskim

spektrometrom [197].

Imunofluorescencija je takode predlozena kao in situ metoda detekcije [198].
Sekundarna antitela oznacena fluorescentnim molekulom vezuju se za protein-antitelo
kompleks, omogucavajuéi njegovu detekciju u UV oblasti. Medutim, da bi se koristilo
specifi¢no antitelo za protein prisutan u uzorku, mora se pretpostaviti njegov identitet,
Sto ¢ini primenu ove metode prilicno komplikovanom. Najnovija unapredenja tehnike
pretezno imaju za cilj uzorke koji sadrze kazein i/ili albumin [199-201]. Navedenim
metodama  detekcije mogu se mapirati proteini u uzorku. Medutim,
imunofluorescentnom detekcijom se za sada mogu odrediti samo jaj¢ano vezivo ili

kazein.

2.3 ANALIZA PROTEINA MASENOM SPEKTROMETRIJOM
2.3.1 Proteomika — opsti principi i pojmovi

Proteini su najsloZenije molekulske strukture prisutne u biosferi. Sa analitickog
stanoviSta, njihova identifikacija predstavlja jedan od najizazovnijih zadataka za

hemicara. Njihov skelet je linearni polipeptidni lanac na¢injen od aminokiselina. Duzina
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lanaca krec¢e se od 100 do 2000 aminokiselinskih ostataka, povezanih amidnim
(peptidnim) vezama. Ne postoje pravila u kombinovanju ili isklju€ivanju bilo koje
aminokiselinske sekvence u lancu. Redosled aminokiselinskih ostataka, koji je odreden
redosledom nukleotida u odgovaraju¢em segmentu DNA, naziva se primarna struktura

proteina.

Nakon biosinteze polipeptidnog niza u procesu translacije, dolazi do njegove
posttranslacione modifikacije (PTM). Peptidni lanac se u toku modifikacije moze skratiti
dirigovanom proteolizom, neke od aminokiselina mogu se kovalentno modifikovati
(hidroksilacija, fosforilacija, dehidrogenizacija, amidovanje itd.) ili za molekul proteina
mogu biti vezane razliCite prosteticne grupe kao Sto su hem, joni metala ili
(oligo)saharidni lanci. Jedan molekul proteina moze biti modifikovan na viSe nacina.
Zato proteini, a posebno njihove smese koje se srecu u prirodi, mogu imati Sirok opseg
razlicitih fizickih i hemijskih osobina kao posledicu opisane varijabilnosti njihove

hemijske strukture.

Termin ,,proteom* formiran je po analogiji sa terminom ,,genom* 1995. godine
kako bi se oznacio set proteina koji je prisutan u Celiji, tkivu ili ¢ak celom organizmu u
odredenim fizioloskim ili patoloskim uslovima i u tacno definisanom okruzenju [202-
204]. Proteom je rezultat translacije genoma u proteine preko mRNA u definisanim
zivotnim uslovima. Stoga, jedan genom moze dovesti do razli€itih proteoma na osnovu
stupnjeva u celijskom ciklusu, diferencijacije, odgovora na razli¢ite bioloske i fizicke
signale ili patofizioloSkog stanja. Dok je genom celije konstantan, proteom je dinamican,
jer odrazava uticaj razlicitih ¢elijskih procesa [205]. Dodatno, protein moze biti hemijski
modifikovan nakon sinteze ili tokom njegovog Zivota u ¢eliji. Obi¢no su te modifikacije
indukovane enzimima, ali postoje 1 promene koje nisu enzimski indukovane 1 javljaju se
nakon izlaganja spoljasnjim faktorima (UV zracenju). To povecava slozenost proteoma i
studije pokazuju da je zbog toga moguée samo opste razumevanje datog bioloskog

sistema u specifi¢noj situaciji.

Stoga, re¢ ,,proteomika® (engl. proteomics) oznaava granu biohemije koja
proucava proteine, ukljucuju¢i njihovu identifikaciju, kvantifikaciju 1 modifikacije
(posttranslacione i hemijske) [205-207]. Proteomika je opsezna studija proteina, njihove

strukture 1 funkcije. Ovo polje nauke je znacajno razvijeno poslednjih godina pojavom
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large scale (engl.) 1 high troughput (engl.) proteomike, zahvaljujuci eksponencijalnom
porastu broja dostupnih sekvenci genoma, kao i napretku na polju masene spektrometrije

[208].

Analiza peptida, koja se primenjuje u proteomici, specifi¢nija je 1 uspesnija u
analizi smeSa proteina u poredenju sa analizom aminokiselina. Koncept analize peptida
zasnovan je na specifi¢noj enzimskoj hidrolizi proteina na peptide. Peptidi su dovoljno
mali da bi bili precizno mereni, ali i dovoljno veliki da zadrze neophodnu specifi¢nost
kako bi se nedvosmisleno identifikovali proteini od kojih poti¢u. Potencijalno se ¢ak
najmanje mutacije izmedu analogih proteina u razli€itim Zivotinjskim i biljnim vrstama
mogu razlikovati na ovaj nain. Kao rezultat ove visoke specificnosti, nije tesko

identifikovati pojedinacne proteine 1 u najkompleksnijim smeSama.
Top-down i Bottom-up pristupi u proteomici

Proteomika najc¢es¢e ukljucuje tehnike razdvajanja proteina elektroforezu ili
hromatografiju zajedno sa masenom spektrometrijom i bioinformatikom, koja integrise
genomske 1 proteinske baze podataka radi identifikacije proteina. Na osnovu ove tri
analiticke celine — razdvajanje proteina, MS analiza 1 pretrazivanje baze podataka —
razvijene su dve strategije identifikacije proteina: top-down i bottom-up (Slika 2.1) [209-

213].

Top-down pristup je razvijen krajem 1990ih godina. Omogucio je analizu
proteina bez prethodne hemijske ili enzimske hidrolize [209,211,214]. Zasniva se na
merenju masa intaktnih proteina i direktnoj fragmentaciji njihovih katjona u masenom
spektrometru. Precizna molekulska masa proteina meri se pomo¢u masenog analizatora
visoke rezolucije, kao $to je FT-ICR ili Orbitrap, a zatim se protein fragmentiSe u izvoru
ili analizatoru masenog spektrometra bez prethodne hemijske ili enzimske hidrolize. Top-

down pristup nije koriS¢en tokom izrade ove teze, pa ovde nece biti detaljnije razmatran.
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Top-down

= [J
pristup e
m/z
Smesa proteina Razdvajanje MS analiza intaktnih proteina MS MS/MS
(Masa< 50 kDa) proteina (<50 kDa) (Masa intaktnih proteina)  (Sekvenca proteina)
*_‘I | 1
Bottom-up Qe s - e
pristup }< ‘.'...f‘.. :‘ = J "‘\,..’- ~J b 3 O
Digestija Vieme m/z
Protein (ili smesa) Razdvajanje MS analiza peptida LC-MS MS/MS
(nema ograni¢enja masa) peptida (~500- 3000 Da) (Masa intaktnih peptida) (Sekvenca peptida)

Slika 2.1. Sematski predstavljene strategije analiza top-down i bottom-up koje se

primenjuju u proteomici (prilagodeno iz [215])

Bottom-up pristup je trenutno znatno zastupljeniji. SuStina pristupa je
identifikacija proteina preko smese peptida dobijene nakon hidrolize enzimima. Proteini
uzorka mogu biti prethodno razdvojeni elektroforezom na gelu prema molekulskim
masama i/ili naelektrisanju. Zatim se primenjuje enzimska hidroliza proteina u gelu ili u
rastvoru, proteazom koja raskida peptidne veze na tacno definisanim mestima, pri ¢emu
se dobija set peptida, karakteristican za dati protein. Na kraju, masenom spektrometrijom
precizno se mere mase tih peptida. Identifikacija proteina postize se uz pomoc
bioinformatickih alata, poredenjem izmerenih masa sa teorijskim vrednostima

izraCunatim na osnovu baza sekvenci proteina ili gena [216].

Identifikacija proteina — mapiranje peptida i tandem masena

spektrometrija

Peptidi dobijeni proteolitickim cepanjem proteina visoko su specifi¢ni 1 grupa
vrednosti njihovih molekulskih masa predstavlja ,,otisak prsta‘“ tog proteina. Zato se ovaj
postupak identifikacije proteina naziva mapiranje peptida (engl. peptide mass
fingerprinting, PMF). Za snimanje PMF spektara naj¢es¢e se primenjuje MALDI-TOF
masena spektrometija. Snimljeni spektri se pretrazuju u odnosu na javno dostupne baze
podataka proteinskih sekvenci kako bi se utvrdilo poklapanje izmerenih masa peptida
(m/z) sa teorijskim masama [217]. Broj poklopljenih pikova (u granicama izabrane
tolerancije, npr. £0.2 Da), odnosno broj eksperimentalno dobijenih masa peptida koje
odgovaraju teorijskim masama u bazi proteina, izrazen je tzv. skorom, pri ¢emu visi skor

odrazava vecu pouzdanost identifikacije proteina. Ovaj postupak je brz i pouzdan, u
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slucajevima kada je postignuta precizna detekcija m/z vrednosti peptida, jer se zasniva na
viSestrukom pripisivanju pikova peptida radi nedvosmislene identifikacije proteina.
Glavna ograni¢enja metode javljaju u analizama kompleksnih smeSa proteina usled

povecanog rizika pogreSnog pripisivanja pikova peptida nekom proteinu.

Peptidi se mogu sekvencirati i identifikovati i tandem masenom spektrometrijom
(MS/MS) na osnovu fragmentacije [218]. Peptidi dobijeni nakon hidrolize tripsinom
razdvajaju se najces¢e pomocu RP-HPLC povezane on-line sa ESI joinizacionim izvorom
1 masenim spektrometrom. Tandem masenom spektrometrijom selektuje se prekursor jon
¢ijjom fragmentacijom se dobijaju fragment joni koji se precizno mere i analiziraju. Za
analizu je potrebno duze vreme zbog hromatografskog razdvajanja, ali dobijaju se
detaljne informacije o komponentama prisutnim u niskim koncentracijama iz nekoliko

mikrograma uzoraka, zbog izuzetno selektivne i osetljive detekcije [219].

U analizi proteoma tandem masena spektrometrija postala je tehnika izbora za
sekvenciranje peptida i za odredivanje njihovih posttranslacionih modifikacija. Ova
metoda je obi¢no pouzdanija od PMF, jer se 1 u kompleksnim smeSama proteina dobijaju
visoki skorovi, tj. pojedinacni proteini identifikuju se sa velikom pouzdanoscu. Takode,
ako su u smesi prisutni nepoznati proteini, sekvence njihovih peptida se mogu odrediti na
osnovu fragmentacionih spektara. Mase jona fragmenata u kombinaciji sa poznavanjem
mehanizama fragmentacije omogucavaju identifikaciju molekulske strukture prekursor
jona [220]. Odredivanje sekvence peptida na osnovu MS/MS spektra naziva se de novo
sekvenciranje [221]. Ovaj postupak posebno se koristi kada proucavani proteom nije
sekvenciran. Tandem maseni spektri mogu se porediti i sa eksperimentalnim ili teorijskim

fragmentacionim spektrima koji se nalaze u bazama podataka [222].

Tandem masena spektrometrija omogucava i odredivanje prirode promena na
proteinu 1 njihove lokacije. Ove promene znace promenu strukture proteina koja dovodi
do varijacije u njegovoj masi. Svaka aminokiselina poseduje jedinstvenu masu, osim
leucina i izoleucina, pa se fragmentacioni spektar peptida moze predvideti. Ako je peptid
modifikovan, aminokiselina na kojoj se nalazi modifikacija imac¢e masu koja se razlikuje
od ocekivane, Sto je lako utvrditi. Na osnovu razlika u masi identifikuje se priroda i vrsta

modifikacije.
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Enzimska hidroliza proteina

Tripsin je serin endopeptidaza sa visokom specifi¢nos¢u za peptidne veze koje
se nalaze iza pozitivno naelektrisanih (baznih) aminokiselina — lizina i arginina, ako se
iza njih ne nalazi prolin (Slika 2.2). Komercijalno dostupni tripsin sadrzi tragove
himotripsina, pa se isporucuje sa inhibitorom himotripsina L-1-tosilamido-2-
feniletilhlorometilketonom (TPCK). Tripsin raskida peptidne veze u opsegu pH 7-9
(izoelektri¢na tacka 7.8) 1 deaktivira se na pH>11. Reverzibilno se inaktivira u kiseloj
sredini, pa osnovni rastvori moraju imati pH~3. Tripsin gubi aktivnost u uslovima

denaturacije u 1 M guanidin-hidrohloridu ili 30% etanolu.

NRRPCHSHTKECESAWKENRPCHSHTKKPCHSHTKEKNRKVWKIPPFFW
X X X X XX X X

HIDROLIZA
TRIPSINOM
). . 4 ECESAWK KPCHSHTK & IPPFFW
RPCHSHTK NRPCHSHTK X BPE

Slika 2.2. Proteoliticko dejstvo tripsina na arginin i lizin (prilagodeno iz [223])

Kao rezultat autokatalize tripsina, pikovi njegovih jednostruko naelektrisanih
peptida na m/z 842 1 2211 Cesto se nalaze u masenim spektrima i mogu se koristiti za

internu kalibraciju spektara.

Od proteaza koje se najcesce koriste za hidrolizu proteina, tripsin je skoro uvek
prvi izbor, jer zadovoljava zahteve preoteomike. Peptidi proteina dobijeni tripsinskom
hidrolizom imaju duzinu koja odgovara svim masenim analizatorima, jer se u proteinima
arginin 1 lizin javljaju sa prosecnom udaljenoS$¢u od oko 11 aminokiselina 1 mala je
verovatno¢a da se izmedu njih nalazi prolin. Primenljiv je u veéini eksperimentalnih
postupaka i moZze se koristiti za hidrolizu proteina u rastvoru, gelu, pa ¢ak i proteina
adsorbovanih na povrSinama. Tripsin je posebno pogodan za masenu spektrometriju u
pozitivnom modu. Ako se peptidi analiziraju masenom spektrometrijom, oni moraju biti
jonizovani primanjem protona. PoSto su i arginin i lizin bazne aminokiseline, hidrolizom

nakon svakog arginina i lizina, tripsin osigurava da svaki peptid ima u sebi mesto koje
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moze vezati proton. Tripsinskom proteolizom dobija se kompleksna smesa tripsinskih

peptida rastvorna u vodi, svih proteina prisutnih u uzorku.
Masena spektrometrija u large scale analizi proteina

Sa istorijskog stanoviSta, interesantan je uticaj tehnickog i teorijskog razvoja
masene spektrometrije na pojavu proteomike. lako je metoda sekvenciranja proteina
razvijena sredinom XX veka, dramati¢ni razvoj masene spektrometrije krajem proslog
1 pocetkom ovog veka omogucio je identifikaciju malih koli¢ina proteina u bioloskim

uzorcma, ,,Citanjem* sekvence iz masenog spektra.

Primena masene spektrometrije na biomolekule kakvi su proteini ili peptidi
postala je moguca zahvaljujuéi razvoju tehnika meke (soff) jonizacije - ESI [224] i
MALDI [225,226]. One omogucavaju stvaranje intaktnih jona proteina ili peptida, tj. bez
fragmentacije. Tako dobijeni joni peptida se mogu dalje fragmentisati razli¢itim
tehnikama. NajceS¢e koriS¢ena tehnika fragmenatcije je CID (Collision-Induced
Dissociation). Dobijeni fragmentacioni spektar zavisi od razli€itih parametara, kao $to je
aminokiselinski sastav, veli¢ina peptida, naelektrisanje, primenjena tehnika jonizacije.
Uopsteno, do CID fragmentacija dolazi usled kolizija pri niskim energijama, §to uzrokuje
cepanje amidnih veza [227] pri ¢emu se pretezno formiraju b- (cepanjem N-terminalne
strane) 1 y-joni (cepanjem C-terminalne strane) [218, 228], kao §to je prikazano na Slici
2.3. Sekvenca aminokiselina u peptidu odreduje se na osnovu razlika u masama dva
uzastopna jona iste serije (npr. by i bn+1).
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Slika 2.3. Nomenkaltura jona koji se formiraju fragmentacijom peptida
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Razli¢ite metode masene spektrometrije mogu se Kkoristiti za merenje
molekulskih masa peptida dobijenih enzimskom hidrolizom i odredivanje njihove
strukture. Danas je MALDI-TOF MS verovatno najpopularnija, jer ne zahteva
hromatografsko razdvajanje peptida, pa je relativno brza i ima potencijal za primenu na
velikim serijama uzoraka [229]. Sve c¢eS¢e se u ovoj analitickoj oblasti koriste i
sofisticiranije metode MS zasnovane na ESI jonizaciji i masenim analizatorima visoke
rezolucije. Ove metode su sporije 1 zahtevnije, ali pruzaju viSe informacija o prisutnim
proteinima. Kod tandem masene spektrometrije manji broj peptida potreban je za
pouzdanu identifikaciju proteina, jer se sekvence pojedinacnih peptida porede sa bazom
proteina. U takve metode spadaju LC-ESI-LTQ-Orbitrap MS/MS i MALDI-TOF MS/MS
koje su primenjene za dobijanje podataka prezentovanih u narednim odeljcima, pa ¢e o

njima biti vise reci.
Bioinformaticki alati u proteomici

Bionformatika je disciplina koja analizira bioloske informacije koje se nalaze u
sekvencama nukleotida i aminokiselina. Njen razvoj poc¢eo je 1980ih sa pojavom prvih
baza podataka (GenBank i EMBL). Na polju proteomike, bioinformatika omogucava
identifikaciju proteina kao i njihovih PTM, ali i modelovanje strukture i predvidanje

funkcije proteina.

U izradi ove doktorske disertacije, bioinformatika je primenjivana u cilju
identifikacije proteina 1 njihovih modifikacija. KoriS¢ena je baza proteinskih sekvenci
Swiss-Prot kojoj se pristupa on-line preko Mascot interfejsa [230,231]. Pretraga se moze
vr$iti na dva nacina: pretragom PMF spektara ili MS/MS spektara. Identifikacija pomoc¢u
PMF postize se poredenjem eksperimentalnih masa peptida (dobijenih ocitavanjem liste
m/z vrednosti iz MS spektra uzorka) sa teorijskim masama peptida nakon in silico
enzimske hidrolize proteina Cije su sekvence prisutne u bazi. Medutim, ¢ak i kada PMF
omoguc¢i identifikaciju proteina, informacije o posttranslacionim modifikacijama
najcesce nisu dostupne. Da bi se dobile potpunije informacije, neophodna je primena
tandem masene spektrometrije. Prilikom pretrazivanja baza tandem masenih spektara
(MS/MS ion search) eksperimentalne vrednosti m/z iz fragmentacionih spektara porede
se sa teorijskim vrednostima u bazi podataka izracunatim na osnovu poznatih

mehanizama fragmentacije peptida. Kako bi se skratilo vreme pretrage podeSavaju se

39



razli¢iti parametri, kao Sto je enzim koriS¢en za digestiju, taksonomija, maseni analizator,
maksimalno dozvoljeno odstupanje masa prekursora i fragmentacionih jona itd. Za
identifikacije PTM prisutnih na proteinu, u Mascot softveru postoji opcija unosa
varijabilnih modifikacija, kako bi bile uzete u obzir prilikom racunanja teorijskih
fragmentacionih spektara, ali je neophodno predznanje o mogué¢im modifikacijama.
Druga dostupna opcija u Mascot-u je funkcija ,, error tolerant “ (pretrazivanje tolerantno
na greske) koja moze pruziti uvid u modifikacije koje su prisutne u uzorku. Kada je ,, error
tolerant “ funkcija omogucena, softver predlaze korekcije, tako da izraCunate vrednosti
odgovaraju eksperimentalnim. Medutim, dobijene informacije su samo sugestije i provera

spektra uvek je neophodna.

Identifikacija proteina koji jo§S uvek nisu sekvencirani postize se preko
homologije njihove sekvence sa sekvencama genetski bliskih vrsta. Teorijski, moguce je
nadi i taénu sekvencu proteina iz fragmentacionih spektara. Zahvaljuju¢i opciji ,, error
tolerant” u Mascot softveru, mogu se dobiti informacije o mogu¢im supstitucijama
aminokiselina koje odgovaraju razlikama u masi izmedu teorijskih i1 izmerenih

fragmenata. Medutim, kao 1 kod identifikacije PTM, neophodna je provera spektara.

2.3.2 MS tehnike primenjene tokom izrade ove doktorske disertacije

Masena spektrometrija se zasniva na stvaranju jona u gasnoj fazi i njihovom
razdvajanju prema odnosu mase 1 naelektrisanja (m/z). Pojavila se krajem XIX veka i
dugo vremena sluzila je samo za proucavanje elementarnih Cestica u fizici. Tokom
19401ih, MS je nasla primenu u hemiji za karakterizaciju smesa ugljovodonika $to je bilo
znacajno u industriji nafte. Medutim, zbog nedostatka separacionih metoda, rezultate je
bilo tesko interpretirati. U narednim dekadama uloZeno je mnogo napora da se otkrije
odnos izmedu masenog spektra 1 molekulske strukture kako bi se identifikovale razlicite
klase molekula. Zahvaljuju¢i tehnoloSkim inovacijama i1 napretku instrumentacije,
maseni spektrometri postali su sofisticiranija i prilagodljivija sredstva za razlicite primene
u hemiji. Krajem 1970ih, razlicite klase isparljivih organskih molekula, niskih do srednjih

molekulskih masa, mogle su se analizirati ovom metodologijom.
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Uvodenje tehnika meke jonizacije, kao $to je desorpcija plazme (plasma
desorption, PD) [232], desorpcija u polju (field desorption, FD) [233] i bombardovanje
brzim atomima (fast atom bombardment, FAB) [234], oznacili su pocCetak nove ere u
masenoj spektrometriji. [zraz meka jonizacija je suprotan od tvrda, a oba termina koriste
se da oznace koli¢inu energije koja se prenosi molekulu tokom procesa jonizacije. Kod
metoda meke jonizacije viSak energije deponovan na jonizovanom molekulu je mali i
formiraju se stabilni joni sa parnim brojem elektrona. To omogucava lako odredivanje
molekulske mase analita, ali poSto nema fragmentacije ili do nje dolazi u malom obimu,
u spektru nedostaju informacije o strukturi. Medutim, informacije o strukturi se mogu
dobiti izazivanjem fragmentacije jona izvan izvora pomocu tandem masenih
eksperimenata. Zahvaljujuc¢i blagim uslovima jonizacije, u masenim spektrima dobijenim
na ovaj nacin prisutni su i pikovi adukt jona, koji su jonske vrste formirane slabim

interakcijama izmedu jona i drugih hemijskih vrsta. Metode meke jonizacije dele se na:

(a) one koje se javljaju u gasnoj fazi,
(b) sprej jonizacione tehnike i

(c) desorptivne jonizacione tehnike.

Ove jonizacione tehnike omogucile su da se primena masene spektrometrije
prosiri na razlicite klase neisparljivih, polarnih, termicki nestabilnih i jedinjenja visokih
molekulskih masa. To je dovelo do primene MS u biologiji, biomedicini i biotehnologiji,
Sto ranije nije bilo moguce. Rastuéi interes za analizu 1 identifikaciju polarnih i velikih
jedinjenja doveo je do pojave ESI [224,235] i MALDI [225,226] tehnika jonizacije,
omogucavajuci na taj nacin nove pristupe zasnovane na MS u proucavanju polimera i
biopolimera, kao Sto su proteini, ugljeni hidrati i nukleinske kiseline [224,225]. Paralelno
sa razvojem MS instrumentacije 1 metodologija, napredak separacionih tehnika kao Sto
su gasna hromatografija (GC), te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC) i1
kapilarna elektroforeza (CE), 1 njihovog povezivanja sa MS omogucilo je proucavanje

kompleksnih smesa.

Prilikom izrade ove doktorske disertacije primenjena je MALDI-TOF/TOF i
LC-ESI-LTQ-Orbitrap masena spektrometrija, i zato ¢e u nastavku biti objasnjen princip

na kome se zasnivaju ove tehnike.

41



MALDI-TOF/TOF masena spektrometrija

Laserska desorptivna masena spektrometrija (LDMS), razvijena 1960ih, moze
se smatrati zaCetkom metoda meke jonizacije baziranih na laserskim snopovima. Izraz
»desorptivna jonizacija® oznacava sve tehnike jonizacije u kojima se procesima
desorpcije stvaraju joni. Zasniva se na brzom dovodenju energije uzorku u
kondenzovanoj fazi (te¢noj ili ¢vrstoj) uz naknadno formiranje i emisiju stabilnih jona u
gasnoj fazi. To su obi¢no jonske vrste sa parnim brojem elektrona koje se delimi¢no

fragmentisu.

Kao rezultat velikog broja studija posvecenih primeni lasera kao izvora energije
za jonizaciju molekula, sredinom 1980ih pojavila se MALDI tehnika jonizacije [225] i
vrlo brzo je primenjena na proucavanje velikih molekula [226]. Karas i1 Hillenkamp prvi
su snimili spektar biomolekula molekulske masa iznad 10 kDa u smesi uzorka sa
matriksom [225]. Za proucavanje velikih biomolekula pomoéu MALDI jonizacione

tehnike Koichi Tanaka je dobio Nobelovu nagradu za hemiju 2002. godine.

MALDI je desorptivna tehnika jonizacije, izazvana laserskim snopom i
potpomognuta matriksom. Matriks je jedinjenje koje pokazuje jaku apsorpciju na talasnoj
duzini koriS¢enog lasera, meSa se sa analitom u molarnom odnosu 1000:1 ili veem i
nanosi na ravnu metalnu plo¢u (engl. MALDI fargef), gde dolazi do zajednicke
kristalizacije. Nikotinska, sinapinska (SA), 2,5-dihidroksibenzoeva (2,5-DHB) i a-cijano-
4-hidroksicimetna kiselina (HCCA) su neki od MALDI matriksa koji se najceSce

primenjuju (Slika 2.4).
COOH H,CO N COOH
COOH
R OH
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(HCCA) (DHB) (SA)

Slika 2.4. Hemijska struktura najce$c¢e primenjivanih MALDI matriksa

Za velike peptide i proteine se koristi SA, za peptide i nukleinske kiseline DHB,

a za male molekule i peptide HCCA. Postoji viSe nacCina za meSanje matriksa sa uzorkom,
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ali najceS¢e se primenjuje metoda osuSene kapi, gde se rastvori matriksa i uzorka
pomesaju, a zatim se jedna kap nanese na MALDI ploc¢u (engl. target) 1 ostavi da se osusi.

Pored toga, primenjuju se dvoslojna 1 ,,sendvic* metoda.

Kratkim pulsevima lasera (1-20 ns) bombarduju se kristali matriksa i uzorka Sto

dovodi do njihove desorpcije (Slika 2.5).

laserski
snop

kristali analita
i matriksa

joni
analita I

) maseni
spektrometar

N\

joni
matriksa

.‘ / | katjon / \

ekstrakciona
reSetka

Slika 2.5. Sematski prikaz MALDI izvora (prilagodeno iz [236])

Matriks isparava putem prenosa energije povlacec¢i sa sobom molekule uzorka u
gasnu fazu (fenomen desorpcije). Uloga matriksa je dvostruka: on omogucava jonizaciju
molekula analita i Stiti ih od laserskog zraka. Veliki viSak matriksa i njegova jaka
apsorpcija u oblasti talasne duzine lasera, omogucavaju da matriks apsorbuje energiju
pulsa lasera, ¢ime se izbegava raspadanje analita, a zatim da deo te energije prenese na
analit. Svi matriksi imaju osobine kiselina, tj. poseduju kiseli proton. U gasnoj fazi dolazi
do hemijske jonizacije analita, tj. do transfera protona sa jonizovanih molekula matriksa
na molekule analita. Formiraju se jednostruko naelektrisani (protonovani ili
deprotonovani) molekuli analita, veli¢ine od nekoliko stotina do nekoliko stotina hiljada

Daltona. Zbog toga, za proucavanje ogromnih molekula uz pomo¢ MALDI jonizacije,
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neophodni su analizatori sa velikim opsegom m/z vrednosti. Jedini analizator koji
zadovoljava ovaj uslov je TOF analizator, pa se zbog toga MALDI izvor najcesée kupluje

sa tim analizatorom.

MALDI izvor funkcionise pod visokim vakuumom, ali i na atmosferskom
pritisku. Jonizaciju pomocu ovog izvora ometa prisustvo soli, jer milimolarne
koncentracije pufera ili soli imaju supresivno dejstvo na jonizaciju, pa se dobijaju spektri
loSijeg kvaliteta. Stoga se uzorci moraju precistiti uklanjanjem soli pre nanoSenja na

plocu.

Princip TOF analizatora, razvijenog 1955. godine, je merenje vremena preleta
prethodno ubrzanog jona kroz zonu slobodnog polja pre dolaska na detektor [237]. TOF
maseni spektrometar je zasnovan na ubrzavanju grupe jona u cevi u uslovima vakuuma

(Slika 2.6).

Postoje dva nacina analize jona, pa time i dve vrste TOF analizatora: linearni i
refleksioni. Analit kristalizovan u odgovarajuéem matriksu jonizuje se pod dejstom
lasera. Nakon formiranja u jonskom izvoru, joni se ubrzavaju u elektricnom polju (oko
30 kV) 1 dospevaju u zonu prelaska (ili preleta) bez elektricnog polja, gde nastavljaju
svoju putanju brzinom koju su ranije stekli. Napon ubrzanja daje svim jonima istu
kineticku energiju, a time i razlicite brzine u skladu sa njihovim odnosima m/z. Laksi joni
putuju ve¢im brzinama preko zone preleta pre nego Sto dospeju u detektor, koji belezi
,vreme preleta® svakog pojedina¢nog jona. Iz vremena preleta pojedinacnih jona, koje
belezi detektor, dobijaju se m/z odnosi 1 odreduje masa jona. DuZina zone leta definiSe

rezoluciju instrumenta.

Linearni analizator ima veoma dobru osetljivost, ali loSiju rezoluciju. Glavni
faktori koji uti¢u na rezoluciju signala su vremenska 1 prostorna raspodela, kao 1 raspodela

pocetnih kinetickih energija jona.

Pre pojave odlozene ekstrakcije (delayed extraction, DE), rezolucija TOF
analizatora bila je veoma niska, jer su joni ubrzavani izvan izvora jonizacije, neposredno
nakon formiranja i imali su Sirok opseg kinetickih energija. OdlozZena ekstrakcija

omogucava jonima da se ,,ohlade‘ nekoliko nanosekundi (da im se izjednaci energija) pre
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ubrzavanja, ¢ime se postiZze uza distribucija kineti¢kih energija jona, manje vremensko

Sirenje 1 povecava rezolucija.

Linearni
detektor
o = ° A A
| S T ) T B
o
Linearni
detektor
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\
SN WAt

REFLEKTOR

1 (Reflectron)
‘ :
|
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> Detektor

Slika 2.6. Sematski prikaz TOF-MS koji radi u linearnom i refleksionom modu

(prilagodeno iz [236])
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Jo§ jedan naCin da se poboljSa rezolucija TOF analizatora je primena
elektrostatickog reflektora (engl. reflectron). Kada se ubrzaju u izvoru, joni koji imaju
isti odnos m/z nemaju potpuno istu kineticku energiju. Zbog toga stizu na detektor u
razli¢ito vreme, pa se pikovi Sire 1 rezolucija smanjuje. Elektrostaticki reflektor sastoji se
od serije prstenova ili reSetki rastu¢eg potencijala koji sluze kao elektrostaticko ogledalo,
uvedeno kako bi se produzila putanja i fokusirala kineticka energija jona. Joni sa viSom
kinetickom energijom mogu dublje da prodru u elektricno polje koje stvaraju sociva i
zbog toga prelaze duze distance, dok joni sa istim odnosom m/z, ali nizom kinetickom
energijom manje prodiru u elektrostati¢ko polje i prelaze kraca rastojanja. Zahvaljujuci
tome, joni istog odnosa m/z stizu u isto vreme na dinodni detektor zbog ¢ega se dobijaju
uzi pikovi i1 poboljSava rezolucija [208]. Iako fokusiranje jona povecava rezoluciju, ono
smanjuje osetljivost 1 uvodi ogranic¢enje opsega masa. Refleksioni mod koristi se kod
analize peptida i malih molekula uz rezoluciju do 10000 (na 1000 uma), a linearni za

proteine srednjih 1 visokih molekulskih masa.

Pored neograni¢enog opsega m/z vrednosti, prednosti TOF analizatora su i1
brzina skeniranja, visoka rezolucija i preciznost merenja mase jona. Zbog toga se TOF

trenutno kupluje sa skoro svim jonizacionim tehnikama.

Kada se ne primenjuje prethodno hromatografsko razdvajanje, sve komponente
uzorka, ukljucujuci i kontaminante, mere se u isto vreme. Na taj nacin se dobijaju sloZeni
maseni spektri koji imaju veliki Sum. Svaki peptid predstavljen je serijom pikova njegove
izotopske raspodele. Informacije koje se dobijaju iz MALDI-TOF masenog spektra su
izmereni odnos mase i naelektrisanja peptida (m/z) i intenzitet pika. PoSto se u MALDI
izvoru pretezno formiraju jednostruko naelektrisani joni (z=1), odnos m/z je najcesce
jednak [M+H]" [208,238]. U MALDI-TOF spektrima mogu se na¢i i neki adukt joni, ali
zbog blagih uslova jonizacije veoma malo ili nimalo jona nastalih fragmentacijom. To
znaci da je lako odrediti molekulsku masu analita koji se ispituje, ali bez informacija o

strukturi.

Odredivanje monoizotopske mase peptida samo po sebi nije dovoljno za
identifikaciju, jer razli¢ite komponente uzorka, tj. peptidi mogu imati istu masu.
Medutim, skup peptida koji poti¢u od odredenog proteina ili smeSe proteina, kao u sluc¢aju

veziva, je karakteristiCan. Kao Sto je ranije navedeno, PMF je tehnika kojom se
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eksperimentalno dobijene mase peptida porede sa teorijskim masama peptida nekog
proteina. U proteomici, teorijske mase peptida racunaju se na osnovu poznate sekvence
proteina 1 njegove teorijske proteolize tripsinom. Poredenje se vrsi pomocu algoritama,
kao sto je Mascot PMF search (Matrix Science). Ovaj pristup daje pouzdane rezultate za
Ciste proteine ili jednostavne smese. Proteinska veziva su kompleksna smesa razlicitih
proteina, pa identifikacija PMF pristupom moZe biti otezana ili onemogucena. Tandem
maseni spektri pruzaju i1 informaciju o strukturi analiziranog peptida, tj. njegovoj
sekvenci, pa je ovaj pristup daleko pouzdaniji i potrebno je samo nekoliko identifikovanih
peptida za nedvosmislenu identifikaciju proteina. To je posebno znacajno kod analize
proteinskih materijala u uzorcima kulturnog nasleda gde je naj¢es¢e doslo do naruSavanja
integriteta velikih molekula proteina, zbog Cega nije moguce dobiti informacije o
sekvencama velikog broja peptida koji potiu iz datog proteina, ve¢ samo o nekoliko

najocuvanijih. Na osnovu njih ipak je moguca precizna identifikacija proteina.

Pomoc¢u MALDI-TOF masenog spektrometra u MS/MS modu mogu se izvoditi
fragmentacioni eksperimenti u cilju sekvenciranja peptida ili proteina. Analizatori za
tandem masenu spektrometriju imaju moguénost dvostruke analize: prva je selektovanje
zeljenog opsega m/z vrednosti, a druga merenje m/z vrednosti 1 intenziteta
fragmentacionih jona. Ove dve analize mogu biti izvedene u dva analizatora (fandem in
space konfiguracija), ili u istom analizatoru, ali u razli¢ito vreme (fandem in time
konfiguracija). Kako bi se mogle izvoditi MS i MS/MS analize, analizatori moraju
funkcionisati u dva razli¢ita moda, full-scan (svi joni peptida nastali u izvoru analiziraju
se uz snimanje masenog spektra) i MS/MS (analizator zadrzava samo jone koji su u
specificnom opsegu m/z, a nakon njihove fragmentacije snima se spektar nastalih
fragmenata u full-scan modu). Maseni spektrometri ¢esto imaju mogucénost kontinualnog

prebacivanja sa jednog na drugi rezim rada.

Brukerov MALDI-TOF/TOF Autoflex Smartbeam III instrument, koriSéen
tokom izrade ove doktorske disertacije, je fandem in space maseni spektrometar Cija je
karakteristika kolinearni raspored dva TOF masena analizatora, od kojih svaki ima jonski
izvor kojim je moguce ubrzavati i fokusirati jone. U TOF1 analizatoru joni analita se

ubrzavaju, selektuju prekursor joni i fragmentisu. Fragment joni zatim dolaze do izvora
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u TOF2 analizatoru, gde se ubrzavaju i analiziraju po masama. Sematski dijagram

koris¢enog LIFT-TOF/TOF masenog spektrometra prikazan je na Slici 2.7.

Jonizacioni Reflektron
. izvor 2 \
Plo¢a za uzorke LIFT PLMS
/ TIS /
¥ ¥y
- ! ! -
’} r——-——1 - TOF 1 A pe TOF 2
| I - R =
| - I -
R N
MALDI \.
izvor N
Koliziona
céelija / Detektor
Detektor .
Analizator

Jonizacioni izvor

Slika 2.7 Sematski dijagram LIFT-TOF/TOF masenog spektrometra (prilagodeno iz
[239])

On se sastoji od MALDI jonizacionog izvora bez reSetke sa mogucénoséu
odlozene ekstrakcije (delayed extraction, DE), vremenskog jonskog selektora visoke
rezolucije (timed ion selector, TIS), LIFT uredaja za povecanje (,,dizanje*) potencijalne
energije jona, zatim platforme za fokusiranje po brzinama uz naknadno ubrzanje (izvor
2), PLMS (post lift metastable suppressor), zakoSenog reflektora bez reSetke za

energetsko fokusiranje i detektora jona za linearni i refleksioni rezim rada [239].

Ovim instrumentom snimaju se MS 1 MS/MS spektri istog uzorka, ¢ime se
doprinosi pouzdanosti identifikacije proteina. Tandem maseni spektar moze se snimiti za
nekoliko sekundi i na istom uzorku moguce je snimiti veliki broj spektara. Fragmentacija
peptida postize se disocijacijom izazvanom laserom (laser induced dissociation, LID) ili
disocijacijom izazvanom sudarima (collision induced dissociation, CID). Spektri dobijeni
puten LID i1 CID fragmentacije imaju dosta sli¢nosti u pogledu vrste fragmentacionih jona
i njihovog intenziteta [240]. Glavne razlike primetne su u regionima niskih i visokih masa
(imonijum joni, b-joni niskih masa i b-joni visokih masa). LID spektri sadrZze manje jona
nastalih odvajanjem neutralnih molekula, zbog ¢ega su laksi za interpretaciju. LID je
pogodniji naCin fragmentacija za potrebe identifikacije proteina, usled vece zastupljanosti

fragmenata kostura peptida, bitnih za odredivanje sekvence, u odnosu na fragmente koji
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se ne mogu pripisati sekvenci. CID se, kao visoko energetska fragmentacija, primenjuje
kada je potrebno de novo sekvenciranje ili diferencijacija boc¢nih nastavaka leucina i

izoleucina.

LID fragmentacija podrazumeva nizak pocetni napon ubrzanja (8 kV) kojim se
omogucava dugo vreme preleta jona (10-20 us) tokom koga dolazi do fragmentacije.
Fragmenti zadrzavaju brzinu odgovarajuceg prekursora i zajedno sa prekursorom stizu na
vremenski jonski selektor (TIS). Selektor jona ima moguénost odbijanja svih prekursor
jona 1 njihovih fragmenata, osim izabranih, iskljuCivanjem napona izlaza na nekoliko
nanosekundi tokom prolaska odabranih jona. Prekursor od interesa i nastali fragmenti
nakon izlaska iz TIS ulaze u LIFT uredaj gde se naknadno ubrzavaju dodatnim naponom.
Sustina LIFT uredaja je postepeno podizanje napona u tri stepena izmedu cCetiri reSetke
[239]. Prvi stepen je stvarno povecanje napona, drugi predstavlja celiju za fokusiranje
gde se modulira brzina jona, a treci je post-akceleraciona ¢elija gde se joni ubrzavaju do
pune brzine i vremenski fokusiraju na detektoru. Dvostepeni reflektron takode prostorno
fokusira rasuti jonski snop na maloj povrSini detektora, a vecéina jona nastalih
metastabilnim raspadom u reflektronu ne dospeva do detektora. Time se postize visoka
osetljivost 1 visok odnos signala i Suma. Pomo¢u PLMS uredaja, koji se nalazi izmedu
LIFT uredaja i reflektrona odbijaju se preostali prekursor joni ¢ime se sprecava njihova
fragmentacija, nakon prolaska kroz LIFT, u drugom TOF analizatoru i reflektoru i
obezbeduje bolji kvalitet LIFT spektara. Za tipican maseni spektar sa odgovaraju¢im
odnosom signala i Suma i dobrim dinamic¢kim odnosom mora biti akumulirano oko 50-
200 pulseva lasera uz frekvenciju od 50 Hz. U tandem modu obi¢no treba dodati 300-600
pulseva lasera, posebno kada se analiziraju niske femtomolarne koncentracije proteina u

realnim uzorcima.
LC-ESI-LTQ-Orbitrap

ESI je blaga jonizaciona tehnika kojom se, za razliku od MALDI stvaraju
viSestruko pozitivno naelektrisani joni. Takode, dok je kod MALDI jonizacije neophodan
kristalisani uzorak, ESI jonizuje analite u rastvoru Sto ¢ini ovu tehniku pogodnom za
povezivanje sa HPLC sistemima, ¢ime je omoguceno razdvajanje smesa peptida. MALDI
je pogodna tehnika za analizu relativno jednostavnih smeSa peptida (npr. pojedinacnih

proteina), dok se HPLC-ESI-MS sistemi koriste za kompleksne uzorke.
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Iako je fenomen elektrospreja poznat od pocetka XX veka, a prvi opis principa
objavljen 1968. godine [241], do razvoja ESI doslo je sredinom 1980ih nakon radova koje
su objavili John Fenn [235] 1 grupa ruskih istrazivaca [242]. Za ovaj doprinos nauci, Fenn

je dobio Nobelovu nagradu za hemiju 2002. godine.

Najvaznija osobina ESI procesa je da do jonizacije dolazi u spreju (Slika 2.8 A).
Sprej se stvara potiskivanjem tec¢nosti kroz kapilaru prekrivenu provodnickom legurom
(najCesce od zlata ili paladijuma) na koju je primenjeno elektri¢no polje (3—5 kV) 1 koje
dovodi do jonizacije. Formiranje malih naelektrisanih kapljica tecnosti deSava se na
atmosferskom pritisku. Na izlazu iz kapilare, te€nost zauzima karakteristican oblik koji
se naziva Tejlorov konus [243]. Tokom puta od izlaza iz kapilare do ulaza u podrucje
visokog vakuuma, koji surazdvojeni 1-3 cm, naelektrisane kapljice, od kojih svaka sadrzi
jone analita i molekule rastvaraca, podlezu isparavanju rastvarata uz konsekventno
smanjivanje veli¢ine i povecanje gustine naelektrisanja na njihovoj povrsini. Usled velike
gustine naelektrisanja, to dovodi do ,,Kulonovih eksplozija“ i do iskakanja jona. Ovi
ciklusi isparavanja i cepanja kapljica ponavljaju se dok na kraju ne ostanu potpuno
desolvatisani joni [244]. Navedeni mehanizam jonizacije prikazan je na Slici 2.8 B. Tako
dobijeni joni mogu biti jednostruko ili viSestruko naelektrisani zavisno od broja mesta u

molekulu koja se mogu jonizovati.
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Slika 2.8. Sematski prikaz elektrosprej jonizacije: (A) opiti izgled interfejsa, (B)

mehanizam formiranja jona. (prilagodeno iz [236])

ESI interfejs moze se kombinovati sa skoro svim tipovima masenih
spektrometara. Dobijeni joni usmeravaju se u region visokog vakuuma masenog
analizatora gde se razdvajaju po odnosima mase i naelektrisanja. ESI se moze koristiti za
protonovanje 1 deprotonovanje analiziranih molekula, odnosno u pozitivnom i
negativnhom modu. Nepolarna jedinjenja se ne mogu jonizovati ovom tehnikom. ESI je
metoda jonizacije pogodna za neisparljiva, polarna i jedinjenja veoma velikih masa. U
ESI masenim spektrima prisutni su pikovi protonovanih/deprotonovanih molekula i jona
adukta, kao $to su [M+H]', [M+Na]’, [M+HCOO]. Molekul obi¢no dobija jedno
naelektrisanje na svakih 1000 jedinica molekulske mase $to omogucéava merenje veoma

visokih molekulskih masa na niskim vrednostima m/z.
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Orbitrap analizator je izum nauc¢nika Aleksandra Makarova baziran na konceptu
jonske zamke [245]. Privukao je veliku paznju zbog svojih analitickih performansi u
smislu rezolucije, preciznosti odredivanja masa, kapaciteta prostornog naelektrisanja
(space charge), linearnog dinamickog opsega, relativno male veli¢ine i cene. Od 2005.
godine komercijalizovan je kao deo tandem-in-space (engl.) masenog spektrometra u
kombinaciji sa LTQ analizatorom i pokazao se kao znacajno analiti¢ko orude sa Sirokim

poljem primene.

Princip rada orbitrapa zasniva se na elektrostatickom polju koje stvaraju dve
elektrode, centralna vretenasta i spoljasnja u obliku bureta, u kome su orbitalno zarobljeni
joni. Ubrzani joni injektiraju se u orbitrap kroz uski injekcioni kanal pod pravim uglom u
odnosu na z-osu 1 na odredenom rastojanju od ekvatora (tj. z=0). Prostor izmedu
unutrasnje 1 spoljasnje elektrode C€ini komoru za merenje i povezan je sa sistemom

vakuum pumpi koji omoguéava uslove visokog vakuuma (oko 10 Pa).

Kada se nadu u elektri¢nom polju orbitrapa, svaki od paketa jona odredenog
odnosa m/z pocinje da osciluje koherentno bez dodatne ekscitacije. Joni kruze po
harmonijskim, kompleksnim putanjama u obliku spirale oko centralne elektrode i u isto

vreme osciluju duz centralne ose (Slika 2.9).

Slika 2.9. Poprecni presek orbitrap masenog analizatora (preuzeto [245])

Svi joni imaju istu amplitudu, ali osciluju razli¢itim frekvencijama. Joni osciluju

na tri razlicite frekvencije duz tri polarne koordinate, r, @, 1 z, i to su frekvencija radijalnog
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oscilovanja or, frekvencija rotacije oo, i frekvencija aksijalnog oscilovanja . Samo
aksijalna frekvencija, data jednacinom:
Z
w= |

m
koristi se za analizu masa, jer ne zavisi od energije i prostorne distribucije jona.
Ona je obrnuto proporcionalna odnosu mase i naelektrisanja jona i moze se konvertovati
u maseni spektar Furijeovom transformacijom signala. Orbitrap koristi staticno
elektrostaticko polje za odrzavanje jonske zamke praceno dinamickim injekcionim
pulsom. Za postizanje visoke rezolucije, glavni zahtev koji mora biti ispunjen prilikom
injektiranja jona u orbitrap je da paketi jona imaju usku prostornu (<nekoliko mm) i
vremensku distribuciju (<100-200 ns), da bi se obezbedila stabilnost i koherencija

zarobljenog paketa jona tokom merenja signala.

Za razliku od drugih analizatora koji funkcioniSu na principu jonske zamke, ne
koristi se ni RF ni magnetno polje. Zbog toga je orbitrap jednostavan za koriS¢enje i lak
za odrzavanje. Medutim, zbog pulsne tehnike rada bilo je teSko povezati ga sa bilo kojim
spoljaSnjim kontinualnim izvorom jona. To je postignuto uvodenjem uredaja za
skladiStenje jona ¢ime su poboljsane performanse instrumenta. Pre injektiranja u orbitrap,
joni koji nastaju u ESI izvoru sprovode se, uz pomo¢ dva kvadrupola, kroz nekoliko
stupnjeva diferencijalnih vakuum pumpi do linearne jonske zamke (LTQ) i uredaja za

skladiStenje jona (Slika 2.10).
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jonske zamke jonska
zamka

Orbitrap

Slika 2.10. Sematski prikaz LTQ-Orbitrap hibridnog masenog spektrometra
(prilagodeno iz [246])

Uredaj za skladiStenje, C-trap (curved ion trap), je zakrivljeni RF kvadrupol u
kome se joni koliziono hlade usled prisustva azota na niskom pritisku, a zatim pod pravim
uglom injektiraju u orbitrap u kratkotrajnim pulsevima. Na taj nacin se kontroliSe i broj
jona koji ulaze u orbitrap u cilju smanjenja efekta prostornog naelektrisanja (space
charge). LTQ ima nisku rezoluciju, ali visoku osetljivost i brzinu, dok je orbitrap

vikokorezolutivni, ali manje osetljiv maseni analizator.

Orbitrap ima nekoliko osobina koje ga ¢ine mo¢nim masenim analizatorom:
rezolucija do 150000, opseg m/z do 6000, preciznost m/z pri visokim masama od 2-5 ppm
(u odredenim uslovima i do 0.2 ppm) i dinamicki opseg 10* [245,246]. Visoku rezoluciju
omogucava ¢injenica da je m/z vrednost jona funkcija frekvencije, parametra koji se moze
meriti sa veoma visokom preciznoscu postojeCom tehnologijom. Kod komercijalnih
LTQ-Orbitrap instrumenata rezolucija se moze kontrolisati variranjem prolaznog
vremena akvizicije (koje menja ukupno vreme ciklusa skeniranja) kako bi se postigle
nominalne vrednosti rezolucije na m/z 400 od 100,000 (vreme skeniranja 1.9 s), 60000
(1 s), kao 1 30000, 15000 1 7500 (0.25-0.3 s). Medutim, od svih masenih analizatora,

orbitrap zahteva najvec¢i vakuum.
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Prilikom eksperimentalnog rada na ovoj doktorskoj disertaciji MS/MS
eksperimenti tj. fragmentacija peptida ostvareni su pomocu koliziono indukovane
disocijacije. lako se CID moze postici i u linearnoj zamci, C-trapu ili orbitrapu, orbitrap
ne moze funkcionisati kao efikasna visokoenergetska CID komora. U orbitrapu se ne
mogu efikasno zarobiti joni nastali fragmentacijom, koji se kre¢u nestabilnim eliptiénim
putanjama, jer imaju istu brzinu kao prekursor joni. Preporuka je da se CID izvodi u
linearnoj zamci ili C-trapu, a masena analiza fragment jona u orbitrapu [246]. U ovom
radu svi tandem maseni spektri snimljeni su fragmentacijom u linearnoj zamci i analizom

fragmentacionih jona u orbitrapu.

CID je najceS¢e koriS¢ena tehnika fragmentacije i moZe se smatrati
bimolekulskim raspadom, jer zavisi od kolizije dva molekula. Koliziona ¢elija sadrzi
inertni kolizioni gas, najc¢esce argon ili azot. Prekursor jonima raste potencijalna energija
usled ponovljenih sudara sa molekulima gasa i oni koji predu energetski minimum
neophodan za fragmentaciju, cepaju se na fragmentacione jone i/ili neutralne gubitke
(H2O, NHj3). Stopa raspada zavisi od ucestalosti sudara prekursor jona i molekula
kolizionog gasa, odnosno, proporcionalna je njihovoj koncentraciji u kolizionoj ¢eliji.
Koji ¢e tacno fragmentacioni joni i neutralni gubici nastati zavisi od prekursora i njegove
energije. Obicno se koriste dva stepena kolizione energije, niska (<100 eV) i visoka
(>1000 eV) energija. Visoko energetska CID fragmentacija pogodna je za prekursore
vec¢ih masa 1 daje viSe tipova jona fragmenta, ali su spektri tezi za interpretaciju. Za
fragmentaciju peptida obi¢no se koristi niza energija, najceS¢e u opsegu 25-70 eV,

zavisno od oc¢ekivane veli¢ine peptida i njihovog naelektrisanja.

2.3.3 Proteomika u identifikaciji proteinskih veziva u umetni¢kim i

arheoloskim predmetima

Identifikacija proteinskih veziva u umetni¢kim delima primenom PMF

metodologije

Ocigledna je potreba za analiticCkom tehnikom vrhunskih performansi kojom se

mogu analizirati veoma male koli¢ine proteinskih veziva u uzorcima umetnickih dela i
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kulturnog nasleda i koja daje tacne i precizne rezultate. State of the art tehnike koje se
danas primenjuju u proteomici imaju brojne prednosti u odnosu na tehnike koje su se do
2000ih koristile za analizu proteinskih veziva [208,247,248]. Prethodnih godina
proteomika je postala veoma popularna u ovoj oblasti zbog svoje multidisciplinarne
prirode, koja je dokazana primenom u forenzici, analizi hrane, klini¢koj medicini i
proucavanju porekla zivota na Zemlji [249]. Protokoli koji se rutinski primenjuju za
analizu bioloskih uzoraka morali su se prilagoditi kako bi se uzela u obzir mala koli¢ina
proteina u uzorcima kulturnog nasleda, heterogenost, specificno fizicko stanje i stepen
njihove degradiranosti. Primena proteomike za identifikaciju proteinskih materijala u
umetni¢kim delima prvi put se pominje 2000. godine [250]. [ako su metode kojima se
proteomika sluzi invazivne same po sebi, uz pomo¢ moderne masene spektrometrije
moguca je analiza proteina uz ekstremnu osetljivost u veoma malim koli¢inama uzoraka

(oko 10 pg), §to je veoma znacajno za primenu u oblasti kulturnog nasleda [249].

Ubrzo nakon prve primene objavljeno je viSe radova koji su razli¢ite metode
proteomike prilagodili specifi¢noj primeni u ovoj oblasti [251-255]. PMF pristup sastoji
se od koraka koji ukljucuju ekstrakciju proteina, enzimsku hidrolizu pod definisanim
uslovima, analizu dobijenih peptida masenom spektrometrijom i dalju analizu rezultata
bioinformatickim alatima. Peptidi dobijeni enzimskom hidrolizom analiziraju se pomoc¢u
MALDI-TOF masene spektrometrije koju odlikuje brzina, jednostavnost, visoka
osetljivost i1 Sirok opseg detekcije masa. MALDI-TOF MS je tolerantna na manje koli¢ine
kontaminanata, soli i surfaktanata, ¢ime zadovoljava zahteve analize uz minimalnu
pripremu uzoraka. Ova metodologija je prvi put razvijena i optimizovana na model
uzorcima bojenog sloja sastavljenim od ovalbumina, lanenog ulja i belog olovnog

pigmenta, baznog karbonata olova (2PbCO3-Pb(OH),).

Glavne poteskoce pojavile su se prilikom odabira rastvora za ekstrakciju
proteina iz uzoraka bez njihove hidrolize na aminokiseline, ali i prilikom optimizacije
analitickog postupka za analizu veoma male koli¢ine uzoraka. Tokarski et al. su, u
jednom od pionirskih radova u ovoj oblasti, ekstrahovane proteine analizirali u nativnom
obliku pomo¢u MALDI-TOF MS, radi verifikacije efikasnosti primenjenog postupka
ekstrakcije [252]. Najefikasnija ekstrakciju postignuta je 1% vodenim rastvorom TFA uz

upotrebu komercijalne smole za fino usitnjavanje uzorka. Radi precizne identifikacije
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proteina na model uzorcima, primenjen je i optimizovan bottom-up pristup. Peptidi su
analizirani MALDI-TOF masenom spektrometrijom uz DHB kao matriks.
Bioinformati¢kom analizom snimljenih PMF spekara u model uzorcima su identifikovani
proteini belanceta: ovotransferin sa pokriveno$¢u sekvence od 17%, ovalbumin sa
pokrivenoscu sekvence od 10%, ovomukoid sa pokrivenoscéu sekvence od 19% i protein
zumanceta vitelogenin-2 uz pokrivenost sekvence od 7%. Na isti nacin, ali u kombinaciji
sa tandem masenom spektrometrijom radi potvrde rezultata, po prvi put je demonstrirana
mogucnost PMF pristupa da identifikuje proteine jajeta iz nekoliko mikrograma uzoraka
slika koje datiraju iz XIV-XV veka [251,255] U istorijskim uzorcima identifikovano je
prisustvo ovalbumina, lizozima, ovotransferina i ovomukoida iz belanceta, kao i

najzastupljenijeg proteina Zumanceta, vitelogenina.

Ubrzo nakon toga, Kuckova i saradnici publikovali su nekoliko radova koji se
bave identifikacijm proteinskih veziva u slikama razliCitih umetnika pomoéu PMF
pristupa i MALDI-TOF masene spektrometrije [229,253,254]. Formirali su i sopstvenu
bazu PMF spektara proteinskih veziva radi poredenja sa spektrima uzoraka uzetih sa
umetnickih dela [229]. Ona sadrzi molekulske mase peptida dobijenih tripsinskom
hidrolizom proteinskih veziva (Zumance, belance, kazein, mleko, sir, zelatin, zecije,
kostano, kozno i riblje tutkalo) i moze se koristiti za identifikaciju smeSa proteina.
Poredenjem PMF spektara smeSa proteina dobija se vrednost skora koji ukazuje na
pouzdanost identifikacije smeSe proteina, jer predstavlja odnos broja pikova koji se

poklapaju 1 ukupnog broja pikova u snimljenom spektru.

Nekoliko alternativnih postupaka, koji se odnose na pripremu uzoraka ili
analiticki pristup, razvijeno je i primenjeno na razli¢itim uzorcima umetnic¢kih dela
[40,256]. Predlozena je, na primer, direktna enzimska hidroliza uzoraka pomocu tripsina,
bez prethodne ekstrakcije [253,254]. Primenom ove procedure u analizi uzoraka slika iz
XIX veka, u snimljenom PMF spektru 12 pikova pripisano je peptidima kolagena, na
osnovu ¢ega je zakljuCeno da je u uzorcima prisutno vezivo na bazi kolagena [253]. PMF
pristup koris¢en je i za prouCavanje proteinskih aditiva u starim malterima [257,258].
Analizirano je vi$e uzoraka sa rotonde crkve Sv. Katarine (Znojmo, Ceska Republika) iz
XII veka i pokazalo se da se na osnovu PMF spektara mogu razlikovati glavne grupe

proteinskih aditiva. U tri uzorka uocena je veza sa proteinima mleka, u dva sa kolagenima,
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dok u dva uzorka nije bila moguca identifikacija proteina [257]. Da bi se olakSala obrada
rezultata 1 identifikacija, predloZzena je upotreba liste pikova peptida zumanceta,
belanceta, tutkala 1 mleka, koji su naj¢esce identifikovani pomoc¢u PMF analiza razli¢itih
model uzoraka, ukljucujuci i smese proteina [256]. Na osnovu dobijenih informacija
predlozena je prva rutinska primena PMF u muzejskoj laboratoriji - Harvard Art Museum
u Kembridzu (Masacusets, SAD) [256]. Protokol prilagoden rutinskoj primeni sastojao
se iz standardnih koraka: ekstrakcija 1 denaturacija proteina, redukcija disulfidnih veza i
alkilovanje proteina i hidroliza tripsinom. Pre¢iS¢avanje uzoraka, zasnovano na reversno-
faznoj hromatografiji uz upotrebu ZipTip nastavaka, primenjeno je radi eliminacije
interferencija i poboljSanja kvaliteta spektara. Metoda je efikasno primenjena na velikom
broju uzoraka koji obuhvataju slike 1 muzejske predmete [256,259]. Na primer, analizom
nekoliko italijanskih oltarskih kipova iz XIV veka, koji se nalaze u muzejskoj zbirci, sa
uspehom je identifikovano kolagensko vezivo samo, ili u smesi sa jajéanim vezivom
[256]. Validacija rezultata postignuta je primenom komplementarnih tehnika kao Sto je

tandem masena spektrometrija, GC-MS, FTIR 1 ELISA.

Radi lak$e diferencijacije proteinskih veziva u umetnickim delima primenjene
su 1 hemometrijske metode, PCA i SIMCA, za obradu podataka dobijenih PMF analizama
[260]. Snimljeni su PMF spektri seta od 44 uzoraka, koji ukljucuje kombinacije 10
pigmenata i1 Cetiri veziva, 1 podvrgnuti hemometrijskim metodama. Pomoéu PCA
selektovani su pikovi peptida u MALDI-TOF spektrima koji su najznacajniji za
razlikovanje veziva, dok je SIMCA kori$¢ena za kreiranje modela baziranog na relativnoj
udaljenosti nepoznatih uzoraka od razli€itih grupa u setu model uzoraka (supervised
pattern recognition). Sa uspehom su razlikovana veziva na bazi belanceta, Zumanceta,
kazeina 1 kolagena, a u okviru kolagenskih veziva bila je moguca diskriminacija izmedu
kolagena jesetre i sisara. Postupak je primenjen na nekoliko uzoraka sa oltarskog kipa iz
XVI veka. Usled procesa starenja u bojenom sloju, odnos signala i Suma u snimljenim
spektrima bio je nizak, ali je, ipak, uspeSno identifikovan kolagen sisara. PCA analiza
MALDI-TOF spektara primenjena je i radi razumevanja degradacionih procesa u
kolagenskim vezivima usled izlozenosti UV zracenju i interakcije sa pigmentima [261].
Ispostavilo se da ponaSanje proteina prilikom starenja zavisi od prirode prisutnih
pigmenata. Na primer, formiranje kompleksa izmedu proteina i bakra sugerisano je kao

objasnjenje fotostabilizacije tutkala u uzorcima koji sadrze azurit. To je potvrdeno i na
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osnovu FTIR spektara koji su ukazali na konformacione promene sekundarne strukture

kolagena nakon postupka vestackog starenja.

Uticaj prirodnog starenja takode je proucavan na model uzorcima maltera [262].
PMF spektri uzoraka maltera iz dubljih slojeva, nakon enzimske hidrolize, imali su bolji
odnos signala i Suma u poredenju sa uzorcima povrsinskih slojeva. Poredenje je vrSeno
na osnovu pikova istih peptida u MALDI-TOF spektrima u svezim i uzorcima
podvrgnutim starenju. PMF analiza primenjena je i za proucavanje efekata biorestauracije
[263], tehnike ¢is¢enja umetnickih dela zasnovane na aktivnosti enzima u okviru ¢elija
bakterija ili izvan njih [264-266]. Klasicnom PMF metodologijom pomo¢u MALDI-TOF
MS eksperimentalno su praceni peptidi koji nastaju tokom konzervatorskih tretmana
enzimima 1 nakon c¢iS¢enja ostaju na pamucnim tupferima. Za hidrolizu je primenjen
pepsin koji ima afinitet prema peptidnim vezama izmedu hidrofobnih/aromati¢nih
aminokiselina. Na osnovu raznolikosti i zastupljenosti detektovanih peptida u opsegu

masa 900-3200 Da doslo se do formulacija koje su najbezbednije za dalju restauraciju.

U literaturi je predloZzena i analitiCka procedura za simultano odredivanje
proteina 1 lipida, poput triacilglicerola 1 fosfolipida, u istom uzorku umetnickog dela
zasnovana na Bligh-Dyer ekstrakciji smeSom metanol/hloroform, kojom je, nakon
tretmana ultrazvukom 1 centrifugiranja, moguce razdvojiti lipide i proteine [267,268].
MALDI-TOF masenom spektrometrijom analizirane su i lipidna i proteinska frakcija,
nakon tripsinske hidrolize proteinskog ekstrakta. Analizom vise mikro uzoraka slika na
panelima sa kraja XV veka identifikovani su peptidi jajeta, kolagena (u podlozi) i kazeina
(u dekoracijama), ali i triacilgliceroli, fosfolipidi i produkti njihove degradacije, Sto je
ukazalo na prisustvo smese susivih ulja i jajeta [268]. Predlozena je i direktna MALDI-
TOF analiza malih fragmenata bojenog sloja za identifikaciju proteina 1 lipida [269].
Metodologija podrazumeva nanoSenje usitnjenog uzorka na provodni grafitni polimer
kojim je prethodno prevu¢ena MALDI ploc¢a za nanoSenje uzoraka, a zatim i rastvora
tripsina radi hidrolize proteina u uzorku. U model uzorcima jajéane tempere ovom
metodom identifikovani su razliciti lipidi, ali 1 peptidi vitelogenina iz zumanceta, kao 1
avidina i ovalbumina iz belanceta. Metoda je primenjena i za analizu uzoraka poliptiha iz

XV veka i tom prilikom identifikovano je 7 peptida kolagena, 9 peptida vitelogenina-1 i
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viteogenina-2, dok je na osnovu 7 pikova pripisanih lipidnoj frakciji potvrdeno prisustvo

fosfolipida i njihovih proizvoda degradacije koji takode ukazuju na prisustvo Zumanceta.

Radi potpunije karakterizacije, kako organskih, tako i neorganskih komponenata
umetnickog dela predlozene su analize koje uklju¢uju PMF kao komplementarnu
metodologiju drugim tehnikama, poput opticke mikroskopije, SEM-EDX, mikro-Raman
spektroskopije, GC-MS, ELISA 1 bojenja pomoéu boje SYPRO Ruby
[92,256,267,270,271].

Analiza proteina u uzorcima kulturnog nasleda tandem masenom

spektrometrijom

U analizi proteina, tandem masena spektrometrija predstavlja moénu tehniku
komplementarnu ili alternativnu PMF pristupu, jer daje potpuniji uvid u strukturne
informacije 1 omogucava preciznu identifikaciju sekvence aminokiselina u peptidima i
njihovih modifikacija. Na taj nacin protein se moze identifikovati na osnovu sekvenci
nekoliko peptida, a moZe se do¢i i do informacija o bioloskom poreklu proteina ili stepenu

degradiranosti uzorka.

Preciznu identifikaciju proteina u umetnickim delima tandem masenom
spektrometrijom prva je predlozila Tokarski et al. 2002. godine na 7. Internacionalnoj
konferenciji pod nazivom "Non-destructive analysis and microanalysis for the
conservation of cultural and environmental heritage" odrzanoj u Antverpenu (Belgija)
[248]. Njena grupa ubrzo je objavila viSe radova koji opisuju primenu ove metodologije
na razli¢itim vrstama uzoraka kulturnog nasleda [251,255]. KoriS¢ena je nanoL.C
hromatografija povezana sa nanoESI-Qg-TOF MS/MS masenim spektrometrom, a
postupak je optimizovan za veoma male koli¢ine uzoraka. SuStina metodologije je
odredivanje tacnih sekvenci aminokiselina u peptidima dobijenim enzimskom hidrolizom
proteina, a time 1 tacne identifikacije proteina, pomoc¢u CID fragmentacije peptida [218].
Ovom metodom mogu se identifikovati i modifikacije proteina. Postupak je razvijen i
optimizovan na model uzorcima pripremljenim u laboratoriji koji su po sastavu oponasali
stare slike. Priprema uzoraka za analizu veoma je sli¢cna pripremi kod PMF metode, a
moguca je primena razli¢itih masenih analizatora, modova snimanja masenih spektara 1

integracija prethodnog hromatografskog razdvajanja analita. Ova metodologija uspesno
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je primenjena na dva uzorka sa slike iz perioda renesanse izlozene u Musée du Petit Palais
u Avinjonu. U uzorcima triptiha ,, Bogorodica sa detetom. Sveti Jovan Krstitelj. Sveti
Sebastijan “(Benedetto Bonfigli, 1420-1496), nakon analize masenom spektrometrijom,
na osnovu vise identifikovanih sekvenci peptida, utvrdeno je prisustvo 4 proteina:
ovotransferina, ovalbumina i lizozima iz belanceta i vitelogenina iz Zumanceta. Analiza
slike ,,Madona sa detetom* (Niccolo di Pietro Gerini, 1368-1415), dovela je do
identifikacije dva proteina belanceta (ovotransferina i ovalbumina) i jednog proteina
zumanceta (vitelogenina) [254]. Proteomika je omogucila identifikaciju prirode
proteinskog veziva i pokazalo se da je za izradu ove dve renesansne slike koriS¢ena
kompleksnija formulacija od obi¢ne tempere (koja sadrzi samo Zumance), jer je nadena
smesa belanceta, Zumanceta i ulja, koja se Cesto naziva ,,tempera grassa’ i ima specificne
hromatske efekte. Takode, analizom dva mikro-uzorka sa radova ,, Propoved Svetog
Jovana Krstitelja* 1 ,,Raspece”, izlozenih u Groeninge museum u Brizu i Museum of
Applied Arts u Budimpesti otkriveno je da je umetnik, Brojgel mladi (1565-1636), u izradi
svojih dela koristio tutkalo [272].

Navedeni eksperimenti pokazali su potencijal proteomike i tandem masene
spektrometrije u oblasti konzervacije, pa su usledili drugi radovi, bazirani na ovim
pocetnim rezultatima, kojima je predlozeno viSe alternativnih analitickih procedura. U
jednom od njih, uzorci bojenog sloja suspendovani su u amonijum-bikarbonatnom puferu
1 nakon tretiranja u ultrazvu¢nom kupatilu pripremani za analizu na uobicajeni nacin
(redukcija, alkilovanje, hidroliza) [273]. Efikasnost ovog postupka pripreme uzorka
demonstrirana je analizom zidnih slika sa pocetka XX veka iz Katedrale Svetog Dimitra
u Vidinu (Bugarska), gde je dokazano prisustvo proteina lizozima, ovalbumina i
ovotransferina iz belanceta, vitelogenina iz zumanceta i alfa-S1- i beta-kazeina iz mleka.
U drugom radu predlozena je enzimska digestija potpomognuta mikro-talasima, kojom je
skrac¢eno vreme hidrolize sa nekoliko sati na svega 15 minuta [274]. Analizirani su model
uzorci koji su sastavljeni od pigmenata hematita i malahita i veziva na bazi jajeta, mleka
1 tutkala. Uzorci su tretirani Paraloidom B72, akrilnom smolom koja se ¢esto koristila u
konzervaciji. U njima su uspeSno identifikovani proteini. Medutim, poteSkoce u
identifikaciji proteina javile su se primenom digestije proteina bez prethodne ekstrakcije
na fragmentima otpalim sa zidova bazilike Svetog Franje Asiskog. Ispitivano je i

optimalno vreme trajanja tripsinske hidrolize [258]. Model uzorci maltera koji sadrze
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mleko, sir ili surutku hidrolizovani su tripsinom u rastvoru i utvrdeno je, na osnovu
najveceg broja detektovanih pikova peptida u spektru, da je optimalno trajanje hidrolize
2h. Primenom tog protokola, MS/MS eksperimenti doveli su do identifikacije vise
proteina mleka, kao §to su alfa-laktalbumin, beta-laktoglobulin, alfa- i kapa-kazein. Uticaj
pripreme uzoraka i postupka preciS¢avanja pre analize masenom spektrometrijom takode
je ispitivan i optimizovan tokom analize model uzoraka koji su pripremljeni meSanjem
razli¢itih proteinskih veziva i pigmenata [272]. KoriS¢eni su reagensi za denaturaciju,
poput uree i tiouree, 1 detergent natrijum-dodecilsulfat za rastvaranje 1 denaturaciju
proteina pre redukcije 1 alkilovanja. SmeSe peptida dobijene nakon enzimske hidrolize
preciS¢avane su hromatografijom na tri razlicite stacionarne faze, HLB, SCX 1 HILIC.
Najbolji rezultati, na osnovu kriterijuma pokrivenosti sekvence, dobijeni su pomocu
hromatografije na HILIC stacionarnoj fazi. Analizom uzoraka umetnickih predmeta koji
datiraju od XV do XVII veka, uspesno su identifikovani peptidi kolagena koji su ukazali

na koriS¢enje tutkala kao veziva.

Pored precizne identifikacije proteinskih materijala, tandem masena
spektrometrija, uz podrsku bioinformatickih alata, koris¢ena je i za odredivanje bioloskog
porekla proteina u umetnickim delima [2728,273,275-277]. Informacija o bioloskom
poreklu veoma je vazna za razumevanje tehnologije pripreme boja, tehnike slikanja ili
planiranje restauratorskih postupka i tretmana, poStuju¢i tehniku i materijale koje je
koristio umetnik. Ispitivano je bioloSko poreklo mleka u uzorcima na osnovu prisustva
peptida alfa-S1-kazeina specificnih za razliite Zivotinjske vrste [273]. Primenom
specijalnog bioinformati¢kog softvera poredene su sekvence peptida kazeina odredene na
osnovu snimljenih MS/MS spektara sa sekvencama dostupnim u bazama podataka za
razliCite vrste sisara. Na osnovu sekvence dva diskriminantna peptida utvrdeno je da je
kao vezivo koriS¢eno ovc€ije mleko. Identifikovano je 1 nekoliko peptida koji
omogucavaju razlikovanje ov¢ijeg i kozijeg od govedeg mleka. Slican analiticki pristup
koriS¢en je kako bi se identifikovao alfa-S1-kazein iz mleka bivolice prisutan u zidnim

slikama na arheoloskom nalazistu iz I veka u Italiji [276].

Publikovana je i studija utvrdivanja bioloskog porekla tutkala koriS¢enih u izradi
umetnickih dela koja je ukazala na neke dodatne poteskoce [277]. Kolageni su proteini

velike molekulske mase (150—400 kDa) koji daju kompleksne masene spektre uz slabu
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pokrivenost sekvence, pa se analiticki postupak mora prilagoditi kako bi se dobili maseni
spektri koji daju najvise informacija. Zato je primenjeno nanohromatografsko razdvajanje
povezano sa MS analizom. Ozbiljan problem je nedostatak sekvenciranih kolagenskih
proteina mnogih zivotinjskih vrsta u bazi sekvenci, a proteomika veoma zavisi od baza
sekvenci koje se konstantno razvijaju. Kada se u uzorku nadu peptidi nesekvenciranih
zivotinjskih vrsta, moze se pribec¢i de novo sekvenciranju na osnovu snimljenih tandem
masenih spektara. Na taj nacin se dobijaju precizne informacije o aminokiselinskom lancu
peptida. Ponekad se nove sekvence porede na osnovu sli¢nosti i razlika, tj. homologije sa
postoje¢im sekvencama u bazi. U navedenom radu predloZen je postupak odredivanja
bioloskog porekla kolagena nadenog u uzorcima iz XV-XVII veka uz upotrebu softvera
za poredenje sekvenci (alignment). Na osnovu peptida identifikovanih pretrazivanjem
SwissProt baze podataka 1 provere prisustva tih sekvenci kod viSe Zivotinjskih vrsta,
autori su, na osnovu dva specifi¢na peptida, dosli do zakljucka da je koriS¢eno govede

tutkalo.

Precizna identifikacija bioloSkog porekla tutkala pokazala se uspeSnom
primenom nanohromatografije povezane sa masenom spektrometrijom visoke rezolucije
1 bioinformati¢kim alatom za poredenje sekvenci, specijalno napravljenim za tu namenu
[274,276]. Autori su uspeli da razlikuju govede, zecije i1 riblje tutkalo u nekoliko
mikrograma uzoraka komercijalnog lepka, 100 godina starog uzorka tutkala i uzorka
pozlate iz XVIII veka. U uzorku tutkala identifikovani su kolageni alfal tip I, IT 1 III 1
kolagen alfa2 tip I. Nedavno je bottom-up pristupom, zasnovanim na tandem masenoj
spektrometriji, uspesno identifikovan govedi kolagen koriS¢en kao adheziv na koStanoj
skulpturi ugradenoj u drveni predmet na Xiaohe groblju u Kini [278]. Identifikovana su
dva specifi¢na peptida iz alfal(I) 1 alfa2(I) govedeg kolagena. Uspesnost proteomike u
identifikaciji kolagenskih peptida pokazana je i na primeru analize rimsko-egipatskog
panela iz II veka naSe ere, gde su, u kombinaciji sa drugim metodama, identifikovani

peptidi alfal(III) kolagena kojima je dokazano prisustvo govedeg koznog tutkala [195].
Proteomika u analizi arheoloskih i paleontoloSkih predmeta

Primena proteomike u oblasti kulturnog nasleda nije ograni¢ena samo na analizu
umetnickih dela, ve¢ je Cesto koriS¢ena i za identifikaciju proteina u arheoloSkim i

paleontoloskim nalazima, kao $to su fosili i stare kosti, anticke posude, tekstil, ljuske
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jajeta ili koza mumija. ProuCavanje proteina u fosilima pocelo je 2000ih godina
primenom PMF 1 sekvenciranja peptida [250,279-281] Prvi eksperimenti bili su
fokusirani na protein osteokalcin zbog njegovog afiniteta ka hidroksiapatitu u kostima,
ali 1 velikog udela u ukupnim proteinima kostiju [282]. Sekvenciranju peptida pomocu
MALDI-TOF masene spektrometrije i PSD eksperimenata pristupilo se nakon digestije
osteokalcina tripsinom [250]. Identifikovane su razlike u sekvencama osteokalcina
neandertalaca 1 nekoliko vrsta majmuna, kao 1 prisustvo posttranslacionih hidroksilacija
prolina na odredenim pozicijama u molekulu. Na osnovu tih podataka doSlo se do
zakljucaka o njihovom nacinu ishrane i unosu namirnica koje sadrze vitamin C. Sekvence
proteina u fosilima poredene su sa savremenim Zzivotinjskim vrstama kako bi se,
komplementarno sa DNK analizom, prouc¢avala molekularna filogenija tokom dugackog
vremenskog razdoblja [279,280]. Zbog podloznosti osteokalcina degradaciji u odredenim
uslovima okruZenja [283], predloZeno je proucavanje kolagena, jer je kolagen tipa I
zapravo najzastupljeniji protein u kostima [284-287]. Pokazalo se da kolagen moze
opstati u arheoloskim uzorcima veoma dugo i moze se dokazati na osnovu konstitutivnih
peptida [288,289]. Peptidi kolagena uspesno su identifikovani u kostima iz holocena 1
pleistocena (pre oko 11000 godina do 1.5 miliona godina) [290], u uzorcima kostiju
dinosaurusa starim oko 65 miliona godina [291] i kostima hadrosaurusa starim 80 miliona
godina [292]. Osim identifikacije peptida kolagena, pokazana je 1 moguénost
identifikacije bioloskih vrsta na osnovu peptida markera [293]. Daljim istrazivanjima
identifikovana su 92 peptida markera kolagena studijom 32 savremene Zivotinjske vrste
[294]. Na taj nac¢in omoguceno je da se, pomocu proteomike kolagena iz fosilnih ostataka,
dobiju evolutivno znacajne informacije na molekulskom nivou. Nakon toga sprovedene
su sistematske studije razlicitih vrsta, iz razlicitih istorijskih perioda, zasnovane na PMF
1 ispitivanju sekvenci kolagenskih peptida [295-298]. Analize su omogucile jasno
razlikovanje proucavanih vrsta pomocu karakteristicnih peptida i statistickih metoda, kao

Sto je PLS u kombinaciji sa LDA.

PMF metodologijom dokazan je opstanak proteinskih jedinjenja u fosilima
starijim od milion godina, pruzaju¢i tako novi uvid na polju evolutivne biologije
[289,299]. Opstanak kolagena dokazan je analizom fosila Tyrannosaurus rex starih 68
miliona godina i fosila mastodona starih 160-600 hiljada godina [291,300]. Sekvencirani

peptidi koriS¢eni su za konstruisanje filogenetskog stabla poredenja sekvenci. Na osnovu
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toga primecena je velika sli¢nost izmedu peptida kolagena Tyrannosaurus rex i ptica
(Gallus gallus), kao 1 izmedu mastodona (Mammut americanum) i drugih sisara,

ukljucujuéi slona [301].

Osim proucavanja osteokalcina i1 kolagena u fosilima, proteomika je dovela 1 do
uspesne identifikacije 126 proteina iz femura 43000 godina starog Sibirskog mamuta
[302]. Identifikovani su proteini plazme, kao i membranski i intracelularni proteini
(moezin, miozin), citoskeletni keratini, kolageni i proteini povezani sa kalcijumom i
fibrilima. Funkcionalne mreze koje se formiraju interakcijom proteina u prouc¢avanom
proteomu pretrazivane su pomocu posebnog algoritma (STRING), a kao rezultat
istrazivanja utvrdena je funkcija ¢ak 99 proteina. Proteomika, na nac¢in komplementaran
DNK analizi i drugim tehnikama, kao S§to je imunologija, pokazala se esencijalnim
analitickim alatom za proucavanje sekvenci proteina nadenih u fosilima [303,304]. Osim
filogenetskih studija, koje sugeriSu nove poglede na istoriju evolucije, proteomika pruza
dodatne informacije o fosilnim uzorcima [292,295,305]. Na primer, proteinski biomarkeri
osteosarkoma detektovani su u kostima starim 2000 godina [306], a proteini imunog

odgovora u 500 godina staroj Inka mumiji [307].

Paralelno sa proucavanjem proteina u fosilima, proteomika je adaptirana i za
proucavanje razlicitih arheoloSkih uzoraka, u cilju boljeg razumevanja upotrebe nadenih
predmeta i ljudske tradicije. Primenjeni postupci uglavnom se razlikuju u pogledu
ekstrakcije proteina, koja najviSe zavisi od prirode uzorka. Primena proteomike u analizi
arheoloskih uzoraka prvi put je opisana 2008. godine u studiji proteinskih ostataka u
fragmentima antickih posuda [308]. Ovakve analize ¢esto su otezane ,,curenjem‘ proteina
iz posude tokom perioda provedenog u zemlji, usled njihove hidrofilnosti. U pomenutoj
studiji identifikovani su tragovi proteina u posudama iz XIII-XIV veka nadenim na
Aljasci, u Arktickom okruzenju koje pogoduje ocuvanju organskih supstanci. Postupak
je optimizovan na model uzorcima fragmenata keramike impregnirane proteinima
razli¢itih vrsta foka i kitova, kao glavnih izvora hrane Eskima. Zivot naroda Fiupiat sa
Aljaske zasnivao se na lovu i ribolovu, posebno kitova, pa su u arheoloskim nalazima
keramike nadeni ostaci miSica 1 sala kitova i foka. Vecina proteina identifikovana je na

osnovu homologije sa drugim Zivotinjskim vrstama. Proteomika primenjena na ovim
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arheoloskim uzorcima omogucila je uspesnu identfikaciju 4 peptida mioglobina zalivske

foke, ¢ime je dokazano da su Eskimi konzumirali ove Zivotinje u svakodnevnoj ishrani.

Identifikacija ribljih rezidua na fragmentima keramickih posuda pomocu
proteomike razvijena je na model uzorcima keramike impregniranim razli¢itim vrstama
ribe [309]. Uspesno je identifikovano viSe od 200 proteina u replikama arheoloskih
uzoraka impregniranim sardelom i palamidom, pri ¢emu je identifikovano 73 peptida
specificnih za ribe. Nadeno je i1 nekoliko peptida koji do tada nisu bili opisani i koji se, u
odnosu na sekvence proteina drugih vrsta riba prisutnih u bazi podataka, razlikuju po
supstituisanim aminokiselinama. Razli¢ite modifikacije postupka pripreme uzoraka su
predloZene za analizu proteinskih rezidua u model uzorcima ili arheoloskim uzorcima,
kao $to je primena enzimske digestije potpomognute mikro-talasima [310], rastvora za
ekstrakciju proteina koji sadrzi SDS ili fluorovodoni¢nu kiselinu [311] ili alternativnog

reagensa za ekstrakciju, PBS [312].

Kolagen je zanimljiv izvor informacija o arheoloskim predmetima, slicno kao
kod proucavanja umetnickih dela ili fosilnih ostataka. Posto su kolageni najzastupljeniji
svrhe [313,314]. Kirbi je sa saradnicima predlozio PMF metodu zasnovanu na
identifikaciji peptidnih markera razlicitih Zivotinjskih vrsta u arheloS8kim materijalima i
razli¢itim muzejskim predmetima [256,259]. Tom metodom utvrdeno je da je pergament
iz IX veka, na kome je ispisan Kuran, ov¢ijeg porekla, dok su kajaci sa Aljaske iz XIX

veka napravljeni od kombinacije koza foke 1 irvasa.

Pored analize istorijskih materijala koji sadrze kolagen, i1 keratinski materijali su
analizirani metodama koje se primenjuju u proteomici. Tako su, prilikom proucavanja
razli¢itih keratinskih materijala, predlozeni peptidni markeri a-keratina [315-319]. Kako
je keratin glavna komponenta zivotinjskog krzna i ljudske kose, ova metoda je primenjena
za analizu odece i1 krzna Tirolske mumije stare 5300 godina [316,320]. Radi identifikacije
bioloskih vrsta na osnovu peptida keratina, snimljeni PMF i tandem maseni spektri
poredeni su sa referentnim spektrima u postojecoj bazi podataka (NCBInr). Klasterskom
analizom identifikovano je bioloSko poreklo razli¢itih delova ode¢e mumije. PMF 1
MS/MS analizama proucavan je i alfa-keratin roZznatih tkiva kita, pera bodljikavog

praseta, rogova i kopita, ¢cime su dobijeni novi podaci kojih nema u dostupnim bazama i
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identifikovani novi peptidni markeri pojedinih Zivotinjskih vrsta [317,321]. PMF
analizom uspesno je identifikovano biolosko poreklo uzoraka krzna i tekstila datiranih od
IIT veka pre nove ere do X veka nase ere, i u keratinskim 1 u kolagenskim materijalima
[322]. Analiza koZzne odece iz X veka pre nove ere do VIII veka nove ere omogucila je
identifikaciju kolagena i1 keratina, kao i Zivotinjskih vrsta od kojih poti¢u [319].
Interesantan je i primer analize mozdanog tkiva ,,ledenog ¢oveka* (Iceman) pomocu dve
razliite strategije koje se primenjuju u proteomici [323]. Prva strategija je
podrazumevala razdvajanje proteina pomocu SDS-PAGE elektroforeze i1 hidrolizu
proteina u gelu, a druga hidrolizu u rastvoru i direktnu analizu peptida (engl. shotgun)
pomoc¢u nanoLC-LTQ-Orbitrap tandem masene spektrometrije. Spektri su analizirani
pomocu 4 platforme za pretragu baza (SEQUEST - Proteome Discoverer, Matrix Science,
OMSSA 1 X!Tandem), ¢ime je identifikovano viSe od 500 razli¢itih proteina. Medu njima
je bilo dosta keratina i drugih proteina koji su deo ¢elijskih struktura, veliki broj proteina

specifican za mozdane Celije 1 neuroloske procese, proteini krvi i dr.

Arheoloski materijal koji se analizira pomocu proteomike sve je raznovrsniji.
Nedavno su objavljene publikacije koje opisuju primenu na arheobotani¢kim uzorcima,
kao Sto su srednjovekovne semenke grozda [324] i cerealije stare 2500 godina [325]. Cilj
ovih proucavanja bila je identifikacija organskih supstanci u semenkama, proucavanje
uticaja dugotrajnih degradacionih procesa na proteine, ali i utvrdivanje genetske distance
izmedu savremenih 1 istorijskih biljnih vrsta. Proteomika je potpomognuta i drugim
tehnikama, poput Py-GC-MS 1 genetskim analizama. Dodatni iTRAQ MS/MS
eksperimenti, koji sluze za kvantifikaciju proteina na osnovu oznacenih peptida,
omogucili su uvid u koli¢inu o€uvanih proteina u arheoloSkim uzorcima u odnosu na
savremene vrste. Analizama su dobijene informacije o na¢inu pripreme hleba u drevnoj

Kini 1 sastavu koriS¢enog brasna.

Jo§ jedna interesantna vrsta arheoloskih uzoraka analiziranih putem proteomike
su ljuske jajeta koje se najces¢e mogu naci u arheoloskom zemljistu koje nije kiselo [326].
Analiza ovih uzoraka je informativna iz vise razloga: od ljuski jajeta pravljene su razlicite
rukotvorine, jaja imaju simbolicki znafaj u mnogim kulturama, a i1 znaajna su

komponenta ljudske ishrane. Zato je u viSe studija proteomika prilagodena za
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identifikaciju proteina u nadenim ljuskama jajeta i1 odredivanje njihovog bioloskog

porekla [326-328].

Pored opste prihvac¢enog pristupa analize proteina nakon specificne enzimske
hidrolize, pomoc¢u proteomike proteini u uzorcima kulturnog nasleda mogu se analizirati
1 top-down pristupom u nativnom obliku. lako je bottom-up proteomika bila uspesna u
mnogim primenama i dala odgovore na razlicita pitanja, imala je i izvesnih nedostataka.
Da bi se dobila bolja pokrivenost sekvence, na primer, potreban je neSto drugaciji pristup
koji se ne moze uvek prilagoditi veoma malim koli¢inama uzoraka kulturnog nasleda
dostupnim za analizu (koncentrovanje analiziranih proteina u uzorku, odredivanje
prisustva glikozilacija ili fosforilacija, primena viSe enzima paralelno). Takode, primena
bottom-up proteomike tokom pripreme uzorka dovodi do pojave indukovanih
modifikacija, kao Sto je deamidacija asparagina i glutamina [329]. Prvi eksperimenti koji
su omogucili odredivanje molekulskih masa nativnih proteina ekstrahovanih iz fosila
izvedeni su pomocu gel elektroforeze krajem 1980ih godina [330,331]. MALDI-TOF
masena spektrometrija pocela je da se primenjuje 2000ih godina kada su analizirani
nativni proteini u ekstraktima slika [251,252,255] 1 fosila [250,279]. Spektri nativnih
proteina sadrze izotopsku raspodelu na osnovu koje se izracunava prose¢na molekulska
masa proteina i identifikuje protein. U navedenim radovima, nadeni proteini precizno su
identifikovani 1 pomoc¢u bottom-up proteomike. Analiza nativnih proteina u istorijskim
materijalima takode ima moguc¢nost utvrdivanja prisustva modifikacija na osnovu
1zotopske raspodele 1 defekta mase. To je pokazano na primeru model uzoraka sa¢injenih
od lizozima i baznog karbonata olova, gde je fop-down pristupom utvrdeno da je u
uzorcima podvrgnutim prirodnom starenju prisutna deamidacija na jednoj aminokiselini
[332,333]. Na isti nac¢in moguce je detektovati i druge promene u strukturi proteina, kao
Sto je raskidanje disulfidnih veza [334] ili skradivanje proteina usled degradacionih
mehanizama [335-337]. Top-down eksperimentima utvrdena je i precizna sekvenca
aminokiselina u lizozimu, kao 1 skra¢ivanje njegovog lanca gubitkom aminokiselina sa
N-1iC-terminalau 5 godina starim model uzorcima nac¢injenim od jajcanog veziva, olovne

bele i lanenog ulja [335].

Proucavanje modifikacija i cepanja aminokiselinskog lanca analizom nativnih

proteina, dopunjeno top-down eksperimentima radi lokalizovanja prisutnih modifikacija,
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pokazalo se uspesnim i pruzilo je nove moguénosti na polju kulturnog nasleda. Na ovaj
nain precizno se moze pratiti uticaj restauratorskih tretmana na molekulskom nivou
(modifikacije ili raskidanje peptidnih veza), uticaj spoljasnjih faktora (npr. dejstvo
mikroflore) ili medusobna interakciju komponenata boje. U fosilima se moze pratiti
deamidacija asparagina i glutamina, kao i potencijalna veza ove modifikacije sa starenjem
ili datovanjem analiziranog materijala, uzimaju¢i u obzir okruZenje datog uzorka i
njegovo stanje ocuvanosti. Prilagodenim analitickim metodama koje se zasnivaju na top-

down proteomici proucavaju se 1 interakcije proteina i biominerala.

Tokom prethodnih godina znacajno je smanjena koli¢ina uzorka potrebna za
analizu, dok su se koli¢ina i kvalitet dobijenih informacija povecali. Prve analize, pre
skoro 80 godina, ukazale su na mogucnost detekcije proteina u istorijskim uzorcima, a
danas je moguca i njihova precizna lokalizacija, uz ekstremnu osetljivost, i odredivanje
precizne sekvence aminokiselina. U okviru sekvence istog proteina, poredenjem se moze
dobiti dovoljno informacija kako bi se precizno identifikovalo i biolosko poreklo. Sve
ovo pomaze otkrivanje evolutivnih veza, nacina zivota, razumevanje tehnologije nastanka
umetnickih dela ili reSavanje konzervatorskih problema i pitanja. Danas je sve ¢esce
kombinovanje analitickih tehnika. Savremene analiticke metode prilagodavaju se primeni
u oblasti kulturnog nasleda, a razvijaju se i prenosni instrumenti kojima su moguca
merenja in situ. Nove tehnike, pored identifikacije proteina, pruzaju odgovore i na druga

pitanja posmatrajuci uzorke u kontekstu njihovog dinamickog okruzenja i istorije.
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3 EKSPERIMENTALNI DEO
3.1 HEMIKALIJE I REAGENSI

Svi rastvori koriS¢eni tokom izrade ove disertacije pripremani su sa ultra ¢istom
vodom dobijenom uz pomo¢ sistema Milli-Q, (Millipore, Bedford, MA, USA), ¢iji je
specifi¢ni otpor bio >10 MQ/cm (25°C). Za pripremu uzoraka kori$¢eni su amonijum-
hidrogenkarbonat (AMBIC), ditiotreitol (DTT), jodsiréetna kiselina (IAA) (svi Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany), trifluorosiréetna kiselina (TFA, Acros
Organics, Noisy-Le-Grand, France), mravlja kiselina (FA, Merck KgaA, Darmstadt,
Germany) i urea (Biorad, Marnes la Coquette, France). Od rastvaraca koriS¢eni su
acetonitril 1 metanol HPLC cisto¢e (VWR International, Fontenay sous Bois, France).

Proteini su enzimski hidrolizovani pomocu tripsina koji je nabavljen u obliku Trypsin

Singles Proteomics Grade Kit (T7575, Sigma-Aldrich Chemie GmbH).

MALDI-TOF instrument eksterno je kalibrisan uz pomo¢ ProteoMass™ Peptide
MALDI-MS Calibration Kit (MSCAL2, Sigma-Aldrich Chemie GmbH), koji sadrzi
slede¢e peptide za Kkalibraciju: bradikinin (757.39916 ostaci 1-7 [M-H]" mono),
angiotensin II (1046.54180 [M-H]" mono), P14R (1533.85765 [M-H]" mono), ACTH
(2465.19830 odse¢ak 18-39 [M-H]" mono) i insulin (oksidovani lanac B 3494.65130 [M-
H]" mono). Kao matrks za MALDI-TOF masenu spektrometriju koriS¢ena je 2,5-

dihidroksi benzoeva kiselina (DHB,85707, Sigma-Aldrich Chemie GmbH).

Pre analize masenom spektrometrijom uzorci su precis¢avani pomocu reversno-
faznih ZipTip mikrokolona (Millipore, Bedford, MA, USA). Za pripremu model uzoraka
upotrebljeni su pigmenti oker i cink-oksid (40020 i 46300, Kremer Pigments GmbH &
Co, Aichstetten, Germany).
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3.2 UZORCI PROTEINSKIH VEZIVA

Kolekcija prirodnih proteinskih veziva koriS¢ena je za optimizaciju MALDI-
TOF 1 LC-MS/MS postupaka 1 prikupljanje informacija o prisutnim proteinima. Uzorci
za ovu studiju odabrani su na osnovu tri grupe proteinskih veziva koja su najcesce
koriS¢ena kao slikarski medijumi tokom istorije. To su belance i Zumance kokoSijeg
jajeta, govedi sir 1 kazein u prahu i kolageni razli¢itih Zivotinjskih vrsta — ze¢iji, govedi,
svinjski 1 kolagen sibirske jesetre. Kolagenski materijali 1 kazein u prahu nabavljeni su
od Kremer Pigments GmbH & Co (Aichstetten, Germany), a jaja i sir kupljeni na lokalnoj

pijaci. Pregled analiziranih referentnih uzoraka dat je u Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Proteinska veziva analizirana kao referentni uzorci

Identif. br.  Zivotinjski delovi

Uzorak Oznaka proizvoda  Kori§¢eni u proizvodnji
Govede kostano tutkalo BGB 63000 Kosti, vezivno tkivo
Govede kozno tutkalo HGB 63010 Koza, vezivno tkivo
Zecije kozno tutkalo, pre¢is¢eno RSG 63025 Zecija koza, vezivno tkivo
Zecije kozno tutkalo, sirovo RSC 63028 Zecija koza, vezivno tkivo
Tehnicki zelatin, svinjski TGP 63040 Koza, vezivno tkivo
Salianski isinglass SFG 63110 Vazdusni mehur jesetre
Kazein u prahu CAS 63200 Kravlje mleko
Kravlji sir, mladi CHE / Kravlje mleko
Belance EW / Kokosije jaje
Zumance EY / Kokosije jaje

Analiza referentnih uzoraka imala je za cilj da pruZzi informacije o proteinima
koji se mogu identifikovati primenjenim metodologijama i da ukaZe na peptidne markere

prisutne u proteinima razli¢itih zivotinjskih vrsta.
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3.2.1 Priprema proteinskih veziva

Standardi proteina pripremljeni su prema starim recepturama u skladu sa 7/ Libro
dell’Arte Cennino Cennini [9]. Tutkala su potopljena da nabubre, a zatim 1 rastvorena u
toploj dejonizovanoj vodi kako bi se dobili rastvori koncentracije 8% (w/v). OsuSen riblji
mehur jesetre iseCen je na fine trake i ostavljen u vodi 24h (originalna koncentracija bila
je 8% (w/v)); rastvor je zatim zagrevan 6 h na 90°C i dekantovan, kako bi se uklonio
nerastvorni ostatak. Belance je odvojeno od Zumanceta i blago umuceno da se napravi
pena. Nakon nekog vremena, pena je uklonjena sa povrSine, a bistri ostatak razblazen
dejonizovanom vodom kako bi se dobio rastvor belanceta 50% v/v. Zumancetu je
probusena opna ¢ime je omogucéeno da tecnost izade iz membrane koja je okruzuje. Tecni
deo Zumanceta razblaZen je dejonizovanom vodom da bi se dobila emulzija 50% (v/v).
Veziva od sira i kazeina pripremljena su uz dodatak boraksa, u skladu sa procedurom koju
je objavio Fremout [338]. Odmerena je koli¢ina od 25 g svezeg mladog sira, odnosno 10
g kazeina u prahu i suspendovana u 10 mL dejonizovane vode. Dodat je boraks (1 g) i
smesa je meSana 40 min dok nije formiran gusti sirupast rastvor, koji je razblazen vodom

u odnosu 1:4 i dalje tretiran kao ostala veziva.

3.2.2 Priprema model uzoraka

Kako bi se procenio uticaj prisustva pigmenata na identifikaciju proteinskih
veziva analizirani su model uzorci pripremljeni meSanjem referentnih materijala (veziva)
1 odabranih pigmenata. Od pigmenata koji su bili dostupni izabrani su cink-oksid (ZnO)
1 oker (Fe;03). Cink-oksid je odabran jer su njegove interakcije sa proteinskim
materijalima retko proucavane, a oker zbog svoje rasprostranjenosti i Siroke upotrebe od
antickih vremena do danas. Model uzorci bojenog sloja napravljeni su meSanjem veziva
pripremljenih na nacin opisan u prethodnom odeljku sa navedenim pigmentima u odnosu
1:1 (w:w). Dobijene homogene smeSe nanete su na mikroskopske staklene plocice i
ostavljene da se osuse. Uzorci su prirodno starili u laboratorijskim uslovima nekoliko
meseci. Neposredno pre analize, povr§ina model uzoraka je sastrugana sa staklene plocice
spatulom 1 izmerena. Oko 0,1 mg uzoraka suspendovano je u 100 pL pufera i dalje

tretirano.
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3.2.3 Uzoreci istorijskih slika

Uzimanje uzoraka je prvi i najvazniji korak u analitickoj proceduri. Ovaj korak
je izuzetno znacajan prilikom analize materijala u umetni¢kim delima. Da bi se satuvao
integritet umetnickog dela, broj 1 veli¢ina uzoraka moraju biti minimalni. Izuzetno je
vazno planiranje postupka uzorkovanja u saradnji sa restauratorima i konzervatorima
kako bi se smanjila oStecenja i u isto vreme uzeli mikro-uzorci koji sadrze dovoljno
informacija o prisutnim materijalima i njthovom stanju o¢uvanosti. [31,45]. Neinvazivne
tehnike (koje ne zahtevaju uklanjanje originalnog materijala) mogu biti koristan alat za
dobijanje preliminarnih informacija ,,skeniranjem* povrSine slike. Na taj nacin se
identifikuju povrSine najbogatije organskim supstancama, $to je veoma vazno ukoliko se

analiziraju veziva i lakovi.

Uzorak bojenog sloja je veoma mali, Cesto viseslojni fragment (manji od 0.5
mg), kompleksnog sastava i strukture. Organsko vezivo prisutno je u koli¢ini od 10 % ili
manje [12,339,340]. U literaturi se malo informacija moZze naci o koli¢ini uzorka koja je
potrebna za analizu proteinskih veziva, zbog poteskoca prilikom merenja ekstremno
malih uzoraka. Generalno, smatra se da je 100 ug bojenog sloja dovoljno za analizu [ 149],
ali neki autori [272] tvrde da je 5 pg uzorka bojenog sloja minimalna koli¢ina uzorka
neophodna za pouzdanu identifikaciju proteinskih veziva sa dovoljnim brojem znacajnih
peptida. Masa uzoraka istorijskih slika koji su analizirani tokom izrade ove doktorske
disertacije bila je od 100 — 500 pg, Sto znaci da koli¢ina proteinskih veziva u uzorcima
nije bila ve¢a od 10 — 50 pg. Uzoreci su bili previse mali da bi mogli biti precizno izmereni

pomocu analiticke vage.

Tokom rada na ovoj doktorskoj disertaciji analizirani su uzorci pravoslavnih
ikona iz XIX veka prikupljeni tokom ispitivackih radova na ikonostasu crkve Pokrova
Presvete Bogorodice u Baricu i ikonostasu crkve Blagovesti Presvete Bogorodice u
Idvoru, kako bi se potvrdila uspesnost predlozene metode za identifikaciju proteinskih

veziva.

Ikonostas crkve Pokrova Presvete Bogorodice u Baricu (Slika 3.1) ukraSen je
ikonama koje su prenete iz crkve Svetog Petra 1 Pavla u Topc€ideru, nastalim u periodu od

1834. do 1838. godine. Ikone su radovi trojice vrhunskih slikara iz vremena vladavine
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kneza Milosa Obrenovic¢a. Konstantin Leki¢ autor je prestonih ikona Hrista i Bogorodice,
izvedenih u maniru baroka. Prazni¢ne i apostolske ikone naslikao je Janja Stergevié
Moler, kao 1 dve ikone iz sokla: Pranje nogu 1 Judin poljubac. On je pripadnik poznog
zografskog slikarstva, prepoznatljivog pod uticajem nastupajuc¢eg baroka. Carske dveri
na kojima je predstava Blagovesti i severne i juzne dveri sa Arhidakonom Stefanom i
Arhandelom Mihailom naslikao je Dimitrije Jak$i¢. On je autor i Raspeca sa Svetim

Jovanom Bogoslovom i Bogorodicom. Slikarstvo Dimitrija JaksSica obiluje baroknim 1

klasicistickim uticajima [341].

Slika 3.1. Ikonostas crkve Pokrova Presvete Bogorodice u Baricu

Ikonostas crkve Blagovesti Presvete Bogorodice u Idvoru (Slika 3.2) je
razvijenog tipa, izveden u duhu neoklasicizma, raskosno rezbaren, sa ikonama iz 1877.
godine ¢iji je autor Steva Todorovi¢, jedan od najznacajnijih predstavnika srpskog
romantizma. Idvorski ikonostas u Todoroviéevom opusu predstavlja religioznu celinu

koja se ikonografski i likovno nadovezuje na njegovo ogromno iskustvo i neizmeran
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slikarski talenat, dok su predstave istorijskih licnosti i scena, nastale pod uticajima

austrijskih i nemackih slikarskih radionica tog zanra. Prilikom oslikavanja ovog

ikonostasa, pomagala mu je supruga Poleksija [342].

Slika 3.2. Ikonostas crkve Svetih Blagovesti u Idvoru

Opis analiziranih uzoraka dat je u Tabeli 3.2. Sa ikonostasa Baricke crkve
analizirano je sedam uzoraka (uzorci sa oznakom B), a sa ikonostasa crkve u Idvoru jedan
(uzorak I1). Slojevi boje bili su veoma tanki i lomljivi. Ljuspice bojenog sloja uzorkovane
su sa ivica ve¢ oSteCenih regija uz pomo¢ skalpela, pre bilo kakvih konzervatorskih

tretmana. Uzorci su smesteni u Ciste posudice, oznaceni i sacuvani za analizu.
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Tabela 3.2. Opis analiziranih uzoraka uzetih sa starih slika

Uzorak Opis

B4 Prestona ikona Isus Hrist Bojeni sloj, siva pozadina
B8 Sveti Teodor Tiron Bojeni sloj, oker pozadina
B15 Prestona ikona Bogorodica sa Hristom Bojeni sloj, siva pozadina
B16 Sveti Jovan Krstitelj Bojeni sloj, zelena pozadina

Tri Srpska svetitelja — Sveti Arsenije, o .
B17 ) o ) o Bojeni sloj, zelena pozadina
Sveti Arhiepiskop Sava i Sveti Simeon

Tri Srpska svetitelja — Sveti Arsenije, o
BI18 ) o ) o Bojeni sloj, crvena bordura
Sveti Arhiepiskop Sava i Sveti Simeon

Tri Srpska svetitelja — Sveti Arsenije, o
B19 ) o ) o Bojeni sloj, bela sa pozlatom
Sveti Arhiepiskop Sava i Sveti Simeon

Prestona ikona Isus Hrist o .
I Bojeni sloj, braon pozadina
crkva Svetih Blagovesti u Idvoru

3.3 ENZIMSKA HIDROLIZA

Rastvaranje vekovima starih, degradiranih i umrezenih proteinskih veziva moze
predstavljati veoma izazovan zadatak prilikom primene standardnih metoda proteomike
za identifikaciju proteina u umetni¢kim delima. Tokom izrade ove doktorske disertacije,
za pripremu referentnih uzoraka za analizu primenjen je tipi¢an postupak hidrolize
proteina koji se primenjuje u proteomici. Taj postupak ukljucuje tretiranje proteina jakim
denaturacionim sredstvima, raskidanje disulfidnih veza 1 alkilovanje cisteinskih
nastavaka. Redukcija disulfidnih veza pomoc¢u DTT (45 mM, konac¢na koncentracija 9
mM) u prisustvu uree (8 M) u AMBIC puferu (40 mM, pH 8.2) uz inkubaciju 30 min na
50 °C, pracena je karboksimetilovanjem jodsir¢etnom kiselinom (100 mM, konacna
koncentracija 16.7 mM) u mraku, na sobnoj temperaturi tokom 30 min. Polazne
koncentracije proteina bile su 1 mg/mL. Nakon razblazivanja uzoraka, kako bi se postigla
koncentracija uree niza od 2 M, AMBIC puferom, u alikvot uzoraka od 100 pL dodat je
tripsin (10 pg/mL) i uzorci su inkubirani na 37°C tokom 16 sati. Svi uzorci su podeljeni
na dva dela. Reakcija je zaustavljena snizavanjem pH na oko 2 dodavanjem mravlje

kiseline, delu uzorka koji ¢e biti analizirani putem LC-MS/MS, odnosno TFA delu uzorka
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koji je analiziran pomo¢u MALDI-TOF MS. Nakon uklanjanja soli ZipTip mikro

nastavcima, uzorci su adekvatno razblazeni i1 analizirani.

Opisani postupak pokazao se kao suviSe komplikovan za primenu na uzorcima
starih slika, jer nosi rizik od gubitka materijala 1 prevelikog razblazenja usled dodatka
uree. Na pocetku postupka dodaje se urea u koncentraciji od 8 mol/L, ali neposredno pre
dodatka tripsina njena koncentracija mora biti manja od 2 mol/L, kako ne bi doslo do
denaturacije enzima. Kako je koncentracija proteinskog materijala u uzorcima starih slika
veoma mala, postojala je realna opasnost da, primenom ovog postupka, proteini nece biti
uspesno identifikovani. Zato je skracena i pojednostavljena procedura, sli¢na postupcima
ve¢ objavljivanim u literaturi [64,229,273,274] i testirana na model uzorcima. Hidroliza
je izvedena u heterogenoj fazi, bez prethodne ekstrakcije proteina, inkubacijom ¢vrstog
uzorka na 37°C tokom 16 sati, u 100 pL AMBIC pufera (40 mM, pH 8.2), koji sadrzi
tripsin u koncentraciji 10 pg/mL. Supernatant je odvojen nakon 15 minuta centrifugiranja,
a digestija zaustavljena zakiSeljavanjem uzoraka mravljom kiselinom ili TFA, zavisno od
daljeg postupka analize. Svi koraci pripreme uzorka izvedeni su u istoj Ependorf tubi
¢ime je smanjen rizik gubitka materijala. PoSto je ovaj postupak pripreme uzoraka
omogucio identifikaciju proteina u model uzrcima, primenjen je i na uzorke bojenog sloja

sa pravoslavnih ikona ikonostasa crkve u Bari¢u i Idvoru.

3.4 UKLANJANJE SOLI I PRECISCAVANJE UZORAKA

Pre analiziranja primenom masene spektrometrije, rastvori hidrolizovanih
proteina, koji sadrze slobodne peptide koncentrovani su i pre€is¢eni pomocu ZipTip
mikro nastavaka za automatsku pipetu (Millipore, Bedford, MA, USA) koji sadrze C18
reversnu stacionarnu fazu. Peptidi iz rastvora vezuju se za punjenje mikro kolone, dok se
mali molekuli poput soli i sredstava za denaturaciju ispiraju. PreiS€avanje rastvora
peptida pre analiziranja izuzetno je vazno i kod MALDI-TOF i kod LC-MS metodologije.
Soli i mali molekuli prisutni u rastvorima peptida sprecavaju formiranje kristala peptida
1 matriksa prilikom nanoSenja rastvora na MALDI plocu i na taj nacin ometaju analizu.
Takode, u spektru se mogu pojaviti pikovi adukata peptida i natrijumovih ili amonijum

jona, §to znatno otezava njihovo tumacenje i identifikaciju peptida. Kod LC-MS tehnike
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ove necistoce ometaju proces jonizacije, prljaju kolonu i znatno usloznjavaju spektre. Jos
jedna prednost primene postupka precis¢avanja je moguénost koncentrovanja peptida
ispiranjem sa kolone minimalnim zapreminama rastvaraca. PreCiSavanjem uzoraka
ZipTip nastavcima odstranjuju se i suspendovane Cestice eventualno prisutne u rastvoru,
Sto je veoma znacajno kod te€no-masene hromatografije. Glavni nedostatak je ograniceni

kapacitet mikrokolone, koja moze vezati ukupno 5 pg peptida.

Sam postupak precis¢avanja pocinje kondicioniranjem mikro kolone Cistim
acetonitrilom 1 ekvilibracijom 0.1% mravljom kiselinom ili TFA kako bi peptidi mogli
da se vezu za stacionarnu fazu. Nakon vezivanja peptida na koloni uvlacenjem rastvora
uzorka nekoliko puta, kolone se ispiraju 0.1% mravljom kiselinom (uzorci koji se
analiziraju pomoc¢u LC-MS) ili TFA (uzorci koji se analiziraju pomo¢u MALDI-TOF).
Peptidi se eluiraju sa kolone u dva koraka, 0.1% mravljom kiselinom u acetonitrilu (1:1,
v:v) 1 Cistim acetonitrilom. Eluat je sakupljen u istu Ependorf kivetu, a uzorci predvideni
za analizu na LTQ-Orbitrapu razblazeni 10 puta dejonizovanom vodom (referentni
materijali 1 model uzorci razblaZeni su 50 puta) i injektovani na kolonu. Uzorci analizirani
MALDI-TOF, precis¢eni su na isti nafin, pomeSani sa rastvorom matriksa, 2,5-
dihidroksibenzoeve kiseline u odnosu 1:2 i naneti na MALDI ploc¢u. Koncentracija
matriksa u smesi acetonitrila i 1%TFA (u odnosu 1:2, v/v) bila je 15 mg/mL. Kada se
uzorci osuSe 1 kristaliSu na ploci, stabilni su nekoliko nedelja, ako se cuvaju u suvim
uslovima i1 van domasaja svetlosti, tako da se isti uzorak po potrebi moze viSe puta

analizirati.

3.5 INSTRUMENTI I APARATURE
3.5.1 MALDI-TOF/TOF

Uzorci su analizirani na Autoflex III Smartbeam MALDI-TOF masenom
spektrometru (Bruker Daltonics, Germany), kojim se upravlja preko softvera FlexControl
v3.3. Maseni spektrometar opremljen je 355 nm azotnim laserom za jonizaciju uzoraka.
Spektri su snimljeni pomocu tehnologije odlozene ekstrakcije (delayed extraction) u

pozitivnom refleksionom modu. Svaki spektar je prosek 200 impulsa lasera (laser shots)
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kako bi se poboljsao odnos signala i Suma (S/N). Parametri napona podeSeni su na nacin
dat u Tabeli 3.3. Vreme odloZene ekstrakcije podeSeno je na 10 ns, a opseg m/z vrednosti
500-4000 Th. Eksterna kalibracija visoke preciznosti (HPC) radena je svakoga dana

pomocu komercijalne smesSe peptida.

Tabela 3.3. Parametri napona MALDI-TOF masenog spektrometra

PMF LIFT (MS/MS)

Jonski izvor 1 19.0 kV | Jonski izvor 1 6.0 kV
Jonski izvor 2 16.7 kV | Jonski izvor 2 53kV
Socivo (Lens) 8.5kV | Socivo (Lens) 3.0kV
Reflektor 1 21.0 kV | Reflektor 1 27.0kV
Reflektor 2 9.7 kV | Reflektor 2 11.45kV

LIFT 1 19.0 kV

LIFT 2 4.4kV

Prvo su snimani PMF spektri uzoraka, a zatim su sa iste MALDI ploce snimani
i1 LIFT tandem maseni spektri najintenzivnijih jona koji se javljaju u PMF spektrima.
Analize su izvedene u pozitivnom LIFT modu. Opseg selekcije prekursor jona (PCIS) bio
je 0.65% zadate mase jona. Parametri napona prikazani su u Tabeli 3.3. Za prekursor jone

akumulirano je 200 pulseva lasera, dok je 500 pulseva akumulirano za fragmentaciju.

3.5.2 LC-ESI-LTQ-Orbitrap

Hromatografsko razdvajanje izvedeno je pomocu Surveyor sistema za te¢nu
hromatografiju (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA) spojenog sa ESI izvorom
masenog spektrometra. Autosemplerom je naneto 20 pL rastvora uzoraka na
komercijalnu reversno-faznu C18 kolonu (Zorbax 300 SB C18 USP1 narrow bore
2.1x150 mm, 5 pm; Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Rastvara¢ A (0.1% mravlja
kiselina u acetonitrilu) 1 rastvara¢ B (0.1% mravlja kiselina u vodi) koriS¢eni su kao
mobilna faza. Tokom preliminarnih testova optimizovan je gradijent elucije, kako bi se

postiglo zadovoljavajuce razdvajanje peptida uz razumno trajanje analize. Primenjen je
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slede¢i gradijent uz konstantan protok mobilne faze od 200 puL/min: 10-55% rastvaraca
A (tokom 100 min), 55-95% A (od 101 do 105 min), 95% A (od 106 do 110 min). Kao
priprema za sledecu analizu, gradijent od 95% do 10% rastvaraca A primenjen je tokom

5 min 1 kolona je ekvilibrisana 10 min sa 10% rastvaraca A (Slika 3.3).
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Slika 3.3. Gradijent primenjen za eluiranje peptida sa kolone

Eluirani peptidi putem elektrospreja ulaze u maseni spektrometar ultra-visoke
rezolucije LTQ-Orbitrap XL (hibrid, 2D ion trap-Orbitrap) (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Germany) gde su analizirani u pozitivnom ESI modu [245]. Parametri rada
instrumenta i snimanja spektara kontrolisani su pomocu Xcalibur 2.0.7 i Tune 2.4 softvera
(Thermo Fisher Scientific). Opsti maseno spektrometrijski uslovi bili su podeSeni na
slede¢i nacin: napon elektrospreja 3.8 kV, tube lens offset 100 V, temperatura kapilare
275 °C, napon kapilare 40 V, protok zastitnog i pomoc¢nog gasa (u oba slucaja azot) 45 i
15 arbitrarnih jedinica. Maseni spektri snimljeni su u data-dependent modu koji
automatski prebacuje izmedu Orbitrap-MS 1 LTQ-MS/MS skeniranja. Maseni spektri
celog opsega (full scan, m/z 180-2000) snimani su pomocu Orbitrap analizatora uz
teorijsku rezoluciju od 60000 pri odnosu m/z 400. Dva najintenzivnija dvostruko ili
trostruko naelektrisana jona, ¢iji je intenzitet bio iznad 500, izolovana su uz toleranciju

mase od *2 Da i fragmentisana koliziono indukovanom disocijacijom (CID).

Fragmentacija je izazvana u jonskoj zamci (LTQ) sa helijumom kao kolizionim gasom i
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normalizovanom kolizionom energijom od 35%, aktivacijom q = 0.25 i aktivacionim
vremenom od 30 ms. Dobijeni fragment joni snimljeni su u centroid modu sa jednim
mikro-skenom na LTQ uredaju uz rezoluciju mase od 7500 (FWHM). Maksimalno vreme
injektovanja jona podeseno je na 200000 ms. AGC (engl. automatic gain controll)
podesen je na 300000 i u MS i u MS/MS modu snimanja da bi se sprecilo da se jonske
zamke prepune. Za internu kalibraciju u realnom vremenu kori$éen je signal pozadinskog
jona m/z 214,089625 koji odgovara protonizovanom N-butilbenzen sulfonamidu

CioH1602NS", kao lock mass (engl.) i u MS i u MS/MS modu [343].

3.6 OBRADA REZULTATA
3.6.1 Parametri pretrage baze podataka za MALDI-TOF/TOF podatke

Sirovi maseni spektri snimljeni na MALDI-TOF instrumentu obradeni su
pomocu softvera FlexAnalysis v3.3 (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany). PMF
spektri i TOF/TOF tandem maseni spektri su pre¢iSéeni i korigovana im je bazna linija
pomocu opcija smooth 1 baseline-subtract. SNAP algoritam primenjen je za detekciju
monoizotopskih pikova, uz faktor praga kvaliteta (quality factor threshold) 30. Prag
odnosa signala i Suma (S/N treshold) podesen je na 6 za MS i 3 za MS/MS spektre.
BioTools 3.2 softver (Bruker Daltonics GmbH), povezan sa Mascot
pretrazivacem(Mascot Search engine), koris¢en je za pretragu SwissProt baze podataka
(verzija SwissProt 2012 03; 428650 sekvenci) [231]. PMF spektri pretrazivani su
pojedinacno 1 zajedno sa pripadaju¢im LIFT tandem masenim spektrima. Parametri
pretrage optimizovani su iteracijom. Dozvoljena je tolerancija mase 50-150 ppm za PMF,
odnosno 50-150 ppm i 0.6-0.8 Da za MS/MS pretraZivanje baze, zavisno od preciznosti
snimljenih spektara. Svi tandem maseni spektri pretrazivani su u odnosu na seriju jona
karakteristicnih za MALDI-TOF/TOF koje podrazumeva Mascot (a, a-17, a-18, b, b-17,
b-18, y, y-17, y-18, imonijum i interni yb i ya joni ispod 700 Da). Uzeto je da je
naelektrisanje jona +1, bioloske vrste su ograni¢ene na Metazoa, a u pogledu izoelektri¢ne
taCke 1 mase proteina nisu postavljena ogranienja, jer proteini nisu prethodno
elektroforetski razdvajani. Broj preskocenih mesta enzimskog cepanja podesen jena 1, u

modu tolerantnom na greske (engl. error tolerant mode).
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Vazno je napomenuti da su proteinska veziva podlozna procesima starenja koji
su ubrzani prisustvom nekih katalitickih pigmenata [261,344,345]. Zato su Ceste post-
translacione modifikacije aminokiselinskih ostataka u proteinskim vezivima. Najcesce
dolazi do oksidacije, deamidacije, gubitka vode i, u nekim slucajevima, hidroliticke
degradacije koja vodi skra¢ivanju lanca proteina. Na primer, deamidacija je spontana
neenzimatska modifikacija proteina koja rezultuje promenom mase peptida od +0.984
Da. Leo ef al. utvrdili su da je deamidacija asparagina i glutamina glavna modifikacija
usled propadanja/starenja kazeina i kolagena u zidnim slikama i sugerisali da ova
modifikacija moze sluZziti kao merilo starosti umetnickog dela [65]. U sli¢noj studiji
starost muzejskih tekstila od ovc¢ije vune (Ovis Aries) procenjena je na osnovu stepena

deamidacije, koji je odreden putem MALDI-TOF-MS [346].

Da bi peptidi bili adekvatno identifikovani, moraju se definisati fiksne i
varijabilne modifikacije u procesu pretrazivanja baze podataka. Varijabilne modifikacije,
koje mogu, ali ne moraju biti prisutne u analiziranim peptidima, su najéeSc¢e prirodne,
poput oksidacije metionina ili hidroksilacije prolina. One znatno opterecuju proces
pretrazivanja baze proteina i produzavaju vreme trajanja pretrage, pa moraju biti pazljivo
odabrane. Fiksne modifikacije, su modifikacije za koje se smatra da su prisutne na svim
ostacima pojedinih aminokiselina, u svim peptidima, usled primene odredenih reagenasa
prilikom pripreme uzoraka. One se definiSu kao parametar pretrage kada su peptidi
modifikovani u toku pripreme uzoraka i1 ne produzavaju vreme pretrage. Primer je
karbamidometilovanje ili karboksimetilovanje cisteina, kada program za pretrazivanje
automatski dodaje masu +57 odnosno +58 za svaki cisteinski ostatak u peptidu, zbog

razlike u masi koja se javlja nakon modifikacije (Slika 3.5).

i
SH §—CH,—C-OH
I
0 (|3H2 0 CHzﬂ
]

Il I
[—CH,—C-OH + NNH-I(_ZI—C—NHJU‘ — NNH-I(_:I—C-NHN

Jodsircetna kiselina Cistein S-karboksimetilovani cistein
(IAA)

Slika 3.4. Karboksimetilovanje aminokiselinskog ostatka cisteina pomocu jodsiréetne

kiseline
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Prilikom pretrage baze podataka za setove podataka snimljene tokom izrade ove
doktorske disertacije, razmatrane su razlic¢ite mogué¢e PTM. Kao varijabilne modifikacije
uzete su u obzir oksidacija metionina, lizina i prolina, N-terminalno acetilovanje,
fosforilacija serina i treonina i1 deamidacija asparagina, dok je karboksimetilovanje
cistena smatrano fiksnom modifikacijom samo u setovima podataka referentnih
materijala. Takode, kada je kod PMF spektara bilo moguce, poredene su m/z vrednosti
tripsinskih peptida referentnih 1 uzoraka pravoslavnih ikona, kako bi se potvrdilo

prisustvo nekih modifikacija dobijenih pretragom baze sekvenci.

MOWSE skor verovatnoce, koji pokazuje da je dobijeno poklapanje izmedu
eksperimentalnog seta podataka i svakog unosa sekvence u bazi podataka slucajni
dogadaj na nivou verovatnoce p = 0.05, koris¢en je kao kriterijum uspesne identifikacije
[343]. Skorovi su prikazani kao —10Logl0(P), gde je P verovatnoca da je poklapanje
slu¢ajno. NajvisSi skor ukazuje na poklapanje sa najnizom verovatno¢om. Prag
identifikacije je obicno MOWSE skor oko 70 za PMF i 30—40 za MS/MS identifikaciju.
Da 1i je najbolje poklapanje statisticki znacajno zavisi od kvaliteta snimljenog spektra i
veliCine baze koja se pretrazuje. Ponekad, ako je kvalitet snimljenog spektra los,
poklapanje moze imati relativno visok skor, koji ipak ne prelazi prag znacajnosti. To se
prepoznaje po dobroj odvojenosti skora poklapanja od raspodele slucajnih skorova. Ovaj
relativno visoki prag naziva se prag homologije (homology threshold), dok se visi prag
naziva prag identifikacije (identity threshold). Prag homologije, ali ne 1 identifikacije,
moze biti zadovoljen 1 u sluajevima kada u bazi podataka nedostaju sekvence proteina
trazene bioloSke vrste, ve¢ se identifikacija postize na osnovu sli¢nosti sa sekvencama
srodnih bioloskih vrsta koje se nalaze u bazi proteina. Primer su kolageni i o tome ¢e vise

biti reci kasnije.

Kada je viSe od jednog peptida pripisano istom proteinu, ¢ak i sa nizim MOWSE
skorovima, verovatnoc¢a na osnovu koje se skor racuna opada, pa dobijeni rezultat postaje
pouzdaniji. U idealnom slucaju, ispravan rezultat je u isto vreme i najbolje i znacajno

poklapanje [231].
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3.6.2 Parametri pretraga baze podataka za LC-MS/MS podatke

LC-MS/MS datoteke sadrze i po nekoliko hiljada pojedinaénih MS/MS spektara
od kojih ve¢ina odgovara po jednoj eluiranoj komponenti. Spektri koji odgovaraju istoj
komponenti su Cesti, a javljaju se 1 spektri koji nisu posledica fragmentacije peptida.
Datoteke snimljene za referentne i model uzorke, analizirane tokom izrade ove doktorske
disertacije, imale su u proseku oko 2500 tandem masenih spektara. Datoteke analiziranih
uzoraka ikona bile su neSto manjei, zbog male koncentracije proteina u uzorcima, i

sastojale su se od oko 1000 MS/MS spektara.

Maseni spektri snimljeni pomoc¢u ESI-LTQ-Orbitrap instrumenta obradeni su
koris¢enjem Mascot Distiller v2.5.1.0 (64-bit) softvera (Matrix Science Ltd; London) i
konvertovani u MGF (Mascot Generic Files) kako bi mogli biti pretrazivani u odnosu na
bazu proteina. Za pretrazivanje SwissProt baze sekvenci (SwissProt 2014 01; 542258
sekvenci) koriSéen je isti softver, povezan sa Mascot serverom [231]. Dozvoljena je
tolerancija mase od 2 ppm za prekursor jone i 0.1 Da za fragmentacione jone. Svi tandem
maseni spektri su pretrazivani u odnosu na set jonskih serija karakteristicnih za ESI-
IonTrap u Mascot-u. Dozvoljena su nelektrisanja jona +2, +3 1 +4, bioloske vrste su
ogranicene na Metazoa i nisu postavljana ogranicenja izoelektréne tatke i mase proteina.
Broj moguc¢ih preskocenih mesta raskidanja peptidne veze podeSen je na 1, dok su
oksidacija lizina i prolina, acetilovanje N-terminalnog kraja proteina, fosforilacija serina
1 treonina 1 deamidacija asparagina i glutamina razmatrane kao varijabilne modifikacije.
Karboksimetilovanje cisteina uzeto je kao fiksna modifikacija u spektrima referentnih
materijala. Prva pretraga uvek je radena uz izbor opcije “error-tolerant”, kako bi se
identifikovale i druge moguée modifikacije ili degradacije peptida. Zavisno od rezultata,
u drugoj pretrazi uklju¢ivane su eventualno i rede PTM kao varijabilne, ukoliko su

rezultati prve pretrage na to ukazivali.
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4 REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 ANALIZA PROTEINSKIH VEZIVA MALDI-TOF MASENOM
SPEKTROMETRIJOM

U toku izrade ove doktorske disertacije primenjena su dva pristupa za
identifikaciju proteina: otisak prsta proteina na osnovu masa peptida (peptide mass
fingerprint, PMF), kojom se izmerene mase peptida porede sa teorijskim masama peptida
izraCunatim na osnovu in silico digestije proteina, i pretrazivanje baze teorijskih

fragmentacionih (MS/MS) spektara peptida.

PMF spektri prouc¢avanih veziva snimljeni su pomo¢u MALDI-TOF masene
spektrometrije. Mase peptida detektovane u PMF spektrima pretraZzivane su pomocu
Mascot pretrazivaca u odnosu na SwissProt bazu sekvenci i na osnovu toga rezultatima
su dodeljeni skorovi. Pored vrednosti masa, za pretragu su koriS¢eni i intenziteti pikova,
kako bi se poboljsala specificnost identifikacije. Liste pikova ograni¢ene su na opseg 800-
3000 Da, jer se veliki broj pikova koji poti¢u od soli i klastera matriksa DHB nalaze u
regionu niskih masa, dok su pikovi iznad 3000 Da tipi¢ni za peptide koji imaju preskoc¢ena

mesta enzimskog cepanja.

PMF metoda ima mnoge prednosti, kao Sto je visoka osetljivost (granica
detekcije reda femtomola), mala koli¢ina uzorka potrebna za analizu (0.5 pg - 0.5 g),
piprema uzoraka je jednostavna i relativno brza i moguéa je identifikacija tipova
proteinskih veziva u smeSama [229,253,258,348,349]. Ipak, prisutne su i neke mane [229,
255, 349]:

- neophodna je sofisticirana postavka instrumenta;

- pozeljno je formirati bazu referentnih proteinskih veziva;

- usled interakcije sa pigmentima dejstvo tripsina moze biti inhibirano;
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- peptidi su okarakterisani jedino masom i intenzitetom pika, pa se
identifikacija zasniva samo na njihovom poredenju sa teorijskim masama

peptida.

Najbolje rezultate PMF analiza daje u slucaju pojedinac¢nih proteina ili
jednostavnih smesa, dok kompleksni i kontaminirani uzorci, kakvi su proteinska veziva
mogu predstavljati problem. PMF analiza nekih uzoraka u ovoj studiji nije imala najbolji
ucinak 1 u takvim slucajevima MS/MS pristup bio je od izuzetne pomoc¢i. MALDI-
TOF/TOF omogucava snimanje tandem masenih spektara u istoj tacki na MALDI ploci
gde je snimljen i PMF spektar. Snimanjem tandem masenih spektara poveéava se koli¢ina
informacija dostupna za dati peptid. Oni sadrze specifican Sablon fragmentacije peptida
na osnovu koga se moze utvrditi njegova tacna sekvenca. Jednostruko naelektrisani
peptidi u MALDI izvoru skloni su fragmentaciji na specificnim mestima. Joni dobijeni
fragmentacijom ovih peptida su najceSce y-, b- i a-joni, praceni jonima nastalim usled
gubitka neutralnog molekula amonijaka ili vode. Dobijeni fragmenti imaju razlicite
intenzitete u skladu sa afinitetom odredenih peptidnih veza prema fragmentaciji i mestom
na kome se nalazi naelektrisanje. Joni dobijeni preferencijalnim cepanjima peptidnih veza
su dominantni u MS/MS spektrima. U MALDI izvoru jednostruko naelektrisani peptidi
imaju posebnu sklonost ka cepanju peptidne veze na C-terminalnom kraju asparaginske i
glutaminske kiseline i N-terminalu prolina [350]. Preferencijalna cepanja smanjuju
koli¢inu informacija u tandem masenim spektrima usled ¢ega se obi¢no ne mogu
detektovati kompletne serije y-iona, pa neke informacije o sekvenci mogu izostati.
Pretraga masa fragment jona povecava verovatnocu identifikacije proteina uz manji broj
detektovanih peptida.To je od posebne vaznosti kod identifikacije proteinskih veziva u
starim slikama gde procesi starenja i degradacije znacajno smanjuju moguénost nalazenja
nakon hidrolize velikog broja nepromenjenih peptida, Sto je preduslov uspesne PMF

analize.

LC-MS/MS podaci mogu sadrzavati stotine i hiljade fragmentacionih spektara u
jednoj datoteci 1 vreme snimanja moze biti veoma dugo, kao i filtriranje podataka i
uklanjanje nezeljenih fragmentacionih spektara. U poredenju sa tim, MALDI-TOF MS i
MS/MS spektri snimaju se pojedinac¢no, a mogu kombinovati u jedinstvenu datoteku,

¢ime je olakSana obrada spektara i pretraga baze proteina. Fragmentacioni spektri mogu
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se snimati i nekoliko puta dok se ne postigne Zeljeni kvalitet spektra. Identifikacija
proteina moze se posti¢i za veoma kratko vreme snimanjem fragmentacionih spektara i
pretragom baze za mali broj karakteristi¢nih peptida utvrdenih na osnovu PMF analize.
PMF analiza bez MS/MS potvrde moze ponekad biti nesigurna ili dovesti do pogresnih
zakljucaka, kao $to se moze videti iz nekih primera u okviru ovog istrazivanja (kompletni

podaci dati su u Prilogu 1), ali i iz literature [229,253,258,260].

Tandem maseni spektri snimljeni tokom izrade ove doktorske disertacije
pomoc¢u MALDI-TOF/TOF masene spektrometrije podvrgnuti su pretrazi baze podataka
kao kombinovane datoteke koje se sastoje od PMF spektra uzorka i pripadaju¢ih LIFT-
MS/MS spektara. U obzir su uzeti samo fragmentacioni spektri dobrog kvaliteta, Ciji je
odnos signala 1 Suma zadovoljavao zadate kriterijume, kako bi se izbegli lazno pozitivni
rezultati. Kao povratna informacija dobijeni su ukupni skorovi identifikovanih proteina,
kao 1 skorovi pojedina¢nih jona podvrgnutih fragmentaciji. Pojedina¢ni PMF ili LIFT
spektar mogu imati nizak MOWSE skor verovatno¢e koji ukazuje da je dobijeno
poklapanje mozda slucajni dogadaj. Ipak, pretragom kombinovanih spektara u odnosu na
bazu sekvenci proteina dobijeni su znacajniji skorovi, jer se ukupni skorovi proteina
racunaju na osnovu skorova peptida. Oni su suma najvisih skorova svake pojedinacne
sekvence, iskljucujuéi visestruka poklapanja. Prilikom izra¢unavanja ukupnih skorova
proteina primenjuje se mala korekcija, kako bi se umanjio uticaj slu¢ajnih poklapanja koja
imaju niske skorove [231]. Na osnovu dobijenih rezultata formira se lista proteina
rangiranih prema skorovima. Sto je skor proteina veéi, verovatnoca da je poklapanje
slu¢ajno je manja. Ako viSe tandem masenih spektara identifikuje peptide iz istog
proteina, ali su individualni skorovi peptida ispod zadatog praga verovatnoce, ukupni skor
1 dalje moze rangirati protein visoko na listi. Ovde je kao kriterijum identifikacije peptida
uzeto da pojedinacni skor jona mora biti visi od grani¢ne vrednosti koju Mascot smatra

pokazateljem identiteta ili ekstenzivne homologije (oko 30-40).

U referentnim materijalima nisu nadene sve sekvence peptida koji su

identifikovani u model uzorcima i obrnuto. Brojni razlozi doprineli su tome, od kojih su

vvvvv

usled starenja, S§to moze imati za posledicu izostanak pojedinih peptida ili promenu
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njihovih odnosa m/z. U spektrima mogu biti prisutni pozadinski pikovi i kontaminacije

(npr. pikovi od keratina).

Najcesce posttranslacione modifikacije koje su se javljale u rezultatima model
uzoraka i1 uzoraka analiziranog bojenog sloja su: oksidacija u vezivima na bazi kolagena
(promena mase +16 Da), fosforilacija (+80 Da) u proteinima mleka i acetilovanje N-
terminala peptida. U pojedinim peptidima identifikovana je i deamidacija glutamina i
asparagina, PTM koja izaziva malu promenu mase (+0.984 Da) i moze se poklopiti sa
izotopskom raspodelom. Neocekivane ili manje frekventne modifikacije ukljuene su u
rezultate Mascot pretrage izborom opcije error tolerant. U sluc¢aju nekih modifikacija,
kakva je fosforilacije serina i treonina u proteinima mleka, nema mnogo mesta u peptidu
gde se moze naci, pa je, uz dobre podatke, bilo moguce utvrditi tatan poloZaj
modifikovanih ostataka. Suprotno tome, peptidi kolagena bogati su prolinom koji je
podlozan hidroksilaciji. Zato pretraziva¢ najc¢esce predlaze viSe varijanti takvih peptida,
u kojima se PTM nalaze na razli¢itim pozicijama. Utvrdivanje tacnog rasporeda PTM

veoma je tesko ili ¢ak nemoguce.

Na Slici 4.1 prikazan je primer fragmentacionog spektra snimljenog za model

uzorak koji sadrzi vezivo na bazi kravljeg sira i cink-oksida (7M11).
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Slika 4.1. MS/MS spektar jona peptida m/z 1267.764

Utvrdeno je da navedeni fragmentacioni spektar jona m/z 1267.764 odgovara
peptidu  YLGYLEQLLR iz alfa-Sl-kazeina (CASA1 BOVIN). U ovom spektru
identifikovana je kompletna serija y-jona, kao i b2-b9 1 al—a5 fragment joni. Skor jona
od 81 (grani¢na vrednost identifikacije u ovom slucaju bila je ve¢a od 39) dobijen je
zahvaljujuéi poklapanju 46 od 133 fragment jona koriS¢enjem 42 najintenzivnija pika. To
znaci da je na osnovu 42 najintenzivnija pika dobijena najniza verovatnoca da je
poklapanje slucajan dogadaj, odnosno najvisi skor jona. Ostali pikovi u spektru nisu uzeti
u obzir. Tokom fragmentacije peptida u MALDI izvoru mogu se javiti sekundarni gubici,
na primer gubitak molekula amonijaka i vode [351]. U slucaju peptida YLGYLEQLLR
utvrdena je skoro kompletna serija y-17 fragmentacionih jona (uz izuzetak jona y-17 9),

koji nastaju odvajanjem neutralnog molekula amonijaka od y-jona.

4.1.1 Analiza referentnih uzoraka MALDI-TOF masenom spektromerijom

Rezultati pretrage baze sekvenci za PMF spektre uzorka belanceta ukazuju na

prisustvo 4 proteina — ovalbumin, ovotransferin, lizozim C i protein Y povezan sa
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ovalbuminom, pri ¢emu prva imaju visoke MOWSE skorove i dobre pokrivenosti
sekvence (redom 71%, 32%, 39% 1 11%). Analizom tandem masenih spektara
identifikovano je 15 peptida ovalbumina, od kojih 11 ima skorove iznad 38 (pokazatelj
identiteta ili ekstenzivne homologije na nivou verovatnoc¢e p>0.05). Ukupan dobijeni skor
za ovalbumin na osnovu tandem masenih spektara je 961, dok je za PMF spektar 149.
Prisustvo ovotransferina je potvrdeno na osnovu 9 identifikovanih peptida i skora
proteina 177. Lizozim i protein Y povezan sa ovalbuminom nisu identifikovani na osnovu

tandem masenih spektara, verovatno usled niskih koncentracija tih proteina u belancetu.

Analiza PMF spektara Zumanceta ukazuje na prisustvo dva proteina,
vitelogenina-2 i ovalbumina koji su identifikovani uz pokrivenost sekvence od 23% i
32%, dok su analizom tandem masenih spektara, osim pomenutih proteina, identifikovani
1 apovitelenin-1 1 lizozim C, sa ne tako visokim ukupnim skorovima proteina, ali sa bar
jednim znacajnim skorom peptida koji ukazuje na identitet ili ekstenzivnu homologiju.
Vitelogenin-2 je protein velike mase (205 kDa) koji se sastoji od 1850 aminokiselina i
ocekivalo bi se da ¢e nakon hidrolize tripsinom u PMF spektrima biti prisutan veliki broj
peptida. Medutim, u odnosu na njegovu masu, detektovano je malo pikova i identifikovan
je mali broj peptida. U najboljem slucaju, pokrivenost sekvence kod PMF analiza je 23%,
dok je broj peptida identifikovanih putem tandem masene spektrometrije nizi, pa je, sa
zadovoljavaju¢im skorovima, identifikovano samo 7 od nadenih 27 sekvenci peptida.
Ipak, ukupni skor vitelogenina-2 je 305, uprkos niskim skorovima pojedina¢nih peptida.
Tandem maseni spektri peptida Cije su vrednosti m/z 1445.6 (VGATGEIFVVNSPR) i
1560.7 (SPQVEEYNGVWPR) imaju najvise skorove, ¢ime je omogucéena
nedvosmislena identifikacija vitelogenina-2. Ovakav rezultat posledica je Cinjenice da su
proteini u Zumancetu upakovani u lipoidne Cestice i njihov najveci deo nije dostupan

enzimu tokom hidrolize zbog hidrofobnosti.

U PMF spektru uzorka kazeinskog veziva alfa-S1-kazein i alfa-S2-kazein
zastupljeni su sa skoro jednakim brojem pikova. Analiza tandem masenih spektara daje
nesto drugacije rezultate u kojima alfa-S1-kazein dominira sa 7 identifikovanih peptida 1
ukupnim skorom 463, dok je iz alfa-S2-kazeina identifikovan samo jedan peptid sa nesto
nizim skorom. Na prisustvo beta-kazeina u uzorku ukazuje peptid m/z 2186.2

identifikovan kao peptid DMPIQAFLLYQEPVLGPVR sa veoma visokim skorom od
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124. U uzorku veziva na bazi kravljeg sira, pored ova tri proteina, analizom PMF spektara

je identifikovano prisustvo beta-laktoglobulina iz surutke, ali jedino alfa-S2-kazein, od
svih proteina, ima znacajan skor od 463. Analizom kombinovanih MS/MS spektara
uzorka veziva na bazi sira potvrdena je identifikacija alfa-S1-kazeina, beta-
laktoglobulina, alfa-S2-kazeina i beta-kazeina, a identifikovan je i peptid YIPIQYVLSR,
m/z 1251.7 iz kapa-kazeina.

U PMF spektrima uzoraka tutkala razli¢itog bioloSkog porekla utvrdeno je da su
pikovi m/z 1105.6, 1427.7, 1435.7, 1453.7, 1560.8, 1586.8, 2056.1 i 2131.1
karakteristi¢ni za prisustvo kolagena. Ipak, tacno poreklo kolagena ne moze se odrediti
pouzdano ¢ak ni MS/MS eksperimentima. U bazama sekvenci najviSe informacija
dostupno je za govedi kolagen, koji je, do sada, najopseznije proucavan, dok je koli¢ina
strukturnih podataka za kolagene drugih organizama veoma oskudna. Zato su, pretragom
baze sekvenci za PMF 1 fragmentacione spektre kolagenskih veziva tokom izrade ove
doktorske disertacije, najCeS¢e identifikovani govedi kolagen alfa-1(I) lanac
(CO1A1_BOVIN) i alfa-2(I) lanac (CO1A2 BOVIN), ¢ak i u uzorcima kolagena koji
poticu od drugih zivotinjskih vrsta. Govedi kolageni identifikovani su u svim refrentnim
uzorcima govedeg (630001 63010) i zecijeg tutkala (63025 1 63028). U uzorku tehnickog
zelatina, ekstrahovanog iz svinjske koze (63040), najbolje skorove imaju dve sekvence
koje odgovaraju kolagenu psa, lancu alfa-2(I) (Canis familiaris). Salianski isinglass
(63110) je vazdusni mehur jesetre, a rezultati dobijeni PMF 1 MS/MS pristupom veoma
su dispergovani. Rezultati ovog uzorka poklapaju se sa viSe lanaca kolagena razli¢itog
porekla, od Kalifornijske pastrmke (Oncorhynchus mykiss) 1 Japanskog mramoljka
plamenog trbuha (Cynops pyrrhogaster) do ¢oveka (Homo sapiens). Ne treba posebno
naglaSavati da kolagen sibirske jesetre (Acipenser baerii), od koje se najces¢e dobija

Salianski isinglass, takode nije sekvenciran.

Specifi¢na struktura kolagena ni malo ne olakSava njegovu identifikaciju.
Naime, kolagen je protein velike molekulske mase ¢ijom se digestijom dobija veliki broj
peptida. Jedna od karakteristika kolagena je redosled u nizu aminokiselina, gde se
ponavlja triplet (Gly - X - Y)n, pa je svaka tre¢a aminokiselina glicin. Relativno Cesto se
u sekvenci javlja niz Gly-Pro-Hyp. Zato je homologija medu kolagenima razlicitih

bioloskih vrsta veoma velika, tako da Cesto samo nekoliko peptida predstavlja razliku
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medu njima. Zbog svega navedenog, pretraga baze podataka kao rezultat ¢esto ima vise

mogucih identifikacija sa sliénim skorovima.

Pretragom MS/MS spektara u odnosu na SwissProt bazu sekvenci u toku izrade
ove disertacije, identifikovano je nekoliko sekvenci peptida karakteristicnih za
kolagenska veziva. Utvrdeno je da peptidi GIPGEFGLPGPAGAR + 32 Da (m/z 1427.6),
GLPGEFGLPGPAGPR + 32 Da (m/z 1453.6), EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR + 16
Da (m/z 2055.9), GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR + 48 Da (m/z 2131.0) pripadaju
kolagenu alfa-2 (I) lanac Bos Taurus 1 Canis Familiaris, dok su GPAGPQGPR (m/z
836.4) 1 GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR + 48 Da (m/z 2705.3)
identifikovani kao kolagen alfa-1(I) lanac Bos Taurus. Sto je ve¢éa homologija proteina

medu bioloSkim vrstama, manje je potencijalnih peptidnih markera.

Kompletni rezultati analize referentnih materijala MALDI-TOF masenom

spektrometrijom dati su u Prilogu 1.

4.1.2 Analiza model uzoraka MALDI-TOF masenom spektromerijom

Uticaj pigmenata 1 pojednostavljenog postupka pripreme uzoraka na
identifikaciju proteinskih veziva procenjen je na osnovu analize model uzoraka koji su
pripremljeni od proucavanih referentnih proteinskih veziva i pigmenata cink-oksida i
gvozde(Ill)-oksida. Visoka koncentracija neorganskih pigmenata moze ometati
identifikaciju proteina [50]. Pigmenti podsti¢u umrezavanje i1 hidrolizu polipeptidnih
lanaca, 1 u manjoj meri, oksidaciju bo¢nih lanaca aminokiselina [78]. Proteini bogati
metioninom 1 cisteinom su najlabilniji 1 najviSe skloni umrezavanju i oksidaciji.
Pretpostavlja se da pojedini katjoni, kao sto su Hg(Il), Fe(IIl), Cu(Il), Pb(Il), Cd(ID),

Zn(IT) 1 Ca(II) dovode do stvaranja nekovalentnih kompleksa sa proteinima [73].

Postupak preciS¢avanja uzoraka pomocu C18 mikro nastavaka za pipete, koji
predlaze proizvoda¢, modifikovan je za potrebe ovog istrazivanja. Ovim postupkom se
precis¢avaju i1 koncentruju peptidi nakon hidrolize tripsinom i eliminiSe se supresija
signala koju izazivaju soli 1 neorganska jedinjenja. lako rezultati pretrage baze podataka

dobijeni za model uzorke sadrze manje identitfikovanih peptida (Tabela 4.1) i nize Mascot
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skorove u poredenju sa referentnim materijalima, identifikacija proteina MS/MS

analizom i dalje je uspesna.

Uporedni prikaz rezultata identifikacije proteina na osnovu PMF i MS/MS
setova podataka za model uzorke dat je u Tabeli 4.2. Podaci dobijeni MALDI-TOF/TOF
eksperimentima omogucili su identifikaciju vise proteina uz vecu pouzdanost nego PMF

analiza kod svih model uzoraka.

Iz rezultata datih u tabeli 4.2 vidi se da je PMF pristup omogucio identifikaciju
proteina u 3 od 8 model uzoraka. Od toga su samo tri proteina identifikovana sa statisticki
znaajnim MOWSE skorovima iznad 63. Sli¢nost rezultata dobijenih za referentne
materijale, nakon karboksimetilovanja, i model uzorke hidrolizovane skracenim i
pojednostavljenim postupkom, ide u prilog pretpostavci da izostavljanje derivatizacije
cisteina u protokolu pripreme uzoraka nema veliki uticaj na uspeSnost identifikacije

proteina.

93



Tabela 4.1. Peptidi u model uzorcima identifikovani Mascot pretragom MALDI-TOF/TOF spektara

Model . . . Ukupni Broj Izmeren .
uzorak Identifikovani protein skor peptida  odnos m/z Skor jona  Sekvenca

o Kolagen alfa-2(T) lanac 144 4 14277 70 (38)*  GIPGEFGLPGPAGAR + 2 Oksidacije (P)

=2 Bos taurus

=g = CO1A2 BOVIN

2 é ;, 2056.0 41 (38) EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR + Oksidacija (P)
Q0 O

Q

N +

Kolagen alfa-2(I) lanac

Bos taurus 63 4 1427.7 38 (37)  GIPGEFGLPGPAGAR + 2 Oksidacije (P)
CO1A2_BOVIN

Kolagen alfa-1(I) lanac

Zecije tutkalo
+ Oker
3M21

Bos taurus 53 3 19759  40(37) SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR
CO1A1 BOVIN
Alfa-S1-kazein Bos taurus 595 7 12678  81(39)  YLGYLEQLLR

CASA1 BOVIN
1384.8 70 (39) FFVAPFPEVFGK

1660.9 80 (39) VPQLEIVPNSAEER 10: Fosforilacija (ST)
1760.0 131 (39) HQGLPQEVLNENLLR
1952.0 66 (39) YKVPQLEIVPNSAEER 12: Fosforilacija (ST)

Kravlji sir + cink-oksid
T™M11

2316.3 145(39) EPMIGVNQELAYFYPELFR

Alfa-S1-kazein Bos taurus 412 6 1267.7  83(36)  YLGYLEQLLR
CASA1 BOVIN
1759.9 127 (36) HQGLPQEVLNENLLR
1952.0 40 (36) YKVPQLEIVPNSAEER 12: Fosforilacija (ST)

2316.1 124 36) EPMIGVNQELAYFYPELFR

Kravlji sir + Oker
TM21




Model Ukupni Broj Izmeren

Identifikovani protein Skor jona  Sekvenca

uzorak skor peptida  odnos m/z
Ovalbumin Gallus gallus 584 9
OVAL_CHICK 1345.8 101 (40) HIATNAVLFFGR
2 1555.8 70 (40)  AFKDEDTQAMPFR
-
]
o 1581.8  75(40) LTEWTSSNVMEER
i
* = 1687.7 102 (40) GGLEPINFQTAADQAR
Q
=)
<
2 2089.0  90(40) EVVGSAEAGVDAASVSEEFR 5: Fosforilacija (ST)
22813 90 (40) DILNQITKPNDVYSFSLASR
Ovalbumin Gallus gallus 490 9 1209.5  41(40) DEDTQAMPFR
OVAL CHICK
1345.8 75 (40) HIATNAVLFFGR
5 1555.7 61 (40) AFKDEDTQAMPFR
=4
o
+ § 1581.7 78 (40) LTEWTSSNVMEER
[
Q
a N
% 1859.1 42 (40) ELINSWVESQTNGIIR
M
2089.1 108 (40) EVVGSAEAGVDAASVSEEFR 5: Fosforilacija (ST)
2281.3 74 (40) DILNQITKPNDVYSFSLASR
o Vitelogenin-2 Gallus gallus 149 5 14458  48(41)  VGATGEIFVVNSPR
82~ VIT2_CHICK
= = 1560.8  53(41)  SPQVEEYNGVWPR
E43S .
5.2 Ovalbumin Gallus gallus 86
RO OVAL CHICK 2 1687.9  59(41)  GGLEPINFQTAADQAR



Model Ukupni Broj Izmeren

uzorak Identifikovani protein skor peptida odnos m/z Skor jona  Sekvenca

Apovitelenin-1

Gallus gallus APOV1 CHICK 78 2 18910  50(41)  AGQFLLDVSQTTVVSGIR
Xit%oggglléZK Gallus gallus 247 10 13427  39(38)  NIPFAEYPTYK

e

g - 1560.8  60(38)  SPQVEEYNGVWPR

+ a Ovalbumin Gallus gallus 91 2 1687.7  39(38)  GGLEPINFQTAADQAR

82 OVAL_CHICK

5 = 1860.0  52(38)  ELINSWVESQTNGIIR 12: Deamidacija (NQ)
i Apovitelenin-1 Gallus gallus

APOV1 CHICK 60 2 1891.0 43 (38) AGQFLLDVSQTTVVSGIR

sxprag identiteta ili ekstenzivne homologije, p>0.05 (u zagradi).



Tabela 4.2. Poredenje rezultata identifikacije proteina pomo¢u PMF i MS/MS pretrage baze podataka za model uzorke.

Model uzorak Proteini identifikovani Broj Skor proteina  Proteini identifikovani Broj Skor proteina
pomoéu PMF peptida PMF pomo¢u MS/MS peptida MS/MS
Zeije tutkalo + cink-oksid / / / Kolagen alfa-2(I) Bos taurus 4 144
3MI1 Kolagen alfa-2(T) Gallus gallus 2 37
/ / / Kolagen alfa-2(I) Bos taurus 4 163
Zetije tutkalo + Oker Kolagen alfa-1(I) Bos taurus 3 53
3M21
Kolagen alfa-2(I) Gallus gallus 2 43
Alfa-S1-kazein Bos taurus 7 68 Alfa-S1-kazein Bos taurus 7 595
Beta-laktoglobulin Bos taurus 4 34 Alfa-S2-kazein Bos taurus 2 64
Kravljisir + cink-oksid Beta-kazein Bos taurus 3 57
TM11
Beta-laktoglobulin Bos taurus 2 39
Kapa-kazein Bos taurus 1 33
Alfa-S1-kazein Bos taurus 5 46 Alfa-S1-kazein Bos taurus 6 412
I;;/?; }Jl sir + Oker Beta-laktoglobulin Bos taurus 4 35 Alfa-S2-kazein Bos tauru 1 21
Kapa-kazein Bos taurus 1 19
]93;3/}&111’11C6 * cink-oksid Ovalbumin Gallus gallus 11 72 Ovalbumin Gallus gallus 9 584
Ovalbumin Gallus gallus 12 73 Ovalbumin Gallus gallus 9 490
Belance + Oker .
oM21 Ovotransferin Gallus gallus 2 38
Lizozim Gallus gallus 1 21
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Model uzorak Proteini identifikovani Broj Skor proteina  Proteini identifikovani Broj Skor proteina
pomoéu PMF peptida PMF pomocu MS/MS peptida MS/MS
/ / / Vitelogenin-2 Gallus gallus 5 149
Zumance + cink-oksid :
1OM11 Ovalbumin Gallus gallus 2 86
Apovitelenin-1 Gallus gallus 2 78
Vitelogenin-2 Gallus gallus 9 59 Vitelogenin-2 Gallus gallus 10 247
Zumance + Oker .
10M21 Ovalbumin Gallus gallus 2 91
Apovitelenin-1 Gallus gallus 2 60
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Nasuprot tome, pojednostavljivanje tretmana pripreme uzoraka spre¢ava gubitak
analita i njegovo razblazivanje. Peptidi koji su identifikovani MS/MS pristupom u
referentnim materijalima u najve¢em broju slucajeva ne sadrze karboksimetil grupu.
Izuzetak su peptidi m/z 1248.6 1 1523.8 u ovalbuminu, 2551.9 1 2049.0 u ovotransferinu
1 1716.8 u beta-laktoglobulinu. U svim analiziranim proteinskim materijalima cistein je
prisutan u niskim koncentracijama, osim u vitelogeninu-2, koji sadrzi 36 cisteinskih
nastavaka [352]. Kod vitelogenina-2 u referentnim materijalima MS/MS pristupom je
identifikovan mali broj peptida u odnosu na veli¢inu proteina, od kojih samo tri peptida

sadrze karboksimetil grupu.

Fragmentacioni spektri jona m/z 1345.8 nadenog u oba model uzorka belanceta,
sa cink-oksidom i sa gvozde(Ill)-oksidom, prikazani su na Slici 4.2. Oba spektra
omogucila su identifikaciju sekvence HIATNAVLFFGR iz kokoS$ijeg Ovalbumina
(OVAL_CHICK). Jasno definisana fragmentacija dala je ekstenzivnu seriju y-jona u
uzorku sa cink-oksidom i dobru pokrivenost sekvence a- i b-fragment jonima, §to je
omogucilo nedvosmisleno pripisivanje sekvence peptida. Iako je u uzorku koji sadrzi
oker, nizi intenzitet jona peptida doveo do niskog odnosa signala 1 Suma u
fragmentacionom spektru, identifikovana je ista sekvenca sa nesto nizim skorom peptida
(75 umesto 101). To pokazuje da, kod peptida koji lako podlezu fragmentaciji i kod kojih
je fragmentacija jasno definisana, ¢ak i spektri nizeg intenziteta mogu dovesti do

pouzdane identifikacije sekvence.
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Slika 4.2. MS/MS spektri peptida m/z 1345.8 u model uzorcima sa belancetom 1 (a)
cink-oksidom (9M11) ili (b) okerom (9M21).

U MS/MS spektru peptida FFVAPFPEVFGK iz govedeg alfa-S1-kazeina
(CASA1 BOVIN) u uzorcima kravljeg sira sa cink-oksidom (Slika 4.3), nadeni su
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jednostruko naelektrisani fragmenti y2—y4, y6—y10, b2-b6, b8—b12. Neki od pikova koji
se nalaze u spektru mogu se pripisati a-fragmentima (al, a2 i a5). U ovom konkretnom
slu¢aju, tandem maseni spektar omogucio je veoma pouzdanu identifikaciju sekvence sa

skorom jona 70, bez obzira Sto je broj identifikovanih pikova bio samo 31 od 73 ukupno

selektovanih pikova.
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Slika 4.3. MS/MS spektar peptida m/z 1384.815 u model uzorku koji sadrzi kravlji sir i
cink-oksidom (7M11).

Analizom model uzoraka koji sadrze zecije tutkalo (63025) nedvosmisleno je
potvrdeno  samo  prisustvo lanca alfa-2(I) govedeg kolagena. Peptidi
GIPGEFGLPGPAGAR + 32 Da (m/z 1427.7), EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR + 16
Da (m/z 2056.0) i GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR + 48 Da (m/z 2131.0),
identifikovani su sa najviSim skorovima. Tandem maseni spektar peptida
GIPGEFGLPGPAGAR + 32 Da (m/z 1427.7) iz lanca govedeg kolagena alfa-2 (I)
(CO1A2_BOVIN) prikazan je na Slici 4.4. U model uzorku govedeg tutkala koji sadrzi
oker, pored peptida govedeg kolagena alfa-2(I), nadena su i tri peptida lanca alfa-1(I), od
kojih je SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR, m/z 1975.9, identifikovan sa skorom 40.

101



Abs. Int.

a —G—+——L—
b —G——1L
y f—R——+—A—+G—i —L—+G—+——F—i ———+G—
y17 —P—4—G—— P ————L
| 624,410
y177
550
500
PAGA
450 ySb14
GPAG 737.382
¢ 1427.581
- ye013 y178 yis
PGPA l641.448
y7b12 y7 1427.581
350 il ' bOIP 15
PGP 674.256
17?11 h'7
300 171.143 PGE 646.435
b'2 y!?bS a7
250 175.151 303232 07 | 599,387
y1 »3 LA b-186
' - PGEFGLPGPAG
PGPAG 1 1313
617.349 y13)
200 y7oi3 s [ b6 811.560
vo 958,513
GPA GEF 454.310 ! y10
150 { p y6b12 y1208 ¥17é 754,485
' h ' 589.48 y8 1240.541
P* 229.178 357.212 471.356 a ! y-1713
y-172 ¥174 yS5 787.433 '
100 | ' ' b8
S5 X 1257,590
y2 | 750,514 B
) 1 1370.563
" Lot Lo i
HATH R A L RTER L T N Lidirntladhis.
o JeIBNA ,L HAUNALA AR bbb i sttt anbdd oA A .t s |
T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 miz

Slika 4.4. MS/MS spektar jona m/z 1427.749 u model uzorku koji se sastoji od zecijeg
tutkala i cink-oksida (3M11).

U nekim slucajevima identifikacija iskljuc¢ivo putem PMF analize moze dovesti
do pogresnih zakljucaka, kao Sto se vidi iz Tabele 4.3. U njoj su prikazane razlike koje su
se pojavile nakon poredenja rezultata dobijenih analizom referentnih i model uzoraka
PMF i MS/MS pristupom. Takode, identifikacija peptida putem PMF pistupa publikovana
u slicnim radovima ne poklapa se uvek sa identifikacijom peptida postignutom tokom
izrade ove doktorske disertacije primenom MS/MS pristupa [229,253,254,258,260].
Nedoslednosti se javljaju medu peptidima istog proteina, a Cesti su 1 slucajevi da su

peptidi jednog proteina, na osnovu samo odnosa m/z, pripisani drugom proteinu.
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Tabela 4.3. Nedoslednosti u identifikaciji peptida pomo¢u PMF i MS/MS analiza primenom MALDI-TOF MS utvrdene tokom izrade ove
doktorske disertacije

v . .
g ;(iz?etiglkovam Sekvence identifikovane PMF analizom Sekvence identifikovane MS/MS analizom
N
=)
. Teor. Eksp. . Teor. Eksp.
Peptid MH" m/z Peptid MH* m/z
0 ADTYFDNYR 1164.496 1164.479 F.LEVVQL.CR . 1164.608 1164.576
2 Vitelogenin-2 8: Carboksimetil (C)
<
g VIT2 CHICK NAVSFGHSWILEEAPCR NSIAGQWTQPVWMGELR
= 16: Karboksimetil (C) 1973.917 1973.776 6: Deamidacija (NQ) 1973.954 1973.776

ji sir

Alfa-S2-kazein LTEEEKNR

= CASA2 BOVIN 2: Fosforilacija (ST) 1098483 1098.518  AMKPWIQPK 1098.613 1098518
v
2
<
ER Kolagen alfa-(I)
23 Ko -
2 S COIAl BOVIN GPAGPQGPR 836.437 836.449  GPPGPQGAR 836.437 836.449
i)
e}
<
GEGGPQGPR
=}
5 2 Oksidacije (P) 886.401 886.352  GSEGPQGVR 886.438  886.352
2 2 Kolagen alfa~(I)
o S
88 COIALBOVIN ;A AGEPGKAGER 1099.549  1099.429 GADGAPGKDGVR 1099.549  1099.429
o}
©
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v . .

§ II)(i(e)?gglkovam Sekvence identifikovane PMF analizom Sekvence identifikovane MS/MS analizom

S

°

<

= @ Kolagen alfa~(I

= & Kolagen alfa-() KAVILQGSNDVELVAEGNSR GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR

S S COlA2 BOVIN Oksidacija (P) 2115.104 2115094 o Gidaciie (P) 2HS.119 - 2115.094
;§8

N

3

N~

+ = Ovalbumin VTEQESKPVQMMYQIGLFR VTEQESKPVQMMYQIGLFR

8 E OVAL CHICK  Deamidacija (NQ) 2285.130 2285.087 2 Deamidacije (NQ) 2286.114 2286.242
SN

-

m

~ TVDLNNCQEK 1164520 1164518 ADTYFDNYR 1164496  1164.518

I g Deamidacija (NQ)

g S Vitelogenin-2 IlliF}]IDDSMgKYAT\]K 1436782 1436766 DASFIQNTYLHK 1436717 1436766
= = VIT2_CHICK + Deamidacija (NQ)

5 O
S TVDLNNCQEKVQK 1560769 1560791  SPQVEEYNGVWPR 1560.744  1560.791

ot N-Term: Acetil
-
m
Kolagen alfa-() GEPGAVGQPGPPGPSGEEGKR" EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR

-

§  CO1as BOVIN 6 Oksidaciia (P 2055921 2055922 gli n e 2056093  2056.169
N

=)

" Sekvenca identifikovana PMF analizom u uzorku govedeg kosStanog tutkala (63000)
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4.1.3 Analiza uzoraka pravoslavnih ikona MALDI-TOF masenom

spektrometrijom

Analiziraju¢i uzorke sa ikona srpskih umetnika XIX veka PMF pristupom,
primenom istog postupka kao kod model uzoraka, utvrdeno je prisustvo kolagena u svim
uzorcima. Rezultat pretrage baze podataka na osnovu snimljenog PMF spektra za uzorak
B16 daje kao najbolji rezultat alfa-1(I) lanac govedeg kolagena sa skorom 70. PMF
spektri drugih analiziranih uzoraka sadrze pikove za koje je prethodno utvrdeno da su
karakteristi¢ni za razliite lance kolagena (m/z 1105.6, 1427.7, 1435.7, 1459.7, 1560.8,
1586.8, 1975.9,2056.1, 2131.1 1 2705.1). U nekim slucajevima PMF spektri bili su loSeg
kvaliteta, pa identifikacija proteina nije bila moguca. U velini pretraga identifikacija
proteina nije bila nedvosmislena, zbog niskih MOWSE skorova, a kod nekih uzoraka
potpuno je izostala. Primer je PMF spektar uzorka B15 sa ikone Bogorodice, koji je
prikazan na Slici 4.5 uporedo sa spektrom zecijeg tutkala. Najbolji rezultat za PMF
spektar uzorka B15 dobijen pretragom baze sekvenci je govedi kolagen alfa-1(I) sa
skorom 34, iako se na osnovu uporednog prikaza na Slici 4.5. vidi da su mnogi pikovi

peptida zecijeg kolagena prisutni u spektru B15.
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Slika 4.5. Uporedni prikaz PMF MALDI-TOF spektara (a) uzorak sa ikonostasa crkve
Presvete Bogorodica u Baric¢u (B15), (b) referentni uzorak zecijeg tutkala (63025).

Analiza tandem masenom spektrometrijom potvrdila je prisustvo tutkala u svim
analiziranim uzorcima, sa viSim ili nizim skorovima jona, zavisno od koncentracije
veziva u uzorcima i koli¢ine uzorka. Identifikovane su i neke od sekvenci na koje je
prethodno ukazano da su karakteristicne za kolagen. Na Slici 4.6 predstavljen je spektar
dobijen fragmentacijom jona m/z 1427.7 u uzorku B4. Identifikovana je sekvenca
GIPGEFGLPGPAGAR + 32 Da iz lanca kolagena alfa-2(I) Bos Taurus. Na osnovu baze

podataka pretpostavljeno je prisustvo dve hidroksilacije prolina kao PTM na pozicijama

106



31 9. Isti peptid identifikovan je i u model uzorcima i referentnim materijalima. To je
zapravo jedna od sekvenci koje se naj¢esée javljaju u analiziranim uzorcima starih slika,
zajedno sa GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR +48 Da (m/z 2131.2) iz kolagen alfa-
2(I) (CO1A2 BOVIN) Bos Taurus, GEPGPAGLPGPPGER + 48 Da (m/z 1435.7) i
GSAGPPGATGFPGAAGR + 32 Da (m/z 1459.7) iz kolagen alfa-1 (I) Bos Taurus, kao
i GEPGPAGSVGPVGAVGPR (m/z 1560.8) iz kolagen alfa-2(I) Canis familiaris.
Kompletni podaci dati su u Prilogu 1.
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Slika 4.6. Tandem maseni spektar jona m/z 1427.733 u uzorku sa ikonostasa crkve

Presvete Bogorodice u Baricu (B4).

Nekoliko grupa nauc¢nika koji se bave identifikacijom proteinskih veziva u
uzorcima kulturnog nasleda u svojim radovima dosli su do slicnih rezultata
[253,254,260,272]. Identifikovali su zivotinjska tutkala u analiziranim uzorcima razli¢itih
umetnickih dela, ali nisu razmatrali mogu¢nost prisustva drugih veziva, poput Zumanceta.
Proteini zumanceta, koji imaju nizi udeo stabilnih aminokiselina i ve¢e koncentracije
reaktivnih aminokiselina (metionin i cistein), podlozniji su uticaju starenja i procesima
foto-oksidacije u odnosu na zivotinjska tutkala [41,50,144]. Osim toga, tutkalo se nalazi
u sloju podloge, pa je samim tim zasti¢enije od povrSinskog bojenog sloja i lakova, zbog

toga je Cesto dobro ocuvano [297]. Primenom MALDI-TOF masene spektrometrije,
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tokom izrade ove doktorske disertacije, u uzorcima starih ikona nisu nadeni dokazi
prisustva proteina jajeta, ali to ne mora da znaci da je vezivo u bojenom sloju iskljucivo
tutkalo. Verovatnija je pretpostavka da je identifikovan kolagen iz podloge, jer je zecije

tutkalo bilo u Sirokoj upotrebi u ikonopisu za pripremu grunda [4].

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je PMF pristup manje
uspesan ukoliko se primeni na uzorcima u kojima su proteini veoma degradirani ili se
nalaze u kompleksnim smesSama, $to otezava interpretaciju rezultata, pa identifikacija
proteina moze izostati ili biti pogresna. Pokazano je da se mnogo viSe informacija iz
peptida dobijenih enzimskom hidrolizom moze dobiti primenom tandem masene
spektrometrije. Fragmentacioni spektar jednog peptida moze biti dovoljan da se na
osnovu njega identifikuje protein od koga peptid potice. Prisustvo pigmenata u uzorcima
bojenog sloja moze ometati pripremu uzoraka ili uticati na rezultate analize. Zbog toga
su primenom navedene metode analizirani referentni i model uzorci, kako bi se procenio
uticaj pigmenata na ishod analize. Odredivanje veziva PMF pristupom bilo je uspeSno u

svim, osim u tri model uzorka.

Prilikom analiza tandem masenom spektrometrijom tokom izrade ove doktorske
disertacije, ako su bar dva peptida u uzorku identifikovana sa visokim skorovima koji
ukazuju na identitet ili ekstenzivnu homologiju, smatrano je da je vezivo u uzorku
identifikovano [353]. Broj identifikovanih peptida u analiziranim uzorcima varirao je
usled vise faktora kao Sto su razli¢ita masa uzoraka, razli¢ita koncentracija proteina u
uzorcima, promena u eksperimentalnim uslovima i sama osetljivost instrumenta. Stoga,
tacan razlog za nizak broj identifikovanih peptida u pojedinim uzorcima pre se moze
pripisati problemu osetljivosti nego uticaju pigmenata i moZze se zakljuciti da pigmenti ne

uti¢u na ishod analize do te mere da identifikacija proteina postane nemoguca.

U velikom broju identifikovanih peptida utvrdeno je prisustvo posttranslacionih
modifikacija. Do ve¢ine modifikacija dolazi usled procesa in vivo ili eksperimentalnih
postupaka, osim karboksimetilacije cisteina u referentnim wuzorcima. Najcesce
identifikovane varijabilne modifikacije su N-terminalna karbamilacija, deamidacija
asparagina i glutamina, fosforilacija serina i treonina i oksidacija prolina. N-terminalna
karbamilacija je rezultat reakcije peptida ili proteina sa izocijanskom kiselinom koja je u

uzorcima prisutna kao proizvod raspadanja uree. Oksidacija prolina kao PTM pojavljuje
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se u lancima kolagena u kojima su neki od bo¢nih nastavaka prolina konvertovani u
hidroksiprolin pomoc¢u enzima prolil-hidroksilaze, $to ima klju¢nu ulogu u stvaranju
kolagena 1 njegovoj stabilnosti. Do oksidacije metionina moze do¢i i in vivo 1 in vitro
procesima [354]. Neocekivane ili manje ceste modifikacije uklju¢ene su u Mascot

pretragu izborom opcije error-tolerant.

Odredivanje bioloskih vrsta od kojih proteini poti€u zavisi od mutacija
proteinskih lanaca izmedu homologih proteina razliCitih zivotinja. Baze sekvenci proteina
u njihovom trenutnom obliku, posebno SwissProt baza proteina koja je pretrazivana
tokom izrade ove doktorske disertacije, nisu kompletne: cak i ako sadrze skoro sve
proteine, to nikako nije slucaj sa svim bioloskim vrstama. Kolageni zeca, na primer,
jedino su delimi¢no sekvencirani (manje od 4% COLI1A1 lanca i 39% COL1A2, dok
ostale sekvence zecCijeg kolagena nedostaju u SwissProt bazi). Nedvosmislena
identifikacija zecijeg kolagena zato zavisi od detekcije i identifikacije nekih od peptida u
ovim poznatim regionima dok se ostali peptidi ne mogu koristiti u ovu svrhu. U
rezultatima Mascot pretrage se zato pojavljuju, ne samo peptidi zecijeg kolagena, vec i
Sirok opseg peptida kolagena zajednickih ili veoma sli¢nih sa drugim vrstama.
Odredivanje porekla kolagena dodatno komplikuje relativno dobro ocuvana sekvenca
kolagena tokom evolucije, kao i njegov repetitivni Sablon. Zbog toga se identifikacija
peptida koji iskljucivo pripadaju fragmentima zecijeg kolagena, moze smatrati dokazom
prisustva zecijeg tutkala u uzorku. Sa druge strane, ukoliko ze€iji kolagen nije
identifikovan, zecije tutkalo se ne moze iskljuciti kao opcija. Kompletnije baze sekvenci
zecijih kolagena i drugih kolagena, od interesa za konzervaciju i instrumenti bolje masene
rezolucije, verovatno mogu dati viSe moguénosti za odredivanje porekla proteina.
Identifikacija bioloSkih vrsta od kojih poti¢u proteini jajeta ili mleka nije tako
kompleksna, ali nije ni od velikog znacaja, jer su retko koriS¢ena jaja ili mleko drugih

vrsta osim kokog§jih jaja i govedeg mleka.
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4.2 ANALIZA PROTEINSKIH VEZIVA PRIMENOM LC-ESI-
ORBITRAPA

Tandem masena spektrometrija je osnova moderne proteomike. U kombinaciji
sa HPLC ona omogucava identifikaciju pojedinacnih tripsinskih peptida preko njihovih
jedinstvenih fragmentacionih spektara. U ovom poglavlju bi¢e opisana primena LC-ESI-
LTQ-Orbitrap masenog spektrometra visoke rezolucije za identifikaciju proteinskih
veziva u ikonama iz XIX veka na osnovu tandem masenih spektara. Analiziran je isti set
uzoraka kao u prethodnom poglavlju, radi boljeg poredenja rezultata dobijenih primenom
dve tehnike masene spektrometrije. Razdvajanjem peptida postize se visok dinamicki
opseg u okviru unapredenih moguénosti za identifikaciju proteinskih veziva u

umetnickim delima, gde su proteini obi¢no prisutni u veoma slozenim smesSama.

U elektrosprej izvoru, tripsinski peptidi obi¢no su jonizovani kao dvostruko ili
trostruko naelektrisani joni. ViSestruko naelektrisani joni mogu se efikasno fragmentisati
pri nizim kolizionim energijama dajuéi intenzivne y- i b-jone [355]. Koliziono-aktivirana
fragmentacija viSestruko naelektrisanih prekursor jona javlja se na hemijski najlabilnijim
vezama (charge-directed mehanizam) [356]. Programi pomocu kojih se pretrazuju baze
podataka porede svaki snimljeni CID spektar sa teorijskim spektrima mogucih sekvenci
peptida prisutnih u bazi proteina i, zavisno od broja pikova koji se poklapaju, dodeljuju
im skorove radi rangiranja sekvenci na osnovu verovatnoc¢e [357]. Prednost ove
metodologije, kao i kod MALDI-TOF/TOF pristupa, je veca pouzdanost, jer se
identifikacija proteina oslanja na vise vrlo specifi¢nih informacija, tj. sekvenci peptida
koje su nezavisno ukazale na isti protein. Sekvence peptida se odreduju nezavisno od
integriteta celog proteina i predstavljaju specifi¢ni ,,otisak prsta“ proteina, tako da

nekoliko peptida moze biti dovoljno za pouzdanu identifikaciju proteina [353].

Preciznost sa kojom se mere m/z vrednosti moZe veoma uticati na pouzdanost
odredivanja sekvenci peptida. Ipak, Mascot algoritam, prilikom izracunavanja skorova
verovatnoce da poklapanje tandem masenog spektra sa nekom sekvencom nije slucajan
dogadaj, ne uzima u obzir preciznost sa kojom je izmerena masa prekursor jona [347].
Ako je greska merenja mase prekursora mala, identifikacija peptida je sigurno
pouzdanija. Kod Orbitrap instrumenta joni peptida detektuju se sa visokom precizno$éu

mase od nekoliko ppm uz pomo¢ interne kalibracije [343]. Ova izuzetna preciznost
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ogranic¢ava broj mogucih poklapanja sa sekvencama u bazi i u velikoj meri smanjuje broj
lazno pozitivnih rezultata, pa stoga moze posluziti kao dodatni filter za tacnu

identifikaciju peptida [358].

4.2.1 Analiza referentnih materijala primenom LC-ESI-LTQ-Orbitrapa

Referentni materijali analizirani pomoc¢u LC-ESI-LTQ-Orbitrapa tokom rada na
ovoj doktorskoj disertaciji bili su belance 1 Zumance kokosijeg jajeta, kravlji sir, kazein 1
kolagenska veziva (govede, zecije 1 svinjsko titkalo 1 vazdusni mehur jesetre). U uzorku
belanceta identifikovano je sedam, a u Zumancetu osam proteina (kompletni rezultati dati
su u Prilogu 2). Od proteina belanceta najbolji skor dobijen je za ovalbumin koji ima i
najbolju pokrivenost sekvence. Sto se ti¢e Zumanceta, najbolji skor od 893 ima
vitelogenin-2, ¢ija je pokrivenost sekvence 28% uz 48 identifikovanih peptida. Relativno
niska pokrivenost sekvence koju ima vitelogenin-2, moze se objasniti postojanjem
lipoproteinskih tela u Zumancetu koja su veoma hidrofobna i mogu ometati proteolizu

[262].

Detaljna analiza rezultata dobijenih za kolagenske referentne materijale
pokazala je da su najceS¢e identifikovani proteini u svim uzorcima lanci govedeg
kolagena alfa-1(I), alfa-2(I) i alfa-1(III). Oni su naj¢esce bili zastupljeni sa sli¢nim setom
peptida u uzorcima tutkala, jer postoji velika slicnost (homologija) sekvenci medu
kolagenima razli¢itih vrsta. Kao $to je ve¢ napomenuto, u SwissProt biblioteci dostupne
su kompletne sekvence govedeg kolagena, dok su sekvence kolagena drugih zivotinjskih
vrsta veoma slabo zastupljene. Zeciji kolageni su samo delimi¢no sekvencirani, iako su
se nedavno u bazi pojavile neke kompletne, ali jo§ uvek neproverene sekvence [359]. Na
primer, na osnovu poredenja sekvenci pomocu UniProt BLAST alata, lanac zecijeg
kolagena alfa-2(I) (Oryctolagus cuniculus) je 94% identi¢an kao isti protein psa (Canis
familiaris) 1 Coveka (Homo sapiens), dok je slicnost u odnosu na govedi kolagen (Bos
taurus) 93% [352,359]. Zato, Mascot algoritam u uzorku zecijeg tutkala identifikuje, ne
samo karakteristi¢ne peptide zecijeg kolagena, vec 1 veliki broj peptida koji se poklapaju
sa drugim zivotinjskim vrstama. Fragment GLPGVAGALGEPGPLGIAGPPGAR koji

pripada lancu zecijeg kolagena alfa-2(I) identifikovan je u uzorku sirovog zecijeg tutkala
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1 moze se smatrati potvrdom da nadeni kolagen u uzorku poti¢e od zeca. Medutim,
ukoliko u uzorku nisu identifikovani peptidi karakteristi¢ni isklju¢ivo za zeciji kolagen,
zecCije tutkalo se ne moze iskljuciti kao opcija. Isto vazi i za svinjski kolagen, jer je samo
nekoliko sekvenci dostupno u SwissProt bazi, a te sekvence su ve¢inom nekompletne 1
neproverene. Na osnovu sli¢nosti sa drugim vrstama, u referentnom uzorku koji sadrzi
kolagen svinje, identifikovani su lanci govedeg kolagena alfa-1(I) i alfa-1(III), kao 1 alfa-

2(I) lanac kolagena psa (Canis familiaris).

Poredenjem rezultata dobijenih nakon pretrage baze podataka za uzorke govedeg
kostanog i koznog tutkala (63000 i 63010), kao i zeCijeg koznog tutkala, sirovog i
precis¢enog (63025 i1 63028), utvrdeno je da su rezultati veoma sli¢ni za sve uzorke u
smislu identifikovanih proteina i broja identifikovanih sekvenci. Najvec¢i broj peptida i
najvece skorove imali su govedi kolagen alfa-1(I), alfa-2(I) i alpha-1(III). Od toga, u sva
Cetiri poredena materijala identifikovan je set od 17 identi¢nih peptida lanca govedeg
kolagena alpha-1(I), dok je 11 peptida istog proteina prisutno u tri od Cetiri ispitivana
materijala. Kolagen alfa-2(I) imao je 13 peptida identifikovanih u sva Cetiri referentna
materijala, dok je joS 10 sekvenci nadeno u tri materijala. Kolagen alfa-1(III)
identifikovan je sa pet sekvenci prisutnih u tri materijala (u govedem koStanom tutkalu
ovaj protein nije identifikovan) dok je 9 peptida bilo zajedni¢ko za dva uzorka. Peptidi
nadeni u svim materijalima mogu se smatrati proteotipi¢nim, jer je njihova identifikacija
preferencijalna usled razli¢itih faktora [356]. Identifikovane su 1 sekvence koje se
razlikuju samo za jednu PTM, kao $to je, na primer, deamidacija glutamina i1 asparagina.
U uzorku tehnickog Zelatina svinjskog porekla (63040) takode su identifikovni lanci
govedeg kolagena alfa-1(I), 1 alpha-1(III), kao i lanac alfa-2(I) kolagena psa, ali sa nizim
ukupnim skorovima i manjim pokrivenostima sekvenci u odnosu na Cetiri uzorka koji su
prethodno poredeni. Razlog tome je Sto je kolagen u ovom uzorku bio ve¢ delimi¢no

hidrolizovan pre enzimske hidrolize, tokom ekstrakcije iz tkiva.

Rezultati dobijeni za uzorak kolagena jesetre (Salianski isinglass, 63110)
razlikuju se u odnosu na druge kolagenske materijale, jer postoje znacajne evolutivne
razlike izmedu kolagena sisara 1 riba. Medutim, 1 sekvence kolagena razli€itih vrsta riba
su slabo zastupljene u bazama i to oteZava ta¢nu identifikaciju proteina. U SwissProt bazi

nema sekvenci kolagena jesetre (Acipenser baerii), pa su u uzorku Salianski isinglass
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identifikovani razli¢iti lanci kolagena koji pripadaju japanskom mramoljku plamenog
ttbuha (Cynops Pyrrhogaster), miSu (Mus Musculus), kalifornijskoj pastrmci
(Oncorhynchus Mykiss) ili domacem govecetu (Bos Taurus), ali sa niskim skorovima i

pokrivenostima sekvenci.

U uzorku mladog kravljeg sira najbolji skor od 253 ima beta-laktoglobulin Bos
taurus, uz pokrivenost sekvence od 48% i 10 identifikovanih peptida, dok alfa-S1-kazein,
alfa-S2-kazein i1 kapa-kazein imaju nesto nize skorove i pokrivenost sekvence u rasponu
od 30-35%. Identifikovan je 1 govedi beta-kazein na osnovu 3 sekvence, kao 1 alfa-
laktalbumin i serum-albumin sa po dve sekvence. Uzorak kazeina u prahu (63200) ima
nesto drugaciji sadrzaj proteina, pa su alfa-S1 1 alfa-S2-kazein (Bos taurus)
najzastupljeniji sa po 7 identifikovanih peptida 1 pokrivenostima sekvence od 42% 1 28%.
U ovom uzorku identifikovano je i po 5 peptida kapa-kazeina (pokrivenost sekvence
43%) 1 beta-laktoglobulina (32%), 3 peptida beta-kazeina i jedan peptid alfa-

laktalbumina.

4.2.2 Analiza model uzoraka pomoéu LC-ESI-LTQ-Orbitrapa

Kao i u prvom delu ove doktorske disertacije, da bi se procenio uticaj pigmenata
na identifikaciju proteinskih veziva LC/MS pristupom, na instrumentu baziranom na
Orbitrap analizatoru masa, testirani su razli¢iti model uzorci koji sadrze kombinacije
cink-oksida ili okera sa proteinskim vezivima koja su najc¢esce koris¢ena tokom istorije,
poput zumanceta 1 belanceta, kravljeg sira 1 govedeg tutkala. U nekim od studija koje se
bave interakcijama proteinskih veziva sa pigmentima u bojenom sloju, postoje indicije da
odredeni pigmenti mogu $tititi proteinsko vezivo od uticaja UV zracenja [78,109], dok
neke kombinacije pigmenata i veziva dovode do jos evidentnije degradacije [78]. Poznato
je da neki metali mogu formirati komplekse sa aminokiselinama [6,11,58]. Procesi
starenja proteina u slikama ukljucuju i oksidacione reakcije na bo¢nim nastavcima
aminokiselina, umrezavanje i hidrolizu polipeptida koje mogu katalizovati katjoni metala
prisutni u pigmentima [78]. Zato je bilo vazno utvrditi koliki je uticaj pigmenata,
izabranih u ovoj doktorskoj disertaciji za izradu model uzoraka, na pouzdanu

identifikaciju proteina primenom proteomike i LC-ESI-LTQ-Orbitrap masenog
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spektrometra, kako bi se procenilo da li je primenjena metoda adekvatna za analizu

uzoraka bojenog sloja starih slika.

Lista proteina i peptida koji su identifikovani u analiziranim model uzorcima
primenom LC-ESI-LTQ-Orbitrapa data je u Prilogu 2. Broj identifikovanih peptida i
pokrivenost sekvenci kod vecine nadenih proteina dvostruko je manji u poredenju sa
analiziranim referentnim materijalima. U model uzorcima koji sadrze belance evidentan
je negativan uticaj pigmenata na identifikaciju ovotransferina i ovalbumina, dok lizozim
uopste nije identifikovan. Ostali proteini identifikovani su sa nizim skorovima u odnosu
na referentne materijale, dok je pokrivenost sekvenci ostala skoro nepromenjena. To
ukazuje da prisustvo pigmenata u uzorcima ne utic¢e na identifikaciju peptida tih proteina,
ve¢ samo na kvalitet spektara, pa su zato ostvareni skorovi peptida kod model uzoraka
neSto nizi. U uzorku Zumanceta uticaj pigmenata takode je najizrazeniji na peptide
ovalbumina. Dodatno, apovitelenin-1 u uzorku koji sadrzi Zumance u kombinaciji sa
okerom ima znatno smanjenu pokrivenost sekvence (8%) u poredenju sa uzorkom ¢istog

Zumanceta (51%).

Iz dobijenih rezultata se ne moze izvesti zakljucak o opStem uticaju cink-oksida
ili okera na identifikaciju proteina u model uzorcima. Interakcije izmedu pigmenata i
veziva zavise 1 od strukture proteina, jer aminokiseline imaju razlicite afinitete prema
formiranju kompleksa sa metalima. Proteini tokom procesa starenja razli¢ito reaguju,
zavisno od vrste prisutnih pigmenata. U model uzorcima pripremljenim od belanceta ili
Zumanceta primeceno je da prisustvo okera nepovoljnije uti¢e na rezultate od prisustva
cink-oksida. Kod model uzoraka koji sadrze vezivo na bazi kravljeg sira ili govedeg
tutkala, primecen je suprotan efekat. Tu je identifikovano vise peptida iz lanaca govedeg
kolagena alfa-2(I) i alfa-1(I) u uzorku koji sadrzi oker (3M21, Prilog 2) u odnosu na
uzorak koji sadrzi cink-oksid (3M11). Broj identifikovanih peptida govedeg kolagena
alfa-1(III) slican je u oba uzorka. U uzorku koji sadrzi kravlji sir i oker (7M21), vise
peptida identifikovano je za alfa-S1 kazein u poredenju sa uzorkom cistog veziva
baziranog na kravljem siru ili uzorkom koji sadrzi cink-oksid (7M11). Broj

identifikovanih peptida u oba uzorka za ostale proteine sira je veoma slican.

Opsti zakljucak je da ispitivani pigmenti imaju negativan uticaj na skorove

vecine proteina u model uzorcima, ali da ipak ne uticu na ishod analize u toj meri da bi
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sprecili identifikaciju proteina. Neophodna su dodatna istraZivanja i analize koje bi
obuhvatile uticaj viSe istorijskih pigmenata na identifikaciju proteinskih veziva u

umetnickim delima.

4.2.3 Analiza uzoraka pravoslavnih ikona pomo¢u LC-ESI-LTQ-Orbitrapa

Svi mikro uzorci pravoslavnih ikona iz XIX veka (Tabela 3.2) podvrgnuti su
skrac¢enom postupku pripreme uzoraka kako bi se sprecio gubitak analita. U Tabeli 4.4
navedene su sekvence peptida na osnovu kojih su identifikovani proteini prisutni u
analiziranim uzorcima pravoslavnih ikona (kompletni rezultati dati su u Prilogu 2).
Uzorci sa ikona bili su ekstremno mali, mase manje od 0.1 mg, a proteini u njima
degradirani, pa je zbog toga bilo moguce identifikovati samo po nekoliko peptida u
svakom uzorku. Na osnovu prethodnih rezultata, dobijenih pomo¢u MALDI-TOF masene
spektrometrije za isti set uzoraka, bilo je poznao je da je kolagen prisutan u svim
uzorcima. Rezultati pretrage baze sekvenci za LC-MS/MS podatke potvrdili su prisustvo
tutkala identifikacijom ukupno 9 peptida iz lanaca alfa-1(I), alfa-2(I) 1 alfa-1(I1I) govedeg
kolagena. Proteini zumanceta vitelogenin-2 i apovitelenin-1 identifikovani su u nekoliko
uzoraka ikona iz Barica, vitelogenin-2 na osnovu Cetiri, a apovitelenin-1 na osnovu
jednog prisutnog peptida. Zanimljivo je da su proteini jajeta identifikovani jedino LC/MS
pristupom u MS/MS modu, §to moZze biti posledica razli¢itog afiniteta dve jonizacione
tehnike prema peptidima koji imaju razlicite fizicko-hemijske osobine, kao i znatno bolje
osetljivosti LC-ESI-LTQ-Orbitrap masenog spektrometra u odnosu na MALDI-
TOF/TOF [361].
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Tabela 4.4. Sekvence peptida koje su omogudile identifikaciju tutkala i Zzumanceta kao proteinskih veziva u uzorcima istorijskih slika

Uzorak  Protein m/z Mr (eksperim.) ppm Skor  Peptid
Kolagen alfa-2(1) 1066.0615  2130.1084 0.70 64 GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR + 3 Oksidacija(P)
Bos taurus P02465
B4 Kolagen alfa-1(I)
Bos taurus P02453 781.8958 1561.7771 2.24 18 DGLNGLPGPIGPPGPR + Deamidacija(NQ); 3 Oksidacija(P)
524.8296 1047.6447 0.62 18 LPLSLPVGPR
Vitelogenin-2 543.3198 1084.6251 0.93 22 QQLTLVEVR
Gallus gallus PO2845 741 3605 1400.7064 117 57  IANADNLESIWR
7233919 1444.7693 1.29 28 VGATGEIFVVNSPR
714.3692 1426.7238 231 19 GIPGEFGLPGPAGAR + 2 Oksidacija(P)
Kolagen alfa-2(I) Sy
B8 Bos taurus PO246S 686.0351 2055.0836 -125 20 EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR + Oksidacija(P)
1066.0594  2130.1042 -128 65 GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR + 3 Oksidacija(P)
Apovitelenin-1 946.0188 1890.0230 0.99 42 AGQFLLDVSQTTVVSGIR
Gallus gallus P02659 946 5107 1891.0068 092 29  AGQFLLDVSQTTVVSGIR + Deamidacija(NQ)
Kolagen alfa-1(1) 7809111  1559.8077 133 19  GETGPAGPAGPIGPVGAR
Bos taurus P02453
Kolagen alfa-1(III) S
Bos taurus PO42SS 826.9238 1651.8331 -126 15 GEMGPAGIPGAPGLIGAR + 2 Oksidacija(P)
714.3683 1426.722 1.09 29 GIPGEFGLPGPAGAR + 2 Oksidacija(P)
686.0364 2055.0875 0.67 17 EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR + Oksidacija(P)
BIS Kolagen alfa-2(I)
Bos taurus P02465 1066.0618  2130.1090 0.98 57 GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR + 3 Oksidacija(P)
1224.5992 2447 1838 0.90 24 GEVGLPGLSGPVGPPGNPGANGLPGAK + 2 Deamidacija(NQ);

Oksidacija (K); 4 Oksidacija(P)
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780.9109 1559.8072 1.03 26 GETGPAGPAGPIGPVGAR
Kolagen alfa-1(I) Sy ) Sy
Bos taurus P02453 793.8824 1585.7503 1.12 15 GANGAPGIAGAPGFPGAR + Deamidacija(NQ); 3 Oksidacija(P)
659.3369 1974.9889 0.89 22 SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR
Kolagen alfa-2(1) 1066.0595  2130.1044 118 32 GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR + 3 Oksidacija(P)
Bos taurus P02465
Vitelogenin-2
. Gallus gallug P02845 7013590 1400.7034 096 28 IANADNLESIWR
Kolagen alfa-1(1) 780.9090  1559.8034 139 22 GETGPAGPAGPIGPVGAR
Bos taurus P02453
Apovitelenin-1
Gullus gallus P02650 2460166 1890.0186 130 18 AGQFLLDVSQTTVVSGIR
B17 Kolagen alfa-2(1) 1066.0594  2130.1042 128 36 GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR + 3 Oksidacija(P)
Bos taurus P02465
714.3684 1426.7222 1.22 26 GIPGEFGLPGPAGAR + 2 Oksidacija(P)
Kolagen alfa-2(1) 1058.0629  2114.1112 038 26 GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR + 2 Oksidacija(P)
it Bos taurus P02465
1066.0617  2130.1088 0.88 65 GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR + 3 Oksidacija(P)
Kolagen alfa-1(1) 6593369  1974.9890 092 17  SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR

Bos taurus P02453
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Peptid GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR (881-904, Mr 2130.107) iz lanca
govedeg kolagena alfa-2(I) (CO1A2 BOVIN) identifikovan je u svim analiziranim
uzorcima bojenog sloja sa znacajnim MOWSE skorovima, kao i u referentnim
materijalima 1 model uzorcima. Na slici 4.7 predstavljen je CID spektar dvostruko
naelektrisanog prekursor jona m/z 1066.56 (tr 43.93—44.71) u uzorku B4. Na osnovu
spektra identifikovan je peptid GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR sa skorom 64,
zahvaljujuéi serijiy (y5™-y9", yl117-y16", y18", y19%)ib (b9"-b11", b15"-b19", b23") jona
fragmenata. Peptid sadrzi tri oksidovana prolina na pozicijama P3 i P12, kao 1 P20 ili P21
sa jednakom verovatno¢om, i javlja se u kolagenu alfa-2(I) nekoliko bioloskih vrsta, Bos
Taurus, Canis Familiaris 1 Sus Scrofa. Oblik peptida koji sadrzi dva oksidovana prolina
(Mr 2114.1070), prisutan u uzorku I1, nije identifikovan u referentnim materijalima i

model uzorcima.
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Slika 4.7. CID spektar dvostruko naelektrisanog prekursor jona m/z 1066.56 (tr 43.93—
44.71) u uzorku B4

Svi peptidi kolagena koji su identifikovani u uzorcima ikona zajednicki su za

razli¢ite zivotinjske vrste, najées¢e Bos Taurus, Canis Familiaris, Sus Scrofa, Mus

Musculus, Homo sapiens, Ovis Aries 1 Felis Catus, $to je utvrdeno poredenjem sekvenci
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pomocu UniProt Blast algoritma [352]. Na osnovu takvih rezultata veoma je tesko
pouzdano odredivanje bioloskog porekla. Bos Taurus je jedina zajednicka zivotinjska
vrsta za sve identifikovane peptide. Nije identifikovan ni jedan peptid kolagena koji ne
pripada Bos Taurus. Na osnovu toga, moze se pretpostaviti da je u sloju podloge
analiziranih slika najverovatnije prisutno tutkalo govedeg porekla kao vezivo. Ipak,
dispergovani rezultati poput ovde dobijenih mogu ukazivati i na Zivotinjsku vrstu ¢iji
kolagen nije prisutan u bazi sekvenci ili je samo delimi¢no poznat, kao §to je, na primer
zec. Jedan od najceSce koriS¢enih izvora zivotinjskih lepkova bila je upravo zecija koza.
Osim zanemarljive frakcije COL1A1, u SwissProt bazi nema drugih sekvenci kolagena
zeca, S$to prakticno onemoguéava njegovu identifikaciju. Sekvence kolagena misa i
pacova Cesto su se pojavljivale kao rezultat pretrage baze, na osnovu ekstenzivne
homologije sa sekvencama peptida u uzorcima, a to se moze interpretirati kao pokazatelj
bioloskog porekla bliskog zecijem kolagenu, usled relativno bliskih evolutivnih odnosa.

Ova premisa, medutim nije nau¢no podrzana.

U dva uzorka, B8 1 B16, prisustvo Zumanceta kao veziva utvrdeno je na osnovu
identifikovanih peptida proteina vitelogenin-2 i apovitelenin-1. Primer fragmentacionog
spektra koji je omogucio identifikaciju Zumanceta prikazan je na Slici 4.8. Uporedno su
prikazani CID spektri dvostruko nelektrisanog prekursor jona m/z 701.36 iz vitelogenina-
2 Gallus Gallus (VIT2 CHICK) u uzorku B8 i model uzorku 10M21. Na osnovu spektara
identifikovana je sekvenca IANADNLESIWR. U oba slucaja identifikacija je postignuta
sa znacajnim jonskim skorovima, 57 za uzorak B8 1 88 za uzorak 10M21, uz poklapanje
10 od 23, odnosno 10 od 12 najintenzivnijih jona fragmenata. Znacajno je napomenuti da

je u oba spektra nadena serija jednostruko naelektrisanih y-jona od y2 do y10.

U uzorku B8 identifikovano je jos tri peptida koji pripadaju proteinu vitelogenin-
2,ato su LPLSLPVGPR (m/z 524.8296, tr 45.97-46.42), QQLTLVEVR (m/z 543.3198,
tr 38.06-38.18) i VGATGEIFVVNSPR (m/z 723.3919, tr 41.24-41.44), sa skorovima
koji ukazuju na homologiju i molekulskim masama u opsegu + 2 ppm u poredenju sa
teorijskim masama peptida. Ukupno je identifikovano 11 peptida iz pet proteina u uzorku

B8.
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110610-RS-B8-b #1011-1020 RT: 49.24-4958 AV: 5 NL: 5.98E3 IANADNLESIWR
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Slika 4.8. CID spektri dvostruko naelektrisanog prekursor jona m/z 701.36 (tR 49.24-
49.62) u (a) uzorku B8 i (b) model uzorku koji sadrzi zumance i oker (10M21)

Na Slici 4.9 predstavljen je CID spektar dvostruko naelektrisanog prekursor jona
m/z 946.02 u uzorku BS, identifikovanog kao AGQFLLDVSQTTVVSGIR iz
apovitelenin-1 Gallus Gallus (APOV CHICK). Identifikacija je ostvarena na osnovu
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poklapanja 20 od 40 najintenzivnijih pikova, ve¢inom jednostruko naelektrisanih y- i b-
jona. Identifikacija ovog peptida, sa znacajnim skorom od 42, dodatna je potvrda
prisustva proteina zumanceta u uzorku. U uzorku B8 ovaj peptid prisutan je i sa
deamidacijom glutamina kao PTM, koja je posledica starenja proteinskih veziva [64].
Peptid AGQFLLDVSQTTVVSGIR iz proteina apovitelenin-1 pominje se u studiji Leo
et al. kao jedini peptid na osnovu koga je identifikovano jajéano vezivo u istorijskim

uzorcima bojenog sloja [274].
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Slika 4.9. CID spektar dvostruko naelektrisanog prekursor jona m/z 946.02 (tr 54.39-
57.53) u uzorku B8

U nekim uzorcima, kao $to je B19, nije identifikovano jaj¢ano vezivo. Kao §to
je ve¢ receno, proteinska veziva u starim slikama podleZu procesima starenja, poput
oksidacije, polimerizacije 1 hidrolize koji, u kombinaciji sa malom koli¢inom uzorka i
niskom koncentracijom proteina u bojenim slojevima, otezavaju njihovu identifikaciju
[6,11,58,78,109]. Zato, neki peptidi koji su identifikovani u pojedinim uzorcima ikona
(LPLSLPVGPR, QQLTLVEVR i IANADNLESIWR iz vitelogenina-2, i NFLINETAR

iz apovitelenina-1), nisu mogli biti identifikovani pretragom baze sekvenci u vise
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uzoraka, iako u snimljenim datotekama postoje indikacije njihovog prisustva. Zbog niskih
intenziteta jona fragmenata u CID spektru, identifikacija pretragom baze podataka nije
bila moguca, ali su masa prekursor jona i retenciono vreme peptida NFLINETAR (m/z
539.288, tr 37.46-37.72) u uzorcima B8, B16 1 B19 u korelaciji sa referentnim i model
uzorcima. Fragmentacioni spektri peptida LPLSLPVGPR, QQLTLVEVR i
IANADNLESIWR prisutni su u datotekama snimljenim za uzorak B19, ali preklapanje
na osnovu pretrage baze proteina takode nije bilo moguce, iako su mase prekursor jona
bile unutar granica greske od + 2 ppm i retenciona vremena odgovarala istim sekvencama
u model uzorcima i referentnim materijalima. Na osnovu toga moze se zakljuciti da su
male koli¢ine uzoraka i promene usled procesa starenja sprecili identifikaciju peptida
Zzumanceta u vise uzoraka ikona, iako retenciona vremena i precizno izmerene molekulske

mase ukazuju na njihovo prisustvo.

4.3 POREDPENJE REZULTATA DOBIJENIH POMOCU DVE TEHNIKE
MASENE SPEKTROMETRIJE

Tehnikama meke jonizacije, ESI i MALDI, omogucen je laksi transfer peptida i
proteina u gasnu fazu i zbog toga se ¢esto primenjuju u proteomici. Tokom izrade ove
doktorske disertacije analiziran je identican set referentnih materijala, model uzoraka i
uzoraka bojenog sloja pravoslavnih ikona iz XIX veka primenom dve maseno
spektrometrijske tehnike - MALDI-TOF [362] i HPLC-ESI-LTQ-Orbitrap [363], koje se
zasnivaju na tehnikama meke jonizacije. Karakteristika elektrosprej jonizacije je da
proizvodi viSestruko naelektrisane jone koji se mnogo lakse fragmentiSu u poredenju sa
jednostruko naelektrisanim jonima koji nastaju u MALDI izvoru [364-366]. Rezultati
dobijeni primenom LC-MS/MS pristupa pokazali su da su najbolji skorovi jona ostvareni
za dvostruko naelektrisane jone peptida mase ispod 2500 Da i trostruko naelektrisane jone

peptida iznad 2500 Da, jer je fragmentacija ovih jona lakSa i Sablon fragmentacije je

Uopsteno, MALDI 1 ESI MS/MS eksperimenti kao rezultat daju veoma razliCite
fragmentacione spektre [350]. Ranije je primeceno da su ESI 1 MALDI komplementarne

jonizacione tehnike koje zajedno dovode do identifikacije viSe peptida nego svaka od njih
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pojedinacno [364-366]. Primenom ESI jonizacije olakSana je identifikacija hidrofobnih
peptida kakvi su peptidi koji poticu iz proteina Zumanceta, posebno vitelogenin-2, i
peptida koji sadrze aminokiseline sa hidroksilnim grupama [367,368]. MALDI favorizuje
identifikaciju peptida koji sadrze bazne 1 aromaticne aminokiseline, jer se ovi peptidi

lakSe jonizuju u uslovima koji vladaju u MALDI izvoru [361,368,369].

U prvom delu ove doktorske disertacije, primena MALDI-TOF MS/MS
omogucila je uvid u proteine prisutne u referentnim materijalima i model uzorcima, kao
1 u tip veziva koji se nalazi u uzorcima analiziranih pravoslavnih ikona. Na osnovu
spektara dobijenih pomoc¢u LC-ESI-LTQ-Orbitrap masene spektrometrije ovi rezultati su
dopunjeni i proSireni. Dokazano je da se, pored kolagena, u bojenom sloju ikona nalaze i
proteini Zumanceta. Rezultati dobijeni dvema jonizacionim tehnikama (ESI 1 MALDI) 1
razli¢itima masenim detektorima su sli¢ni, ali ne 1 identi¢ni. U uzorcima su nadena ista
veziva, ali se pojedinacni proteini i peptidi identifikovani primenom dve tehnike

razlikuju.

Komplementarnost podataka predstavljena je u Tabeli 4.5, a celokupni rezultati
dati su u Prilogu 2. Prisutno je znacajno preklapanje dva seta podataka. Jedinstveni
peptidi, i na osnovu njih identifikovani proteini, prisutni su u rezultatima obe metode.
Najizrazenije razlike uo€ene su kod referentnih materijala, jer je i najveci broj peptida i

proteina identifikovan u tom setu uzoraka.

Tabela 4.5. Poredenje identifikacije proteina i peptida u tri seta uzoraka primenom ESI-

MS/MS i MALDI-TOF/PSD metodologije

ESI-MS/MS MALDI-TOF/PSD
Proteini Peptidi
. Identif. Identif. Identif, Identif, Ukupno  \dentif identif.
Uzorci roteini eptidi roteini eptidi eptida pomocu pomocu
p pep p pep pep obe obe
tehnike tehnike
Referentni
S 47 609 35 136 668 21 79
materijali
Model 43 296 23 82 317 20 61
uzorci
Uzorel 16 29 12 20 43 4 5
ikona
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MALDI-TOF/PSD ESI-MS/MS MALDI-TOF/PSD ESI-MS/MS MALDI-TOF/PSD ESI-MS/MS

Proteini | 14 21 26 | 3 20 23 | ( 8 4 12
Peptidi \,\ 57 \,“79,' 530 | 21 61 235/. t\ 15 ‘ 5 24
Referentni materijali Model uzorci Uzorci ikona

Slika 4.10. Graficko poredenje identifikacije proteina i peptida u tri seta uzoraka

primenom ESI-MS/MS i MALDI-TOF/PSD metodologije

Pomoc¢u ESI-MS ukupno je identifikovano 47 proteina 1 609 peptida, dok je
pomoc¢u MALDI-MS identifikovano 35 proteina 1 136 peptida. Od toga, 25 istih proteina
1 79 identi¢nih peptida nadeno je u oba seta podataka. Veéina proteina u analiziranim
uzorcima ikona, 11 od 17, detektovano je primenom obe tehnike, 5 proteina detektovano
je samo pomocu ESI, a jedan specificno pomo¢u MALDI. U ovom setu uzoraka samo 5,
od ukupno 43 peptida, identifikovano je primenom obe tehnike. U sve tri grupe uzoraka,
ukupna pokrivenost sekvenci identifikovanih proteina, povecana je kori§¢enjem razlicitih
jonizacionih tehnika, ali i zahvaljujuéi izuzetnoj osetljivosti LTQ-Orbitrap masenog

analizatora, kao i HPLC razdvajanja, koje je primenjeno pre analize peptida.

KoriS¢ene zajedno, ove komplementarne tehnike masene spektrometrije
omogucile su identifikaciju vise peptida u odnosu na svaku od tehnika pojedinacno, usled
razli¢itog nacina jonizacije, kriterijuma snimanja podataka i procesa fragmentacije u ESI—-
MS/MS i MALDI-MS/MS [361,369]. Takode, superiorne performanse ESI-LTQ-
Orbitrap masenog spektrometra dovele su do identifikacije Zumanceta u analiziranim

uzorcima bojenog sloja sa pravoslavnih ikona iz XIX veka.

Obe metodologije primenjene tokom izrade ove doktorske disertacije pokazale
su se efikasnim u identifikaciji proteinskih veziva u uzorcima bojenog sloja umetnickih

dela. Pomoc¢u LC-MS/MS metodologije na ESI-LTQ-Orbitrap instrumentu detektovani

124



su proteini prisutni u uzorcima u nizim koncentracijama, u poredenju sa MALDI-TOF
MS/MS metodologijom. Hromatografsko razdvajanje pre ESI izvora takode je doprinelo
identifikaciji veceg broja proteina i peptida, jer se samo nekoliko peptida eluira u isto
vreme sa kolone i dospeva u jonizacioni izvor. Prednost MALDI-TOF MS/MS je
moguénost veceg broja analiza u kratem vremenskom periodu, dok HPLC-ESI-LTQ-
Orbitrap pruza detaljnije informacije i detektuje proteine u nizim koncentracijama
zahvaljujuci izuzetnoj osetljivosti. Kombinacija ovih tehnika masene spektrometrije dala
je rezultate koji se delimi¢no preklapaju, ali se 1 medusobno dopunjavaju, ¢ime je

postignuta bolja pouzdanost u identifikaciji proteina.
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5 ZAKLJUCAK

Analiza uzoraka kulturnog nasleda pruza informacije koje pomazu u
razumevanju tehnike i esencijalne su za konzervaciju i restauraciju. Medutim, uzorci
kulturnog nasleda su malobrojni i dragoceni i za analizu je dostupna samo mala koli¢ina
materijala. To zahteva razvoj novih i optimizaciju postojec¢ih analiti¢kih metoda. Pozeljno
je razviti 1 optimizovati metode na model uzorcima, pre njihove primene na uzorcima
kulturnog nasleda. Identifikacija proteina u uzorcima sa umetnickih dela ¢esto je samo
mali korak u celom analitickom lancu, ali veoma vazan, jer bitno utie na strategiju
konzervacije umetnickog dela. Prethodnih godina je proteomika, u kombinaciji sa
masenom spektrometrijom, pokazala veliki potencijal u identifikaciji proteinskih
materijala u umetnickim delima kao i znacajne prednosti u odnosu na metode koje su se
ranije koristile. Analiza proteina primenom masene spektrometrije nametnula se kao
jedna od najpouzdanijih metoda zahvaljujuc¢i svojoj ekstremnoj specifi¢nosti, pa se zato

sve vise koristi prilikom reSavanja prakti¢nih pitanja u konzervaciji.

Glavni cilj ove doktorske disertacije bio je razvoj pouzdane metodologije za
analizu proteina u uzorcima kulturnog nasleda primenom masene spektrometrije 1
bioinformatike. Proteini su relativno nestabilni prirodni biomolekuli, koji su u ovoj vrsti
uzoraka denaturisani i naj¢eS¢e veoma degradirani. U starim slikama i razli¢itim
umetnickim predmetima prisustvo drugih jedinjenja kao $to su pigmenti, ulja, lakovi, kao
1 starenje ili zagadenje vazduha dovode do nepovratnih promena na proteinima, $to

njihovo proucavanje €ini jos tezim.

Postupak predlozen u ovoj doktorskoj disertaciji, veoma je jednostavan i ne

zahteva celovitost molekula proteina radi pouzdane identifikacije. Hidrolizom tripsinom
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moze se ekstrahovati samo nekoliko peptida iz materijala. Njihova identifikacija na
osnovu tandem masenih spektara dovoljna u cilju pouzdane identifikacije proteina od
kojih poticu. Ipak, kompleksnost ovih uzoraka moze ozbiljno ugroziti dobijanje jasnih 1
nedvosmislenih rezultata primenom MALDI-TOF masene spektrometrije 1 PMF

pristupom, $to je i prikazano u prvom delu ove doktorske disertacije.

Tandem masena spektrometrija (TOF/TOF) i PMF rezultati, omogudili su
zajedno, u svim model uzorcima, uspesSnu identifikaciju proteinskih veziva. Broj sekvenci
peptida dovoljan za identifikaciju proteina u literaturi nije precizno definisan, ali postoje
sugestije da je za pouzdanu identifikaciju proteina neophodno identifikovati najmanje dva
peptida. Poredenjem rezultata dobijenih PMF pristupom i MS/MS analizama uocava se
da je manji broj peptida identifikovan na osnovu spektara snimljenih tandem masenom
spektrometrijom, ali je identifikacija proteina na ovaj nacin pouzdanija. Uspeh PMF
pristupa u velikoj meri zavisi od broja pikova prisutnih u spektru. Medutim, previse
pikova moze dovesti i do lazno pozitivnih rezultata. U slucajevima kada je u uzorcima
prisutan manji broj peptida, identifikacija na osnovu MS/MS eksperimenata svakako je
verodostojnija, a moze biti i jedina moguénost. Dodatne specifi¢ne informacije sadrzane
u fragmentacionim spektrima, pored m/z vrednosti, znacajno doprinose pouzdanosti

rezultata.

U uzorcima bojenog sloja pravoslavnih ikona, kombinacijom PMF pristupa
TOF/PSD eksperimenata, uprkos niskim koncentracijama proteinskih materijala,
promenama usled starenja 1 visokim koncentracijama pigmenata, uspeSno je
identifikovano prisustvo veziva na bazi kolagena. U ovim uzorcima nadeno je nekoliko
sekvenci peptida iz razli¢itih lanaca kolagena. To je bilo dovoljno da se zakljuci da uzorci
sadrze tutkalo, najverovatnije u sloju podloge, ali precizno poreklo kolagena nije moglo
biti odredeno na osnovu prikupljenih informacija. Glavni uzroci koji su sprecili
odredivanje bioloskog porekla kolagena bili su nedostatak sekvenci kolagena vecine
zivotinja u bazama proteina i ekstenzivna homologija koja postoji medu kolagenima

sisara, zbog veoma malih evolutivnih razlika.

Rezultati istrazivanja predstavljeni u prvom delu ove doktorske disertacije
ilustruju ¢injenicu da je moguca uspesna identifikacija proteina koji su prisutni kao veziva

u bojenim slojevima starih slika i drugih umetnickih dela primenom proteomike i
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MALDI-TOF/TOF masene spektrometrije, Sto do sada nije objavljeno u literaturi. Glavna
svrha TOF/TOF eksperimenata nije bila da se samo potvrde rezultati dobijeni PMF
analizom, ve¢ 1 da se uoci 1 naglasi razlika izmedu rezultata dobijenih ovim razli¢itim
pristupima. Pokazano je da se putem MS/MS fragmentacije, na osnovu nekoliko peptida
degradiranog proteinskog veziva, moze posti¢i identifikacija proteina, za razliku od PMF
pristupa gde je neophodan ve¢i broj peptida. Tandem masena spektrometrija povecéava
Sansu da se precizno identifikuju proteini u vezivima zahvaljuju¢i vecoj specifi¢nosti

fragmentacionih spektara.

U drugom delu ove doktorske disertacije opisana je primena ESI-LTQ-Orbitrap
XL masenog spektrometra za analizu proteina u uzorcima kulturnog nasleda. Ovaj maseni
spektrometar ima preciznost odredivanja masa peptida reda veli¢ine ppm. Analiziran je
isti set istorijskih uzoraka, zajedno sa referentnim materijalima i model uzorcima kao u
prvom delu ove disertacije. Analizom snimljenih spektara dobijene su detaljne
informacije o proteinima prisutnim u uzorcima. U poredenju sa rezultatima MALDI-TOF
masene spektrometrije, identifikovan je veéi broj proteina, sa viS§im skorovima i
pojedinacnih jona i proteina, uz bolju pokrivenost sekvenci. Treba naglasiti pouzdaniju
identifikaciju proteina postignutu kod model uzoraka i uzoraka analiziranih pravoslavnih
ikona iz XIX veka. U uzorcima ikona, prisustvo kolagenskih materijala, utvrdeno pomocu
MALDI-TOF MS/MS, potvrdeno je uz mnogo vise informacija. Rezultati su ukazali da
se kao vezivo u sloju podloge najverovatnije nalazi govedi kolagen. Razliciti peptidi ovog
proteina identifikovani su pomoc¢u dve metode, Sto je dodatno potvrdilo dobijene
rezultate. Najvazniji rezultat svakako je detekcija proteina Zumanceta u uzorcima starih
ikona samo primenom LC-MS/MS pristupa. U dva uzorka ikona sa ikonostasa crkve u
Baricu identifikovani su peptidi dva proteina zumanceta, vitelogenin-2 i apovitelenin-1,

Sto ukazuje na jajcanu temperu kao tehniku slikanja ikona.

Tokom eksperimentalnog rada na ovoj doktorskoj disertaciji utvrdeno je da su
za identifikaciju proteinskih veziva u starim slikama radenim tehnikom tempere efikasne
obe koris¢ene metode. Glavne prednosti LC-ESI-LTQ-Orbitrap u odnosu na MALDI-
TOF MS/MS su hromatografsko razdvajanje peptida pre ulaska u maseni spektrometar 1
visoka preciznost u odredivanju mase prekursor jona. Kombinacija dve tehnike meke

jonizacije, ESI i MALDI, dala je preklopljene, ali i komplementarne rezultate $to je

128



takode doprinelo povecanju pouzdanosti rezultata obe metode. Komplementarnosti dva
seta rezultata znaCajno je doprineo razlicit afinitet dve jonizacione tehnike prema

peptidima razlicitih fizicko-hemijskih osobina.

Sve je veci broj istrazivackih grupa koje primenjuju razli¢ite metode proteomike
u analizi proteina i peptida u umetni¢kim i arheoloskim predmetima. Postoji jo§ mnogo
nereSenih pitanja, ali i moguénosti. Nepotpuno poznavanje sekvenci proteina ¢esto ometa
interpretaciju rezultata. Ipak, zahvaljujuci konstantnom i brzom rastu biblioteka sekvenci,
ocekuje se da ¢e problem nedostatka sekvenci proteina biti prevaziden. Takode, ogromne
mogucénosti leze 1 u formiranju zajedni¢ke baze znanja koja bi obuhvatala specifi¢ne
podatke korisne za proucavanje umetnickih i arheoloskih predmeta, kao $to su vrste i
sekvence proteina, mase peptida markera, PMF i tandem masene spektre, zajedno sa
alatima pretrage 1 interpretacije prikupljenih podataka. Trebalo bi posvetiti viSe paznje i

proucavanju promena u sekvencama proteina usled degradacije proteinskih veziva.

Osim ve¢ poznatih izvora proteina u umetnic¢kim i arheoloskim predmetima, kao
Sto su slike, lepkovi, malteri sa proteinskim aditivima, kosa, koza i ostaci hrane na
arheoloskoj keramici, bile bi interesantne i druge primene proteomike, na primer za
identifikaciju razli¢itih tipova istorijskih tekstila koji imaju proteine u svom sastavu, kao
Sto su vuna (keratin) i svila (sericin i fibroin). Osim tripsina, koji je do sada iskljucivo
koriS¢en za hidrolizu proteina u uzorcima kulturnog nasleda, trebalo bi isprobati i druge
enzime (npr. himotripsin) u cilju poboljSanja rezultata. Sigurno je da ¢e proteomika
postati vode¢a analiticCka metodologija za reSavanje pitanja koja se tiu proteina u

konzervaciji, sa sve ve¢im brojem i sve raznovrsnijim primenama.
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PRLOG I

KOMPLETNI REZULTATI ANALIZE PROTEINSKIH VEZIVA MALDI-TOF
MASENOM SPEKTROMETRIJOM



Ovaj prilog sadrzi kompletne rezultate dobijene pretragom PMF i MS/MS spektara uzoraka analiziranih tokom izrade ove doktorske disertacije u odnosu na SwissProt bazu sekvenci
pomocu Mascot pretrazivaca. Informacije o parametrima pretrage date su u tekstu, u delu 3.6 Obrada rezultata.

BELANCE

Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

:;:f:tlggikovam Taksonomija | Skor feokli]r ell‘;.ce Identifikovani peptidi Opseg I{;I(;Z E/I;ler' 3:;;'“) Miss | Modifikacije
LYAEER 106- 111 | 780.389 | 780.404 20| 0
DEDTQAMPFR 191-200 | 1209.520 | 1209.518 2] 0
ADHPFLFCIK 361-370 | 1248.608 | 1248.608 0| 0 | 8 Carboxymethyl (C)
HIATNAVLFFGR 371-382 | 1345.738 | 1345.732 4] 0
YPILPEYLQCVK 112-123 | 1523.781 | 1523.806 16 | 0 | 10: Carboxymethyl (C)
AFKDEDTQAMPFR 188-200 | 1555.721 | 1555.717 2] 1
LTEWTSSNVMEER 265-277 | 1581721 | 1581.721 0] o
GGLEPINFQTAADQAR 128 - 143 | 1637.840 | 1687.830 6] 0
ISQAVHAAHAEINEAGR 324-340 | 1773.899 | 1773.898 1] o0

Ovalbumin N-Term: Acetyl

OVAL CHICK | Gallusgallus | 149 | 71% GSIGAASMEFCFDVFK 2-17 | 1808.787 | 1808.778 S| % |11 Carboxymethyl (C)

P01012 ELINSWVESQTNGIIR 144-159 | 1858.966 | 1858.953 7] 0
ELINSWVESQTNGIIR 144-159 | 1859.950 | 1859.941 5 | 0 | Deamidated (NQ)
EVVGSAEAGVDAASVSEEFR 341-360 | 2008.946 | 2009.000 27 0
DILNQITKPNDVYSFSLASR 86-105 | 2281.182 | 2281.199 7 0
VTEQESKPVQMMYQIGLFR 201-219 | 2284.146 | 2284.153 3] 0
NVLQPSSVDSQTAMVLVNAIVFK 160 - 182 | 2460.317 | 2460.303 5] 0
FDKLPGFGDSIEAQCGTSVNVHSSLR 60-85 | 2822341 | 2822.356 5| 1 | 15: Carboxymethyl (C)
VHHANENIFYCPIAIMSALAMVYLGAK 21-47 | 3034499 | 3034.525 9 [ 0 [ 11: Carboxymethyl (C)
?I}\IE;“EPISASGTMSMLVLLPDEVSGLEQLES 230-264 | 3863.011 | 3863.011 0| o
TCNWAR 260-265 | 808341 | 808.371 37 | 0 | 2: Carboxymethyl (C)
CLFKVR 662-667 | 823.449 | 823.431 23 | 1| I: Carboxymethyl (C)
VAAHAVVAR 266-274 | 893532 | 893.551 2] 0
RFGVNGSEK 633-641 | 994495 | 994.401 95 | 1 | 5: Deamidated (NQ)
YFGYTGALR 540 - 548 | 1047.526 | 1047.535 8] o

Ovotransferin FYTVISSLK 630-688 | 1057.593 | 1057.595 2] 0

TRFE_CHICK | Gallus gallus | 64 32% SDFHLFGPPGK 299-309 | 1201.600 | 1201.602 1] o

P02789 KDSNVNWNNLK 458 -468 | 1331.670 | 1331.676 51
IQWCAVGKDEK 364-374 | 1334.641 | 1334.642 1| 1 | 4: Carboxymethyl (C)
DSNVNWNNLKGK 459-470 | 1391.644 | 1391.680 26 | 1| 3 Deamidations (NQ)
ENRIQWCAVGK 361-371 | 1403.674 | 1403.726 38| 1 | NTerm: Acetyl7:

Carboxymethyl (C)

SAGWNIPIGTLLHR 141 - 154 | 1534.849 | 1534.840 -6 0




TDERPASYFAVAVAR 443 - 457 1652.839 | 1652.833 -4 0
DDNKVEDIWSFLSK 275 -288 1695.822 | 1695.824 1 1
GAIEWEGIESGSVEQAVAK 155-173 1959.966 | 1959.956 -5 0
ECNLAEVPTHAVVVRPEK 602 - 619 | 2049.043 | 2049.040 -2 0 2: Carboxymethyl (C)
TGTCNFDEYFSEGCAPGSPPNSR 494516 | 2551.998 | 2552.028 12| o | % Carboxymethyl (C)
14: Carboxymethyl (C)
gﬁADAVALDGGLVYTAGVCGLVPVMA 406 - 433 2791.364 | 2791.374 4 0 19: Carboxymethyl (C)
WWCNDGR 80 - 86 994.384 994.390 7 0 3: Carboxymethyl (C)
Lizozim C GTDVQAWIR 135-143 1045.543 1045.544 1 0
GYSLGNWVCAAK 40 - 51 1326.615 1326.593 17 0 9: Carboxymethyl (C)
0,
lﬁgosﬁcgECHICK Gallus gallus | 35 39% CKGTDVQAWIR 133-143 | 1334.652 | 1334.652 0| 1 | 1: Carboxymethyl (C)
FESNFNTQATNR 52-63 1428.650 | 1428.655 4 0
IVSDGNGMNAWVAWR 116 - 130 1676.785 1676.776 -6 0 Deamidated (NQ)
Protin Y HSLELEEFR 354 -362 1159.574 | 1159.569 -4 0
povezan sa ADHPFLFFIR 363 - 372 1262.668 1262.663 -4 0
Ovalbuminom Gallus gallus | 26 11% YNPTNAILFFGR 373-384 | 1412.732 | 1412.731 -1 0 11: Carboxymethyl (C)
OVALY_CHICK TFSVLPEYLSCAR 111 -123 1543.746 | 1543.756 6 0
P01014
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani . Pokrivenost . . .. Teor. Izmer. Dev. . . .
proteini Taksonomija | Skor sekvence Identifikovani peptidi Opseg MH-+ mz (ppm) Miss | Modifikacije
LYAEER 106 - 111 780.389 780.340 -62 0
MYQIGLFR 212 -219 1027.539 | 1027.544 4 0
DEDTQAMPFR 191 - 200 1209.520 | 1209.514 -6 0
ADHPFLFCIK 361 -370 1248.608 | 1248.599 -7 0 8: Carboxymethyl (C)
HIATNAVLFFGR 371 -382 1345.738 | 1345.738 0 0
YPILPEYLQCVK 112 -123 1523.781 | 1523.782 1 0 10: Carboxymethyl (C)
AFKDEDTQAMPFR 188 - 200 1555.721 | 1555.721 0 1
Ovalbumin LTEWTSSNVMEER 265 -277 1581.721 | 1581.721 0 0
OVAL_CHICK Gallus gallus 961 45% GGLEPINFQTAADQAR 128 - 143 1687.840 | 1687.842 1 0
P01012 4: Cation:Naili
GGLEPINFQTAADQAR 128 - 143 1709.822 | 1709.810 7| 0 | \emDE)
ISQAVHAAHAEINEAGR 324 -340 1773.899 | 1773.896 -2 0
ELINSWVESQTNGIIR 144 - 159 1858.966 | 1858.967 1 0
EVVGSAEAGVDAASVSEEFR 341 -360 2008.946 | 2008.941 -2 0
DILNQITKPNDVYSFSLASR 86 - 105 2281.182 | 2281.182 0 0
VTEQESKPVQMMYQIGLFR 201 -219 2284.146 | 2284.127 -8 0
NVLQPSSVDSQTAMVLVNAIVFK 160 - 182 2460.317 | 2460.329 5 0
Ovotransferin N-Term: Acetyl
TRFE_CHICK Gallus gallus 177 18% DLTQQERI 44-51 1045516 | 1045.544 27 ! 4: Deamidated (NQ)
P02789 YFGYTGALR 540 - 548 1047.526 | 1047.505 -20 0




FMMFESQNK 644 - 652 1161.507 | 1161.503 -3 0
SAGWNIPIGTLLHR 141 - 154 1534.849 | 1534.826 -15 0
TDERPASYFAVAVAR 443 - 457 1652.839 | 1652.780 -36 0
GAIEWEGIESGSVEQAVAK 155-173 1959.966 | 1960.028 32 0
ECNLAEVPTHAVVVRPEK 602 - 619 2049.043 | 2049.010 -16 0 2: Carboxymethyl (C)
TGTCNFDEYFSEGCAPGSPPNSR 494-516 2551.998 | 2551.925 28| o | 4 Carboxymethyl (€)
14: Carboxymethyl (C)
SEADAVALDGGLVYTAGVCGLVPVMA 406 - 433 2791.364 | 2791.160 -73 0 19: Carboxymethyl (C)
ZUMANCE
Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini | Taksonomija | Skor Pokrivenost Identifikovani peptidi Opseg Teor. MH+ Izmer. Dev. Miss | Modifikacije
sekvence m/z (ppm)
TKNPEQR 303 - 309 914.469 914.460 -10 1 | N-Term: Acetyl
ARCSVSYNK 1579 - 1587 1085.504 | 1085.498 -6 1 | 3: Carboxymethyl (C)
ADTYFDNYR 633 - 641 1164.496 | 1164.479 -15 0
N-Term: Acetyl
WKLCADASVR 1424 - 1433 1248.604 | 1248.488 -93 1 4: Carboxymethyl (C)
FDIDPGFNSRR 18-28 1365.655 | 1365.610 -33 1 | N-Term: Acetyl
TANADNLESIWR 342 - 353 1401.712 | 1401.573 -99 0
DASFIQNTYLHK 1008 - 1019 1436.717 | 1436.584 -93 0
VGATGEIFVVNSPR 642 - 655 1445.775 | 1445.637 -95 0
AVAYVKWGWDCR 1438 - 1449 1511.710 | 1511.656 -36 1 | 11: Carboxymethyl (C)
6: Carboxymethyl (C)
Vitelogenin-2 MHHIGCQLCFSR 993 - 1004 1547.655 | 1547.517 89 0 9: Carboxymethyl (C)
VIT2_CHICK Gallus gallus 110 23% SPQVEEYNGVWPR 74 - 86 1560.744 | 1560.622 -78 0
P02845 IVLMPVHTDADIDK 1028 - 1041 1566.820 | 1566.684 -87 0
GSAPDVPMQNYGSLR 272 - 286 1591.753 | 1591.631 =77 0
EALQPIHDLADEAISR 456 -471 1777.908 | 1777.745 -92 0
LMANSAGSVADLVEVGIR 666 - 683 1801.948 | 1801.783 91 0
LPFMYNISSACNIALK 599 - 614 1842913 | 1842.819 -51 0 | 11: Carboxymethyl (C)
VRSPQVEEYNGVWPR 72 -86 1857.924 | 1857.823 -55 1 | N-Term: Acetyl
IETNPCREETEIVVGR 895-910 1902.923 | 1902.775 -78 1 | 6: Carboxymethyl (C)
TGGLQLVVYADTDSVRPR 1393 - 1410 1947.029 | 1946.876 -79 0
NAVSFGHSWILEEAPCR 1740 - 1756 1973.917 | 1973.776 -72 0 | 16: Carboxymethyl (C)
NPVLQQVACLGYSSVVNR 428 - 445 2005.017 | 2004.864 -76 0 | 9: Carboxymethyl (C)
SYLYNYEGSMLNGLQDR 29-45 2022.923 | 2022.772 -74 0
SONVYELQEAGIGGICHAR 147 - 165 2102.992 | 2102.832 -76 0 | 16: Carboxymethyl (C)




QVYQISPFNEPTGVAVMEAR 240 - 259 2236.107 | 2235.926 81 0
QVYQISPFNEPTGVAVMEAR 240 - 259 2278.117 | 2277.985 -58 0 | N-Term: Acetyl
YVVPSCLGLPLEYGSYTTALAR 791 -812 2431221 | 2430.993 94 0 | 6: Carboxymethyl (C)
IVLMPVHTDADIDKIQLEIQAGSR | 1028 - 1051 2662423 | 2662.176 93 1
DSTRTQINK. 48 -56 1104.564 | 1104.558 5 1 | N-Term: Acetyl
ADHPFLFCIK 361 -370 1248.608 | 1248.602 5 0 | 8: Carboxymethyl (C)
HIATNAVLFFGR 371-382 1345.738 | 1345.758 15 0
Ovalbumin AFKDEDTQAMPFR 188 - 200 1555.721 | 1555.736 10 1
. LTEWTSSNVMEER 265 -277 1581.721 | 1581.752 19 0
l?(;/l%fz—CHICK Gallus gallus | 56 | 32% GGLEPINFQTAADQAR 128 - 143 1687.840 | 1687.882 25 0
ISQAVHAAHAEINEAGR 324 - 340 1773.899 | 1773.954 31 0
ELINSWVESQTNGIIR 144 - 159 1858.966 | 1858.979 7 0
DILNQITKPNDVYSFSLASR 36- 105 2281.182 | 2281.205 10 0
VTEQESKPVQMMYQIGLFR 201-219 2284.146 | 2284.115 14 0
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini | Taksonomija | Skor Pokrivenost Identifikovani peptidi Opseg Teor. MH+ Izmer. Dev. Miss | Modifikacije
sekvence m/z (ppm)
LPLSLPVGPR 1543 - 1552 1048.651 | 1048.612 -38 0
FLEVVQLCR 333-341 1164.608 | 1164.576 28 0 | 8: Carboxymethyl (C)
FDIDPGFNSR 18-27 1167.543 | 1167.526 -14 0
TANADNLESIWR 342-353 1401.712 | 1401.650 45 0
LSQLLESTMQIR 831-842 1418.767 | 1418.710 -40 0
VGATGEIFVVNSPR 642 - 655 1445.775 | 1445.637 95 0
SPQVEEYNGVWPR 74 - 86 1560.744 | 1560.683 -39 0
Vitelogenin-2 SPQVEEYNGVWPR 74 - 86 1561.728 | 1561.585 92 0 | 8: Deamidated (NQ)
VIT2 CHICK Gallus gallus | 305 | 10% LMANSAGSVADLVEVGIR 666 - 683 1801.948 | 1801.783 91 0
P02845 N-Term: Acetyl (N-term)
ELLQQVMKTVVEPADR 746 - 761 1899.973 | 1899.805 -89 1 | 4: Deamidated (NQ)
5: Deamidated (NQ)
NSIAGQWTQPVWMGELR 774 - 790 1972.970 | 1972.910 -30 0
NSIAGQWTQPVWMGELR 774 - 790 1973.954 | 1973.776 90 0 | 6: Deamidated (NQ)
IGNIYAPEDCPDLCVNIVR 116 - 134 2220.031 | 2219.855 79 o | 10:Carboxymethyl (C)
14: Carboxymethyl (C)
QVYQISPFNEPTGVAVMEAR 240 - 259 2236.107 | 2235.926 81 0
YVVPSCLGLPLEYGSYTTALAR | 791 -812 2431221 | 2430.993 94 0 | 6: Carboxymethyl (C)
Apovitelenin-1 NFLINETAR 75-83 1077.569 | 1077446 | -114 0
APOV1_CHICK Gallus gallus | 88 | 44% AGQFLLDVSQTTVVSGIR 57-74 1891.028 | 1890.878 -80 0
P02659 RDWLVIPDAAAAYIYEAVNK 33-52 2278.187 | 2277.985 -88 1
Lizozim C GTDVQAWIR 135 - 143 1045.543 | 1045.552 9 0
0,
]l;gosﬁ(;ECHICK Gallus gallus | 75| 14% FESNFNTQATNR 52-63 1428.650 | 1428.600 35 0
Ovalbumin Gallusgallus | 74 | 11% HIATNAVLFFGR 371-382 1345.738 | 1345.600 | -102 0




OVAL CHICK GGLEPINFQTAADQAR 128 - 143 1687.840 | 1687.686 91 0
P01012 ELINSWVESQTNGIIR 144 - 159 1858.966 | 1858.979 7 0
ELINSWVESQTNGIIR 144-159 1859.950 | 1859.806 -77 0 | 12: Deamidated (NQ)
KAZEIN U PRAHU (63200)
Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida
:::f::et;gikovam Taksonomija | Skor iokli/re:l‘;.ce Identifikovani peptidi Opseg lr{"IeI‘-)Il-‘i: :ﬁ;:er' z)epvl.n) Miss | Modifikacije
TVYQHQK 197 - 203 903.468 903.504 40 0
FALPQYLK 189 - 196 979.561 979.584 24 0
Alfa-S2-Kazein LTEEEKNR 168 - 175 1018.516 1018.534 17 1
o AMKPWIQPK 204 - 212 1098.613 1098.617 4 0
g&sﬁlg—mvm Bos taurus 60 39% NAVPITPTLNR 130 - 140 1195679 |  1195.665 12 0
ITVDDKHYQK 86-95 1246.643 1246.636 -6 1
EQLSTSEENSK 141 - 151 1251.570 1251.695 100 0
FPQYLQYLYQGPIVLNPWDQVK 107 - 128 2709.408 2709.572 61 0
EGIHAQQK 140 - 147 910.474 910.502 30 0
. YLGYLEQLLR 106 - 115 1267.704 1267.717 10 0
‘égﬂs":ll"%i;“m HIQKEDVPSER 95 - 105 1337.681 | 1337.672 7 1
P02662 Bos taurus 59 42% FFVAPFPEVFGK 38-49 1384.730 1384.725 -4 0
HQGLPQEVLNENLLR 23-37 1759.945 1759.931 -8 0
YKVPQLEIVPNSAEER 119-134 1951.952 1951.917 -18 1 | 12: Phospho (ST)
EPMIGVNQELAYFYPELFR 148 - 166 2316.137 2316.171 15 0
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini | Taksonomija | Skor Pokriv. Identifikovani peptidi Opseg Teor. MH+ Izmer. Dev. Miss Modifikacije
sekvence m/z (ppm)
YLGYLEQLLR 106 - 115 1267.704 1267.695 -7 0
HIQKEDVPSER 95-105 1337.681 1337.672 -7 1
Alfa-S1-kazein FFVAPFPEVFGK 38-49 1384.730 1384.722 -6 0
CASA1 BOVIN Bos taurus 463 46% HQGLPQEVLNENLLR 23-37 1759.945 1759.932 -7 0
P02662 YKVPQLEIVPNSAEER 119-134 1951.952 1951.743 -107 1 | 12: Phospho (ST)
IGVNQELAYFYPELFR 151 - 166 1959.001 1958.787 -109 0
EPMIGVNQELAYFYPELFR 148 - 166 2316.137 2316.134 -1 0




Beta-kazein
CASB_BOVIN Bos taurus 124 8% DMPIQAFLLYQEPVLGPVR 199 - 217 2186.168 2186.181 6 0
P02666
Alfa-S2-kazein
CASA2 BOVIN Bos taurus 23 3% TVYQHQK 197 - 203 903.468 903.504 40 0
P02663
MLADI KRAVLJI SIR
Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida
:::f::et;gikovam Taksonom. Skor :):kl;l: I‘ll.ce Identifikovani peptidi Opseg lr{"IeI‘-)Il-‘i: :ﬁ;:er' gjel:;'n) Miss | Modifikacije
VIPYVR 215-220 746.456 746.442 -19 0
LTEEEK 168 - 173 748.372 748.345 -36 0
ITVDDK 86-91 770.333 770.346 17 0 | 2: Phospho (ST)
TVYQHQK 197 - 203 903.468 903.515 51 0
Alfa-S2-Kazein FALPQYLK 189 - 196 979.561 979.478 -85 0
CASA2 BOVIN Bos taurus 76 40% LTEEEKNR 168 - 175 1098.483 1098.518 32 1 ? iggzggg Eg%
P02663 TKLTEEEK 166 - 173 1137.448 1137.476 25 1 4: Phospho (ST)
NAVPITPTLNR 130 - 140 1195.679 1195.608 -60 0
EQLSTSEENSK 141 - 151 1251.570 1251.641 57 0
ALNEINQFYQK 96 - 106 1367.695 1367.669 -19 0 | 7: Phospho (ST)
NMAINPSKENLCSTFCK 40 - 56 1979.842 1979.843 0 1
TTMPLW 209 -214 748.370 748.371 2 0
EDVPSER 99 - 105 831.384 831.382 -3 0
YLGYLEQLLR 106 - 115 1267.704 1267.694 -8 0
Alfa-S1-kazein HIQKEDVPSER 95-105 1337.681 1337.689 6 1
CASA1_BOVIN Bos taurus 60 41% FFVAPFPEVFGK 38-49 1384.730 1384.748 13 0
P02662 VPQLEIVPNSAEER 121 - 134 1660.794 1660.762 -19 0 | 10: Phospho (ST)
HQGLPQEVLNENLLR 23-37 1759.945 1759.950 3 0
YKVPQLEIVPNSAEER 119-134 1951.952 1951.969 8 1 | 12: Phospho (ST)
EPMIGVNQELAYFYPELFR 148 - 166 2316.137 2316.133 -2 0
ALPMHIR 158 - 164 837.476 837.438 -46 0
. TKIPAVFK 92-99 903.566 903.515 -57 1
B el | s | 48 57, VLVLDTDYKK 108-117 | 1193.678 | 1193.603 63 1
P02754 TPEVDDEALEK 141 - 151 1325.551 1325.671 91 0 | 1: Phospho (ST)
TPEVDDEALEK 141 - 151 1367.561 1367.675 83 0 N-Term: Acetyl (N-term)
1: Phospho (ST)




TPEVDDEALEKFDK 141-154 | 1635775 | 1635.808 20 1
LSFNPTQLEEQCHI 165-178 | 1716790 | 1716.816 15 0 | 12: Carboxymethyl (C)
5: Carboxymethyl (C)
YLLFCMENSAEPEQSLACQCLVR 118-140 | 2843.180 | 2842916 .93 0 | 18: Carboxymethyl (C);
18:Phospho (ST)
VAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLR 31-56 2707.376 | 2707.319 21 0
Beta-kazein AVPYPQR 192-198 830.452 830.433 23 0
0,
(P;g\zSﬁ%EBOVH\I Bos taurus 30 17% DMPIQAFLLYQEPVLGPVR 199-217 | 2186.168 | 2186.177 4 0
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani PoKriv. . . - Teor. Izmer. Dev. . . ..
proteini Taksonom. Skor sekvence Identifikovani peptidi Opseg MH+ iz (ppm) Miss | Modifikacije
EGIHAQQK 140 - 147 910474 910.493 21 0
YLGYLEQLLR 106-115 1267.704 | 1267.694 8 0
Alfa-S1-kazein HIQKEDVPSER 95- 105 1337.681 | 1337.689 6 1
CASA2_BOVIN Bos taurus | 433 43% FFVAPFPEVFGK 38-49 1384.730 | 1384.748 13 0
P02662 HQGLPQEVLNENLLR 23-37 1759.945 | 1759.950 3 0
YKVPQLEIVPNSAEER) 119-134 | 1951952 | 1951.969 3 1 | 12: Phospho (ST)
EPMIGVNQELAYFYPELFR 148-166 | 2316.137 | 2316.133 2 0
Beta-laktoglobulin ALPMHIR 158 - 164 837.476 837.487 13 0
LACB_BOVIN Bos taurus 205 26% LSFNPTQLEEQCHI 165-178 1716.790 1716.780 -6 0 | 12: Carboxymethyl (C)
P02754 VAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLR 31-56 2707.376 | 2707.470 35 0
AlfaS2-kagein FALPQYLK 189 - 196 979.561 979.529 32 0
e AMKPWIQPK 204-212 1098.613 | 1098.518 87 0
0,
g&sﬁlg—mvm Bos taurus | 93 18% NAVPITPTLNR 130-140 | 1195.679 | 1195.658 18 0
ALNEINQFYQK 96 - 106 1367.695 | 1367.675 -15 0
Beta-kazein GPFPIIV 218-224 742450 742426 32 0
0,
lc)(,?zs,ﬁlngovm Bos taurus | 63 12% DMPIQAFLLYQEPVLGPVR 199-217 | 2186.168 | 2186.177 4 0
Kapa-kazein
CASK_BOVIN Bos taurus | 41 5% YIPIQYVLSR 46 - 55 1251710 | 1251.668 233 0

P02668




GOVEDE KOSTANO TUTKALO (63000)

Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

:::f::et;gikovam Taksonomija | Skor iokli/re:l‘;.ce Identifikovani peptidi Opseg lr{"IeI‘-)Il-‘i: :ﬁ;:er' gjel:;'n) Miss | Modifikacije
GPAGPQGPR 1084 - 1092 836.437 836.449 14 0
GPAGPQGPR 1084 - 1092 852.432 852.435 3 0 | Oxidation (P)
GEGGPQGPR 352 - 360 854.412 854.408 -4 0
GPAGPQGPR 1084 - 1092 868.427 868.459 36 0 | 2 Oxidation (P)
GDRGDAGPK 742 - 750 872.422 872.441 22 1
GSEGPQGVR 361 -369 886.438 886.435 -3 0
GVVGLPGQR 958 - 966 898.511 898.524 15 0 | Oxidation (P)
GDTGPRGPR 115-123 944.454 944.494 42 1 | 2 Oxidation (P)
GFPGADGVAGPK 493 - 504 1088.537 | 1088.557 18 0 | Oxidation (P)
GVQGPPGPAGPR 685 - 696 1105.575 | 1105.590 14 0 | Oxidation (P)
GVQGPPGPAGPR 685 - 696 1121.570 | 1121.572 2 0 | 2 Oxidation (P)
GQAGVMGFPGPK 574 - 585 1161.572 | 1161.579 6 0 | Oxidation (P)
GQAGVMGFPGPK 574 - 585 1177.567 | 1177.560 -6 0 | 2 Oxidation (P)
GHRGFSGLDGAK 265 -276 1201.607 | 1201.587 -17 1
GFPGLPGPSGEPGK 970 - 983 1328.648 | 1328.642 -5 0 | 2 Oxidation (P)

Kolagen alfa-1(I) GPSGPQGPSGPPGPK 415 - 429 1332.654 | 1332.641 -10 0 | Oxidation (P)

lanac Bos taurus 7 28% GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1427.703 | 1427.732 21 0

COl1Al_BOVIN GEPGPAGLPGPPGER 472 - 486 1435.681 | 1435.702 15 0 | 3 Oxidation (P)

P02453 GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1459.692 | 1459.707 10 0 | 2 Oxidation (P)
GETGPAGPAGPIGPVGAR 1066 - 1083 1560.813 | 1560.814 1 0
GNSGEPGAPGSKGDTGAK 430 - 447 1586.741 | 1586.752 8 1
GFPGADGVAGPKGPAGER 493 -510 1655.814 | 1655.828 8 1 | Oxidation (P)
DGLNGLPGPIGPPGPRGR 1152 -1169 1726.935 | 1726.882 31 1
GPPGPMGPPGLAGPPGESGR 994 - 1013 1816.865 | 1816.875 5 0 | Oxidation (P)
GPPGPMGPPGLAGPPGESGR 994 - 1013 1832.860 | 1832.876 9 0 | 3 Oxidation (P)
GAPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR 934 -957 2057.016 | 2057.032 8 0
GAPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR 934 - 957 2105.001 | 2105.038 18 0 | 3 Oxidation (P)
GVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAK 685 - 708 2131.028 | 2131.152 58 1 | 2 Oxidation (P)
GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111-1140 | 2689.260 | 2689.310 18 0 | 2 Oxidation (P)
GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111 - 1140 2705.255 | 2705.277 8 0 | 3 Oxidation (P)
GAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAK+ 796 - 825 2719.234 | 2719.258 9 1 | 5 Oxidation (P)
GDAGAPGAPGSQGAPGLQGMPGERGAAGLPGPK 709 - 741 2883.417 | 2883.415 -1 1
GLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPR 187 -219 3084.412 | 3084.389 -7 0 | 5 Oxidation (P)
GLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPR 187-219 3100.407 | 3100.364 -14 0 | 6 Oxidation (P)

Kolagen alfa-2(I) GLPGERGR 215-222 857.459 857.410 -57 1 | Oxidation (P)

lanac Bos taurus 33 14% GPSGDRGPR 33-41 898.449 898.479 34 1

CO1A2 BOVIN GFPGTPGLPGFK 164 - 175 1206.615 | 1206.518 -81 0 | 2 Oxidation (P)




P02465 GFPGTPGLPGFK 164 - 175 1222.610 1222.519 -75 0 | 3 Oxidation (P)
GIPGEFGLPGPAGAR 572 - 586 1427.728 1427.641 -61 0 | 2 Oxidation (P)
GAAGLPGVAGAPGLPGPR 308 - 325 1562.829 1562.716 =72 0 | 3 Oxidation (P)
HGNRGEPGPAGAVGPAGAVGPR 973 - 994 2028.996 | 2028.910 -42 1 | 3 Oxidation (P)
GEPGAVGQPGPPGPSGEEGKR 359-379 2055.921 2055.922 0 1 | 6 Oxidation (P)
GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881 - 904 2131.114 | 2130.950 =77 0 | 3 Oxidation (P)
GPPGESGAAGPTGPIGSRGPSGPPGPDGNK 590 - 619 2705.240 | 2705.016 -83 1 | 5 Oxidation (P)
GPPGASGAPGPQGFQGPPGEPGEPGQTGPAGAR 98 - 130 3033.357 3033.131 -74 0 | 6 Oxidation (P)
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini Taksonomija Skor i’eokl;r ell\;.ce Identifikovani peptidi Opseg ;[eﬁ:: z/nzler. Z)epvl.n) Miss | Modifikacije
Kolagen alfa-2(I) lanac GLPGEFGLPGPAGPR 574 - 588 1453.743 1453.644 -68 0 | 2 Oxidation (P)
CO1A2_CANFA Canis familiaris | 209 4% GAAGLPGVAGAPGLPGPR 310 -327 1562.829 1562.716 =72 0 | 3 Oxidation (P)
046392 GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 883 - 906 2131.114 | 2130.950 =77 0 | 3 Oxidation (P)
Kolagen alfa-2(1) lanac GIPGEFGLPGPAGAR 572 - 586 1427.728 1427.641 -61 0 | 2 Oxidation (P)
COIA2 BOVIN Bos taurus 178 6% GAAGLPGVAGAPGLPGPR 308 - 325 1562.829 1562.716 =72 0 | 3 Oxidation (P)
P02465 EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR 463 - 484 2056.093 | 2055.922 -83 0 | Oxidation (P)
GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881 - 904 2131.114 | 2130.950 =77 0 | 3 Oxidation (P)
GPAGPQGPR 1084 - 1092 836.437 836.449 14 0
Kolagen alfa-1(I) lanac GEGGPQGPR 352-360 854412 | 854.408 4 0
CO1A1_BOVIN Bos taurus 96 5% -
P02453 GEPGSPGENGAPGQMGPR 286 - 303 1726.745 1726.882 79 0 | 2 Oxidation (P)
GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111 -1140 2705.255 | 2705.335 30 0 | 3 Oxidation (P)
Kolagen alfa-1(III) lanac GPAGPQGPR 1082 - 1090 836.437 836.449 14 0
g&i’;‘}MOUSE Mus musculus | 49 2% GLPGPPGNNGNPGPPGPSGAPGK 878-900 | 2056.968 | 2057.032 31 o | 4 Oxidation (P)
Kolagen alfa-1(1I) lanac
CO2A1_BOVIN Bos taurus 32 1% GPPGPQGAR 267 - 275 836.437 836.449 14 0
P02459
GOVEDE KOZNO TUTKALO (63010)
Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini Taksonomija | Skor ::lgrel 1‘17.ce Identifikovani peptidi Opseg ;‘/[el(-)ll-.i: :If/l:er' g)i)vl;l) Miss | Modifikacije
Kolagen alfa-1(I) lanac NPARTCR 1253 - 1259 817.410 817.430 25 1
CO1Al BOVIN Bos taurus 87 229% GPAGPQGPR 1084 - 1092 836.437 836.358 -95 0
P02453 GFSGLDGAK 268 - 276 851.426 851.346 -93 0
GPAGPQGPR 1084 - 1092 852.432 852.347 -101 0 | Oxidation (P)




GEGGPQGPR 352 -360 854.412 854.334 91 0
GPAGPQGPR 1084 - 1092 868.427 868.380 -54 0 | 2 Oxidation (P)
GDRGDAGPK 742 - 750 872.422 872.331 -104 1
GVVGLPGQR 958 - 966 882.516 882.580 73 0
GEGGPQGPR 352 -360 886.401 886.352 -56 0 | 2Oxidation (P)
GVVGLPGQR 958 - 966 898.511 898.427 -93 0 | Oxidation (P)
QGPSGASGER 984 - 993 945.438 945.346 -97 0
GFPGADGVAGPK 493 - 504 1088.537 1088.427 -101 0 | Oxidation (P)
GRPGAPGPAGAR 310 -321 1095.565 1095.465 -92 0 | 2 Oxidation (P)
GAAGEPGKAGER 586 - 597 1099.549 1099.429 -109 1
GNSGEPGAPGSK 430 - 441 1105.476 1105.452 -21 0 | 3 Oxidation
GQAGVMGFPGPK 574 - 585 1177.567 1177.441 -107 0 | 2 Oxidation (P)
GVPGPPGAVGPAGK 598 - 611 1192.632 1192.710 65 0 | 2 Oxidation (P)
GHRGFSGLDGAK 265 -276 1201.607 1201.468 -116 1
GVPGPPGAVGPAGK 598 - 611 1208.627 1208.548 -65 0 | 3 Oxidation (P)
GDKGETGEQGDR 1093 - 1104 1264.540 1264.422 -94 1 | Oxidation (K)
GPSGPQGPSGPPGPK 415 - 429 1332.654 1332.521 -100 0 | Oxidation (P)
GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1427.703 1427.612 -63 0
GEPGPAGLPGPPGER 472 - 486 1435.681 1435.561 -84 0 | 3 Oxidation (P)
GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1459.692 1459.577 -719 0 | 2 Oxidation (P)
GNSGEPGAPGSKGDTGAK 430 - 447 1586.741 1586.646 -60 1
GSPGEAGRPGEAGLPGAK 520 - 537 1655.798 1655.684 -69 0 | 3 Oxidation (P)
GEPGSPGENGAPGQMGPR 286 - 303 1710.750 1710.756 4 0 | Oxidation (P)
GEPGSPGENGAPGQMGPR 286 - 303 1726.745 1726.754 5 0 | 2 Oxidation (P)
SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR 1062 - 1083 1975.994 1975.980 -7 1
TGPPGPAGQDGRPGPPGPPGAR 552 -573 2056.980 2056.922 -28 0 | 4 Oxidation (P)
GVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAK 685 - 708 2131.028 2131.013 -7 1 | 2 Oxidation (P)
GETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEK 910 - 933 2216.058 2215.909 -67 0 | 3 Oxidation (P)
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini Taksonom. Skor ::kl;l: I‘ll.ce Identifikovani peptidi Opseg 1’{;](_)[1;: :ﬁ;:er' z)epvl.n) Miss | Modifikacije
GHAGLAGAR 509 - 517 809.438 809.366 -89 0
NPARTCR 1156 - 1162 817.410 817.430 25 1
GPSGPQGIR 995 - 1003 868.464 868.380 -96 0
GPSGPPGPDGNK 608 - 619 1095.507 1095.465 -38 0 | Oxidation (P)
Kolagen alfa-2(I) lanac IGQPGAVGPAGIR 1066 - 1078 1192.680 1192.585 -79 0
CO1A2_BOVIN Bos taurus 323 12% GIPGEFGLPGPAGAR 572 - 586 1427.728 1427.590 -97 0 | 2 Oxidation (P)
P02465 GAAGLPGVAGAPGLPGPR 308 - 325 1562.829 1562.700 -82 0 | 3 Oxidation (P)
EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR 463 - 484 2056.093 | 2055.924 -83 0 | Oxidation (P)
GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881 - 904 2099.124 | 2098.920 -97 0 | Oxidation (P)
GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881 - 904 2131.114 | 2130.937 -83 0 | 3 Oxidation (P)
GPSGEPGTAGPPGTPGPQGLLGAPGFLGLPGSR 845 - 877 3017.496 | 3017.146 -116 0 | 4 Oxidation (P)




NPARTCR 1253 - 1259 817410 | 817430 25 1
GPAGPQGPR 1084 - 1092 836.437 | 836.358 95 0
GPAGPQGPR 1084 - 1092 852432 | 852347 -101 0 | Oxidation (P)
Kolagen alfa-1(I) lanac GEGGPQGPR 352 - 360 854412 | 854334 91 0
COIAI BOVIN Bos taurus 37 | 6% GPAGPQGPR 1084 - 1092 868.427 | 868.380 -54 0 | 2 Oxidation (P)
P02453 GSEGPQGVR 361 - 369 886.438 886.352 97 0
GVVGLPGQR 958 - 966 898.511 898.427 93 0 | 6: Oxidation (P)
GRPGAPGPAGAR 310 - 321 1095.565 | 1095.465 -92 0 | 20xidation (P)
GADGAPGKDGVR 751-762 1099.549 | 1099.429 -109 1
TGPPGPAGQDGRPGPPGPPGAR 552-573 2056.980 | 2056.922 -28 0 | 4 Oxidation (P)
Kolagen alfa-2(I) lanac GEPGPAGSIGPVGAAGPR 139 - 156 1562.792 | 1562.700 -59 0 | Oxidation (P)
(Fragment) Oryctolagus
; 38 8% o
8(2); é\GZS_RABIT cuniculus GLPGVAGALGEPGPLGIAGPPGAR 43 - 66 2097.145 | 2096.917 -109 0 | Oxidation (P)
ZECIJE KOZNO TUTKALO, PRECISCENO (63025)
Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida
:::f::gf:ikovam Taksonom. | Skor iokli/re:l‘;.ce Identifikovani peptidi Opseg ;’FI(-)II; :Izl;;ler. 3:;;'1]) Miss | Modifikacije
GPAGPQGPR 1084 - 1092 836.437 836.465 33 0
GFSGLDGAK 268 - 276 851.426 | 851.464 45 0
GPAGPQGPR 1084 - 1092 868.427 868.491 74 0 | 2 Oxidation (P)
GVVGLPGQR 958 - 966 898.511 898.549 42 0 | Oxidation (P)
GFPGADGVAGPK 493 - 504 1088.537 | 1088.584 43 0 | Oxidation (P)
GVQGPPGPAGPR 685 - 696 1105575 | 1105.620 41 0 | Oxidation (P)
GVPGPPGAVGPAGK 598 - 611 1192.632 | 1192.721 74 0 | 2 Oxidation (P)
GVPGPPGAVGPAGK 598 - 611 1208.627 | 1208.711 70 0 | 3 Oxidation (P)
Kolagen alfa-1(I) GFPGLPGPSGEPGK 970 - 983 1312.653 | 1312.686 25 0 | Oxidation (P)
lanac Bos taurus | 50 20% GFPGLPGPSGEPGK 970 - 983 1328.648 | 1328.694 34 0 | 2 Oxidation (P)
CO1A1 BOVIN GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1427.703 | 1427.777 52 0
P02453 GEPGPAGLPGPPGER 472 - 486 1435.681 | 1435.737 39 0 | 3 Oxidation (P)
GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1459.692 | 1459.737 30 0 | 2 Oxidation (P)
GETGPAGPAGPIGPVGAR 1066 - 1083 | 1560.813 | 1560.876 40 0
GNSGEPGAPGSKGDTGAK 430 - 447 1586.741 | 1586.806 41 1
DGLNGLPGPIGPPGPRGR 1152-1169 | 1726.935 | 1726.932 -1 1
SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR 1062 - 1083 | 1975.994 | 1976.060 33 1
DGVRGLTGPIGPPGPAGAPGDK 759 - 780 2082.010 | 2082.156 70 1 | 6 Oxidation
GVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAK 685 - 708 2131.028 | 2131.179 71 1 | 2 Oxidation (P)
GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111-1140 | 2689.260 | 2689.322 23 0 | 2 Oxidation (P)




GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111 -1140 2705.255 2705.336 30 0 | 3 Oxidation (P)
GLTGPIGPPGPAGAPGDKGEAGPSGPAGPTGAR 763 - 795 2853.413 2853.487 26 1 | 2 Oxidation (P)
OPOGrR  CTPOPTOPACPPGIPOAVERKEES | 500 360 | 3383.600 | 3383.794 57| 1| 3Oxidation (P)
IGQPGAVGPAGIR 1066 - 1078 1192.680 1192.681 1 0
GIPGPVGAAGATGAR 326 - 340 1267.675 1267.666 -7 0 | Oxidation (P)
GIPGEFGLPGPAGAR 572 - 586 1427.728 1427.733 4 0 | 2 Oxidation (P)
GAAGLPGVAGAPGLPGPR 308 - 325 1562.829 1562.831 2 0 | 3 Oxidation (P)
Kolagen alfa-2(I) GSTGEIGPAGPPGPPGLR 380 - 397 1648.829 1648.831 1 0 | 2 Oxidation (P)
lanac Bos taurus 44 18% GEPGAVGQPGPPGPSGEEGKR 359-379 1975.947 1975.987 21 1 | Oxidation (P)
CO1A2 BOVIN EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR 463 - 484 2056.093 2056.090 -2 0 | Oxidation (P)
P02465 EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR 463 - 484 2072.088 2072.064 -12 0 | 2 Oxidation (P)
KAVILQGSNDVELVAEGNSR 1286 - 1305 2115.104 2115.094 -5 1 | Oxidation
GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881 - 904 2131.114 2131.106 -4 0 | 3 Oxidation (P)
GPPGESGAAGPTGPIGSRGPSGPPGPDGNK 590 - 619 2705.240 2705.238 -1 1 | 5 Oxidation (P)
GPSGEPGTAGPPGTPGPQGLLGAPGFLGLPGSR 845 -877 3033.491 3033.510 6 0 | 5 Oxidation (P)
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini Taksonom. Skor iokli/re:l‘;.ce Identifikovani peptidi Opseg lr{"IeI‘-)Il-‘i: :Izl/nzler. gjel:;'n) Miss | Modifikacije
GIPGEFGLPGPAGAR 572 - 586 1427.728 1427.606 -85 0 | 2 Oxidation (P)
GAAGLPGVAGAPGLPGPR 308 - 325 1562.829 1562.699 -83 0 | 3 Oxidation (P)
gg‘f‘i;“ggﬁ;ﬁl) lanac Bos taurus s | 79 GSTGEIGPAGPPGPPGLR 380-397 | 1648.829 | 1648.720 -66 0 | 2 Oxidation (P)
P02465 EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR 463 - 484 2056.093 2056.114 10 0 | Oxidation (P)
GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881 - 904 2115.119 | 2115.094 -12 0 | 2 Oxidation (P)
GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881 - 904 2131.114 | 2131.179 30 0 | 3 Oxidation (P)
Kolagen alfa-1(I) lanac
CO1A1 BOVIN Bos taurus 38 2% GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111 - 1140 2705.255 2705.238 -6 0 | 3 Oxidation (P)
P02453
Kolagen alfa-1(III) lanac DGTSGHPGPIGPPGPR 1150 - 1165 | 1562.719 | 1562.699 -13 0 | 4 Oxidation (P)
CO3A1 _MOUSE Mus musculus | 35 3% .
P08121 GPPGAQGPPGSPGPLGIAGLTGAR 932 - 955 2098.104 | 2098.210 51 0 | Oxidation (P)




ZECIJE KOZNO TUTKALO, SIROVO (63028)

Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

Identifikovani proteini Taksonom. | Skor ::lgrel 1‘17.ce Identifikovani peptidi Opseg ;‘/[el(-)ll-.i: };/I:er' 3:;;'“) Miss | Modifikacije
GVVGLPGQR 958 - 966 898.511 898.468 -47 0 | Oxidation (P)
GVQGPPGPAGPR 685 - 696 1105.575 1105.530 -41 0 | Oxidation (P)
GVPGPPGAVGPAGK 598 - 611 1192.632 1192.593 -33 0 | 2 Oxidation (P)
GVPGPPGAVGPAGK 598 - 611 1208.627 1208.628 1 0 | 3 Oxidation (P)
GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1427.703 1427.660 -30 0
GEPGPAGLPGPPGER 472 - 486 1435.681 1435.606 -52 0 | 3 Oxidation (P)
ALLLQGSNEIEIR 1386 - 1398 1455.817 1455.692 -86 0
STGISVPGPMGPSGPR 171 - 186 1560.732 1560.727 -3 0 | 4 Oxidation (P)

Kolagen alfa-1(I) lanac GNSGEPGAPGSKGDTGAK 430 - 447 1586.741 1586.684 -36 1

CO1A1_BOVIN Bos taurus 46 19% GEPGSPGENGAPGQMGPR 286 - 303 1710.750 1710.789 23 0 | Oxidation (P)

P02453 GEPGSPGENGAPGQMGPR 286 - 303 1726.745 1726.787 25 0 | 2 Oxidation (P)
GPPGPMGPPGLAGPPGESGR 994 - 1013 1816.865 1816.758 -59 0 | 2 Oxidation (P)
SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR 1062 - 1083 1975.994 1975.890 -53 1
DGVRGLTGPIGPPGPAGAPGDK 759 - 780 2082.010 2081.998 -6 1 | 6 Oxidation
FTYSVTYDGCTSHTGAWGK 1405 - 1423 2096.902 2097.020 57 0 | Oxidation (K)
GVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAK 685 - 708 2131.028 2130.995 -16 1 | 2 Oxidation (P)
GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111 -1140 2705.255 2705.079 -65 0 | 3 Oxidation (P)
GLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPR 187 -219 3084.412 3084.237 -57 0 | 5 Oxidation (P)
GLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPR 187 -219 3100.407 3100.233 -56 0 | 6 Oxidation (P)

Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

Identifikovani proteini Taksonomija Skor ::klil: I‘;.ce Identifikovani peptidi Opseg ;’FI(-)II; z/nzler. 3:;;'1]) Miss | Modifikacije

Kolagen alfa-2(I) lanac GIPGEFGLPGPAGAR 572 - 586 1427.728 1427.668 -42 0 | 2 Oxidation (P)

CO1A2 BOVIN Bos taurus 216 4% EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR 463 - 484 2056.093 2056.044 -24 0 | Oxidation (P)

P02465 GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881 - 904 2131.114 2130.995 -56 0 | 3 Oxidation (P)

Kolagen alfa-2(I) lanac

g(r)al%?lg]zHCK Gallus gallus 37 2% GLPGIAGATGEPGPLGVSGPPGAR 881 - 904 2133.094 2133.074 -9 0 | 3 Oxidation (P)

P02467




TEHNICKI ZELATIN, SVINJSKI (63040)

Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

. . - Pokriv. . . . Teor. Izmer. Dev. . . .
Identifikovani proteini Taksonom. Skor sekvence Identifikovani peptidi Opseg MH+ iz (ppm) Miss | Modifikacije
Kolagen alfa-2(I) lanac . GLPGEFGLPGPAGPR 574 - 588 1453.743 1453.609 -92 0 | 2 Oxidation (P)
CO1A2_CANFA Canis 193 | 3%

046392 familiaris GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 883 - 906 2131.114 2130.984 -61 0 | 3 Oxidation (P)

Kolagen alfa-1(I) lanac GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111 -1140 2689.260 2689.395 50 0 | 2 Oxidation (P)

CO1A1_BOVIN Bos taurus 37 4% -

P02453 GLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPR 187 -219 3084.412 3084.580 54 0 | 5 Oxidation (P)

Kolagen alfa-2(I) lanac GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881 - 904 2131.114 2131.212 46 0 | 3 Oxidation (P)

o ——

g&gg—BOVIN Bos taurus | 34 4% GPSGEPGTAGPPGTPGPQGLLGAPGFLGLPGSR 845 - 877 3017.496 | 3017.630 44 o | 4Oxidation (P)

SALIANSKI ISINGLASS (63110)

Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida

Identifikovani proteini Taksonom. Skor Pokriv. Identifikovani peptidi Opse Teor. MH+ Izmer. Dev. Miss | Modifikacije

P . sekvence pep pseg : m/z (ppm) !
Kolagen alfa-1(I) lanac GAAGPPGATGFPGAAGR 852 - 868 1443.698 1443.702 3 0 | 2 Oxidation (P)
o,

Sg;i\I;ZCYNPY Cynops pyrrhogaster 103 2% GFPGSDGASGPKGAPGER 480 - 497 1691.762 | 1691.770 5 1 | 3 Oxidation

Kolagen alfa-1(I) lanac

CO1A1_BOVIN Bos taurus 64 1% GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1443.698 1443.702 3 0 | Oxidation (P)

P02453

Kolagen alfa-2(I) lanac GQPGNIGFPGPK 481 - 492 1200.601 1200.594 -6 0 | 2 Oxidation (P)
. o =

8(9)31 fsa—ONCMY Oncorhynchus mykiss | 51 2% GAAGLPGVAGAPGFPGPR 304-321 1612.808 |  1612.603 127 o | 3 Oxidation (P)

Kolagen alfa-1(1I) lanac

CO2A1_HUMAN Homo sapiens 50 1% GIVGLPGQR 981 - 989 912.526 912.515 -12 0 | Oxidation (P)

P02458

Kolagen alfa-1(1I) lanac

CO2A1 BOVIN Bos taurus 12 1% GEPGGAGPAGPPGER 495 - 509 1353.603 1353.518 -63 12 | 3 Oxidation (P)

P02459




BELANCE + ZnO (9M11)

Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

Identifikovani proteini | Taksonomija Skor iokli/re:l‘;.ce Identifikovani peptidi Opseg Teor. MH+ :Izl/nzler. g)e;n;]) Miss | Modifikacije
LYAEER 106-111 780.389 780.392 4 0
DEDTQAMPFR 191 - 200 1209.520 1209.467 -44 0
ADHPFLFCIK 361-370 1248.608 1248.595 -10 0
HIATNAVLFFGR 371 -382 1345.738 1345.822 63 0
Ovalbumin YPILPEYLQCVK 112-123 1523.781 1523.874 61 0
OVAL_CHICK Gallus gallus 72 32% AFKDEDTQAMPFR 188 - 200 1555.721 1555.799 50 1
P01012 LTEWTSSNVMEER 265 -277 1581.721 1581.765 28 0
GGLEPINFQTAADQAR 128 - 143 1687.840 1687.713 -75 0
LTEWTSSNVMEERK 265 -278 1709.816 1709.640 -103 1
DILNQITKPNDVYSFSLASR 86-105 2281.182 2281.276 41 0
VTEQESKPVQMMYQIGLFR 201 - 219 2285.130 2285.087 -19 0 | Deamidated (NQ)
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida
:)?zx:;;gil(ovanl Taksonomija Skor ::lgrel 1‘17.ce Identifikovani peptidi Opseg ;‘/[el(-)ll-.i: :;/l:er. g)i)vl;l) Miss | Modifikacije
LYAEER 106-111 780.389 780.392 4 0
DEDTQAMPFR 191-200 1209.52 1209.467 -44 0
HIATNAVLFFGR 371-382 1345.738 1345.822 63 0
Ovalbumin AFKDEDTQAMPFR 188 - 200 1555.721 1555.799 50 1
OVAL_CHICK Gallus gallus 584 33% LTEWTSSNVMEER 265 -277 1581.721 1581.765 28 0
P01012 GGLEPINFQTAADQAR 128 - 143 1687.840 1687.713 -75 0
EVVGSAEAGVDAASVSEEFR 341 - 360 2088.912 2089.021 52 0 | 5: Phospho (ST)
DILNQITKPNDVYSFSLASR 86 - 105 2281.182 2281.276 41 0
VTEQESKPVQMMYQIGLFR 201-219 2286.114 2286.242 56 0 | 2 Deamidated (NQ)




BELANCE + OKER (9M21)

Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

Identifikovani proteini | Taksonomija Skor iokli/re:l‘;.ce Identifikovani peptidi Opseg Teor. MH+ :Izl/nzler. g)e;n;]) Miss | Modifikacije
LYAEER 106-111 780.389 780.392 4 0
DEDTQAMPFR 191 - 200 1209.520 1209.463 -47 0
HIATNAVLFFGR 371-382 1345.738 1345.796 43 0
AFKDEDTQAMPFR 188 - 200 1555.721 1555.695 -16 1
AFKDEDTQAMPFR) 188 - 200 1571.716 1571.659 -36 1 | 10: Oxidation (M

Ovalbumin LTEWTSSNVMEER 265 -277 1581.721 1581.659 -40 0

OVAL_CHICK Gallus gallus 73 31% LTEWTSSNVMEER 265 -277 1597.716 1597.614 -64 0 | 10: Oxidation (M)

P01012 ELINSWVESQTNGIIR 144 - 159 1858.966 1859.134 90 0
EVVGSAEAGVDAASVSEEFR 341-360 2008.946 2009.046 50 0
DILNQITKPNDVYSFSLASR 86 - 105 2281.182 2281.307 55 0
DILNQITKPNDVYSFSLASR 86 - 105 2283.150 | 2283.095 -24 0 ?I’\Ig)Deam‘dated
VTEQESKPVQMMYQIGLFR 201-219 2281.146 2284.263 51 0

Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

Identifikovani proteini | Taksonomija Skor Pokriv. Identifikovani peptidi Opseg Teor. MH+ Izmer. Dev. Miss Modifikacije

sekvence m/z (ppm)

LYAEER 106 - 111 780.389 780.392 4 0
DEDTQAMPFR 191 - 200 1209.520 1209.463 -47 0
HIATNAVLFFGR 371 -382 1345.738 1345.796 43 0

Ovalbumin AFKDEDTQAMPFR 188 - 200 1555.721 1555.695 -16 1

OVAL CHICK Gallus gallus 490 26% LTEWTSSNVMEER 265 -277 1581.721 1581.659 -40 0

P01012 ELINSWVESQTNGIIR 144 - 159 1858.966 1859.134 90 0
EVVGSAEAGVDAASVSEEFR 341 - 360 2008.946 2009.046 50 0
EVVGSAEAGVDAASVSEEFR 341 - 360 2088.912 2089.053 67 0 | 5: Phospho (ST)
DILNQITKPNDVYSFSLASR 86 - 105 2281.182 2281.307 55 0

Ovotransferin SAGWNIPIGTLLHR 141-154 1534.849 1534.834 -10 0

o,

lT,fsz%;CHICK Gallus gallus 38 4% TDERPASYFAVAVAR 443-457 1652.839 |  1652.605 -142 0

Lzozim C

LYSC_CHICK Gallus gallus 21 8% FESNFNTQATNR 52-63 1427.643 1428.731 56 0

P00698




ZUMANCE + ZnO (10M11)

Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida

. . - .. Pokriv. . . - Izmer. Dev. . . ..

Identifikovani proteini | Taksonomija Skor sekvence Identifikovani peptidi Opseg Teor. MH+ mz (ppm) Miss Modifikacije
LPLSLPVGPR 1543 - 1552 1048.651 1048.665 13 0

Vitelogenin-2 NIPFAEYPTYK 695 - 705 1342.668 1342.719 38 0

VIT2 CHICK Gallus gallus 149 3% DASFIQNTYLHK 1008 - 1019 1436.717 1436.765 34 0

P02845 VGATGEIFVVNSPR 642 - 655 1445.775 1445.823 33 0
SPQVEEYNGVWPR 74 - 86 1560.744 1560.790 29 0

Ovalbumin GGLEPINFQTAADQAR 128 - 143 1687.840 1687.892 31 0

0,
S(X%ILZ—CHICK Gallus gallus 86 8% ELINSWVESQTNGIIR 144 - 159 1859.950 |  1860.003 28 0 | 12: Deamidated (NQ)
Apovitelenin-1 NFLINETAR 75-83 1077.569 1077.577 7 0
0,

135’206\5’91 ~CHICK Gallus gallus 8 25% AGQFLLDVSQTTVVSGIR 57-74 1891.028 1891.003 -13 0

ZUMANCE + OKER (10M21)

Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

Identifikovani proteini | Taksonomija Skor Pokriv. Identifikovani peptidi Opseg Teor. MH+ Izmer. Dev. Miss Modifikacije

sekvence m/z (ppm)

LPLSLPVGPR 1543 - 1552 1048.651 1048.646 -5 0
QQLTLVEVR 260 - 268 1085.631 1085.641 9 0
MTPPLTGDFR 821-830 1150.556 1150.543 -11 0 | 1: Oxidation (M)
TVDLNNCQEK 182 - 191 1164.520 1164.518 -2 0 | Deamidated (NQ)
LEWPKVPSNVR 1472 - 1482 1324.737 1324.723 -11 1
NIPFAEYPTYK 695 - 705 1342.668 1342.708 30 0
IANADNLESIWR 342 -353 1401.712 1401.709 -2 0

Vitelogenin-2 LSQLLESTMQIR 831-842 1418.767 1418.782 10 0

VIT2 CHICK Gallus gallus 59 11% LSQLLESTMQIR 831 - 842 1434.762 1434.817 38 0 | 9: Oxidation (M)

P02845 ILGIDSMFKVANK 1083 - 1095 1436.782 1436.766 -11 1 | 12: Deamidated (NQ)
VGATGEIFVVNSPR 642 - 655 1445.775 1445.737 -26 0
TVDLNNCQEKVQK 182 - 194 1560.769 1560.791 15 1 | N-Term: Acetyl

N-Term: Acetyl +
TVDLNNCQEKVQK 182 - 194 1561.753 1561.756 2 1 Deamidated (NQ)
N-term: Acetyl

LALKCIGNMGEPASLK 479-494 1687.876 1687.892 10 1 8: Deamidated (NQ)
EALQPIHDLADEAISR 456 - 471 1777.908 1777.912 2 0




N-Term: Acetyl

LMANSAGSVADLVEVGIR 666 - 683 1859.953 1859.997 24 0 P
2: Oxidation (M)
NSIAGQWTQPVWMGELR 774 - 790 1988.965 1988.936 -14 0 | 13: Oxidation (M)
SYLYNYEGSMLNGLQDR 29 -45 2022.923 2022.926 2 0
QVYQISPFNEPTGVAVMEAR 240 - 259 2236.107 2236.093 -6 0
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini | Taksonomija Skor Pokriv. Identifikovani peptidi Opse; Teor. MH+ Izmer. Dev. Miss Modifikacije
p J sekvence pep pseg ) m/z (ppm) !
LPLSLPVGPR 1543 - 1552 1048.651 1048.646 -5 0
QQLTLVEVR 260 - 268 1085.631 1085.641 9 0
MTPPLTGDFR 821 - 830 1150.556 1150.543 -11 0 | 1: Oxidation (M)
Vitelogenin-2 ADTYFDNYR 633 - 641 1164.496 1164.518 19 0
VIT2_CHICK Gallus gallus 247 6% NIPFAEYPTYK 695 - 705 1342.668 1342.708 30 0
P02845 g ° IANADNLESIWR 342 -353 1401.712 1401.709 -2 0
DASFIQNTYLHK 1008 - 1019 1436.717 1436.766 34 0
SPQVEEYNGVWPR 74 - 86 1560.744 1560.791 30 0
EALQPIHDLADEAISR 456 - 471 1777.908 1777.912 2 0
QVYQISPFNEPTGVAVMEAR 240 - 259 2236.107 2236.093 -6 0
Ovalbumin GGLEPINFQTAADQAR 128 - 143 1687.840 1687.734 -63 0
0,
l?(;/l‘gfszHICK Gallus gallus o 8% ELINSWVESQTNGIIR 144 - 159 1859.950 1859.997 25 0 | 12: Deamidated (NQ)
Apovitelenin-1 NFLINETAR 75 - 83 1077.569 1077.554 -14 0
0,
1352%:; ~CHICK Gallus gallus 60 25% AGQFLLDVSQTTVVSGIR 57-74 1891.028 1890.944 45 0
KRAVLJI SIR + ZnO (7TM11)
Proteini identifikovani PMF analizom, odgovarajuée m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini | Taksonomija Skor Pokriv. Identifikovani peptidi Opseg Teor. MH+ Izmer. Dey. Miss Modifikacije
sekvence m/z (ppm)
YLGYLEQLLR 106 - 115 1267.704 1267.764 4 0
FFVAPFPEVFGK 38-49 1384.730 1384.815 62 0
Alpha-S1-casein VPQLEIVPNSAEER 121 -134 1660.794 1660.888 57 0 | 10: Phospho (ST)
CASA1_BOVIN Bos taurus 68 41% HQGLPQEVLNENLLR 23-37 1759.945 1760.039 54 0
P02662 DIGSESTEDQAMEDIK 58 -73 1927.692 1927.790 51 0 | 4, 6: Phospho (ST)
YKVPQLEIVPNSAEER 119 -134 1951.952 1952.047 48 1 | 12: Phospho (ST)
EPMIGVNQELAYFYPELFR 148 - 166 2316.137 2316.310 75 0




Beta-lactoglobulin ALPMHIR 158 - 164 837.476 837.494 21 0
g VLVLDTDYKK 108 - 117 1193.678 1193.706 24 1
0,
]l;ﬁz(;]ngOVIN Bos taurus 34 17% TPEVDDEALEK 141 - 151 1245.584 1245.628 35 0
TPEVDDEALEKFDK 141 - 154 1635.775 1635.864 54 1
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini | Taksonomija Skor Pokriv. Identifikovani peptidi Opse; Teor. MH+ Izmer. Dev. Miss Modifikacije
P J sekvence pep pseg : m/z (ppm) J
YLGYLEQLLR 106 - 115 1267.704 1267.764 47 0
FFVAPFPEVFGK 38-49 1384.730 1384.815 62 0
Alfa-S1-kazein VPQLEIVPNSAEER 121 -134 1660.794 1660.888 57 0 | 10: Phospho (ST)
CASA1_BOVIN Bos taurus 595 41% HQGLPQEVLNENLLR 23-37 1759.945 1760.039 54 0
P02662 DIGSESTEDQAMEDIK 58-73 1927.692 1927.790 51 0 | 4, 6: Phospho (ST)
YKVPQLEIVPNSAEER 119 - 134 1951.952 1952.047 48 1 | 12: Phospho (ST)
EPMIGVNQELAYFYPELFR 148 - 166 2316.137 2316.310 75 0
Alfa-S2-kazein FALPQYLK 189 - 196 979.561 979.604 43 0
0,
g&sﬁlg—mvm Bos taurus o4 8% NAVPITPTLNR 130 - 140 1195.679 1195.730 43 0
Beta-kazein GPFPIIV 218 -224 742.450 742.486 49 0
CASB_BOVIN Bos taurus 57 14% VLPVPQK 185 -191 780.498 780.517 25 0
P02666 DMPIQAFLLYQEPVLGPVR 199 - 217 2186.168 2186.312 70 0
Beta-laktoglobulin ALPMHIR 158 - 164 837.476 837.494 21 0
0,
LACB_BOVIN Bos taurus 39 10% VLVLDTDYKK 108 - 117 1193.678 1193.706 24 1
P02754
Kapa-kazein
CASK BOVIN Bos taurus 33 5% YIPIQYVLSR 46-55 1251.709 1251.750 32 0
P02668
KRAVLIJI SIR + OKER (7M21)
Proteini identifikovani PMF analizom, odgovarajuée m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani .. Pokriv. . . . Teor. Izmer. Dev. . . ..
proteini Taksonomija Skor sekvence Identifikovani peptidi Opseg MH+ m/z (ppm) Miss | Modifikacije
YLGYLEQLLR 106 - 115 1267.704 1267.704 0 0
Alfa-S1-kazein FFVAPFPEVFGK 38-49 1384.730 1384.730 0 0
CASA1_BOVIN Bos taurus 46 34% HQGLPQEVLNENLLR 23 -37 1759.945 1759.945 0 0
P02662 YKVPQLEIVPNSAEER 119 -134 1951.952 1951.952 0 1 | 12: Phospho (ST)
EPMIGVNQELAYFYPELFR 148 - 166 2316.137 2316.137 0 0




Betadsktoglobulin VLVLDTDYKK 108 - 117 1193.678 1193.651 22 1
. TPEVDDEALEK 141 - 151 1325.551 1325.682 99 0 | 1: Phospho (ST)
0,
]l;ﬁz(;]ngOVIN Bos taurus 35 38% VYVEELKPTPEGDLEILLQK 57-76 2313259 | 2313240 8 0
VAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLR | 31-56 2707.376 | 2707.265 41 0
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini | Taksonomija Skor Pokriv. Identifikovani peptidi Opse Teor. MH+ Izmer. Dev. Miss Modifikacije
P J sekvence pep pseg : m/z (ppm) J
TTMPLW 209-214 748.370 748.391 28 0
Alfa-S-Kazein YLGYLEQLLR 106 - 115 1267.704 1267.704 0 0
o FFVAPFPEVFGK 38-49 1384.730 1384.730 0 0
0,
gg\zsﬁlzé—BOVIN Bos taurus 412 36% HQGLPQEVLNENLLR 23-37 1759.945 1759.945 0 0
YKVPQLEIVPNSAEER 119 - 134 1951.952 1951.952 0 1 | 12: Phospho (ST)
EPMIGVNQELAYFYPELFR 148 - 166 2316.137 2316.137 0 0
Alfa-S2-kazein
CASA2 BOVIN Bos taurus 21 4% ALNEINQFYQK 96-106 1367.695 1367.629 -48 0
P02663
Kapa-kazein
CASK_BOVIN Bos taurus 33 5% YIPIQYVLSR 46-55 1251.709 1251.686 -19 0
P02668
ZECIJE KOZNO TUTKALO, PRECISCENO (63025) + ZnO (3M11)
Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida
. . .. .. Pokriv. . . . Teor. Izmer. Dev. . . ..
Identifikovani proteini Taksonomija | Skor sekvence Identifikovani peptidi Opseg MH+ m/z (ppm) Miss | Modifikacije
Kol Ha2(D 1 GIPGEFGLPGPAGAR 572-586 | 1427.728 | 1427.749 15 0 | 2 Oxidation (P)
Cgfgngoz\‘;&) e Bos ta 144 6 GAAGLPGVAGAPGLPGPR 308-325 | 1562.829 | 1562.799 -19 0 | 3 Oxidation (P)
Po246s 08 faurus o EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR 463 -484 | 2056.093 | 2056.027 32 0 | Oxidation (P)
GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881-904 | 2099.124 | 2099.076 23 0 | Oxidation (P)
Kolagen alfa-2(I) lanac (Fragmenti) GAAGLPGVAGAPGLPGPR 308-325 | 1562.829 | 1562.799 -19 0 | 3 Oxidation (P)
0,
g&g&cma{ Gallus gallus | 37 3% GLPGIAGATGEPGPLGVSGPPGAR 881-904 | 2133.094 | 2133.063 -14 0 | 3 Oxidation (P)




ZECIJE KOZNO TUTKALO, PRECISCENO (63025) + OKER (3M21)

Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

. . - . Pokriv. . . - Teor. Izmer. Dev. . . .
Identifikovani proteini Taksonomija | Skor sekvence Identifikovani peptidi Opseg MH+ iz (ppm) Miss | Modifikacije
Kol lfa-2(D) 1 GIPGEFGLPGPAGAR 572 - 586 1427.728 1427.681 -33 0 | 2 Oxidation (P)
C(‘; fﬁ;“; 0’{;1;1 ) lanac Bos taurus 163 6% GAAGLPGVAGAPGLPGPR 308 - 325 1562.829 | 1562.760 44 0 | 3 Oxidation (P)
P02465 ¢ EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR 463 - 484 2056.093 2056.047 -22 0 | Oxidation (P)

GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881 - 904 2131.114 | 2130.958 -73 0 | 3 Oxidation (P)
Kolagen alfa-1(I) lanac GEPGPAGLPGPPGER 472-486 1435.681 1435.520 -112 0 | 3 Oxidation (P)
CO1A1 BOVIN Bos taurus 53 4% SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR 1062 - 1083 1975.994 1975.920 -38 1
P02453 GEPGPTGIQGPPGPAGEEGKR 448-468 2019.973 2019.800 -86 1 | 2 Oxidation (P)
Kolagen alfa-2(I) lanac (Fragmenti) GAAGLPGVAGAPGLPGPR 308-325 1562.829 1562.760 -44 0 | 3 Oxidation (P)

o,
g&g&cma{ Gallus gallus | 43 3% GLPGIAGATGEPGPLGVSGPPGAR 881-904 2133.093 | 2133.081 6 0 | 3 Oxidation (P)
UZORCI SA IKONOSTASA CRKVE PRESVETE BOGORODICE U BARICU
UZORAK B4 sa prestone ikone sa predstavom Isusa Hrista
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini | Taksonomija Skor Pokriv. Identifikovani peptidi Opse Teor. MH+ Izmer. Dev. Miss | Modifikacije
P J sekvence pep pseg : m/z (ppm) J

Kolagen alfa-1(I) GSAGPPGATGFPGAAGR 865-881 1459.692 1459.678 -10 0 | 2 Oxidation (P)
lanac Bos taurus 24 2%
CO1A1_BOVIN ° GPPGPMGPPGLAGPPGESGR 994-1013 1832.860 1832.907 26 0 | 3 Oxidation (P)
P02453
Kolagen alfa-2(I) GIPGEFGLPGPAGAR 572-586 1427.728 1427.733 4 0 | 2 Oxidation (P)
lanac Bos taurus 23 3%
CO1A2_BOVIN ¢ EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR 463-484 2056.093 2056.169 37 0 | Oxidation (P)
P02465




UZORAK B8 sa ikone sa predstavom Svetog Teodora Tirona

Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

Identifikovani proteini Taksonomija | Skor ::lgrel 1‘17.ce Identifikovani peptidi Opseg ;‘/[el(-)ll-.i: };/I:er' g)i)vl;l) Miss | Modifikacije
GPAGPQGPR 1084-1092 | 836437 | 836482 54 0
GPAGPQGPR 1084 -1092 | 852432 | 852477 52 0 | Oxidation (P)
GEGGPQGPR 352-360 | 854412 | 854478 78 0
GPAGPQGPR 1084 -1092 | 868427 | 868.498 82 0 | 2 Oxidation (P)
GSEGPQGVR 361-369 | 886438 | 886.479 47 0
GVVGLPGQR 958-966 | 898511 | 898.553 48 0 | Oxidation (P)
GERGFPGER 676634 | 1020486 | 1020.542 55 1 | Oxidation (P)
GAAGLPGPKGDR 733-744 | 1095591 | 1095.615 23 1
GVQGPPGPAGPR 685-696 | 1105575 | 1105.624 44 0 | Oxidation (P)
GDAGPKGADGAPGK 745-758 | 1261.566 | 1261.678 89 1 | 4 Oxidation (P)
GSAGPPGATGFPGAAGR 865-881 | 1427703 | 1427.790 62 0

gg‘l“‘}g\‘{“ggtllg) lanac Bostaurss | 44 1% GEPGPAGLPGPPGER 472-486 | 1435.681 | 1435.746 45 0 | 3 Oxidation (P)

vy GSAGPPGATGFPGAAGR 865-881 | 1459.692 | 1459.753 0 0 | 2 Oxidation (P)
GETGPAGPAGPIGPVGAR 1066 - 1083 | 1560.813 | 1560.862 31 0
GNSGEPGAPGSKGDTGAK 430-447 | 1586.741 | 1586815 47 1
GFPGADGVAGPKGPAGER 493-510 | 1655.814 | 1655.864 31 1 | Oxidation (P)
DGEAGAQGPPGPAGPAGER 612-630 | 1706.773 | 1706.850 45 0 | Oxidation (P)
GPPGPMGPPGLAGPPGESGR 994-1013 | 1832.860 | 1832.952 50 0 | 3 Oxidation (P)
GPPGPMGPPGLAGPPGESGR 994-1013 | 1848.855 | 1848.933 3 0 | 4 Oxidation (P)
GEPGPTGIQGPPGPAGEEGKR 443-468 | 2019.973 | 2020.070 48 1 | 2 Oxidation (P)
GVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAK 685-708 | 2131.028 | 2131.201 81 1 | 2 Oxidation (P)
GETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEK 910-933 | 2216.058 | 2216.157 45 0 | 3 Oxidation (P)
GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111-1140 | 2705255 | 2705.376 45 0 | 3 Oxidation (P)
GDAGAPGAPGSQGAPGLQGMPGERGAAGLPGPK | 709-741 | 2883417 | 2883.536 41 1

Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

. . - . Pokriv. . . - Teor. Izmer. Dev. . . .
Identifikovani proteini Taksonomija | Skor sekvence Identifikovani peptidi Opseg MH+ m/z (ppm) Miss | Modifikacije
Kolagen alfa-2(I) lanac GIPGEFGLPGPAGAR 572 - 586 1427.728 1427.791 44 0 | 2 Oxidation (P)

o,
g&ﬁg—BOVIN Bos taurus 42 3% GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881-904 | 2131.114 | 2131.201 41 0 | 3 Oxidation (P)
Kolagen alfa-2(I) lanac . GEPGPAGSVGPVGAVGPR 979-996 1560.813 1560.862 31 0
CO1A2 CANFA Canis 24 3%
046392 familiaris GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 883-906 2131.114 | 2131.201 41 0 | 3 Oxidation (P)
Kolagen alfa-1(I) lanac
CO1A1_BOVIN Bos taurus 16 1% GSAGPPGATGFPGAAGR 865-881 1459.692 1459.753 42 0 | 2 Oxidation (P)
P02453




UZORAK BI1S5 sa prestone ikone sa predstavom Bogorodice

Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

Identifikovani proteini Taksonomija | Skor feokli]r ell‘;.ce Identifikovani peptidi Opseg I{;I(;Z };/I:er' g)i)vl;l) Miss | Modifikacije
GPAGPQGPR 1084 - 1092 836.437 836.436 -1 0
GFPGADGVAGPK 493 - 504 1088.537 | 1088.545 7 0 | Oxidation (P)
GNSGEPGAPGSK 430 - 441 1105.476 | 1105.476 0 0 | 3 Oxidation
GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1427.703 1427.696 -5 0
GEPGPAGLPGPPGER 472 - 486 1435.681 1435.672 -6 0 | 3 Oxidation (P)
GETGPAGPAGPIGPVGAR 1066 - 1083 1560.813 1560.784 -18 0
GNSGEPGAPGSKGDTGAK 430 - 447 1586.741 1586.723 -11 1
GGPGSRGFPGADGVAGPK 487 - 504 1615.782 | 1615.763 -12 1 | 2 Oxidation (P)
GFPGERGVQGPPGPAGPR 679 - 696 1796.867 | 1796.854 -8 1 | 4 Oxidation (P)
Kolagen alfa-1(I) lanac GPPGPMGPPGLAGPPGESGR 994 - 1013 1816.865 1816.841 -13 0 | 2 Oxidation (P)
CO1A1_BOVIN Bos taurus 34 20% GPPGPMGPPGLAGPPGESGR 994 - 1013 1832.860 | 1832.844 -9 0 | 3 Oxidation (P)
P02453 GPPGPMGPPGLAGPPGESGR 994 - 1013 1848.855 1848.841 -7 0 | 4 Oxidation (P)
SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR 1062 - 1083 1975.994 | 1975.961 -17 1
GAPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR 934 - 957 2057.016 | 2057.015 0 0
GVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAK 685 - 708 2131.028 | 2131.074 22 1 | 2 Oxidation (P)
GETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEK 910 -933 2216.058 | 2216.029 -13 0 | 3 Oxidation (P)
GDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK 1033 - 1061 2481.212 | 2481.154 -23 1 | 2 Oxidation (P)
GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111-1140 | 2689.260 | 2689.183 -29 0 | 2 Oxidation (P)
GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111-1140 | 2705.255 | 2705.189 -24 0 | 3 Oxidation (P)
GLTGPIGPPGPAGAPGDKGEAGPSGPAGPTGAR 763 - 795 2853.413 | 2853.353 -21 1 | 2 Oxidation (P)
GPPGPMGPPGLAGPPGESGREGAPGAEGSPGR 994 - 1025 2882.349 | 2882.342 -2 1 | 2 Oxidation (P)

Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

. . - " Pokriv. . . - Teor. Izmer. Dev. . . .
Identifikovani proteini Taksonomija | Skor sekvence Identifikovani peptidi Opseg MH+ m/z (ppm) Miss | Modifikacije
Kolagen alfa-2(I) lanac R R 2 Oxidation
CO1A2 BOVIN Bos taurus 25 39, GIPGEFGLPGPAGAR 572 - 586 1427.728 | 1427.696 23 0 P)

P02465 GPPGESGAAGPTGPIGSRGPSGPPGPDGNK 590 - 619 2705.240 | 2705.189 -19 1 | 5 Oxidation
Kolagen alfa-1(I) lanac 3 Oxidation
COl1Al_BOVIN Bos taurus 24 1% GEPGPAGLPGPPGER 472 - 486 1435.681 | 1435.672 -6 0 P)

P02453




UZORAK B16 sa ikone sa predstavom Svetog Jovana

Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

Identifikovani proteini Taksonomija | Skor feokli]r ell‘;.ce Identifikovani peptidi Opseg I{;I(;Z };/I:er' g)i)vl;l) Miss | Modifikacije
GPAGPQGPR 1084 - 1092 836.437 836.430 -9 0
GPAGPQGPR 1084 - 1092 852.432 852.422 -12 0 | Oxidation (P)
GPAGPQGPR 1084 - 1092 868.427 868.449 25 0 | 2 Oxidation (P)
GVQGPPGPAGPR 685 - 696 1105.575 1105.541 -31 0 | Oxidation (P)
GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1427.703 1427.689 -10 0
GEPGPAGLPGPPGER 472 - 486 1435.681 1435.630 -36 0 | 3 Oxidation (P)
GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1459.692 1459.650 -29 0 | 2 Oxidation (P)
STGISVPGPMGPSGPR 171 - 186 1560.732 1560.762 19 0 | 4 Oxidation (P)
gg‘f‘i‘{“;g’{;&l) lanac Bostaurss | 70 7% DGLNGLPGPIGPPGPR 1152- 1167 | 1561.797 | 1561.761 23 0 | 3 Oxidation (P)
P02453 GNSGEPGAPGSKGDTGAK 430 - 447 1586.741 1586.709 -20 1
GPPGPMGPPGLAGPPGESGR 994 - 1013 1832.860 1832.800 -33 0 | 3 Oxidation (P)
GPPGPMGPPGLAGPPGESGR 994 - 1013 1848.855 1848.800 -30 0 | 4 Oxidation (P)
SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR 1062 - 1083 1975.994 1975.935 -30 1
GEPGPTGIQGPPGPAGEEGKR 448 - 468 2019.973 | 2019912 -30 1 | 2 Oxidation (P)
TGPPGPAGQDGRPGPPGPPGAR 552 -573 2056.980 | 2056.957 -11 0 | 4 Oxidation (P)
GVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAK 685 - 708 2131.028 | 2131.045 8 1 | 2 Oxidation (P)
GETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEK 910 - 933 2216.058 | 2215.987 -32 0 | 3 Oxidation (P)
GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 1111-1140 2705.255 | 2705.134 -45 0 | 3 Oxidation (P)
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida
Identifikovani proteini Taksonomija | Skor ::lgrel 1‘17.ce Identifikovani peptidi Opseg I{;I(;Z :If/l:er' g)i)vl;l) Miss | Modifikacije
GVQGPPGPAGPR 685 - 696 1105.575 1105.541 -31 0 | Oxidation (P)
Kolagen alfa-1(I) lanac GEPGPAGLPGPPGER 472-486 1435.681 | 1435.630 36 0 | 3 Oxidation (P)
CO1A1_BOVIN Bos taurus 69 4% -
P02453 DGLNGLPGPIGPPGPR 1152 - 1167 1561.797 1561.761 -23 0 | 3 Oxidation (P)
TGPPGPAGQDGRPGPPGPPGAR 552 -573 2056.980 2056.957 -11 0 | 4 Oxidation (P)
Kolagen alfa-2(I) lanac GIPGEFGLPGPAGAR 572 - 586 1427.728 1427.689 -27 0 | 2 Oxidation (P)
g&zﬁovm Bos taurus 20 2% GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR 881 -904 2131114 | 2131.045 32 0 | 3 Oxidation (P)




UZORAK B17 sa ikone sa predstavom Tri srpska svetitelja — Svetog Arsenija, Svetog Asrhiepiskopa Save i Svetog Simeona

Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida

. . - i Pokriv. . . - Teor. Izmer. Dev. . . .
Identifikovani proteini Taksonomija | Skor sekvence Identifikovani peptidi Opseg MH+ m/z (ppm) Miss | Modifikacije
Ilf(‘)’;jﬁg“ alfa-2(I) lanac Bos taurus | 15 1% GIPGEFGLPGPAGAR 572-586 | 1427728 | 1427565 | -114 0 | 2 Oxidation (P)
UZORAK SA IKONOSTASA CRKVE SVETIH BLAGOVESTI U IDVORU
UZORAK I1
Proteini identifikovani PMF analizom, odgovaraju¢e m/z vrednosti i sekvence peptida

Izmer. Dev.
i Identifik i peptidi (0) Teor. MH+ Mi
Identifikovani proteini Taksonomija | Skor Pokriv. entriikovant peptict pseg eor 15 Modifikacije
sekvence m/z (ppm)
GPAGPQGPR 1084 - 1092 836.437 836.433 -5 0
GPAGPQGPR 1084 - 1092 852.432 852.422 -12 0 | Oxidation (P)
GPAGPQGPR 1084 - 1092 868.427 868.449 25 0 | 2 Oxidation (P)
Kol Hacl(D L GVVGLPGQR 958 - 966 898.511 898.505 -6 0 | Oxidation (P)
olagen alfa-1(I) lanac GVQGPPGPAGPR 685 - 696 1105.575 [ 1105.572 -3 0 | Oxidation (P)
CO1A1_BOVIN Bos taurus 54 7%
P02453 GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1427.703 1427.707 3 0
GEPGPAGLPGPPGER 472 - 486 1435.681 1435.682 0 0 | 3 Oxidation (P)
GSAGPPGATGFPGAAGR 865 - 881 1459.692 1459.690 -1 0 | 2 Oxidation (P)
GETGPAGPAGPIGPVGAR 1066 - 1083 1560.813 1560.812 -1 0
GNSGEPGAPGSKGDTGAK 430 - 447 1586.741 1586.662 -50 1
Proteini identifikovani MS/MS analizama, odgovarajuce m/z vrednosti i sekvence peptida

. . . i Pokriv. . . - Teor. Izmer. Dev. . . .
Identifikovani proteini Taksonomija | Skor sekvence Identifikovani peptidi Opseg MH+ m/z (ppm) Miss | Modifikacije
Kolagen alfa-2(I) lanac
CO1A2_BOVIN Bos taurus 23 1% GIPGEFGLPGPAGAR 572 - 586 1427.728 | 1427.707 -15 0 | 2 Oxidation (P)
P02465
Kolagen alfa-1(I) lanac
CO1A1_BOVIN Bos taurus 12 1% GEPGPAGLPGPPGER 472 - 486 1435.681 | 1435.682 0 0 | 3 Oxidation (P)
P02453




PRLOG II

KOMPLETNI REZULTATI ANALIZE PROTEINSKIH VEZIVA NA
LC-ESI-LTQ-ORBITRAP MASENOM SPEKTROMETRU



Rezultati dobijeni za referentne materijale

GOVEBE KOSTANO TUTKALO (63000)

P02453 (CO1A1_BOVIN)
Kolagen alfa-1(I) lanac OS=Bos taurus GN=COL 1A1 PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 32%

Broj
10
20
23
24
25
26
32
36
47
51
52
59
60
71
81
82
83
84
87
90
97
101
105
109
111
119
121
122
125
134
137
141
150
168
179
190
192

58060660606 6066066060,606, 6066060666606, 060666BEGEEEE

Start -
733 -
1084 -
268 -
268 -
244 -
244 -
361 -
958 -
493 -
685 -
685 -
574 -
598 -
538 -
970 -
415 -
415 -
970 -
472 -
865 -
1066 —
397 -
520 -
612 -
286 -
882 -
882 -
994 -
994 -
1062 -
48 -
552 -
709 -
1033 -
79% -
763 -
598 -

End
741
1092
276
276
252
252
369
966
504
696
696
585
611
551
983
429
429
983
486
881
1083
414
537
630
303
902
902
1013
1013
1083
468
573
732
1061
825
795
630

Nadeno

392,222
418,7226
426,2169
426,2169
426,7195
426,7197
4437225
449,7594
5447723
553,2908
553,7833
581,2897
596,8198
629,7993
664,828
666,8309
667,3229
672,8255
718,3451
730,3502
780,9102
793,8821
552,6045
853,8904
872,3664
906,9457
907,4406
908,9363
916,9332
659,3363
673,9961
686,3317
1099,9898
838,4058
901,7517
951,811
960,8003

Mr (expt)
782,4294
835,4307
850,4192
850,4193
851,4245
851,4249
885,4305
897,5043

1087,5301
1104,567
1105,552

1160,5649

1191,6251

1257,5841

1327,6414

1331,6471

1332,6312

1343,6364

1434,6756

1458,6858

1559,8058

1585,7496

1654,7917

1705,7662

1742,7183

1811,8768

1812,8666

1815,8581

1831,8519
1974,987

2018,9665

2055,9732
2197,965

2512,1954

2702,2332

2852,4113
2879,379

Mr(calc)
782,4286
835,4301
850,4185
850,4185

851,425
851,425
885,4304
897,5032
1087,5298
1104,5676
1105,5516
1160,5648
1191,6248
1257,5837
1327,6409
1331,647
1332,631
1343,6358
1434,6739
1458,6852
1559,8056
1585,7485
1654,7911
1705,7656
1742,7166
1811,8803
1812,8643
1815,8574
1831,8523
1974,9872
2018,9658
2055,9723
2197,9659
2512,1943
2702,2321
2852,4053
2879,3799

ppm
097
076
0,82
1,01
-0,55
-0,053
0,083
12
0,26
0,52
0,37
0,016
0,26
026
045
011
012
05
1,14
04
0,11
0,72
0,36
034
097
-1,01
1,29
0,36
0,23
-0,063
035
047
0,37
045
0,39
2,08
-0,29

M
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0
1
1
1
0
1
1
1
1

37 peptide matches (35 non-duplicate, 2 duplicate)

Skor Verovatnoa Rank U

0,024
0,0063
0,0072
0,0065

0,026

0,02
0,00031
0,0056
6,10E-05
0,00067
0,011
0,00019
0,041
2,60E-06
0,00057
1,70E-07

0,012

0,014
1,30E-06
0,0013
4,40E-05
0,00048
8,20E-05
2,30E-05
1,20E-07
0,04
0,0026
6,20E-05

1

PRRPRPRPRPRPRPNRPRPRPRPRPPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPREPRPRPERRER

Skor 797

Peptid

R.GAAGLPGPK.G + Oxidation (K)

R.GPAGPQGPR.G

R.GFSGLDGAK.G

R.GFSGLDGAK.G

R.GPPGPQGAR.G + Oxidation (P)

R.GPPGPQGAR.G + Oxidation (P)

R.GSEGPQGVR.G

R.GVVGLPGQR.G + Oxidation (P)

R.GFPGADGVAGPK.G + Oxidation (P)

R.GVQGPPGPAGPR.G + Oxidation (P)

R.GVQGPPGPAGPR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GQAGVMGFPGPK.G + Oxidation (P)

R.GVPGPPGAVGPAGK.D + 2 Oxidation (P)

K.GLTGSPGSPGPDGK.T + 2 Oxidation (P)

R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + 2 Oxidation (P)

R.GPSGPQGPSGPPGPK.G + Oxidation (P)

R.GPSGPQGPSGPPGPK .G + Deamidated (NQ); Oxidation (K)
R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.GEPGPAGLPGPPGER.G + 3 Oxidation (P)
R.GSAGPPGATGFPGAAGR.V + 2 Oxidation (P)
R.GETGPAGPAGPIGPVGAR.G

K.GANGAPGIAGAPGFPGAR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
K.GSPGEAGRPGEAGLPGAK.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
K.DGEAGAQGPPGPAGPAGER.G + Oxidation (P)
K.GEPGSPGENGAPGQMGPR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
R.VGPPGPSGNAGPPGPPGPAGK.E + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.VGPPGPSGNAGPPGPPGPAGK .E + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.GPPGPMGPPGLAGPPGESGR.E + 2 Oxidation (P)

R.GPPGPM GPPGLAGPPGESGR.E + 3 Oxidation (P)
K.SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR.G
K.GEPGPTGIQGPPGPAGEEGKR.G + 2 Oxidation (P)

K. TGPPGPAGQDGRPGPPGPPGAR.G + 4 Oxidation (P)
K.GDAGAPGAPGSQGAPGLQGMPGER.G + 4 Oxidation (P)
K.GDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK.S + 4 Oxidation (P)
R.GAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAK.G + Oxidation (K); 3 Oxidation (P)
R.GLTGPIGPPGPAGAPGDK GEAGPSGPAGPTGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GVPGPPGAVGPAGK DGEAGAQGPPGPAGPAGER.G + 3 Oxidation (P)



P02465 (CO1A2_BOVIN)
Kolagen alfa-2(I) lanac OS=Bos taurus GN=COL 1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 23%

Broj
12
16
21
28
29
34
46
62
64
73
78
86
92
100
102
104
114
116
140
142
145
146
157
158
161

5080606060606, 606606606060,6,0,6EBEGEEGEB,

Start -
821 -
509 -
155 -
223 -
995 -
1052 -
341 -
485 -
1066 —
326 -
449 -
572 -
776 -
500 -
263 -
380 -
431 -
431 -
463 -
463 -
881 -
881 -
713 -
713 -
281 -

End
828
517
163
232
1003
1062
352
496
1078
340
462
586
792
607
280
397

Nadeno
393,1988
405,2227
420,7382
434,7356
434,7356
448,2354
542,7854
601,2964
604,8411
634,3414

644,32
714,3682
737,3392
790,8864
808,4135
824,9184
595,2722
600,6042
686,0358
691,3676

1066,0608
711,0437
804,0503
804,0509
1224,1065

GOVEDE KOZNO TUTKALO (63010)

P02453 (CO1A1_BOVIN)
Kolagen alfa-1(I) lanac OS=Bos taurus GN=COL 1A1 PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 31%

Broj
29
33
34
37
42
46
47
52
62
63

LB G086 60666 6G

Start —
1084 -
268 -
268 -
352 -
361 -
958 -
958 -
984 -
493 -
430 -

End
1092
276
276
360
369
966
966
993
504
441

Nadeno
418,7225
426,2168
426,2169
427,7096
443,7225
449,7593
450,2512
473,2229
5447724
545,7363

26 peptide matches (26 non-duplicate, 0 duplicate)

Mr (expt)
784,3831
808,4308
839,4619
867,4566
867,4567
894,4562
1083,5563
1200,5783
1207,6676
1266,6682
1286,6255
1426,7217
1472,6638
1579,7583
1614,8123
1647,8221
1782,7947
1798,7907
2055,0857

2071,081

2130,107
2130,1093
2409,1289
2409,1309
2446,1984

Mr(calc)
784,3828
808,4304
839,4614
867,4563
867,4563
894,4559
1083,556
1200,5775
1207,6673
1266,6681
1286,6255
1426,7205
1472,6645
1579,7591
1614,8114
1647,8217
1782,7955
1798,7904
2055,0862
2071,0811

2130,107

2130,107
2409,1309
2409,1309
2446,1976

ppm
044
0559
06
042
053
033
02
0,66
0,26
0,085
-0,02
0,88
-0,43
0,45
0,57
0,29
-0,45
015
0,22
-0,047
0,039
1,08
-0,83
-0,02
033

Skor Verovatnoa Rank U

22
30
35

JRE8

100
83
40
33
27
19
28

M
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0 45
0
0
0
0
1
1
1
1
0 70
0
1
1
0

38 peptide matches (37 non-duplicate, 1 duplicate)

Mr (expt)

835,4305
850,419
850,4192
853,4046
885,4305
897,504
898,4878
944,4313
1087,5303
1089,458

Mr(calc)
835,4301
850,4185
850,4185
853,4042
885,4304
897,5032
898,4872
944,4312

1087,5298
1089,4574

ppm
057
0,56
089
046
0,043
0,84
063
0,17
041
056

Skor Verovatnota Rank

40
24

cocooocoocoocooocoooX

0,031
0,0049
0,016

0,0019

0,0064
0,011
0,0022
0,00082
0,0011
0,0057
0,015
0,002
0,00037
0,041

1

PRRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPREPRPRPRPRPRPRERPRLREPR

PRRPRPRPRPRPRERPRPR

Skor 494

Peptid

R.GDQGPVGR.S

K.GHAGLAGAR.G

R.GVVGPQGAR.G

R.VGAPGPAGAR.G + Oxidation (P)

R.GPSGPQGIR.G

R.GPAGPSGPAGK.D

R.GLVGEPGPAGSK.G + Oxidation (P)

R.GEPGNIGFPGPK.G + Oxidation (K); Oxidation (P)

R.IGQPGAVGPAGIR.G + Oxidation (P)

R.GIPGPVGAAGATGAR.G + Oxidation (P)

R.GFPGSPGNIGPAGK .E + 2 Oxidation (P)

R.GIPGEFGLPGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)

R.GDGGPPGATGFPGAAGR.T + 2 Oxidation (P)

R.GPPGESGAAGPTGPIGSR.G + Oxidation (P)

K.GELGPVGNPGPAGPAGPR.G + Oxidation (P)

R.GSTGEIGPAGPPGPPGLR.G + 2 Oxidation (P)

R.GPNGDSGRPGEPGLMGPR.G + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
R.GPNGDSGRPGEPGLMGPR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + Oxidation (P)
K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GEVGPAGPNGFAGPAGAAGQPGAKGER.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); Oxidation (P)
R.GEVGPAGPNGFAGPAGAAGQPGAKGER.G + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
R.GEVGLPGLSGPVGPPGNPGANGLPGAK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 4 Oxidation

Skor 743

Peptid

R.GPAGPQGPR.G

R.GFSGLDGAK.G

R.GFSGLDGAK.G

K.GEGGPQGPR.G

R.GSEGPQGVR.G

R.GVVGLPGQR.G + Oxidation (P)
R.GVVGLPGQR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
K.QGPSGASGER.G

R.GFPGADGVAGPK.G + Oxidation (P)
K.GNSGEPGAPGSK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); Oxidation (P)



=f 64 310 - 321 548,2857 1094,5568  1094,5581 -122 1 27 0031 1 R.GRPGAPGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
=f 69 685 - 696 553,2908 1104567  1104,5676 -058 0 43 000015 1 R.GVQGPPGPAGPR.G + Oxidation (P)
=f 70 685 - 696 553,7832 11055518  1105,5516 014 0 38 00036 1 R.GVQGPPGPAGPR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
=f 83 538 - 551 621,8018  1241,5891  1241,5888 026 0 41 00029 1 K.GLTGSPGSPGPDGK.T + Oxidation (P)
=f 84 538 - 551 629,7993 1257,584  1257,5837 0,18 0 69 520E-06 1 K.GLTGSPGSPGPDGK.T + 2 Oxidation (P)
ef 92 970 - 983 656,8305  1311,6464  1311,6459 036 0 44 00017 1 R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + Oxidation (P)
=f 94 970 - 983 664,828  1327,6415  1327,6409 049 0 44 0,0016 1 R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + 2 Oxidation (P)
ef 95 415 - 429 666,8302 1331,6459 1331,647 -085 0 32 0,00097 1 U R.GPSGPQGPSGPPGPK.G + Oxidation (K)
=f 96 415 - 429 667,3228  1332,6311 1332,631 0,057 0 43 00006 1 U R.GPSGPQGPSGPPGPK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K)
=f 97 970 - 983 672,8255  1343,6364  1343,6358 046 0 47 0,00037 1 R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
=f 101 472 - 486 718,345 14346755  1434,6739 11 0 72 360E-06 1 U RGEPGPAGLPGPPGER.G + 3 Oxidation (P)
=f 103 865 - 881 730,3501 1458,6856  1458,6852 032 0 89 6,20E-08 1 R.GSAGPPGATGFPGAAGR.V + 2 Oxidation (P)
=f 104 918 - 933 745,8599 1489,7053  1489,7049 027 0 27 0,036 1 R.PGEVGPPGPPGPAGEK.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
ef 107 1066 - 1083 780,9104  1559,8062  1559,8056 038 0 7 2,10E-07 1 U R.GETGPAGPAGPIGPVGAR.G
=f 116 520 - 537 552,6044  1654,7915  1654,7911 023 1 22 0038 1 K.GSPGEAGRPGEAGLPGAK.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
ef 125 286 - 303 880,8555  1759,6964  1759,6955 051 0 18 0019 1 K.GEPGSPGENGAPGQMGPR.G + 2 Deamidated (NQ); 4 Oxidation (P)
=f 128 882 - 902 907,4405  1812,8664  1812,8643 119 0 40 0,0004 1 R.VGPPGPSGNAGPPGPPGPAGK .E + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
=f 130 994 - 1013 611,6249 1831,8529  1831,8523 031 0 37 0,008 1 R.GPPGPM GPPGLAGPPGESGR.E + 3 Oxidation (P)
=f 134 1062 - 1083 659,3366 ~ 1974,9879  1974,9872 039 1 35 0,00073 1 U K.SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR.G
ef 136 448 - 468 673,9961  2018,9665  2018,9658 037 1 26 0,037 1 U K.GEPGPTGIQGPPGPAGEEGKR.G + Oxidation (K); Oxidation (P)
=f 140 552 - 573 686,3311 20559715  2055,9723 -0,38 1 42 0,00011 1 K.TGPPGPAGQDGRPGPPGPPGAR.G + 4 Oxidation (P)
ef 163 910 - 933 739,3574  2215,0503  2215,0506 -014 1 48 0,00013 1 R.GETGPAGRPGEV GPPGPPGPAGEK.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
=f 178 1141 - 1167 824,4108  2470,2106  2470,2089 07 1 40 0,0047 2 U R.GPPGSAGSPGKDGLNGLPGPIGPPGPR.G + Deamidated (NQ); 4 Oxidation (P)
ef 179 1033 - 1061 827,7424  2480,2054  2480,2045 037 1 46 00012 1 K.GDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK.S + 2 Oxidation (P)
=f 180 1141 - 1167 829,7421  2486,2045  2486,2038 031 47 0,00091 1 U R.GPPGSAGSPGKDGLNGLPGPIGPPGPR.G + Deamidated (NQ); 5 Oxidation (P)
ef 183 1033 - 1061 8384056  2512,1951  2512,1943 032 1 60  4,90E-05 1 K.GDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK.S + 4 Oxidation (P)
=f 190 1111 - 1140 902,4231  2704,2476  2704,2478 -0,061 0 26 0,037 1 R.GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR.G + 3 Oxidation (P)
ef 199 763 - 795 951,8089 2852,405  2852,4053 -012 1 81 420E-07 1 U R.GLTGPIGPPGPAGAPGDKGEAGPSGPAGPTGAR.G + 2 Oxidation (P)
P02465 (CO1A2 _BOVIN) 30 peptide matches (30 non-duplicate, O duplicate) Skor 672
K olagen alfha-2(1) lanac OS=Bos taurus GN=COL 1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 29%
Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoéa Rank U Peptid
=f 25 422 - 430 393,2172 784,4199 784,4192 0,98 0 48 0,00086 1 U RGATGPAGVR.G
ef 27 509 - 517 405,2226 808,4307 808,4304 044 0 32 00049 1 U K.GHAGLAGAR.G
=f 31 155 - 163 420,7383 839,462 839,4614 081 0 31 0045 1 U RGVVGPQGARG
ef 38 223 - 232 434,7357 867,4568 867,4563 062 0 36 00082 1 U RVGAPGPAGAR.G + Oxidation (P)
=f 39 995 - 1003 434,7358 867,457 867,4563 0,83 0 45 0,001 1 U RGPSGPQGIR.G
ef 45 1052 - 1062 448,2354 894,4563 894,4559 037 0 37 00073 1 U R.GPAGPSGPAGK.D
=f 61 341 - 352 542,7854  1083,5562 1083,556 013 0 39 0005 1 U RGLVGEPGPAGSK.G + Oxidation (P)
ef 80 485 - 496 601,7883 1201,562  1201,5615 044 0 38 000082 1 U R.GEPGNIGFPGPK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); Oxidation (P)
=f 81 1066 — 1078 605,3327 1208,6508  1208,6513 -04 0 41 0,00038 1 U R.IGQPGAVGPAGIR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
ef 86 326 - 340 634,3416  1266,6687  1266,6681 054 0 72 510E-07 1 U R.GIPGPVGAAGATGAR.G + Oxidation (P)
=f 89 449 - 462 644,8122 1287,6098  1287,6095 024 0 38 0,0058 1 U R.GFPGSPGNIGPAGK.E + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
ef 100 572 - 586 714,3681 1426,7217  1426,7205 087 0 56 130E-05 1 U R.GIPGEFGLPGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
=f 105 829 - 844 746,8497 1491,6848  1491,6842 04 0 62 240E-05 1 U RSGETGASGPPGFVGEK.G + Oxidation (P)
ef 109 590 - 607 790,8872 1579,7598  1579,7591 048 0 104 210E-09 1 U R.GPPGESGAAGPTGPIGSR.G + Oxidation (P)
E": 114 380 - 397 824,9181 1647,8216  1647,8217 -0,063 0 69 6,40E-06 1 U RGSTGEIGPAGPPGPPGLR.G + 2 Oxidation (P)



126
133
139
142
157
158
165
166
167
168
172
175
192
197
198

50,0 06G6066,66ERGEGEE

431
587
463
463
881
881
947
947
947
947
713
281
674
542
542

448
607
484
484
904
904
972
972
972
972
739
307
706
571
571

P04258 (CO3A1_BOVIN)
Kolagen alfa-1(I11) lanac OS=Bos taurus GN=COL 3A1 PE=1 SV=1

Pokrivenost sekvence: 19%

Broj
55
57
58
59
60
73
90
115
121
144
145
149
150
153
164
203

5.0 0,60600606 6066066 60EG

Start
540
507
528
294
336
801
708
240
363
i
i
i
i
i
306
606

End
551
518
539
305
347
812
722
257
380
800
800
800
800
800
329
638

600,6039
641,6488
686,036
691,3677
1066,0607
711,0436
1131,0691
754,3828
1131,5611
754,711
804,0501
1224,1052
927,7813
931,4455
931,7739

Nadeno
498,7408
521,7619
524,7622
528,7697
542,7676
564,7769
645,2972
826,9253
565,2922

1041,5582
694,7083
1049,5556
700,0399
705,3718
748,6598
989,8195

1798,79
1921,9246
2055,0863
2071,0812
2130,1068
2130,1091
2260,1236
2260,1265
2261,1076

2261,111
2409,1285
2446,1958

2780,322
2791,3147
2792,2998

Mr (expt)

995,467
1041,5092
1047,5099
1055,5248
1083,5207
1127,5393
1288,5798
1651,836
1692,8547
2081,1018
2081,1031
2097,0966
2097,0979
2113,0935
2242,9576
2966,4366

ZECIJE KOZNO TUTKALO, SIROVO (63028)

P02453 (CO1A1_BOVIN)
Kolagen alfa-1(1) lanac OS=Bos taurus GN=COL 1A1 PE=1 SV=3

Pokrivenost sekvence: 33%

Broj

Start —
1 733 -
) 17 1084 -

End
741

1092

Nadeno
392,2219
418,7227

1798,7904
1921,9242
2055,0862
2071,0811

2130,107

2130,107
2260,1237
2260,1237
2261,1077
2261,1077
2409,1309
2446,1976
2780,3226
2791,3162
2792,3002

Mr(calc)

995,4672
1041,5091
1047,5098
1055,5247
1083,5196
1127,539%4
1288,5797
1651,8352
1692,8544
2081,1018
2081,1018
2097,0967
2097,0967
2113,0916
2242,9574

2966,437

-0,26
021
0,054
0,054
-0,054
0,98
-0,018
1,22
-0,022
147
-1
-0,73
-0,23
-0,54
-0,13

ppm
0,23
0,09
0,083
0,032
1,01
0,074
0,14
047
0,19
0,02
0,64
-0,037
0,55
0,87
0,078
-0,16

PRPRPOROOOOOORRERR

16 peptide matches (16 non-duplicate, 0 duplicate)

PrOOOOOROOOOOOOOXL

38 peptide matches (37 non-duplicate, 1 duplicate)

Mr (expt)
782,4293
835,4309

Mr(calc)
782,4286
835,4301

ppm
0,89
1

0,0048
0,0029
4,80E-05
0,00011
1,40E-06
0,0026
0,00026
0,034
0,014
0,013
0,035
0,0033
1,40E-06
3,20E-06
0,012

0,035
0,021
0,0033
0,0027
0,0061
0,018
6,80E-07
0,024
0,00097
2,70E-05
1,10E-05
0,00043
0,014
0,001
0,0057
8,60E-06

PRRPRPRPPRPRPPRPRPRPRPRRELPRPR

Skor Verovatnota Rank

PRORPRRPRPRRPPRPREPRPRPERRR

ccccccccccccccc

[

cccccc

cccccc

C

M Skor Verovatno¢a Rank U

0
0

25
34

0,026
0,024

1
1

R.GPNGDSGRPGEPGLMGPR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
R.GERGPPGESGAAGPTGPIGSR.G + Oxidation (P)

K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + Oxidation (P)

K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)

R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + 2 Oxidation (P)
R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + 2 Oxidation (P)
R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK . H + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK_.H + Deamidated (NQ); Oxidation (K); Oxidation (P)
R.GEVGPAGPNGFAGPAGAAGQPGAKGER.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); Oxidation (P)
R.GEVGLPGL SGPVGPPGNPGANGLPGAK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 4 Oxidation (P)
R.GAPGAIGAPGPAGANGDRGEAGPAGPAGPAGPR.G + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
K.GEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEAGKPGER.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
K.GEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEAGKPGER.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 2 Oxidation

Skor 304

Peptid

R.GGAGPPGPEGGK .G + Oxidation (P)

K.GEAGAPGIPGGK.G + Oxidation (K); Oxidation (P)

R.GPPGAGGPPGPR.G + 2 Oxidation (P)

R.GEAGSPGIAGPK.G + Oxidation (P)

R.GPAGANGLPGEK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GLAGPPGMPGAR.G + 3 Oxidation (P)

R.GSPGGPGAAGFPGGR.G + 3 Oxidation (P)

K.GEMGPAGIPGAPGLIGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GVAGEPGRNGLPGGPGLR.G + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 3 Oxidation (P)
K.GEDGKDGSPGEPGANGLPGAAGER.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
R.GPTGPIGPPGPAGQPGDK GESGAPGVPGIAGPR.G + Deamidated (NQ); 4 Oxidation (P)

Skor 715

Peptid
R.GAAGLPGPK.G + Oxidation (K)
R.GPAGPQGPR.G



506060606066 066066060,606,6,0,60GE6606A4G6060660EREEE

21
22
25
30
34
35

54
55
61
62
66
68
69
72
80
91
93
94
98

100

107

111

113

117

128

130

131

141

144

147

170

182

184

198

204

268 -
268 -
352 -
361 -
958 -
958 -
984 -
493 -
685 —
685 -
685 -
574 -
574 -
574 -
598 -
538 -
970 -
415 -
970 -
472 -
865 -
1066 -
397 -
268 -
520 -
882 -
882 -
994 -
1062 -

552 -
910 -
1141 -
1033 -
1111 -
763 -

276
276
360
369
966
966
993
504
696
696
696
585
585
585
611
551
983
429
983
486
881
1083
414
285
537
902
902
1013
1083
468
573
933
1167
1061
1140
795

P02465 (CO1A2_BOVIN)
K olagen alfa-2(I) lanac OS=Bos taurus GN=COL 1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 24%

Broj

LB BB BEBG

14
15
27
28
32
33

Start —
422 -
509 -
223 -
99%5 -
475 -
1052 -

End
430
517
232
1003
484
1062

426,2169
426,2169
427,7096
443,7225
449,7593
450,2512
473,2229
544,7723
545,2939
553,2908
553,7831
573,2923
581,2898
581,782
596,8197
629,7993
664,8281
667,3227
672,8255
718,3452
730,35
780,9103
793,883
539,934
552,6043
906,9455
907,4397
908,9365
659,3366
673,9961
686,3312
739,358
824,4113
833,074
1353,1317
951,8089

Nadeno
393,2174
405,2226
434,7354
434,7357
446,7537
448,2355

850,4192
850,4193
853,4047
885,4305
897,504
898,4878
944,4313
1087,53
1088,5733
1104,5671
1105,5516
114457
1160,5651
1161,5494
1191,6248
1257,584
1327,6417
1332,6309
1343,6365
1434,6758
1458,6855
1559,8061
1585,7515
1616,7802
1654,7911
1811,8764
1812,8649
1815,8585
1974,9881
2018,9666
2055,9719
2215,0523
2470,212
2496,2002
2704,2488
2852,4049

850,4185 0,85

850,4185 1,01

853,4042 0,53

885,4304 0,043

897,5032 0,82

898,4872 0,63

944,4312 0,15
1087,5298 0,17
1088,5727 0,55
1104,5676 -0,49
1105,5516 -0,025
1144,5699 0,067
1160,5648 0,19
1161,5489 0,44
1191,6248 -0,041
1257,5837 0,2
1327,6409 0,61

1332,631 -0,11
1343,6358 0,52
1434,6739 1,29
1458,6852 0,22
1559,8056 0,29
1585,7485 1,88
1616,7795 0,47
1654,7911 0,033
1811,8803 -2,12
1812,8643 0,33
1815,8574 0,6
1974,9872 0,48
2018,9658 04
2055,9723 -0,17
2215,0506 0,78
2470,2089 1,25
2496,1994 0,34
2704,2478 0,39
2852,4053 -0,14

PORPRRPPPRPPOODORPRRPOOODODO0OO0O0OO0DO0O0O000000O0D0DO0OO0O0O0O0OO0

37
27
36
35
36
25
47
41
39
39
24
37
52
31
49
46
38
50

88
80
22
20
25
29
26
93
37
35
36
52
38

30
86

30 peptide matches (30 non-duplicate, O duplicate)

Mr (expt)
784,4202
808,4307
867,4563
867,4568
891,4929
894,4564

Mr(calc) ppm
784,4192 139
808,4304 0,41
867,4563 0,069
867,4563 0,6
891,4926 0,25
894,4559 0,51

M
0
0
0
0
0
0

0,003
0,0022
0,0028

0,006
0,0057
0,0068
0,0058

8,00E-05
0,00043
0,00051
0,0044
0,0061
0,00089
0,00012
0,031
0,00045
0,00092
0,0018
9,40E-05
0,0015
9,40E-08
1,30E-07
0,0093

0,014

0,016
0,0037
0,0078

2,10E-08
0,00036
0,015
0,00046
1,60E-05
0,0087

0,022

0,043

1,10E-07

0,003
0,011
0,015
0,0017
0,0022
0,006

PRPRPNRPRPRPRPRPRPPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPREPRPRPREPRPRPREPRPRPREPRPREER

Skor Verovatnota Rank

P RRPRPPPR

cccc

cC

R.GFSGLDGAK.G

R.GFSGLDGAK.G

K.GEGGPQGPR.G

R.GSEGPQGVR.G

R.GVVGLPGQR.G + Oxidation (P)

R.GVVGLPGQR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
K.QGPSGASGER.G

R.GFPGADGVAGPK.G + Oxidation (P)

R.GVQGPPGPAGPR.G

R.GVQGPPGPAGPR.G + Oxidation (P)

R.GVQGPPGPAGPR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GQAGVMGFPGPK.G

R.GQAGVMGFPGPK.G + Oxidation (K)

R.GQAGVMGFPGPK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K)
R.GVPGPPGAVGPAGK.D + 2 Oxidation (P)

K.GLTGSPGSPGPDGK.T + 2 Oxidation (P)

R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + 2 Oxidation (P)

R.GPSGPQGPSGPPGPK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.GEPGPAGLPGPPGER.G + 3 Oxidation (P)
R.GSAGPPGATGFPGAAGR.V + 2 Oxidation (P)
R.GETGPAGPAGPIGPVGAR.G

K.GANGAPGIAGAPGFPGAR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
R.GFSGLDGAKGDAGPAGPK.G + Oxidation (K)
K.GSPGEAGRPGEAGLPGAK.G + 3 Oxidation (P)
R.VGPPGPSGNAGPPGPPGPAGK.E + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.VGPPGPSGNAGPPGPPGPAGK .E + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.GPPGPMGPPGLAGPPGESGR.E + 2 Oxidation (P)
K.SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR.G
K.GEPGPTGIQGPPGPAGEEGKR.G + 2 Oxidation (P)

K. TGPPGPAGQDGRPGPPGPPGAR.G + 4 Oxidation (P)
R.GETGPAGRPGEV GPPGPPGPAGEK.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.GPPGSAGSPGK DGLNGLPGPIGPPGPR.G + Deamidated (NQ); 4 Oxidation (P)
K.GDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK.S + 3 Oxidation (P)
R.GFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR.G + 3 Oxidation (P)
R.GLTGPIGPPGPAGAPGDK GEAGPSGPAGPTGAR.G + 2 Oxidation (P)

Skor 488

Peptid

R.GATGPAGVR.G
K.GHAGLAGAR.G
R.VGAPGPAGAR.G + Oxidation (P)
R.GPSGPQGIR.G
R.PGPIGPAGAR.G
R.GPAGPSGPAGK.D



=f 36 412 - 421 4517296 901,4446 901,444
ef 53 341 - 352 542,7852 10835559 1083556
ef 73 1066 — 1078 506,8438 11916731  1191,6724
ef 75 485 - 496 601,7881 12015616  1201,5615
ef 76 1066 — 1078 604,8405  1207,6665  1207,6673
ef 77 1066 - 1078 6053329 12086513  1208,6513
ef 97 572 - 586 7143682 14267218  1426,7205
ef 110 590 - 607 7908873  1579,7601  1579,7501
ef 115 380 - 397 8240182  1647,8219  1647,8217
ef 124 431 - 448 5049445 17818116  1781,8115
ef 125 431 - 448 5052722  1782,7949  1782,7955
ef 126 431 - 448 6006041  1798,7903  1798,7904
ef 133 587 - 607 6416486 1921924  1921,9242
ef 146 463 - 484 686,036 20550863 20550862
ef 149 463 - 484 691,3674  2071,0803  2071,0811
ef 167 881 - 904 10660608 2130107  2130,107
ef 163 881 - 904 711,0438 21301094  2130,107
ef 171 947 - 972 1131,069 22601234  2260,1237
ef 172 947 - 972 754,3828  2260,1265  2260,1237
ef 173 947 - 972 7547108 22611105  2261,1077
ef 177 281 - 307 1216107  2430,1994  2430,2027
ef 179 281 - 307 12241059 24461972  2446,1976
ef 200 674 — 706 027,7813 27803221  2780,3226
ef 202 542 - 571 031,446 27913161  2791,3162

P04258 (CO3A1_BOVIN)

0,69
-0,13
0,59
0,087
-0,68
-0,041
0,91
0,64
0,12
0,042
-0,33
-0,063
-0,13
0,069
-0,38
0,039
1,15
-0,11
1,25
1,24
-1,34
-0,16
-0,19
-0,034

PRPOOO0OO0OO0OO0OORRPRRPRPRPPOOOOODOOOO

11 peptide matches (11 non-duplicate, 0 duplicate)

Kolagen alfa-1(I11) lanac OS=Bos taurus GN=COL 3A1 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 9%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc)
ef 44 984 - 994 475,2587 948,5029 948,5029
) 48 528 - 539 524,7621 1047,5097  1047,5098
ef 49 294 - 305 528,7695 10555245  1055,5247
) 52 336 - 347 542,7677 1083,5209 10835196
ef 63 153 - 164 371,204 11105901  1110,5894
) 114 240 - 257 818928 16358415  1635,8403
ef 116 240 - 257 826,9251 1651,8355  1651,8352
) 150 777 - 800 1041,5583 2081,102  2081,1018
ef 151 777 - 800 694,7083  2081,1031  2081,1018
) 156 777 - 800 1049,5558 2097,097  2097,0967
ef 161 777 - 800 7053717  2113,0934  2113,0916

ppm
-0,033
-0,07
0,25
1,14
061
076
022
012
062
0,15
0383

coocoocoocooroooo=l

8REQR

50
49
22
46
22
29
15
29
37
18
95
60
65
29
41
32
18

30

41
29
35
33
25
16

0,00062
0,025
0,0003
0,002
0,012
6,60E-05
6,40E-05
0,0095
0,0002
0,021
0,006
0,038
0,0094
0,00058
0,021
1,10E-08
3,60E-05
1,50E-05
0,015
0,004
0,034
0,02
0,00017
0,003

0,00016
0,0088
0,013
0,025
0,031
0,033
0,032
0,0066
0,0035
0,00079
0,0012

PRRPRRPRPRPRPPRPRPPRPREPRPRPREPRPRPREPRPRPRRELRPR

Skor Verovatnota Rank

PRRPRPRPRPRPPRPREPR

cccccccccccccccccccccccc

cccccccccccc

RAGVMGPAGSR.G

R.GLVGEPGPAGSK.G + Oxidation (P)

R.IGQPGAVGPAGIR.G

R.GEPGNIGFPGPK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); Oxidation (P)
R.IGQPGAVGPAGIR.G + Oxidation (P)

R.IGQPGAVGPAGIR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)

R.GIPGEFGLPGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)

R.GPPGESGAAGPTGPIGSR.G + Oxidation (P)

R.GSTGEIGPAGPPGPPGLR.G + 2 Oxidation (P)

R.GPNGDSGRPGEPGLMGPR.G + 2 Oxidation (P)

R.GPNGDSGRPGEPGLMGPR.G + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
R.GPNGDSGRPGEPGLMGPR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
R.GERGPPGESGAAGPTGPIGSR.G + Oxidation (P)

K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + Oxidation (P)

K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + 2 Oxidation (P)
R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + Oxidation (K); Oxidation (P)
R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + Deamidated (NQ); Oxidation (K); Oxidation (P)
R.GEVGLPGLSGPVGPPGNPGANGLPGAK.G + Deamidated (NQ); 4 Oxidation (P)
R.GEVGLPGLSGPVGPPGNPGANGLPGAK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 4 Oxidation (P)
R.GAPGAIGAPGPAGANGDRGEAGPAGPAGPAGPR.G + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
K.GEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEAGKPGER.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)

Skor 129

Peptid

R.GPVGPSGPPGK.D

R.GPPGAGGPPGPR.G + 2 Oxidation (P)
R.GEAGSPGIAGPK.G + Oxidation (P)
R.GPAGANGLPGEK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GRPGLPGAAGAR.G + 2 Oxidation (P)
K.GEMGPAGIPGAPGLIGAR.G + Oxidation (P)
K.GEMGPAGIPGAPGLIGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 3 Oxidation (P)



Q28668 (CO1A2_RABIT)
Kolagen alfa-2(I) lanac (Fragment) OS=Oryctolagus cuniculus GN=COL 1A2 PE=2 SV=1
Pokrivenost sekvence: 6%

Broj
28
ef 165

Start -
157 -
43 -

End
165
66

Nadeno
434,7357
1065,0714

Mr (expt)
867,4568
2128,1282

ZECIJE KOZNO TUTKALO, PRECISCENO (63025)

P02453 (CO1A1_BOVIN)
Kolagen alfa-1(I) lanac OS=Bos taurus GN=COL 1A1 PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 29%

Broj
13
20
24
25
29
35
39

46
56
57
63
64
74
83
93
94
95
96
97
102
104
105
108
112
118
128
138
140
148
169
186

808, 8060G606660,606, 60,6066 6066G0G6,0660, 006566666

Start —
733 -
1084 -
268 -
268 -
352 -
361 -
958 -
958 -
984 -
493 -
430 -
685 -
685 -
598 -
538 -
970 -
970 -
970 -
970 -
415 -
472 -
865 -
918 -
1066 —
397 -
520 -
882 -
1062 -
448 -
934 -
910 -
1033 -

End
741
1092
276
276
360
369
966
966
993
504
441
696
696
611
551
983
983
983
983
429
486
881
933
1083
414
537
902
1083
468
957
933
1061

Nadeno
392,2221
418,7226
426,2168
426,2169
427,7096
443,7228
449,7593
450,2513
473,2229
5447723
545,7362
553,2908
553,7831
596,8198
629,7993
648,8331
656,8304
656,8306

664,828
666,8307
718,3451
730,3499
745,8601
780,9102
793,8825
552,6044

907,44
659,3366
673,9961
1037,5009
739,3564
822,4108

Mr(calc)
867,4563
2128,1277

ppm
0,6
0,26

M Skor Verovatnota Rank U

0
0

Mr (expt)
782,4295
835,4307
850,419
850,4193
853,4047
885,431
897,5041
898,488
944,4313
1087,5301
1089,4579
1104,5671
1105,5516
1191,6251
1257,5841
1295,6516
1311,6463
1311,6466
1327,6415
1331,6468
1434,6757
1458,6852
1489,7057
1559,8058
1585,7504
1654,7914
1812,8655

1974,988
2018,9666
2072,9872
2215,0473
2464,2107

Mr(calc)
782,4286
835,4301
850,4185
850,4185
853,4042
885,4304
897,5032
898,4872
944,4312
1087,5298
1089,4574
1104,5676
1105,5516
1191,6248
1257,5837

1295,651
1311,6459
1311,6459
1327,6409

1331,647
1434,6739
1458,6852
1489,7049
1559,8056
1585,7485
1654,7911
1812,8643
1974,9872
2018,9658
2072,9876
2215,0506
2464,2095

ppm
1,15
0383
0,66
1,01
051
061
093
0383
015
022
045
-0,49
-0,062
021
031
0,49
025
048
049
0,13
1,21
0,046
056
0,11
1,24
021
0,66
0,44
041
-0,15
15
048

PRPORPRFPORPROOOOOOOO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0O0O00OO00OO0O0O0OO0OXL

43
15

38 peptide matches (37 non-duplicate, 1 duplicate)

Skor Verovatnoa Rank U

0,0017
0,043

0,015
0,0065
0,0034
0,0085

0,00081

0,001
0,0079

0,015

0,00065
0,00015
0,024
0,00082
0,0025
0,03
4,20E-06
0,00071

0,044
0,0011

1
1

1

PRRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPREPPRPRPRPRPREPRPRPREPRPRPREPRPRRERPR

Skor 37

Peptid
R.GPSGPQGIR.G
R.GLPGVAGALGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)

Skor 796

Peptid

R.GAAGLPGPK.G + Oxidation (K)

R.GPAGPQGPR.G

R.GFSGLDGAK.G

R.GFSGLDGAK.G

K.GEGGPQGPR.G

R.GSEGPQGVR.G

R.GVVGLPGQR.G + Oxidation (P)

R.GVVGLPGQR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
K.QGPSGASGER.G

R.GFPGADGVAGPK.G + Oxidation (P)

K.GNSGEPGAPGSK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); Oxidation (P)
R.GVQGPPGPAGPR.G + Oxidation (P)

R.GVQGPPGPAGPR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GVPGPPGAVGPAGK.D + 2 Oxidation (P)

K.GLTGSPGSPGPDGK.T + 2 Oxidation (P)

R.GFPGLPGPSGEPGK.Q

R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + Oxidation (K)

R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + Oxidation (P)

R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + 2 Oxidation (P)

R.GPSGPQGPSGPPGPK.G + Oxidation (P)

R.GEPGPAGLPGPPGER.G + 3 Oxidation (P)
R.GSAGPPGATGFPGAAGR.V + 2 Oxidation (P)
R.PGEVGPPGPPGPAGEK.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.GETGPAGPAGPIGPVGAR.G

K.GANGAPGIAGAPGFPGAR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
K.GSPGEAGRPGEAGLPGAK.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.VGPPGPSGNAGPPGPPGPAGK .E + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
K.SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR.G
K.GEPGPTGIQGPPGPAGEEGKR.G + 2 Oxidation (P)
K.GAPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GETGPAGRPGEV GPPGPPGPAGEK.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
K.GDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK.S + Oxidation (P)



188
189
190
192
213

B G BB G

1141 -
1033 -
1141 -
1033 -
763 -

1167
1061
1167
1061
795

P02465 (CO1A2_BOVIN)
Kolagen alfa-2(I) lanac OS=Bos taurus GN=COL 1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 31%

Broj
15
16
17
31
32
38
55
75
78
79
80
87
91
101
106
110
111
116
125
127
143
146
161
171
172
173
184
207
212
237

508066060606 60660G66660,6G6G60660,60EREEEGEE

Start -
821 -
422 -
509 -
223 -
995 -
1052 -
341 -
1066 -
485 -
1066 -
1066 —
326 -
449 -
572 -
829 -
308 -
590 -
380 -
431 -
431 -
463 -
463 -
881 -
947 -
947 -
947 -
281 -
674 -
542 -
608 -

End
828
430
517
232
1003
1062
352
1078
496
1078
1078
340
462
586
844
325
607
397

824,4109
827,7424
829,7419
838,4055
951,8087

Nadeno
393,1988
393,2173
405,2226
434,7357
434,7357
448,2354
542,7854
596,8439
601,7883
604,8404
605,3327
634,3417
644,8121
714,3682
746,8496
781,9176
790,8872
824,9181
595,2723
600,6041

686,036
691,3676
1066,0611
1131,069
754,3827
754,7109
1224,1035
927,7815
931,4456
1071,1779

2470,2109
2480,2054

2486,204
2512,1947
2852,4042

Mr (expt)
784,3831
784,4201
808,4307
867,4568
867,4568
894,4563
1083,5562
1191,6733

1201,562
1207,6662
1208,6509
1266,6688
1287,6096
1426,7218
1491,6847
1561,8207
1579,7599
1647,8216

1782,795
1798,7905
2055,0862

2071,081
2130,1076
2260,1234
2260,1263
2261,1108
2446,1924
2780,3226
2791,3149
3210,5119

2470,2089
2480,2045
2486,2038
2512,1943
2852,4053

Mr(calc)
784,3828
784,4192
808,4304
867,4563
867,4563
894,4559
1083,556
1191,6724
1201,5615
1207,6673
1208,6513
1266,6681
1287,6095
1426,7205
1491,6842
1561,8213
1579,7591
1647,8217
1782,7955
1798,7904
2055,0862
2071,0811

2130,107
2260,1237
2260,1237
2261,1077
2446,1976
2780,3226
2791,3162
3210,5178

0,83
0,39
0,097
0,15
-0,41

ppm
044
121
0,41
06
0,67
0,37
0,19
074
0,37
0,94
0,37
061
0,066
092
0,38
0,39
0,51
-0,026
0,27
0,02
0,01
-0,047
0,32
0,11
1,14
1,38
2,12
-0,029
-0,44
-1,85

PR R R e

30 peptide matches (30 non-duplicate, 0 duplicate)

M
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
1
1
1
0
0
0
0
0
1
1
1

ENEEBRIRRRBREEEERL8ERRN

41

93
95
28
36
22

89
47

0,00028
0,011
0,00024
0,00026
8,90E-07

0,044
0,002
0,0048
0,024
0,001
0,0021
0,0048
0,0024
0,002
0,0023
0,00046
4,70E-08
0,0013
2,30E-05
1,60E-05
0,0056
0,00037
0,00016
0,0086
0,0072
0,00024
9,60E-05
1,40E-08
1,60E-08
0,012
0,014
0,0081
2,90E-05
6,30E-08
0,001

Skor Verovatnota Rank

1

PRRPRRPPRPRRPRPRPRPPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPREPRPRPERREER

U

U

ccccccccccccccccccccccccccccccc

R.GPPGSAGSPGK DGLNGLPGPIGPPGPR.G + Deamidated (NQ); 4 Oxidation (P)
K.GDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK.S + 2 Oxidation (P)
R.GPPGSAGSPGK DGLNGLPGPIGPPGPR.G + Deamidated (NQ); 5 Oxidation (P)
K.GDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK.S + 4 Oxidation (P)
R.GLTGPIGPPGPAGAPGDK GEAGPSGPAGPTGAR.G + 2 Oxidation (P)

Skor 693

Peptid

R.GDQGPVGR.S

R.GATGPAGVR.G

K.GHAGLAGAR.G

R.VGAPGPAGAR.G + Oxidation (P)

R.GPSGPQGIR.G

R.GPAGPSGPAGK.D

R.GLVGEPGPAGSK.G + Oxidation (P)

R.IGQPGAVGPAGIR.G

R.GEPGNIGFPGPK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); Oxidation (P)
R.IGQPGAVGPAGIR.G + Oxidation (P)

R.IGQPGAVGPAGIR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GIPGPVGAAGATGAR.G + Oxidation (P)

R.GFPGSPGNIGPAGK .E + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
R.GIPGEFGLPGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)

R.SGETGASGPPGFVGEK.G + Oxidation (P)

K.GAAGLPGVAGAPGLPGPR.G + 3 Oxidation (P)

R.GPPGESGAAGPTGPIGSR.G + Oxidation (P)

R.GSTGEIGPAGPPGPPGLR.G + 2 Oxidation (P)

R.GPNGDSGRPGEPGLMGPR.G + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
R.GPNGDSGRPGEPGLMGPR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + Oxidation (P)
K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + 2 Oxidation (P)
R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + Oxidation (K); Oxidation (P)
R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + Deamidated (NQ); Oxidation (K); Oxidation (P)
R.GEVGLPGLSGPVGPPGNPGANGLPGAK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 4 Oxidation (P)
R.GAPGAIGAPGPAGANGDRGEAGPAGPAGPAGPR.G + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
K.GEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEAGKPGER.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.GPSGPPGPDGNK GEPGVV GAPGTAGPSGPSGLPGER.G + 3 Oxidation (P)



P04258 (CO3A1_BOVIN)
Kolagen alfa-1(I11) lanac OS=Bos taurus GN=COL 3A1 PE=1 SV=1

Pokrivenost sekvence: 16%

Broj
51
52
54
68
89
149
150
154
155
158
170

199

221
222

5.8 G6,6060606,660G6GRGG66

Start -
507 -
294 -
336 -
801 -
708 -
-
7T -
-
7T -
-
306 -

876 -

606 -
606 -

End
518
305
347
812
722
800
800
800
800
800
329

904

638
638

Nadeno
521,762
528,7697
542,7676
564,777
637,2999
1041,5581
694,7083
1049,5559
700,04
705,3722
748,6599

649,056

989,4895
989,8196

SALIANSKI ISINGLASS (63110)

Q9Y1B4 (CO1A1_CYNPY)
Kolagen afa-1(l) lanac OS=Cynops pyrrhogaster GN=COL1A1 PE=2 SV=1
Pokrivenost sekvence: 3%

Broj

BB GG
>

Start -
231 -
525 -
905 -
852 -

End
239
538
920
868

P11087 (CO1A1_MOUSE)
Kolagen afa-1(l) lanac OS=Mus musculus GN=Collal PE=1 SV=4
Pokrivenost sekvence: 3%

Broj
22
37
76
98

B OB B,

Start —
258 -
974 -
528 -
855 —

End
266
983
541
871

Nadeno
413,7121
629,7993

718,837
722,3532

Nadeno
434,2144
481,2206
629,7993
722,3532

14 peptide matches (14 non-duplicate, O duplicate)

Mr (expt) Mr(calc) ppm M
1041,5094  1041,5091 0,26 0
1055,5249  1055,5247 013 0
1083,5207  1083,5196 0,95 0
1127,5395  1127,5394 01 0
1272,5852 12725847 0,38 0
2081,1016  2081,1018 -0,076 0
2081,1031  2081,1018 0,62 0
2097,0972  2097,0967 0,25 0
2097,0981  2097,0967 0,66 0
2113,0947  2113,0916 145 0
2242,9579  2242,9574 022 1
2592,1949  2592,1953 -017 1
2965,4466 2965,453 -216 1
2966,437 2966,437 -0,024 1

4 peptide matches (4 non-duplicate, 0 duplicate)

38
42
33
27
58
58
60
34
49
27
45

18

19
73

Mr (expt) Mr(calc) ppm

825,4097 825,4093 05 0 28
1257,5841  1257,5837 0,26 0 69
1435,6594  1435,6579 101 0 64
1442,6919  1442,6903 113 0 106

4 peptide matches (4 non-duplicate, 0 duplicate)

Mr (expt) Mr(calc) ppm
866,4143 866,4134 10 0 43
960,4265 960,4261 048 0 17
1257,5841  1257,5837 0,26 0 69
1442,6919  1442,6903 113 0 106

0,0065
0,003
0,0015
0,0099
3,70E-05
3,60E-05
2,40E-05
0,011
2,30E-05
0,0037
0,00054

0,042

0,032
2,70E-06

0,0025
4,70E-06
2,00E-05
1,10E-09

0,0023
0,026
4,70E-06
1,10E-09

Skor Verovatnota Rank

1

PR N RPRRPRRPPRPREPPRRE

M Skor Verovatno¢a Rank

PR PR

M Skor Verovatno¢a Rank

PR PR

cCc C

Skor 285

Peptid

K.GEAGAPGIPGGK.G + 2 Oxidation (P)

R.GEAGSPGIAGPK.G + Oxidation (P)

R.GPAGANGLPGEK.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K)

R.GLAGPPGMPGAR.G + 3 Oxidation (P)

R.GSPGGPGAAGFPGGR.G + 2 Oxidation (P)

R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 3 Oxidation (P)
K.GEDGKDGSPGEPGANGLPGAAGER.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
K.GDRGENGSPGAPGAPGHPGPPGPVGPAGK.S + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 2 Oxidation
P

R.GPTGPIGPPGPAGQPGDK GESGAPGV PGIAGPR.G + 4 Oxidation (P)
R.GPTGPIGPPGPAGQPGDK GESGAPGVPGIAGPR.G + Deamidated (NQ); 4 Oxidation (P)

Skor 192

Peptid

R.GPSGPQGAR.G

K.GLTGSPGSPGPDGK.T + 2 Oxidation (P)
R.SGEPGPAGPPGPSGEK.G + Oxidation (P)
R.GAAGPPGATGFPGAAGR.L + 2 Oxidation (P)

Skor 161

Peptid

R.GFSGLDGAK.G + Oxidation (K)
K.QGPSGSSGER.G

K.GLTGSPGSPGPDGK.T + 2 Oxidation (P)
R.GAAGPPGATGFPGAAGR.V + 2 Oxidation (P)



093484 (CO1A2_ONCMY) 3 peptide matches (3 non-duplicate, 0 duplicate) Skor 61
Kolagen afa-2(1) lanac OS=Oncorhynchus mykiss GN=col1a2 PE=2 SV=2
Pokrivenost sekvence: 1%

Query  Start — End  Observed Mr (expt) Mr(calc) ppm M Score  Expect Rank U Peptide
=f 68 481 - 492 600,8042 1199,5938  1199,5935 029 0 34 0,00098 1 U RGQPGNIGFPGPK.G + Oxidation (K); Oxidation (P)
ef 72 481 - 492 608,8015 12155884 12155884 0,019 0 36 0,005 1 U R.GQPGNIGFPGPK.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
=f 74 160 - 171 611,7925 1221,5704 122157 031 0 31 00029 1 U R.GFPGTPGLPGMK.G + Oxidation (K); 3 Oxidation (P)
P02459 (CO2A1_BOVIN) 3 peptide matches (3 non-duplicate, 0 duplicate) Skor 57
Kolagen afa-1(11) lanac OS=Bos taurus GN=COL2A1 PE=1 SV=4
Pokrivenost sekvence: 1%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoéa Rank U Peptid
=f 31 981 - 989 456,7673 911,52 911,5189 1,29 0 35 0,0067 1 U R.GIVGLPGQR.G + Oxidation (P)
=f 69 597 - 608 602,2952 12025759  1202,5754 037 0 30 00044 1 U R.GQPGVMGFPGPK.G + 2 Oxidation (P)
=f 73 597 - 608 610,2925 12185704  1218,5703 0,037 0 36 0,0017 1 U RGQPGVMGFPGPK.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
TEHNICKI ZELATIN, SVINJSKI (63040)
P02453 (CO1A1_BOVIN) 27 peptide matches (25 non-duplicate, 2 duplicate) Skor 500

Kolagen alpha-1(l) lanac OS=Bos taurus GN=COL 1A1 PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 19%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoéa Rank U Peptid
=f 12 733 - 741 392,2219 782,4293 782,4286 0,87 0 27 0024 1 R.GAAGLPGPK.G + Oxidation (K)
ef 20 1084 - 1092 418,7226 835,4307 835,4301 081 0 38 001 1 R.GPAGPQGPR.G
=f 24 268 - 276 426,217 850,4194 850,4185 1,03 0 36 0,003 1 R.GFSGLDGAK.G
ef 25 268 - 276 426,217 850,4194 850,4185 108 0 34 00045 1 R.GFSGLDGAK.G
=f 28 244 - 252 426,7199 851,4252 851,425 03 0 17 0027 1 R.GPPGPQGAR.G + Oxidation (P)
ef 29 244 - 252 426,72 851,4254 851,425 046 0 17 0027 1 R.GPPGPQGAR.G + Oxidation (P)
=f 33 958 - 966 441,7618 881,5089 881,5083 072 0 35 00027 1 R.GVVGLPGQR.G
ef 34 361 - 369 4437226 885,4307 885,4304 034 0 54 980E-05 1 R.GSEGPQGVR.G
=f 38 958 - 966 449,7593 897,5041 897,5032 099 0 35 0,0079 1 R.GVVGLPGQR.G + Oxidation (P)
ef 56 493 - 504 5447724  1087,5302  1087,5298 031 0 43 0,00018 1 R.GFPGADGVAGPK.G + Oxidation (P)
=f 57 430 - 441 545,2442 1088,4739  1088,4734 042 0 16 003 1 K.GNSGEPGAPGSK.G + Oxidation (K); Oxidation (P)
ef 60 685 — 696 553,2909 1104,5672  1104,5676 -0,38 0 38 0,00068 1 R.GVQGPPGPAGPR.G + Oxidation (P)
=f 77 538 - 551 629,7994 12575842  1257,5837 04 0 50 0,00037 1 K.GLTGSPGSPGPDGK.T + 2 Oxidation (P)
ef 79 1093 - 1104 632,7731 1263,5317 12635327 -084 1 65 3,80E-06 1 R.GDKGETGEQGDR.G + Oxidation (K)
=f 87 970 - 983 648,8331 1295,6516 1295,651 047 0 44 0,001 1 R.GFPGLPGPSGEPGK.Q
ef 88 970 - 983 656,8306  1311,6466  1311,6459 0553 0 46 00011 1 R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + Oxidation (P)
=f 89 970 - 983 664,828  1327,6414  1327,6409 045 0 34 0016 1 R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + 2 Oxidation (P)
ef 90 415 - 429 666,8309 1331,6473 1331,647 021 0 82 290E-07 1 U RGPSGPQGPSGPPGPK.G + Oxidation (P)
=f 101 865 - 881 730,3502 1458,6858  1458,6852 04 0 84 160E-07 1 R.GSAGPPGATGFPGAAGR.V + 2 Oxidation (P)
ef 114 397 - 414 7933883  1584,7621  1584,7645 -1,47 0 52 4,10E-05 1 K.GANGAPGIAGAPGFPGAR.G + 3 Oxidation (P)
IZ': 115 397 - 414 793,8822 1585,7499  1585,7485 091 0 43 0,00013 1 K.GANGAPGIAGAPGFPGAR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)



119
123
136
160
203
205

BB B G6EEB

520 -
612 -
882 -
552 -
79% -
79 -

537
630
902
573
825
825

046392 (CO1A2_CANFA)
Kolagen afa-2(l) lanac OS=Canis familiaris GN=COL1A2 PE=2 SV=2
Pokrivenost sekvence: 16%

Broj
13
16
21
31
32
35
36
55
73
100
102
113
131
132
164
165
181
210

58080606066 606G0G6GEGE6EEG,

Start —
823 -
511 -
157 -
225 -
997 -
477 -
1054 -
343 -
487 -
574 -
574 -
310 -
433 -
433 -
883 -
883 -
715 -

End
830
519
165
234
1005
486
1064
354
498
588
588
327
450
450
906
906
741
573

P04258 (CO3A1_BOVIN)
Kolagen alfa-1(I11) lanach OS=Bostaurus GN=COL 3A1 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 4%

Broj

BB GG
3

Start -
984 -
507 -
153 -
801 -

End
994
518
164
812

552,6044
853,8904
906,9472
686,3315
896,4197
901,7516

Nadeno
393,1989
405,2227
420,7382
434,7357
434,7357
446,7537
448,2355
542,7852
601,2962

727,376
735,3734
781,9169
600,2759
600,6039

1066,0609
711,0438
804,0507
940,7899

Nadeno
475,2588
521,7619
371,2042

564,777

1654,7914
1705,7663
1811,8798
2055,9728
2686,2372
2702,2329

1654,7911
1705,7656
1811,8803
2055,9723
2686,2372
2702,2321

021 1 25
041 0 46
-025 0 42
027 1 16
-0,00037 1 27
029 1 35

18 peptide matches (18 non-duplicate, 0 duplicate)

Mr (expt)
784,3832
808,4308
839,4619
867,4567
867,4568
891,4928
894,4565
1083,5559
1200,5779
1452,7374
1468,7322
1561,8192

1797,806
1798,7898
2130,1072
2130,1095
2409,1302
2819,3477

Mr (expt)
948,5031
1041,5093
1110,5907
1127,5395

Mr(calc)
784,3828
808,4304
839,4614
867,4563
867,4563
891,4926
894,4559
1083,556
1200,5775
1452,7361
1468,7311
1561,8213
1797,8064
1798,7904

2130,107

2130,107
2409,1309
2819,3475

Mr(calc)
948,5029
1041,5091
1110,5894
1127,539%4

ppm M

057 0 20
049 0 30
0650 32
055 0 35
067 0 44
023 0 29
06 0 37
015 0 38
0310 49
09 0 64
0810 34
132 0 48
0241 26
035 1 29
0130 o7
1210 35
0311 28
0083 1 77

4 peptide matches (4 non-duplicate, 0 duplicate)

ppm M Skor Verovatnoa Rank

026 0 56
022 0 27
115 1 29
010 37

0,018
0,00019
0,00019

0,032

0,0077

0,013

0,05
0,0049
0,033
0,0096
0,0012
0,002
0,007
0,0061
0,00056
2,30E-06
0,0012
0,00011
0,0036
0,0066
6,20E-09
0,0097
0,0024
1,10E-06

5,70E-06
0,025
0,04
0,0025

PRPRPRPRPP

1

PRPRPRPRPRPRPRRPPRPREPRPRPREPRRR

PR PR

Skor Verovatnoa Rank U

U

cccccc

ccccc

K.GSPGEAGRPGEAGLPGAK.G + 3 Oxidation (P)

K .DGEAGAQGPPGPAGPAGER.G + Oxidation (P)
R.VGPPGPSGNAGPPGPPGPAGK .E + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
K .TGPPGPAGQDGRPGPPGPPGAR.G + 4 Oxidation (P)
R.GAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAK.G + 3 Oxidation (P)
R.GAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAK.G + 4 Oxidation (P)

Skor 358

Peptid

R.GDQGPVGR.T

K.GHAGLAGAR.G

R.GVVGPQGAR.G

R.VGAPGPAGAR.G + Oxidation (P)

R.GPSGPQGIR.G

R.PGPIGPAGAR.G

R.GPAGPSGPAGK.D

R.GIVGEPGPAGSK.G + Oxidation (P)

R.GEPGNIGFPGPK.G + Oxidation (K); Oxidation (P)

R.GLPGEFGLPGPAGPR.G + 2 Oxidation (P)

R.GLPGEFGLPGPAGPR.G + 3 Oxidation (P)

K.GAAGLPGVAGAPGLPGPR.G + 3 Oxidation (P)
R.GPNGDSGRPGEPGLMGPR.G + 3 Oxidation (P)
R.GPNGDSGRPGEPGLMGPR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GEVGPAGPNGFAGPAGAAGQPGAKGER.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); Oxidation (P)
K.GEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEVGKPGER.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)

Skor 81

Peptid

R.GPVGPSGPPGK.D

K.GEAGAPGIPGGK.G + Oxidation (K); Oxidation (P)
R.GRPGLPGAAGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GLAGPPGMPGAR.G + 3 Oxidation (P)



BELANCE

P01012 (OVAL_CHICK)

506060606066 066066060,606, 606606066 06G0E6,066,60EREEE

16

27
142
146
147
165
180
186
192
193
211
222
223
224
225
229
240
241
242
244
245
258
261
262
271
272
298
311
312
352
363
366
369
370
375
379

Start

106
220
191
361
361
371
208
112
188
188
128
2
324
324
324
2
144
144
144
144
144
341
341
341
86
86
160
63
63
60
60
60
60
60
21
21

End
111
227
200
370
370
382
219
123
200
200
143
17
340
340
340
17
159
159
159
159
159
360
360
360
105
105
182
85
85
85
85
85
85
85
47
47

Nadeno
390,6985
411,7053
605,2643
624,8073
416,8749
449,2514
741,8838
762,3954
519,2451
778,3643
844,4243
883,8921
591,9706
444,2309
4444763
904,8978
929,9861
620,3273
930,4788
620,6554
620,6555

1004,9764
1044,9592
696,9766
1141,0939
761,0668
820,7779
838,0443
838,0443
706,3416
968,107
726,3325
726,3326
726,3326
1012,1714
759,3807

Mr (expt)

779,3825
821,396
1208,5141
1247,6001
1247,603
1344,7325
1481,753
1522,7762
1554,7134
1554,7141
1686,834
1765,7695
1772,8899
1772,8945
1773,8761
1807,7811
1857,9576
1857,9601
1858,943
1858,9445
1858,9447
2007,9382
2087,9038
2087,9079
2280,1732
2280,1785
2459,3118
2511,111
2511,1112
2821,3372
2901,2992
2901,3007
2901,3011
2901,3012
3033,4924
3033,4937

Mr(calc)
779,3813
821,3953
1208,5132
1247,6009
1247,6009
1344,7303
1481,7523
1522,7741
1554,7137
1554,7137
1686,8325
1765,7692
1772,8918
1772,8918
1773,8758
1807,7797
1857,9585
1857,9585
1858,9425
1858,9425
1858,9425
2007,9385
2087,9048
2087,9048

2280,175

2280,175
2459,3094
2511,1101
2511,1101
2821,3341
2901,3004
2901,3004
2901,3004
2901,3004
3033,4914
3033,4914

ppm
1,48
094
073
0,63
1,7
1,69
05
1,37
-0,15
031
0,86
023
1,02
152
0,17
076
-0,47
0,87
0,28
1,08
1,22
0,14
-0,48
1,48
-0,76
1,55
096
035
043
11
0,42
01
024
025
031
074

M
0
0
0
0
0
0
0
0
1
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
1
0
0
0
1
1
1
1
1
0
0

36 peptide matches (32 non-duplicate, 4 duplicate)
Ovalbumin OS=Gallus gallus GN=SERPINB14 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 65%

Skor Verovatnoa Rank U

15
21
24
117
920
40
39
59
16
24
57
36
43
27
32
18
39
34

0,014
0,016
0,00057
0,00011
0,0091
0,0073
1,20E-06
0,011
0,0054
0,00012
3,50E-06
0,002
2,70E-07
0,025
0,033
3,60E-06
6,80E-10
0,00013
0,044
0,011
0,0059
1,00E-11
5,30E-09
0,00031
0,00021
5,40E-06
0,032
0,0053
4,80E-06
0,00073
0,00015
0,0046
0,00093
0,019
0,00032
0,0007

1

PRRPRRPPRPRPPRPRPPPRPRPRPRPREPRPRPREPRPRPREPRPRPRPREPRPREPREPRRELERPR

U

cccccccccccccccccccccc

ccccccccc

Skor 893

Peptid

RLYAEER.Y

RVASMASEK.M

K.DEDTQAMPFR.V

RADHPFLFCIK.H

R.ADHPFLFCIK.H

K.HIATNAVLFFGR.C

K.PVOMMYQIGLFR.V

RYPILPEYLQCVK.E

K. AFKDEDTQAMPFR.V

K. AFKDEDTQAMPFR.V

R.GGLEPINFQTAADQAR.E

M.GSIGAASMEFCFDVFK.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR E + Deamidated (NQ)
M.GSIGAASMEFCFDVFK.E + Acetyl (Protein N-term)
RELINSWVESQTNGIIR.N

RELINSWVESQTNGIIR.N

R.ELINSWVESQTNGIIR.N + Deamidated (NQ)
RELINSWVESQTNGIIR.N + Deamidated (NQ)
R.ELINSWVESQTNGIIR.N + Deamidated (NQ)
REVVGSAEAGVDAASVSEEFRA
R.EVVGSAEAGVDAASVSEEFR.A + Phospho (ST)
REVVGSAEAGVDAASVSEEFR.A + Phospho (ST)
R.DILNQITKPNDVYSFSLASR.L

R.DILNQITKPNDVY SFSLASR.L
R.NVLQPSSVDSQTAMVLVNAIVFK.G
K.LPGFGDSIEAQCGTSVNVHSSLR.D + Phospho (ST)
K.LPGFGDSIEAQCGTSVNVHSSLR.D + Phospho (ST)
R.FDKLPGFGDSIEAQCGTSVNVHSSLR.D
R.FDKLPGFGDSIEAQCGTSVNVHSSLR.D + Phospho (ST)
R.FDKLPGFGDSIEAQCGTSVNVHSSLR.D + Phospho (ST)
R.FDKLPGFGDSIEAQCGTSVNVHSSLR.D + Phospho (ST)
R.FDKLPGFGDSIEAQCGTSVNVHSSLR.D + Phospho (ST)
K.VHHANENIFYCPIAIMSALAMVYLGAK.D
K.VHHANENIFYCPIAIMSALAMVYLGAK.D



P02789 (TRFE_CHICK)

58060660606, 6066066060,606, 6066066606 LLG060666G6REG6E

Broj

9
24
30
32
45
59
72
79
80
81
96

101

103

105

124

131

139

140

141

155

158

160
161
176
188
206
207
213
214
219
248
256
257
260
328
331
346

Start
222
260
634
634
595
266

51
59
132
132
219

680
289

299
299
459
120
458
364
364
119
141

204
275
275
674
554
689
689
602
380
329
229

End
228
265
641
641
601
274
58
66
140
140
228

688
298
442
652
309
309
468
131
468
374
374
131
154
457
218
288
288
688
571
705
705
619
402
351
252

Nadeno
368,2055
404,6743

419,209
419,701
434,7028
298,5153
475,2545
492,7399
495,2271
330,4874
345,8542
524,2671
529,3002
534,2539
566,7088
581,257
601,3038
401,2054
602,2913
654,8252
666,3389
667,8244
445,5523
479,5843
512,2879
551,618
558,2525
848,4152
565,9459
582,9822
630,306
1001,4333
667,9583
513,0164
885,7436
1349,6486
702,0717

Mr (expt)

734,3965
807,334
836,4035
837,3874
867,3911
892,5242
948,4945
983,4652
988,4397
988,4405
1034,5408
1046,5196
1056,5858
1066,4932
1131,4031
1160,4995
1200,593
1200,5943
1202,5681
1307,6358
1330,6633
1333,6342
1333,6351
1435,731
1533,8418
1651,8323
1671,7357
1694,8158
1694,8158
1745,9247
1887,8961
2000,852
2000,8532
2048,0364
2654,2089
2697,2826
2804,2577

Mr(calc)
734,3963
807,3334
836,4028
837,3868
867,3909
892,5243
948,495
983,4634
988,4396
988,4396
1034,5397
1046,5185
1056,5855
1066,4931
1131,4026
1160,4994
1200,5928
1200,5928

1202,568
1307,6358
1330,6629
1333,6336
1333,6336
1435,7307
1533,8416
1651,8318
1671,7351
1694,8152
1694,8152

1745,924
1887,8963
2000,8529
2000,8529
2048,0361
2654,2092
2697,2818
2804,2559

ppm
023
0,83
0,78
0,65
025
0,13
-0,55
19
0,032
084
1,12
1,07
025
01
043
0,028
021
1,26
0,14
0,039
0,28
044
1,13
023
013
028
035
0,37
0,41
042
-0,076
0,44
0,14
016
-0,085
03
0,66

M
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
1
1
1
0
1
0
1
1
1
0
0
0
1
1
0
1

37 peptide matches (37 non-duplicate, 0 duplicate)
Ovotransferin OS=Gallus gallus PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 48%

Skor Verovatnota Rank

27

0,047
0,017
0,046
0,045
2,30E-05
0,038
0,012
0,019
0,0026
0,05
0,0035
0,0015
0,00024
4,10E-06
0,027
0,00044
0,00076
0,001
0,00034
1,90E-08
0,0003
0,00013
0,027
0,0012
0,00023
0,0025
0,023
5,90E-06
0,005
0,00068
4,70E-05
7,90E-07
0,00011
0,015
0,029
0,005
0,0082

1

PRPRPRPRPRPRPRPPRPRPRPRPRPPRPRPEPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRPREPRPRPERRER

cccccccccccccccccccccccccocccccccccccccc

Skor 635

Peptid

K.GDVAFVK.H

K.TCNWAR.V

R.FGVNGSEK.S

R.FGVNGSEK.S + Deamidated (NQ)
R.ANVMDYR.E
RVAAHAVVAR.D

RISLTCVQK.A

K.ATYLDCIK.A

K.TSCHTGLGR.S
K.TSCHTGLGR.S
K.DGKGDVAFVK.H
K.YFGYTGALR.C
K.FYTVISSLK.T
K.AQSDFGVDTK.S
R.YDDESQCSK.T
K.FMMFESQNK.D
K.SDFHLFGPPGK.K
K.SDFHLFGPPGK.K
K.DSNVNWNNLK.G
K.GTEFTVNDLQGK.T
R.KDSNVNWNNLK.G
R.IQWCAVGKDEK.S
R.IQWCAVGKDEK.S
K.KGTEFTVNDLQGK.T
R.SAGWNIPIGTLLHR.G
K.TDERPASYFAVAVAR.K
R.NAPY SGY SGAFHCLK.D
R.DDNKVEDIWSFLSK.A
R.DDNKVEDIWSFLSK.A
K.EFLGDKFYTVISSLK.T
K.GDVAFIQHSTVEENTGGK.N
K.TCNPSDILQMCSFLEGK .-
K.TCNPSDILQMCSFLEGK .-
R.ECNLAEVPTHAVVVRPEK.A
RWSVVSNGDVECTVVDETKDCIIK.I
R.VPSLMDSQLYLGFEYYSAIQSMR.K
K.HTTVNENAPDQKDEYELLCLDGSR.Q



P00698 (LY SC_CHICK)
Lizozim C OS=Gallusgallus GN=LYZ PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 48%

8 peptide matches (8 non-duplicate, 0 duplicate)

Broj Start - End Nadeno Mr (expt)
=f 47 33 - 39 4377123 8734101
) 60 24 - 31 4477072 893,397
=f 83 80 - 86 497,6954  993,3763
) 156 40 - 51 6638112  1325,6078
=f 162 133 - 143 445556 13336461
) 175 52 - 63 7148292 1427,6439
=f 208 116 - 130 8384032  1674,7918
) 209 116 - 130 8388966  1675,7786

P01014 (OVALY_CHICK)

Pokrivenost sekvence: 15%

Mr(calc)
873,4093
893,3986
993,3763

1325,6074
1333,6449
1427,6429
1674,7937
1675,7777

ppm
09
1,24
-0,0091
0,29
0,89
0,66
-1,11
055

Skor Verovatnota Rank

M

0 38 0,0015
0 44 8,10E-05
0 21 0,0097
0 54 0,00012
1 23 0,036
0 75 9,10E-07
0 69 3,70E-07
0 98 8,60E-10

7 peptide matches (7 non-duplicate, 0 duplicate)
Protein Y povezan sa Ovalbuminom OS=Gallus gallus GN=SERPINB14B PE=1 SV=1

Broj Start — End Nadeno Mr (expt)
) 104 187 - 195 5337618  1065,5091
=f 16 1 - 10 554,2714  1106,5283
) 120 144 - 152 5588063 1115598
=f 130 354 - 362 580,2008  1158,567
) 169 125 - 136 6953385  1388,6624
=f 171 373 - 384 706,8704  1411,7262
) 183 124 - 136 5065929  1516,7568

042273 (TENP_CHICK)
Protein TENP OS=Gallus gallus GN=TENP PE=2 SV=1

Pokrivenost sekvence: 21%

Mr(calc)
1065,5091
1106,5278
1115,5975
1158,5669
1388,6612
1411,7248
1516,7562

ppm
0,027
052
047
01
087
1,01
041

M Skor Verovatno¢a Rank
0 52 6,90E-05
0 46 8,90E-05
0 37 0,0031
0 44 0,00011
0 68 6,40E-07
0 53 3,40E-05
1 32 0,0011

4 peptide matches (4 non-duplicate, 0 duplicate)

Broj Start - End Nadeno Mr (expt)
) 181 154 - 166 4975972  1489,7697
=f 276 281 - 301 7664222  2296,2447
) 384 16 - 44 766,6604  3062,6125
=f 410 111 - 140 8138992  3251,5678

P01005 (IOVO_CHICK)
Ovomukoid OS=Gallus gallus PE=1 SV=1

Pokrivenost sekvence: 29%

Mr(calc)
1489,7698
2296,2427

3062,611
3251,5663

ppm
-0,083
0,89
046
045

M Skor Verovatno¢a Rank

1 34 0,0036
0 89 4,50E-09
1 88 5,90E-09
1 22 0,012

4 peptide matches (4 non-duplicate, 0 duplicate)

Broj Start - End Nadeno Mr (expt)
58 107 - 113 446,7231 891,4316
o 109 137 - 146 5447878 10875611

Mr(calc)
891,4306
1087,5622

ppm
1,14
-0,97

M Skor Verovatno¢a Rank

0 32
1 19

0,01
0,027

1

PRRPRPPRPRPPR

PRRPRPPRPRPPR

PR PR

1
1

cccccccc

ccccc

Skor 277

Peptid

R.HGLDNYR.G

R.CELAAAMK.R

RWWCNDGR.T

R.GYSLGNWVCAAK.F

R.CKGTDVQAWIR.G

K.FESNFNTQATNR.N
K.IVSDGNGMNAWVAWR.N
K.IVSDGNGMNAWVAWR.N + Deamidated (NQ)

Skor 215

Peptid

K.IAFNTEDTR.E

-.MDSISVTNAK.F + Acetyl (Protein N-term)
R.QLINSWVEK.E

K.HSLELEEFR.A

K.FYTGGVEEVNFK.T
R.YNPTNAILFFGR.Y
R.KFYTGGVEEVNFK.T

Skor 178

Peptid

K.VVDVDKLCLDVSK.L
KJITQVGSLYHEDLPITLSAALR.S
R.APDCGGILTPLGLSYLAEVSKPHAEVVLR.Q
R.ADLHVDMGPDGNLQLLTSACRPTVQAQSTR.E

Skor 114

Peptid
K.VMVLCNR.A
K.VEQGASVDKR.H



=f 286 189 - 209 786,3566 2356,048  2356,0464 0,67 0 60 L110E-05 1 U K.CNFCNAVVESNGTLTLSHFGK.C
ef 327 114 - 136 882,038 26430921  2643,0927 -0,23 0 65 170E-06 1 U RAFNPVCGTDGVTYDNECLLCAHK.V
P01013 (OVALX_CHICK) 4 peptide matches (4 non-duplicate, 0 duplicate) Skor 68
Protein X povezan sa Ovabuminom (Fragment) OS=Gallus gallus GN=SERPINB14C PE=3 SV=1
Protein sequence coverage: 16%
Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatno¢a Rank U Peptid
e 50 125 - 131 439,7441 877,4736 877,4731 057 0 17 003 1 U K.VYLPQMK.
=f 91 31 - 39 512,7384 10234623  1023,4621 021 0 46 000042 1 U K.TAFNAEDTR.E
e 138 207 - 216 400,8975  1199,6707  1199,6703 033 0 28 0,0057 1 U RADHPFLFLIK.H
=f 177 109 - 120 732,346 14626774  1462,6762 0,85 0 33 00015 1 U K.LTEWTNPNTMEK.R
ZUMANCE

P02845 (VIT2_CHICK)
Vitelogenin-2 OS=Gallus gallus GN=VTG2 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 28%

Broj

B8, 6066006060606, 60660G6666,66E0665EGE

3
13
21
44
61
63
67
72
73
75

102
104
107
115
126
131
136
142
150
155
176
179
190
191
211
224
233

Start -
768 -
1696 -
813 -
1524 -
620 -
216 -
1444 -
1624 -
1426 -
1732 -
919 -
1453 -
1515 -
746 -
1771 -
1462 -
902 -
1543 -
684 -
260 -
1781 -
821 -
633 -
333 -
182 -
483 -
95 -

End
773
1701
820
1530
626
223
1449
1632
1433
1739
927
1461
1523
753
1780
1471
910
1552
693
268
1789
830
641
341
191
494
105

Nadeno
357,7167
371,6925
380,7138
411,2073
436,2028
437,7192
440,6744
445,7328
446,7135
447,2313

479,764
481,2692
487,2784
494,7787
509,2823
342,5226
516,2718
524,8291
537,7967
543,3193
563,2658
567,7842
582,7514
582,8083
611,2742
639,2968
656,8323

Mr (expt)
713,4189
741,3704
759,4131
820,4001
870,3911
873,4238
879,3342

889,451
891,4125
892,448
957,5134
960,5238
972,5423
987,5427
1016,5501
1024,5459
1030,529
1047,6436
1073,5789
1084,6241
1124517
1133,5538
1163,4883
1163,6021
1220,5338
1276,5791
1311,65

Mr(calc)
713,4184
741,3697
759,4127
820,4001
870,3905
8734232
879,3334
889,4505

891,412
892,4476
957,5131

960,524
972,5426
987,5423

1016,5502
1024,5454
1030,5295
1047,6441
1073,5791
1084,6241
1124,5172
1133,5539
1163,4883
1163,6009
1220,5343
1276,5791
1311,6493

ppm
0,69
096
054
0,022
0,61
061
095
0,61
0,61
0,38
0,29
-0,18
0,31
047
-0,12
052
-0,46
0,39
-0,13
0,013
0.2
-0,099
-0,046
1,02
0,37
-0,034
053

50 peptide matches (50 non-duplicate, 0 duplicate)

M Skor Verovatno¢a Rank
0 30 002 1
0 21 002 1
0 37 0,014 1
0 31 0,0061 1
0 30 0,018 1
0 21 0012 1
0 19 0,028 1
0 40 0,0016 1
0 39 0,0034 1
0 23 0,038 1
0 40 0,0034 1
0 63 120E-05 1
0 63 340E-06 1
0 23 0039 1
0 62 8,60E-06 1
0 20 0,036 1
0 27 0,0086 1
0 34 0,0012 1
0 60 900E-06 1
0 42 0,00045 1
0 27 0,013 1
0 29 0,019 1
0 40 0,0027 1
0 27 00029 1
0 49 510E-05 1
0 18 0021 1
0 15 0,045 1

cccccccccccccccccccccccccccc

Skor 871

Peptid

R.IANQIR.N
K.LYFDGK.T
R.AAVSVEGK.M
R.TCDVVVK.L
K.LDSMSYR.Y
K.GTTAFSYK.L
K.WGWDCR.D
K.SAGEATNLK.A
K.LCADASVR.N
R.MPNGYLAK.N
R.NIGELGVEK.R
K.VSTELVTGR.F
RMVVALTSPR.T
K.ELLQQVMK.T
K.TVQLAGVDSK.C
R.FAGHPAAQVK.L
R.EETEIVVGR.H
R.LPLSLPVGPR.I
R.VEGLADVIMK.R
R.QQLTLVEVR.S
K.CYSTEPVLR.C
K.MTPPLTGDFR.L
RADTYFDNYR.V
R.FLEVVQLCR.I
R.TVDLNNCQEK.V
K.CIGNMGEPASLK.R
K.ITQVISSCFTR.L



408 240 - 259 746,0408 22351006  2235,0994 0,54
461 499 - 523 869,8181 2606,4325  2606,4319 0,23

57 1,50E-05
68 5,60E-07

= 244 1722 - 1731 6822595 13625044  1362,5034 073 0 65  800E-07
ef 248 342 - 353 701,3599  1400,7052  1400,7048 029 0 25 0,0046
el 255 483 - 495 4785674 14326803 14326802 0052 1 27 0,0032
ef 257 1008 - 1019 4795775 14357108 14357096 088 0 24 0,0072
= 261 642 - 655 7233014 14447683  1444,7674 063 0 39 0,00033
ef 266 733 - 745 7290199  1457,8253  1457,8242 077 0 22 0,009
= 267 226 - 239 7333604 14647062  1464,7056 037 0 20 0,04
ef 277 563 - 577 7639527 15258008 15258902 042 0 17 0,048
=l 285 993 - 1004 5165562 15466467 15466479  -082 O 42 0,0015
ef 201 58 - 71 5206276 15588611  1558,8606 031 0 14 0,046
el 299 1377 - 1301 527,963  1580,8673  1580,8675  -0,089 0 57  500E-06
ef 323 1377 - 1392 4282481 17089632  1708,9624 044 1 36 0,00074
=l 333 578 - 502 586,6045 17567917  1756,7913 025 0 19 0,017
ef 335 1638 - 1653 5879575  1760,8507 1760,8516  -051 O 23 0,007
= 336 1638 - 1653 4412203 17608523  1760,8516 042 0 16 0,029
ef 341 456 - 471 5033078 17769017  1776,9006 06 0 45  570E-05
= 370 895 - 910 6349780  1001,9148 19019153  -022 1 21 0,011
ef 373 287 - 302 638,7063 19130071  1913,0961 056 1 40 0,00016
=l 383 428 - 445 10030123 200401 20040099 0,095 O 87  7,60E-09
ef 384 428 - 445 6690111  2004,0114  2004,0099 078 0 68  4,10E-07
Z_' 300 147 - 165 701,6693  2101,9862 21019851 052 0 27 0,0047
0
=f 0

P87498 (VIT1_CHICK) 23 peptide matches (23 non-duplicate, 0 duplicate)
Vitelogenin-1 OS=Gallus gallus GN=VTG1 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 14%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M  Skor Verovatnoa Rank
=f 87 783 - 790 457,7872 913,5599 913,5596 0,26 0 40 0,0017 1
ef 99 1767 - 1774 475,2501 948,4856 948,4851 051 0 42 0,00021 1
=f 114 173 - 181 494,2952 986,5759 986,576 -013 1 14 0,049 1
ef 161 514 - 523 549,8023 1097,59  1097,5903 -025 0 24 00051 1
=f 169 56 - 66 558,3007 1114,5868 1114,587 -0,16 0 38 0,00037 1
ef 180 768 - 778 572,8378  1143,6611  1143,6612 -0,048 0 65 190E-06 1
=f 183 1757 - 1766 574,8009 1147,5873 1147,5873 -0,016 0 31 0,007 1
ef 186 831 - 840 579,8276  1157,6407  1157,6404 022 0 54  820E-05 1
=f 194 1487 - 1497 586,3229 1170,6313  1170,6318 -0,47 0 42 0,00015 1
ef 204 733 - 742 599,3079 1196,6013  1196,6012 0,097 0 56 130E-05 1
=f 209 135 - 145 606,8819 1211,7493  1211,7489 0,33 0 61 180E-06 1
ef 213 472 - 482 614,8613  1227,7081  1227,7074 053 0 17 003 1
=f 215 1789 - 1798 411545 12316132  1231,6131 0,023 0 15 0,038 1
ef 222 1874 - 1884 637,3489 1272,6832  1272,6826 043 0 27 00027 1
=f 223 1745 - 1756 426,2592 1275,7557 1275,7551 051 0 23 0,017 1
ef 260 365 - 377 480,6051 1438,7936  1438,7932 028 0 40 000019 1
=f 310 1027 - 1040 547,285  1638,8332  1638,8327 028 1 31 0,0015 1
ef 325 874 - 889 5739904  1718,9495  1718,9502 -039 0 16 003 1
E": 329 1664 - 1678 582,587 1744,7391 1744,7396 03 0 37 0,00055 1

PRPRPRPRPRPRPRPPRPRPRPRPREPRPRPEPRPRPERRR

ccccccccccccccccccccccc

cccccccccccccccccccc

K.YDAECEQEYRM
RIANADNLESIWR.Q

K.CIGNMGEPASLKR|

RDASFIQNTYLHK.L

RVGATGEIFVVNSPR.T
K.ILGQEVAFININK.E

K.QSDSGTLITDVSSR.Q
R.PALALITTIANVAMK.E
K.MHHIGCQLCFSRR

K. LEISGLPENAYLLK.V

K. TPVLAAFLHGISNNK.K

K TPVLAAFLHGISNNKK.T

K.ESNMQVASFVY SHMK.S
K.IGSHEIDMHPVNGQVK L + Deamidated (NQ)
K.IGSHEIDMHPVNGQVK L + Deamidated (NQ)
K.EALQPIHDLADEAISR.G
K.IETNPCREETEIVVGRH
R.YRFPAVLPOMPLQLIK.T
K.NPVLQQVACLGYSSVVNR.Y
K.NPVLQQVACLGYSSVVNR.Y

K.SQNVY ELQEAGIGGICHAR.Y

R.QVY QISPFNEPTGVAVMEAR.Q
K.FLPISSSSAADIPVHIQIDAITALK.K

Skor 467

Peptid

K.ALLLSEIR.C
KVTVASWMR.G
K.KANLVDVTK.S
K.VHETAVMALK.S
R.SEVEISGIGPK.L
R.LISSLQTGIGR.Q
K.NVNFDGEILK.V
R.LTELLNSNVR.L
K.ACADAVILPLK.A
K.MFGQELLFGR.L
R.GILNILELSLK.K
K.SNIEEVLLALK.A
K.HNELLMPNHK.L
K.ATAVSLLEWQR.S
K.TVIVEAPIHGLK.N
R.YLLDLLPAAASHR.S
R.MSFKPVY SDVPIEK.I
K.VNAHVPVNVVATIQMK.E
K.SCNVVVAQDCTEHPK.F



354
355
397
428

B B B, B,

1471
1551
674
284

1486
1567
693
303

P01012 (OVAL_CHICK)
Ovalbumin OS=Gallus gallus GN=SERPINB14 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 40%

Broj

30
219
241
290
317
338
339
358
359
423
424
510

B85 06,G60EGE68 666G,

Start

106
361
371
188
128
324
324
144
144
86
201
21

End
111
370
382
200
143
340
340
159
159
105
219
47

P02659 (APOV1_CHICK)

Apovitelenin-1 OS=Gallus gallus PE=1 SV=1

Pokrivenost sekvence: 51%

Broj
103
151
365
366
393
394
420
422

B0 06606666

87
75
57

57
34
34
33

33

Start -

End
94
83
74
74
52
52
52
52

P08250 (APOA1_CHICK)
Apolipoprotein A-1 OS=Gallus gallus GN=APOA1 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 26%

Broj
111
156
172
196

LEBEE,

Start
164
219
230
185

End
172
227
238
194

614,3441
615,0011
1072,5564
768,7517

Nadeno
390,6982
416,8747
449,2512
519,2453

844,424
591,9708
444,2308
929,9865
620,3271
761,0664
762,0539
759,3804

Nadeno
481,255
539,288

946,0181
631,0149
1061,5463
708,0343
1139,5964
760,0681

Nadeno
493,2694
545,2897
560,7948

589,296

1840,0105
1841,9816
2143,0982
2303,2331

1840,0095
1841,9788
2143,0983
2303,2314

0,58
15
-0,037
0,75

0 55
0 18
0 41
0 48

12 peptide matches (12 non-duplicate, 0 duplicate)

Mr (expt)

779,3819
1247,6023
1344,7318
1554,7139
1686,8335
1772,8906
1772,8943
1857,9584
1857,9596
2280,1773
2283,1398
3033,4927

Mr (expt)

960,4955
1076,5614
1890,0217
1890,0228

2121,078
2121,0811
2277,1782
2277,1825

Mr(calc)

779,3813
1247,6009
1344,7303
1554,7137
1686,8325
1772,8918
1772,8918
1857,9585
1857,9585

2280,175
2283,1391
3033,4914

ppm
0,74
1,17
117
016
06
0,67
141
-0,0011
06
099
031
042

Skor Verovatnota Rank

orroooooroooX
~
=]

15

8 peptide matches (8 non-duplicate, 0 duplicate)

Mr(calc)

960,495
1076,5614
1890,0211
1890,0211
2121,0782
2121,0782
2277,1793
2277,1793

ppm
0,57
-0,0037
03
0,89
-0,08
1,37
-0,47
14

Skor Verovatnota Rank

M

0 56
0 50
0 87
0 57
0 14
0 24
1 61
1 67

7 peptide matches (7 non-duplicate, 0 duplicate)

Mr (expt)
984,5242
1088,5648
1119,5751
1176,5774

Mr(calc)
984,524
1088,5648
1119,5747
1176,5775

ppm
018
0,022
038
0,018

M Skor Verovatno¢a Rank

0 25
0 60
0 26
0 20

7,00E-06
0,02
0,00013
3,10E-05

0,023
0,007
0,027
0,024
3,80E-06
2,80E-07
0,02
6,10E-10
0,00053
1,60E-06
1,30E-07
0,04

2,70E-05
0,00024
7,40E-09
4,10E-06
0,048
0,0054
3,00E-06
9,70E-07

0,017
2,80E-06
0,0034
0,021

PR PR

PRRPRPRPRPRPRERRPPEPPREPR

PRRPRPRPRRPPRPP

PR PR

cccc

ccccccccccccc

ccccccccc

K.VDVQLVVVQLAETNWK A
R.YVPGVALVLGFSEAHQR.N
R.VADPIEVGIAAEGLQEMFVR.G
R.GSLQYQFGSELLQLPVHLFK.I

Skor 339

Peptid

R.LYAEERY

R.ADHPFLFCIK.H
K.HIATNAVLFFGR.C
K.AFKDEDTQAMPFR.V
R.GGLEPINFQTAADQAR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
R.ELINSWVESQTNGIIR.N
R.ELINSWVESQTNGIIR.N
R.DILNQITKPNDVY SFSLASR.L
R.VTEQESKPVQMMY QIGLFR.V
K.VHHANENIFY CPIAIMSALAMVYLGAK.D

Skor 287

Peptid

K.LAEQLMEK.I

R.NFLINETAR.L
R.AGQFLLDVSQTTVVSGIR.N
R.AGQFLLDVSQTTVVSGIR.N
R.DWLVIPDAAAAYIYEAVNK.V
R.DWLVIPDAAAAYIYEAVNK.V
R.RDWLVIPDAAAAYIYEAVNK.V
R.RDWLVIPDAAAAYIYEAVNK.V

Skor 147

Peptid
K.LTPVAEEAR.D
K.VMEQLSNLR.E
K.MTPLVQEFR.E
K.NLAPYSDELR.Q



ef 202 208 - 218 596,3037  1190,5929  1190,5931 -02 0 38 0,0003 1 U K.GIPQASEYQAK.V
e 208 252 - 261 603,3423  1204,6701  1204,6703 -016 0 56 330E-05 1 U RLISFLDELQK.S
e 235 120 - 130 441,2472  1320,7199 1320,719 065 1 24 0,005 1 U K.IRPFLDQFSAK.W
P19121 (ALBU_CHICK) 8 peptide matches (8 non-duplicate, 0 duplicate) Skor 115

Serum albumin OS=Gallus gallus GN=ALB PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 13%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoéa Rank U Peptid
=f 47 556 - 562 413,7921 825,5696 825,5687 10 30 000091 1 U K.LLINLIK.R
) 58 254 - 261 432,7273 863,44 863,4389 129 0 29 0014 1 U K.APFSEVSK.F
=f 137 541 - 549 517,2346 1032,4547  1032,4546 013 0 36 00047 1 U K.LCSAPAEER.E
ef 200 337 - 345 395,5217 11835433 11835431 018 1 15 0047 1 U K.YIEDKEVCK.S
=f 228 38 - 47 429,5473 1285,62 1285,619 074 1 24 0,0057 1 U RYNDLKEETFK.A
ef 270 160 - 172 499,2736 1494,7991  1494,7983 052 0 35 00016 1 U RVSFLGHFIYSVARR
=f 276 365 - 376 509,6135 1525,8186  1525,8187 -0,094 1 47 420E-05 1 U RRHPEFSIQLIMR.I
ef 364 418 - 433 472,2151 1884,8315  1884,8312 012 0 19 0015 1 U K.TNCDLLHDHGEADFLK.S
P11682 (APOB_CHICK) 2 peptide matches (2 non-duplicate, 0 duplicate) Skor 64
Apolipoprotein B (Fragment) OS=Gallus gallus GN=APOB PE=2 SV=1
Pokrivenost sekvence: 4%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatno¢a Rank U Peptid

113 50 - 58 493,2876 984,5607 984,5604 033 0 38 00019 1 U RVPASETILRG

=f 203 263 - 273 596,7977 1191,5808  1191,5805 0,24 0 47 950E-05 1 U K.VMELSSAAQEK.|
P41366 (VMO1_CHICK) 2 peptide matches (2 non-duplicate, 0 duplicate) Skor 63

Protein spoljadnjeg sloja vitelinske membrane 1 OS=Gallus gallus GN=VMO1 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 4%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoéa Rank U Peptid
108 66 - 74 487,7486 973,4827 973,4829 -0,18 0 53 0,00014 1 U RDDTALNGIRL
ef 109 66 - 74 488,2407 974,4669 974,4669  -0,0051 O 37 00069 1 U RDDTALNGIR.L + Deamidated (NQ)

MLADI KRAVLJI SIR

P02754 (LACB_BOVIN) 13 peptide matches (12 non-duplicate, 1 duplicate) Skor 253
Beta-laktoglobulin OS=Bos taurus GN=LGB PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 46%

Broj Start — End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatno¢a Rank U Peptid
ef 31 158 - 164 419,242 836,4694 836,4691 042 0 19 0024 1 K.ALPMHIR.L
) 54 100 - 107 458,7406 915,4667 915,4661 064 0 37 00076 1 K.IDALNENK.V
) 88 108 - 116 533,295 10645755  1064,5754 014 0 46 7,60E-05 1 K.VLVLDTDYK.K
'ﬂ: 97 77 - 8 561,7299 1121,4452  1121,4447 041 0 21 0012 1 K.WENGECAQK K



=f 109 108 - 117 597,3424 1192,6703  1192,6703 -0,039 1 41 0,00017 1 K.VLVLDTDYKK.Y
=f 110 108 - 117 398,5645 1192,6716  1192,6703 1,02 1 29 00043 1 K.VLVLDTDYKK.Y
=f 121 141 - 151 623,296 12445775 12445772 021 0 67 320E-06 1 U RTPEVDDEALEK.F
=f 190 141 - 154 545,9296 1634,7669  1634,7675 -036 1 44 000045 1 U RTPEVDDEALEKFDK.A
=f 191 141 - 154 545,9297 1634,7673  1634,7675 -014 1 16 0035 1 U RTPEVDDEALEKFDK.A
ef 205 165 - 178 572,935 17157831  1715,7825 036 0 16 0031 1 U RLSFNPTQLEEQCHI.-
=f 206 165 - 178 858,8992 1715,7838  1715,7825 0,77 0 15 0039 1 U RLSFNPTQLEEQCHI.-
ef 275 57 - 76 1157,1331 2312,2516  2312,2515 0,066 1 27 0003 1 U RVYVEELKPTPEGDLEILLQK.W
=f 216 57 - 76 771,7587 2312,2542  2312,2515 115 1 87 890E-09 1 U RVYVEELKPTPEGDLEILLQK.W
P02662 (CASA1_BOVIN) 6 peptide matches (6 non-duplicate, 0 duplicate) Skor 136
Alfa-Sl-kazein OS=Bos taurus GN=CSN1S1 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 32%
Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoéa Rank U Peptid
=f 137 106 - 115 634,3563 1266,6981  1266,6972 0,69 0 68 110E-06 1 U RYLGYLEQLLRL
=f 155 95 - 105 446,5653 1336,6741  1336,6735 042 1 37 000046 1 U K.HIQKEDVPSER.Y
=f 196 121 - 134 830,9014 1659,7882  1659,7869 0,79 0 36 0,00079 1 U K.VPQLEIVPNSAEER.L + Phospho (ST)
ef 213 23 - 37 587,32 17589382  1758,9377 031 0 43 000066 1 U K.HQGLPQEVLNENLLR.F
=f 214 23 - 37 880,4764 17589383  1758,9377 037 0 19 0042 1 U K.HQGLPQEVLNENLLR.F
ef 277 148 - 166 11585726  2315,1306  2315,1296 045 0 25 00045 1 U K.EPMIGVNQELAYFYPELFR.Q
P02663 (CASA2_BOVIN) 8 peptide matches (8 non-duplicate, 0 duplicate) Skor 108
Alfa-S2-kazein OS=Bos taurus GN=CSN1S2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 30%
Broj Start — End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatno¢a Rank U Peptid
ef 72 189 - 196 490,2844 978,5542 978,5538 036 0 32 00022 1 U K.FALPQYLK.T
=f 93 204 - 212 549,8101 1097,6055  1097,6055  0,0027 1 15 0043 1 U KAAMKPWIQPK.T
ef 94 204 - 212 366,8761 1097,6064  1097,6055 076 1 20 0013 1 U KAAMKPWIQPK.T
=f 105 48 - 56 580,7337 1159,4528  1159,4525 023 0 17 0025 1 U K.ENLCSTFCK.E
ef 111 130 - 140 598,3433 1194672  1194,6721 -0,059 0 20 0013 1 U RNAVPITPTLNR.E
=f 156 96 - 106 684,3519 1366,6892  1366,6881 0,84 0 52 0,00017 1 U K.ALNEINQFYQK.F
ef 173 153 - 164 733,8104 1465,6063  1465,6048 1,03 0 53 410E-05 1 U K.TVDMESTEVFTK.K + Phospho (ST)
=f 244 40 - 56 672,6342 2014,8809  2014,8798 055 1 18 0026 1 U K.NMAINPSKENLCSTFCK.E
P02668 (CASK_BOVIN) 5 peptide matches (5 non-duplicate, 0 duplicate) Skor 98
Kaparkazein OS=Bos taurus GN=CSN3 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 35%
Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoéa Rank U Peptid
=f 130 108 - 118 626,2766 12505387  1250,5383 0,26 0 39 00018 1 U K.SCQAQPTTMAR.H
ef 131 46 - 55 626,3589 1250,7032  1250,7023 071 0 34 00021 1 U K.YIPIQYVLSRY
=f 238 90 - 107 990,5494 1979,0842 1979,084 013 0 54 200E-05 1 U R.SPAQILQWQVLSNTVPAK.S
ef 242 68 - 84 1006,0385  2010,0624  2010,0614 05 0 14 0044 1 U K.PVALINNQFLPYPYYAK.P
=f 357 56 - 84 1172,5937 3514,7593  3514,7601 -024 1 29 00021 1 U RYPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAK.P



P02666 (CASB_BOVIN) 4 peptide matches (4 non-duplicate, 0 duplicate)
Beta-kazein OS=Bos taurus GN=CSN2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 18%

Broj Start — End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatno¢a Rank
) 8 218 - 224 371,7288 741,4431 741,4425 0,77 0 17 0019 1
Gy 251 48 - 63 1031,4183 2060,822  2060,8212 043 0 27 00032 1
o 264 199 - 217 1093,5873 2185,16  2185,1605 -022 0 37 0,00034 1
e 265 199 - 217 729,3952 21851637  2185,1605 147 0 43 9,70E-05 1

P00711 (LALBA_BOVIN) 2 peptide matches (2 non-duplicate, 0 duplicate)
Alfa-laktalbumin OS=Bos taurus GN=LALBA PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 13%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoa Rank
112 118 - 127 400,8892 1199,6458  1199,6451 0,55 0 33 0,005 1
) 113 134 - 142 6032974 12045802  1204,5798 038 1 37 000034 1

P02769 (ALBU_BOVIN) 2 peptide matches (2 non-duplicate, 0 duplicate)
Serum albumin OS=Bos taurus GN=ALB PE=1 SV=4
Pokrivenost sekvence: 3%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatno¢a Rank
106 66 - 75 582,3193  1162,6241  1162,6234 0,65 0 26 00038 1
e 168 360 - 371 480,6089 1438,8048  1438,8045 022 1 25 0,0048 1

KAZEIN U PRAHU

P02662 (CASA1_BOVIN) 15 peptide matches (14 non-duplicate, 1 duplicate)
Alfa-Sl-kazein OS=Bos taurus GN=CSN1S1 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 42%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoa Rank
) 116 106 - 115 634,3561  1266,6977  1266,6972 039 0 67 1,40E-06 1
ef 117 106 - 115 634,8484  1267,6822  1267,6812 0,78 0 21 0012 1
) 131 95 - 105 669,3443 1336,674  1336,6735 037 1 33 0001 1
ef 132 95 - 105 446,5656 1336,675  1336,6735 112 1 38 0,00035 1
) 133 95 - 105 446,8933  1337,6582  1337,6575 048 1 24 0019 1
ef 146 38 - 49 692,8694  1383,7242 13837227 107 0 37 0,00064 1
) 183 121 - 134 830,9013  1659,7881  1659,7869 0,76 0 23 0015 1
ef 185 121 - 134 831,3937  1660,7728  1660,7709 1,16 0 24 0,016 1
) 194 23 - 37 587,3197  1758,9374 17589377 -017 0 47 0,00027 1
ef 195 23 - 37 587,6481  1759,9223  1759,9217 0,38 0 40 0,00067 1
'3: 196 23 - 37 880,9686  1759,9226  1759,9217 053 0 24 00053 1

ccccc

cccccccccccc

Skor 81

Peptid

R.GPFPIIV .-

K.FQSEEQQQTEDELQDK.I + Phospho (ST)
R.DMPIQAFLLYQEPVLGPVR.G
R.DMPIQAFLLYQEPVLGPVR.G

Skor 53

Peptid
K.VGINYWLAHK.A
K.LDQWLCEKL.-

Skor 37

Peptid
K.LVNELTEFAK.T
R.RHPEYAVSVLLR.L

Skor 245

Peptid

RYLGYLEQLLR.L

R.YLGYLEQLLR.L + Deamidated (NQ)
K.HIQKEDVPSER.Y

K.HIQKEDVPSER.Y

K.HIQKEDVPSER.Y + Deamidated (NQ)
RFFVAPFPEVFGK.E
K.VPQLEIVPNSAEER.L + Phospho (ST)
K.VPQLEIVPNSAEER.L + Deamidated (NQ); Phospho (ST)
K.HQGLPQEVLNENLLR.F
K.HQGLPQEVLNENLLR.F + Deamidated (NQ)
K.HQGLPQEVLNENLLR.F + Deamidated (NQ)



ef 198 23 - 37 587,6481  1759,9226  1759,9217 055 0 32 00049 1 U K.HQGLPQEVLNENLLR.F + Deamidated (NQ)

=f 218 119 - 134 651,3228 1950,9465 1950,9452 071 1 34 0001 1 U K.YKVPQLEIVPNSAEER.L + Phospho (ST)

Gy 220 119 - 134 651,6513 1951,932  1951,9292 146 1 29 0,0048 1 U K.YKVPQLEIVPNSAEER.L + Deamidated (NQ); Phospho (ST)
ef 341 140 - 166 802,9003 3207,572  3207,5699 066 1 20 0013 1 U K.EGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFR.Q + Deamidated (NQ)
P02663 (CASA2_BOVIN) 15 peptide matches (13 non-duplicate, 2 duplicate) Skor 236

Alfa-S2-kazein OS=Bos taurus GN=CSN1S2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 28%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatno¢a Rank U Peptid
e 67 189 - 19 490,2842 978,5539 978,5538 0,077 0 33 00021 1 U K.FALPQYLK.T
ef 81 204 - 212 549,8099 1097,6053  1097,6055 -018 1 18 0022 1 U KAMKPWIQPK.T
ef 82 204 - 212 366,8762 1097,6067  1097,6055 106 1 23 002 1 U KAMKPWIQPK.T
ef 97 130 - 140 598,3435 1194,6724 11946721 028 0 17 0,023 1 U RNAVPITPTLNRE
ef 103 86 - 95 416,2193 12456361  1245,6353 058 1 24 00059 1 U K.TVDDKHYQK.A
ef 135 129 - 140 451,5934 1351,7583  1351,7572 08 1 18 0,022 1 U K.RNAVPITPTLNR.E + Deamidated (NQ)
e 137 96 - 106 684,352 1366,6895  1366,6881 103 0 58 470E-05 1 U K.ALNEINQFYQK.F
ef 138 96 - 106 684,8436 1367,6726  1367,6721 041 0 22 0009 1 U K.ALNEINQFYQK.F+ Deamidated (NQ)
ef 139 96 - 106 684,8437 1367,6728  1367,6721 053 0 52 6,60E-05 1 U K.ALNEINQFYQK.F+ Deamidated (NQ)
ef 140 96 - 106 684,8438 1367,6729  1367,6721 0,63 0 56 810E-06 1 U K.ALNEINQFYQK.F + Deamidated (NQ)
ef 141 96 - 106 684,8438 1367,6731  1367,6721 072 0 47 0,00053 1 U K.ALNEINQFYQK.F + Deamidated (NQ)
ef 142 96 - 106 685,3357 1368,6568  1368,6561 052 0 21 0032 1 U K.ALNEINQFYQK.F+ 2 Deamidated (NQ)
ef 156 153 - 164 733,8102 1465,6058  1465,6048 07 0 41 000025 1 U K.TVDMESTEVFTK.K + Phospho (ST)
ef 168 153 - 165 532,2406 1593,6999  1593,6997 0,09 1 23 0012 1 U K.TVDMESTEVFTKK.T + Phospho (ST)
ef 169 153 - 165 797,8577 1593,7009  1593,6997 075 1 34 00011 1 U K.TVDMESTEVFTKK.T + Phospho (ST)
P02668 (CASK_BOVIN) 9 peptide matches (8 non-duplicate, 1 duplicate) Skor 217
Kaparkazein OS=Bos taurus GN=CSN3 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 43%
Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatno¢a Rank U Peptid
ef 109 108 - 118 626,2767 1250,5389  1250,5383 043 0 36 00029 1 U K.SCQAQPTTMARH
ef 110 46 - 55 626,3589 1250,7032  1250,7023 074 0 40 000052 1 U K.YIPIQYVLSRY
ef 172 119 - 132 536,9537 1607,8393  1607,8395 -0,091 0 20 0012 1 U RHPHPHLSFMAIPPK.K
ef 225 9 - 107 990,5493 1979,084 1979,084 0,024 0 70 4,40E-07 1 U RSPAQILQWQVLSNTVPAK.S
ef 226 90 - 107 660,7029 1979,0869 1979,084 145 0 42 00003 1 U R.SPAQILQWQVLSNTVPAK.S
ef 229 90 - 107 991,0422 1980,0698 1980,068 091 0 63 120E-06 1 U R.SPAQILQWQVLSNTVPAK.S+ Deamidated (NQ)
ef 230 90 - 107 661,0306 1980,07 1980,068 101 0 21 0011 1 U RSPAQILQWQVLSNTVPAK.S+ Deamidated (NQ)
ef 231 9 - 107 661,0311 1980,0716 1980,068 179 0 38 0,00028 1 U RSPAQILQWQVLSNTVPAK.S+ Deamidated (NQ)
ef 356 56 - 84 1172,9216 3515,743  3515,7441 -032 1 22 00081 1 U RYPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAK.P + Deamidated (NQ)



P02754 (LACB_BOVIN) 6 peptide matches (6 non-duplicate, 0 duplicate)
Beta-laktoglobulin OS=Bos taurus GN=LGB PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 32%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoa Rank
) 95 108 - 117 597,3425  1192,6704  1192,6703 0,045 1 17 0026 1
ef 9 108 - 117 3985643  1192,6711  1192,6703 064 1 22 002 1
) 102 141 - 151 623,296 12445775 12445772 022 0 29 00021 1
ef 178 141 - 154 545,9297 1634,7672 1634,7675 -023 1 42 0,00025 1
) 189 165 - 178 858,899  1715,7835  1715,7825 06 0 27 00028 1
=f 261 57 - 76 771,7585  2312,2536 23122515 092 1 70  430E-07 1

P02666 (CASB_BOVIN) 3 peptide matches (3 non-duplicate, 0 duplicate)
Beta-kazein OS=Bos taurus GN=CSN2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 13%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatno¢a Rank
5 218 - 224 371,7288 741,4431 741,4425 077 0 25 00034 1
) 38 113 - 120 437,2469 872,4793 872,4789 044 1 28 0,0059 1
241 48 - 63 1031,4177  2060,8208  2060,8212 -015 0 69 2,80E-06 1

P00711 (LALBA_BOVIN) 1 peptide matches (1 non-duplicate, 0 duplicate)
Alfarlaktalbumin OS=Bos taurus GN=LALBA PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 6%

Start —
99 134 -

End
142

Nadeno
603,2975

Broj Mr (expt)

1204,5804

Mr(calc)
1204,5798

ppm

055 1 26 0,0034

M Skor Verovatno¢a Rank

1

Skor 126

Peptid

K.VLVLDTDYKK.Y
K.VLVLDTDYKK.Y
R.TPEVDDEALEK.F
R.TPEVDDEALEKFDK.A
R.LSFNPTQLEEQCHI .-
R.VYVEELKPTPEGDLEILLQK.W

Skor 83

Peptid

R.GPFPIIV .-

K.VKEAMAPK.H
K.FQSEEQQQTEDELQDK.I + Phospho (ST)

Skor 26

Peptid
K.LDQWLCEKL.-



Rezultati dobijeni za model uzorke
ZECIJE KOZNO TUTKALO, PRECISCENO (63025) + ZnO (3M11)
P02465 (CO1A2_BOVIN) 16 peptide matches (16 non-duplicate, O duplicate) Skor 481

Kolagen afa-2(l) lanac OS=Bos taurus GN=COL1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 18%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M  Skor Verovatnota Rank U Peptid
= 63 1066 - 1078 596,8441 1191,6737 1191,6724 1,06 O 36 0,0017 1 U R.IGQPGAVGPAGIR.G
o 66 1066 - 1078 604,8412 1207,6678 1207,6673 043 O 29 0,014 1 U R.IGQPGAVGPAGIR.G + Oxidation (P)
e 72 326 - 340 634,342 1266,6695 1266,6681 1,14 0 52 1,50E-05 1 U R.GIPGPVGAAGATGAR.G + Oxidation (P)
=f 88 572 - 586 714,3684  1426,7222 1426,7205 123 0 52 2,30E-05 1 U R.GIPGEFGLPGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
= 100 590 - 607 790,8879  1579,7612 1579,7591 137 0 43 9,40E-05 1 U R.GPPGESGAAGPTGPIGSR.G + Oxidation (P)
o 102 380 - 397 824,9186 1647,8226 1647,8217 056 0 53 0,00026 1 U R.GSTGEIGPAGPPGPPGLR.G + 2 Oxidation (P)
= 133 463 - 484 686,0365 2055,0876 2055,0862 073 1 48 6,60E-05 1 U K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + Oxidation (P)
o 136 463 - 484 691,3676 2071,081 2071,0811 -0,033 1 48 3,00E-05 1 U K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
= 150 881 - 904 1066,0611  2130,1076 2130,107 032 0 81 2,70E-07 1 U R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
o 151 881 - 904 711,0439 2130,11 2130,107 142 0 39 0,0054 1 U R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
= 162 947 - 972 1131,0698 2260,125 2260,1237 06 O 49 0,00067 1 U R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + 2 Oxidation (P)
o 163 947 - 972 754,383  2260,1273 2260,1237 158 0 50 0,0005 1 U R.GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + 2 Oxidation (P)
165 947 - 972 7547112 22611117 22611077 178 0 41 00008 1 U gfg mfgé?WGAAGAPGPQGWGWGK'H + Deamidated (NQ); Oxidation (K);
205 674 - 706 27,7823 2780325 27803226 085 1 61 1,90E-06 1 U ;?P.;BAPGAIGAPGPAGANGDRGEAGPAGPAGPAGPR.G + Deamidated (NQ); 2 Oxidation
=
209 542 - 571 931,4461 2791,3165 2791,3162 011 1 74 2,00E-06 1 U K.GEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEAGKPGER.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
= i - Oxidati
215 743 - 775 0611201 28803654 2880,3639 054 1 n 3,60E-06 1 U K.G.‘PK(.BEI\.IGP’VGPTGP’VGAAGPSGPNGPPGPAGSR.G + 2 Deamidated (NQ); Oxidation
(K); Oxidation (P)
P02453 (CO1A1_BOVIN) 18 peptide matches (17 non-duplicate, 1 duplicate) Skor 359

Kolagen afa-1(l) lanac OS=Bos taurus GN=COL1A1 PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 16%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor Verovatnota Rank U Peptid
) 25 958 - 966 449,7593  897,5041  897,5032 093 0 22 0,014 1 R.GVVGLPGQR.G + Oxidation (P)
ef 26 958 - 966 450,2513  898,4881  898,4872 092 0 21 0018 1 R.GVVGLPGQR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
of 52 493 - 504 544,7727 1087,5309 1087,5298 0% 0 23 0,0075 1 R.GFPGADGVAGPK.G + Oxidation (P)
ef 79 970 - 983 656,8309 1311,6472 1311,6459 1 0 43 0,0018 1 R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + Oxidation (P)
) 81 970 - 983 664,8283 1327,6421 1327,6409 09% 0 45 00011 1 R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + 2 Oxidation (P)
ef 89 472 - 486 7183454 1434,6763 1434,6739 164 0 33 0026 1 U R.GEPGPAGLPGPPGER.G + 3 Oxidation (P)
) 91 85 - 881 730,3506 1458,6866 1458,6852 101 0 46 00011 1 R.GSAGPPGATGFPGAAGR.V + 2 Oxidation (P)
ef 97 1066 - 1083 780,911 1559,8074  1559,8056 113 0 65 240E-06 1 U R.GETGPAGPAGPIGPVGAR.G
of 101 397 - 414 793,8828 1585,7511 1585,7485 168 0 24 0,0058 1 K.GANGAPGIAGAPGFPGAR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
ef 128 1062 - 1083 659,3369 1974,9889 1974,9872 088 1 14 0044 1 U K.SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR.G
l’—‘-: 129 1062 - 1083 659,337 1974,9892 1974,9872 102 1 49 6,50E-05 1 U K.SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR.G



ef 138 934 - 957 1037,5018  2072,989 2072,9876 072 0 73
of 139 934 - 957 692,0042 2072,9908 2072,9876 156 0 27
ef 156 910 - 933 739,3566 2215,0479 2215,0506 119 1 37
= 174 1033 - 1061 822,4115 2464,2128  2464,2095 131 1 63
ef 176 1141 - 1167 824,4113 2470,2122  2470,2089 135 1 45
of 178 1141 - 1167 829,7426 2486,2059  2486,2038 087 1 35
ef 211 763 - 79 951,8094 2852,4064 2852,4053 038 1 75
P04258 (CO3A1_BOVIN) 8 peptide matches (8 non-duplicate, 0 duplicate)
Kolagen afa-1(I11) lanac OS=Bos taurus GN=COL3A1 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 5%
Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor
ef 140 777 - 800 10415587 2081,1028 2081,1018 05 0 84
of 141 777 - 800 694,7087 2081,1043 2081,1018 12 0 61
ef 142 777 - 800  1042,0511 2082,0876 2082,0858 088 0 54
of 143 777 - 800 695,0368 2082,0886 2082,0858 134 0 24
ef 144 777 - 800 10495561 2097,0976 2097,0967 044 O 60
of 146 777 - 800  1050,0498  2098,085 2098,0807 206 0 44
3’ 217 606 - 638 989,4895 29654467  2965,453 215 1 19
218 606 - 638 989,8201 2966,4385  2966,437 049 1 60

ZECIJE KOZNO TUTKALO, PRECISCENO (63025) + OKER (3M21)

P02465 (CO1A2_BOVIN) 25 peptide matches (24 non-duplicate, 1 duplicate)
Kolagen afa-2(l) lanac OS=Bos taurus GN=COL1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 28%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor
of 69 1066 - 1078 596,844 1191,6735 1191,6724 092 0 33
ef 72 1066 - 1078 604,8412 1207,6678 1207,6673 036 0 39
of 73 1066 - 1078 605,3333 1208,6521 1208,6513 06 0 36
ef 79 326 - 340 634,342 1266,6694 1266,6681 108 0 49
of 80 449 - 462 644,8126  1287,6106 1287,6095 081 0 30
ef 91 572 - 586 7143685 1426,7224 1426,7205 132 0 54
of 98 829 - 84 746,8499 1491,6852 1491,6842 068 0 36
ef 99 977 - 9% 766,8954 1531,7761 1531,7743 119 0 22
of 102 308 - 325 781,9167 1561,8189 1561,8213 -151 0 47
ef 103 590 - 607 790,8879 1579,7612 1579,7591 137 0 65
of 107 380 - 397 824,9186 1647,8227 1647,8217 063 0 57
ef 117 431 - 448 600,6045 1798,7916 1798,7904 067 1 16
) 132 463 - 484 686,0367 2055,0884 2055,0862 111 1 42
ef 136 463 - 484 691,3682 2071,0827 2071,0811 079 1 38
of 148 881 - 904  1066,0614 2130,1082  2130,107 06 0 95
F—"-: 149 881 - 904 1066,0618  2130,109  2130,107 09 0 50

9,40E-07
0,0045
0,00033
2,90E-05
0,002
0,017
1,50E-06

Verovatnoca
1,10E-07
2,10E-05

0,00014
0,014
3,60E-05
0,0015
0,032

5,50E-05

Verovatnoca
0,0081
0,0028
0,0011

6,10E-05
0,035
1,60E-05
0,012
0,011
0,00013
1,70E-06
7,20E-05
0,031
0,0002
0,00034
1,30E-08
0,00045

PR NP RPPRP

Rank

P RPPRPRPRRPRPRPPR

Rank

=

PRPRPRPPRPRPPRPREPRPRPEPR

ccccccccccccccccc

K.GAPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
K.GAPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GETGPAGRPGEV GPPGPPGPAGEK .G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
K.GDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPV GPAGK.S + Oxidation (P)
R.GPPGSAGSPGK DGLNGLPGPIGPPGPR.G + Deamidated (NQ); 4 Oxidation (P)
R.GPPGSAGSPGK DGLNGLPGPIGPPGPR.G + Deamidated (NQ); 5 Oxidation (P)
R.GLTGPIGPPGPAGAPGDK GEAGPSGPAGPTGAR.G + 2 Oxidation (P)

Skor 229

Peptid

R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
R.GPTGPIGPPGPAGQPGDKGESGAPGVPGIAGPR.G + 4 Oxidation (P)
R.GPTGPIGPPGPAGQPGDK GESGAPGVPGIAGPR.G + Deamidated (NQ); 4 Oxidation
P

Skor 564

Peptid

R.IGQPGAVGPAGIR.G

R.IGQPGAVGPAGIR.G + Oxidation (P)
R.IGQPGAVGPAGIR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GIPGPVGAAGATGAR.G + Oxidation (P)
R.GFPGSPGNIGPAGK .E + Deamidated (NQ); 2 Oxidation (P)
R.GIPGEFGLPGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.SGETGASGPPGFV GEK.G + Oxidation (P)
R.GEPGPAGAVGPAGAVGPR.G + Oxidation (P)
K.GAAGLPGVAGAPGLPGPR.G + 3 Oxidation (P)
R.GPPGESGAAGPTGPIGSR.G + Oxidation (P)
R.GSTGEIGPAGPPGPPGLR.G + 2 Oxidation (P)
R.GPNGDSGRPGEPGLMGPR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + Oxidation (P)
K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
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739
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711,0441
1131,0702
754,383

754,7112

804,0516

1224,1057

927,7821
931,4462
961,1293

2130,1104
2260,1258
2260,1273

2261,1117

2409,133

2446,1968

2780,3244
2791,3169
2880,3661

2130,107
2260,1237
2260,1237

2261,1077

2409,1309

2446,1976

2780,3226
2791,3162
2880,3639

Kolagen afa-1(l) lanac OS=Bos taurus GN=COL1A1 PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 22%

Broj
22
23
55
82
84
85
88
92
95
100
104
120
121
127
129
138
157
169
171
172
173
184
195

5006060606 6066,66665060G6G6B

Start
958
958
493
970
970
970
970
472
865

1066
397
882
994

1062
448
934
910

1033

1141

1033

1141

1111
763

End
966
966
504
983
983
983
983
486
881
1083
414
902
1013
1083
468

933
1061
1167
1061
1167
1140

795

Nadeno
449,7593
450,2513
544, 7727
648,8333
656,8309
664,8284
672,8258
718,3454
730,3506

780,911
793,8828
907,4407
916,9339
659,3371
673,9965

1037,5019
739,3573
822,4113
824,4113
827,7431
829,7425
902,4239
951,8094

Mr (expt)
897,504
898,488

1087,5309

1295,6521

1311,6472

1327,6422

1343,637

1434,6763

1458,6866

1559,8074

1585,7511

1812,8669

1831,8532

1974,9894

2018,9677

2072,9892

2215,0499

2464,2122

2470,2121

2480,2075

2486,2056

2704,2497

2852,4065

Mr (calc)
897,5032
898,4872

1087,5298
1295,651

1311,6459

1327,6409

1343,6358

1434,6739

1458,6852

1559,8056

1585,7485

1812,8643

1831,8523

1974,9872

2018,9658

2072,9876

2215,0506

2464,2095

2470,2089

2480,2045

2486,2038

2704,2478

2852,4053

16
0,96
1,59

1,79

-0,32

0,62
0,25
0,78

ppm
0,88
0,87
096
0,86
097
1,05
0,89
1,65
0,99
1,15
1,66
1,43
048
1,14
095
081
-0,29
1,07
132
1,23
0,72
072
04

o o O o

23 peptide matches (23 non-duplicate, 0 duplicate)

65

41

28

16

58
65
30

M Skor

PORPRPRPPPPOPRPPOOOOOODOOOOOODO

0,00031
1,60E-05
0,0022

0,00058

0,0025

0,035

3,50E-06
1,80E-05
0,048

Verovatnoca
0,015
0,018

0,0064
0,012
0,0075
0,0015
0,0063
0,0069
5,20E-07
4,80E-07
0,00028
0,002
0,015
1,50E-05
0,031
0,019
1,40E-05
0,016
0,00097
0,0064
0,023
0,0086
3,20E-07

L

Rank

=

PNPRPRPNRPRPRPPRPRPRPRPEPRPPEPRPRPERERPR

C Cccc

R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)

R.GY PGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + 2 Oxidation (P)

R.GY PGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + 2 Oxidation (P)

R.GY PGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK.H + Deamidated (NQ); Oxidation (K);
Oxidation (P)

R.GEVGPAGPNGFAGPAGAAGQPGAKGER.G + Deamidated (NQ); Oxidation (K);
Oxidation (P)

R.GEVGLPGLSGPVGPPGNPGANGLPGAK .G + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 4
Oxidation (P)

U R.GAPGAIGAPGPAGANGDRGEAGPAGPAGPAGPR.G + Deamidated (NQ); 2 Oxidation

P

U K.GEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEAGKPGER.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)

K.GPKGENGPV GPTGPV GAAGPSGPNGPPGPAGSR.G + 2 Deamidated (NQ); Oxidation

u (K); Oxidation (P)

u

Skor 413

Peptid

R.GVVGLPGQR.G + Oxidation (P)

R.GVVGLPGQR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)

R.GFPGADGVAGPK.G + Oxidation (P)

R.GFPGLPGPSGEPGK.Q

R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + Oxidation (P)

R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + 2 Oxidation (P)

R.GFPGLPGPSGEPGK.Q + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.GEPGPAGLPGPPGER.G + 3 Oxidation (P)

R.GSAGPPGATGFPGAAGR.V + 2 Oxidation (P)
R.GETGPAGPAGPIGPVGAR.G

K.GANGAPGIAGAPGFPGAR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
R.VGPPGPSGNAGPPGPPGPAGK .E + Deamidated (NQ); Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
R.GPPGPM GPPGLAGPPGESGR .E + 3 Oxidation (P)
K.SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR.G

K.GEPGPTGIQGPPGPAGEEGKR.G + Oxidation (K); Oxidation (P)
K.GAPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GETGPAGRPGEV GPPGPPGPAGEK.G + Oxidation (K); 2 Oxidation (P)
K.GDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK.S + Oxidation (P)
R.GPPGSAGSPGK DGLNGLPGPIGPPGPR.G + Deamidated (NQ); 4 Oxidation (P)
K.GDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK .S + 2 Oxidation (P)
R.GPPGSAGSPGK DGLNGLPGPIGPPGPR.G + Deamidated (NQ); 5 Oxidation (P)
R.GFSGL QGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR.G + 3 Oxidation (P)
R.GLTGPIGPPGPAGAPGDK GEAGPSGPAGPTGAR.G + 2 Oxidation (P)



P04258

(CO3A1_BOVIN)

8 peptide matches (8 non-duplicate, 0 duplicate)

Kolagen afa-1(I11) lanac OS=Bos taurus GN=COL3A1 PE=1 SV=1

Pokrivenost sekvence: 7%

Broj
110
140
141
142
144
146
147

202

5.6 E0G80G

Start
240
777
77
777
77
777
77

606

End
257
800
800
800
800
800
800

638

KRAVLJI SIR +ZnO (7TM11)

P02666

Broj

o o1

156
157
166
167

5.6 EEGE 680

P02754

Broj
32
34
58
7
79
86
120
177
178

56680686680

(CASB_BOVIN)
Beta-kazein OS=Bos taurus GN=CSN2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 18%

Start
218
218

48
48
48
199
199

End
224
224
63
63
63
217
217

(LACB_BOVIN)
Betarlaktoglobulin OS=Bos taurus GN=LGB PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 33%

Start
92
100
108
108
108
141
141
57
57

End
99
107
116
117
117
151
154
76
76

Nadeno
834,9229
1041,5584
694,7086
1042,0512
1049,5558
705,372
1057,5546

989,8205

Nadeno
371,7288
371,7289
1031,418

1031,4181
687,9488
729,3951
729,3958

Nadeno
301,8607
458,7407
533,2955
597,3426
398,5649
623,2965
545,9299
1157,133
771,7588

Mr (expt)
1667,8312
2081,1022
2081,1041
2082,0878
2097,097
2113,0943
2113,0946

2966,4395

7 peptide matches (3 non-duplicate, 4 duplicate)

Mr (calc)

1667,8301
2081,1018
2081,1018
2082,0858
2097,0967
2113,0916
2113,0916

2966,437

ppm
0,67
021
11
098
015
1,25
142

0,84

M Skor

kr OO0 O0OO0OO0OO0OOo

Mr (expt)
741,4431
741,4432

2060,8214

2060,8216

2060,8244

2185,1636

2185,1656

9 peptide matches (8 non-duplicate, 1 duplicate)

Mr (calc)
741,4425
741,4425

2060,8212

2060,8212

2060,8212

2185,1605

2185,1605

ppm
082
0,87
0,14
0,23
1,58
1,38
2,33

24
58
24
26
59
38
30

71

M Skor

OO OO0 O0OO0oOo

Mr (expt)
902,5601
915,4669

1064,5765

1192,6707

1192,6729

1244,5784
1634,768

2312,2514

2312,2545

Mr (calc)
902,5589
915,4661

1064,5754

1192,6703

1192,6703

1244,5772

1634,7675

2312,2515

2312,2515

ppm
1,32
0,88
1,02
0,28
2,18
0,96
026
-0,02
1,29

24
25
85
96
40
43
25

M Skor

PRPPORRPROOR

19
23
57
45
24
49

41
34
90

Verovatnoa Rank U

0,014
4,70E-05
0,031
0,004
4,10E-05
0,0051
0,035

4,30E-06

Verovatnoca
0,0038
0,0034

1,10E-08
5,10E-09
0,00016
0,0001
0,0046

Verovatnoca
0,039

0,017
1,50E-05
6,90E-05
0,013
7,40E-05
0,00075
0,00063
4,50E-09

1

P R NRPRPRPPR

Rank
1

PR P RPPRPR

Rank

=

PRPRPPRPPPEP

U
U
U
U
U
U
U

Skor 159

Peptid

K.GEMGPAGIPGAPGLIGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + Deamidated (NQ); Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GAPGPQGPPGAPGPLGIAGLTGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GPTGPIGPPGPAGQPGDK GESGAPGVPGIAGPR.G + Deamidated (NQ); 4 Oxidation
P

Skor 240

Peptid

R.GPFPIIV .-

R.GPFPIIV .-

K.FQSEEQQQTEDELQDK.I + Phospho (ST)
K.FQSEEQQQTEDELQDK.I + Phospho (ST)
K.FQSEEQQQTEDELQDK.I + Phospho (ST)
R.DMPIQAFLLYQEPVLGPVR.G
R.DMPIQAFLLYQEPVLGPVR.G

Skor 233

Peptid

K.TKIPAVFK.I

K.IDALNENK.V
K.VLVLDTDYK.K
K.VLVLDTDYKK.Y
K.VLVLDTDYKK.Y
R.TPEVDDEALEK.F
R.TPEVDDEALEKFDK.A
R.VYVEELKPTPEGDLEILLQK.W
R.VYVEELKPTPEGDLEILLQK.W



P02662  (CASAL BOVIN)

5 peptide matches (4 non-duplicate, 1 duplicate)

Alfa-S1-kazein OS=Bos taurus GN=CSN1S1 PE=1 SV=2

Pokrivenost sekvence: 17%

Broj Start - End
= 99 106 - 115
) 109 38 - 49
e 123 121 - 134
=f 146 119 - 134
= 147 119 - 134
P02663  (CASA2 BOVIN)

Nadeno
634,3564
692,8697
830,9017

976,48
651,323

Mr (expt)

1266,6983
1383,7249
1659,7889
1950,9455
1950,9471

Mr (calc)

1266,6972
1383,7227
1659,7869
1950,9452
1950,9452

ppm
0,88
1,57
1,25
016
1,02

M Skor

PP ooo
N
[AS

4 peptide matches (4 non-duplicate, 0 duplicate)

Alfa-S2-kazein OS=Bos taurus GN=CSN1S2 PE=1 SV=2

Pokrivenost sekvence: 18%

Broj Start - End
of 45 189 - 19
= 80 130 - 140
) 105 9% - 106
ey 111 153 - 164
P02668  (CASK_BOVIN)

Nadeno
490,2845
598,3437
684,3524
733,8107

Mr (expt)
978,5545
1194,6728
1366,6902
1465,6069

Mr (calc)
978,5538
1194,6721
1366,6881
1465,6048

ppm
0,69
0,63
154
1,48

M Skor
33

[eNeNeNe}

3 peptide matches (3 non-duplicate, 0 duplicate)

Kapa-kazein OS=Bos taurus GN=CSN3 PE=1 SV=1

Pokrivenost sekvence: 20%

Broj Start - End
= 95 46 - 55
o 154 68 - 84
ey 246 56 - 84
PO2769  (ALBU_BOVIN)

Nadeno
626,3592

1006,0385

1172,5938

Mr (expt)

1250,7039
2010,0624
3514,7596

Mr (calc)

1250,7023
2010,0614
3514,7601

ppm
1,31
05
-0,15

M Skor
0 31
0 34
1 27

2 peptide matches (2 non-duplicate, 0 duplicate)

Serum albumin OS=Bos taurus GN=ALB PE=1 SV=4

Pokrivenost sekvence: 3%

Broj Start - End
7% 66 - 75
o 110 360 - 371

Nadeno
582,3194
480,6091

Mr (expt)
1162,6243
1438,8053

Mr(calc)
1162,6234
1438,8045

ppm
0,77
0,6

M Skor
0 28
1 29

Verovatnoca
1,00E-06
0,011

0,019
7,60E-07
7,10E-05

Verovatnoca
0,0019

0,025
3,60E-05
0,0028

Verovatnoca
0,0036

0,001

0,0031

Verovatnoca
0,0026
0,0018

Rank
1

PR PR

Rank

PR e

Rank

Rank

ccccc cccccc

cccc

Skor 154

Peptid

R.YLGYLEQLLR.L

R.FFVAPFPEVFGK.E
K.VPQLEIVPNSAEER.L + Phospho (ST)
K.YKVPQLEIVPNSAEER.L + Phospho (ST)
K.YKVPQLEIVPNSAEER.L + Phospho (ST)

Skor 81

Peptid

K.FALPQYLK.T

R.NAVPITPTLNR.E
K.ALNEINQFYQK.F
K.TVDMESTEVFTK K + Phospho (ST)

Skor 59

Peptid

K.YIPIQYVLSR.Y

K.PVALINNQFLPYPYYAK.P

R.YPSYGLNYY QQKPVALINNQFLPYPYYAK.P

Skor 43

Peptid
K.LVNELTEFAK.T
R.RHPEYAVSVLLR.L



KRAVLJI SIR + OKER (7M21)

P02662

(CASA1_BOVIN)

Alfa-S1-kazein OS=Bos taurus GN=CSN1S1 PE=1 SV=2

Pokrivenost sekvence:

Broj

83

84

90

96
119
122
128
129
130
132
133
153
156
189
190
191
293

5.6 60660606 06,6 666066

P02754

Start
209
106
106

95
38
38
121
23
23
23
23
23
119
119
148
148
148
140

46%

- End
- 214
- 115
- 115
- 105
- 49
- 51
- 134
- 37
- 37
- 37
- 37
- 3
- 134
- 134
- 166
- 166
- 166
- 166

(LACB_BOVIN)

Nadeno

374,6889
423,2398
634,3563
446,5653
692,8693
547,9608
830,901
880,476
587,3198
587,3199
587,32
587,32
976,4797
651,3229
772,7182
1159,064
1159,0645

1069,8686

Mr (expt)
747,3632
1266,6974
1266,6981
1336,674
1383,7241
1640,8605
1659,7875
1758,9375
1758,9377
1758,9378
1758,9381
1758,9382
1950,9448
1950,947
2315,1327
2316,1134
2316,1144
3206,584

Mr (calc)
747,3625
1266,6972
1266,6972
1336,6735
1383,7227
1640,8603
1659,7869
1758,9377
1758,9377
1758,9377
1758,9377
1758,9377
1950,9452
1950,9452
2315,1296
2316,1136
2316,1136
3206,5859

ppm
0,83
018
0,69
035
0,99
0,11
035
-0,082
0,039
0,073
0,24
031
-0,18
094
1,33
-0,073
0,36
-0,59

18 peptide matches (14 non-duplicate, 4 duplicate)

M Skor

P OOORPRPFRPOOOOOORr ORr OO0OoO

10 peptide matches (7 non-duplicate, 3 duplicate)

Betar-laktoglobulin OS=Bos taurus GN=LGB PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 24%

Broj
57
70
71
72
76
114
115
116
117
187

B 0606666066

Start
108
108
108
108
141
141
141
141
141

57

- End
- 116
- 117
- 117
- 117
- 151
- 154
- 154
- 154
- 154
- 76

Nadeno
533,2951
597,3423
398,5641
398,5646

623,296
545,9295
545,9296
545,9297
818,3913
771,7587

Mr (expt)
1064,5756
1192,67
1192,6704
1192,6721
12445774
1634,7667
1634,767
1634,7674
1634,7681
2312,2542

Mr (calc)

1064,5754
1192,6703
1192,6703
1192,6703
12445772
1634,7675
1634,7675
1634,7675
1634,7675
2312,2515

ppm
025
-0,24
0,015
1,45
016
-0,49
-031
-0,1
036
1,15

16
27
21
16
35
14
19
115
45
47
37
15
63
39
26
33
15
70

M Skor

PRPRPRPRPLPOPRPPLRPRO

48

Verovatnoca
0,034
0,015
0,011
0,032

0,00099
0,048
0,015

3,80E-11

0,00041

0,00029

0,0014
0,038
2,20E-06

0,00039

0,0046
0,0077
0,042
2,60E-07

Verovatnoca
5,40E-05
0,00026
0,013
0,012
0,00075
0,00056
0,00018
0,0027
7,00E-07
5,20E-09

Rank
1

PRPRPPPPRPPRPRPPEPRERER

Rank
1

PRPRPRPPRPPRPPEPP

ccccccccccc

Skor 355

Peptid

K.TTMPLW.-

R.YLGYLEQLLR.L

R.YLGYLEQLLR.L

K.HIQKEDVPSER.Y

R.FFVAPFPEVFGK.E

R.FFVAPFPEVFGKEK.V

K.VPQLEIVPNSAEER.L + Phospho (ST)
K.HQGLPQEVLNENLLR.F
K.HQGLPQEVLNENLLR.F
K.HQGLPQEVLNENLLR.F
K.HQGLPQEVLNENLLR.F
K.HQGLPQEVLNENLLR.F
K.YKVPQLEIVPNSAEER.L + Phospho (ST)
K.YKVPQLEIVPNSAEER.L + Phospho (ST)
K.EPMIGVNQELAYFYPELFR.Q
K.EPMIGVNQELAY FYPELFR.Q + Deamidated (NQ)
K.EPMIGVNQELAY FYPELFR.Q + Deamidated (NQ)
K.EGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFR.Q

Skor 281

Peptid

K.VLVLDTDYK.K
K.VLVLDTDYKK.Y
K.VLVLDTDYKK.Y
K.VLVLDTDYKK.Y
R.TPEVDDEALEK.F
R.TPEVDDEALEKFDK.A
R.TPEVDDEALEKFDK.A
R.TPEVDDEALEKFDK.A
R.TPEVDDEALEKFDK.A
R.VYVEELKPTPEGDLEILLQK.W



P02663 (CASA2_BOVIN) 6 peptide matches (6 non-duplicate, 0 duplicate)
Alfa-S2-kazein OS=Bos taurus GN=CSN1S2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 19%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor

ef 49 189 - 19 490,2844 9785543 9785538 046 0 33
= 73 130 - 140 598,3434 1194,6722 1194,6721 016 O 29
ef 92 9 - 106 684,3519 1366,6893 1366,6881 09 0 59
= 99 153 - 164 7338105 1465,6065 1465,6048 115 0 34
ef 108 153 - 165 532,2405 1593,6996 1593,6997 -006 1 25
of 109 153 - 165 797,8577 1593,7008 1593,6997 068 1 39
P02769 (ALBU_BOVIN) 1 peptide matches (1 non-duplicate, 0 duplicate)

Serum albumin OS=Bos taurus GN=ALB PE=1 SV=4
Pokrivenost sekvence: 2%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor
101 421 - 433 740,4019 1478,7893 1478,7881 076 0 69
P02666 (CASB_BOVIN) 2 peptide matches (2 non-duplicate, 0 duplicate)

Beta-kazein OS=Bos taurus GN=CSN2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 11%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor
4 218 - 224 371,7287 741,4428 741,4425 039 0 25
ef 179 199 - 217 729,3955 21851646 2185,1605 18 0 44
P02668 (CASK_BOVIN) 2 peptide matches (2 non-duplicate, 0 duplicate)

Kapa-kazein OS=Bos taurus GN=CSN3 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 9%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor
79 46 - 55 626,3588 1250,7031 1250,7023 064 0 19
of 162 90 - 107 990,5489 1979,0832  1979,084 041 O 35

Verovatnoca
0,0015

0,002
4,10E-05
0,00061
0,0078
0,0005

Verovatnoca
1,40E-06

Verovatnocta
0,0033
7,50E-05

Verovatnoca
0,028
0,00081

Rank

PR PP R

Rank

Rank

Rank

ccccccc

Skor 129

Peptid

K.FALPQYLK.T

R.NAVPITPTLNR.E
K.ALNEINQFYQK.F
K.TVDMESTEVFTK K + Phospho (ST)
K. TVDMESTEVFTKK.T + Phospho (ST)
K.TVDMESTEVFTKK.T + Phospho (ST)

Skor 69

Peptid
K.LGEYGFQNALIVR.Y

Skor 55

Peptid
R.GPFPIIV .-
R.DMPIQAFLLYQEPVLGPVR.G

Skor 37

Peptid
K.YIPIQYVLSR.Y
R.SPAQILQWQVLSNTVPAK.S



BELANCE +ZnO (9M11)

P01012

(OVAL_CHICK)

Ovalbumin OS=Gadllus gallus GN=SERPINB14 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 43%

Broj

89
104
106
112
122
127
140
151
153
154
170
171
175
177
180
205
206
221
223
224
250

.66 006 60066GC 606,66 EG66EEE

P02789

Start
191
371
371
208
188
265
128
324
324
324
144
144
144
144
144
341
341

86
201
201
160

End
200
382
382
219
200
277
143
340
340
340
159
159
159
159
159
360
360
105
219
219
182

(TRFE_CHICK)

Nadeno
605,2644
673,3728
449,2513
741,8844
519,2455
791,3656
844,4245
591,9711
591,9715
444,2308
929,9869
620,3276
930,4794
930,4797
930,9712

1044,9608
696,9768
761,0671

11425773

762,055
820,7782

Ovotransferin OS=Gallus gallus PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 14%

Broj
69
71
88
118
136
143
148
266

B0 650066066

Start
540
680
299
141
443
275
674
329

End
548
688
309
154
457
288
688
351

Nadeno
524,2671
529,3005
401,2052
512,2881
551,6183
565,9461
582,9823

1349,6491

21 peptide matches (19 non-duplicate, 2 duplicate)

Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor
1208,5143 1208,5132 091 O 26
1344,7311  1344,7303 065 0 76
13447321  1344,7303 135 0 18
1481,7543  1481,7523 133 0 43
1554,7148  1554,7137 074 1 28
1580,7166  1580,7141 159 0 44
1686,8344  1686,8325 112 0 37
1772,8914 1772,8918 -019 O 62
1772,8926 1772,8918 047 O 64
1772,8942  1772,8918 137 0 18
1857,9593  1857,9585 045 O 92
1857,9609  1857,9585 133 0 34
1858,9443  1858,9425 098 0 60
1858,9449  1858,9425 132 0 14
1859,9279  1859,9265 075 0 37
2087,907 2087,9048 105 0 88
2087,9086 2087,9048 181 0 19
2280,1794  2280,175 193 1 18
2283,14 2283,1391 04 1 54
2283,1433  2283,1391 18 1 70
2450,3128  2459,3094 137 0 32

8 peptide matches (8 non-duplicate, 0 duplicate)

Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor
1046,5197 1046,5185 115 0 21
1056,5865  1056,5855 088 0 24
1200,5937  1200,5928 081 0 18
1533,8424  1533,8416 056 0 35
1651,833 1651,8318 075 1 24
1694,8165 1694,8152 079 1 28
1745,9252 1745,924 069 1 16
2697,2836  2697,2818 067 0 21

Verovatnocta
0,0037
1,50E-07
0,023
9,50E-05
0,0022
0,00011
0,00041
1,60E-06
1,00E-06
0,021
2,70E-09
0,0011
2,30E-06
0,047
0,00038
6,10E-09
0,018
0,019
1,10E-05
2,60E-07
0,00098

Verovatnoca
0,011

0,013

0,024
0,00049
0,0052
0,0028

0,033

0,011

Rank
1

PRPRPRPPRPRPPRPRPPRPEPRPRPERLER

Rank

PRrPRPRERPRP

Skor 619

Peptid

K.DEDTQAMPFR.V

K.HIATNAVLFFGR.C

K.HIATNAVLFFGR.C

K.PVQMMYQIGLFR.V
K.AFKDEDTQAMPFR.V
K.LTEWTSSNVMEER.K
R.GGLEPINFQTAADQAR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
R.ELINSWVESQTNGIIR.N
R.ELINSWVESQTNGIIR.N
R.ELINSWVESQTNGIIR.N + Deamidated (NQ)
R.ELINSWVESQTNGIIR.N + Deamidated (NQ)
R.ELINSWVESQTNGIIR.N + 2 Deamidated (NQ)
R.EVVGSAEAGVDAASVSEEFR A + Phospho (ST)
R.EVVGSAEAGVDAASVSEEFR.A + Phospho (ST)
R.DILNQITKPNDVY SFSLASR.L
R.VTEQESKPVQMMY QIGLFR.V
RVTEQESKPVQMMY QIGLFR.V
R.NVLQPSSVDSQTAMVLVNAIVFK.G

Skor 85

Peptid

K.YFGYTGALR.C

K.FYTVISSLK.T

K.SDFHLFGPPGK.K
R.SAGWNIPIGTLLHR.G
K.TDERPASYFAVAVAR.K
R.DDNKVEDIWSFLSK.A
K.EFLGDKFYTVISSLK.T
R.VPSLMDSQLYLGFEY Y SAIQSMR.K



P01014 (OVALY_CHICK) 4 peptide matches (4 non-duplicate, 0 duplicate)
Protein Y povezan sa Ovalbuminom OS=Gallus gallus GN=SERPINB14B PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 10%

1

1
1
1

Rank

Rank

=

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnota Rank
ef 72 187 - 19 5337625 10655104 1065,5091 127 0 14 0,044
= % 1 - 10 554,2719 1106,5293 1106,5278 138 0 16 0,03
ef 83 354 - 362 580,2912 11585678 1158,5669 079 0 15 0,035
e 108 373 - 384 706,8707 1411,7268 1411,7248 138 0 50 1,80E-05
P01013 (OVALX_CHICK) 1 peptide matches (1 non-duplicate, 0 duplicate)
Protein X povezan sa Ovalbuminom (Fragment) OS=Gallus gallus GN=SERPINB14C PE=3 SV=1
Pokrivenost sekvence: 4%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M  Skor Verovatnota

87 207 - 216 400,8975 1199,6707 1199,6703 033 0 18 0,02

BELANCE + OKER (9M 11)
P01012 (OVAL_CHICK) 19 peptide matches (17 non-duplicate, 2 duplicate)
Ovabumin OS=Gallus gallus GN=SERPINB14 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 33%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M  Skor Verovatnota
of 89 191 - 200 605,2646 1208,5147 12085132 123 0 21 0,01
ef 107 371 - 382 449,2517  1344,7334  1344,7303 231 0 17 0,023
o 108 371 - 382 4495792  1345,7158  1345,7143 112 0 15 0,041
ef 114 208 - 219 741,8843 1481,7541 1481,7523 119 0 45 6,20E-05
o 129 188 - 200 519,2457  1554,7153 1554,7137 1,05 1 24 0,0062
ef 132 265 - 277 791,3655 1580,7165 1580,7141 158 0 27 0,0055
of 150 324 - 340 591,9711 1772,8915 1772,8918 -013 0 67 5,50E-07
ef 151 324 - 340 5919712 1772,8917 1772,8918 -0,0068 O 63 1,20E-06
of 152 324 - 340 4442305 1772,8927 1772,8918 055 0 14 0,047
ef 154 324 - 340 444231  1772,895 1772,8918 184 0 20 0,015
of 168 144 - 159 929,9869 1857,9592 1857,9585 04 0 87 1,30E-08
ef 173 144 - 159 620,6558 18589456  1858,9425 167 0 44 7,10E-05
of 184 341 - 360 10049774 2007,9402 2007,9385 08 0 154 1,20E-14
ef 185 341 - 360 670,3212 2007,9417 2007,9385 157 0 36 0,007
of 186 341 - 360 1044,9602 2087,9058 2087,9048 048 0 79 3,60E-08
ef 187 341 - 360 696,977 2087,9091 2087,9048 201 O 26 0,0039
of 194 8 - 105 761,3952 2281,1639  2281,159 215 1 31 0,0015
ef 197 201 - 219 11425774 22831402 2283,1391 048 1 62 2,20E-06
of 199 201 - 219 762,0551 22831435 2283,1391 191 1 69 6,70E-07

PRPRPRPPPRPPRPRPPREPREPREREREPR

ccccc

Skor 55

Peptid

K.IAFNTEDTR.E

-.MDSISVTNAK.F + Acetyl (Protein N-term)
K.HSLELEEFR.A

R.YNPTNAILFFGR.Y

Skor 18

Peptid
R.ADHPFLFLIK.H

Skor 596

Peptid

K.DEDTQAMPFR.V

K.HIATNAVLFFGR.C

K.HIATNAVLFFGR.C + Deamidated (NQ)
K.PVQMMYQIGLFR.V

K.AFKDEDTQAMPFR.V

K.LTEWTSSNVMEER.K
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
R.ELINSWVESQTNGIIR.N
R.ELINSWVESQTNGIIR.N + Deamidated (NQ)
R.EVVGSAEAGVDAASV SEEFR.A
R.EVVGSAEAGVDAASVSEEFR.A
R.EVVGSAEAGVDAASVSEEFR.A + Phospho (ST)
R.EVVGSAEAGVDAASVSEEFR A + Phospho (ST)
R.DILNQITKPNDVY SFSLASR.L + Deamidated (NQ)
RVTEQESKPVQMMY QIGLFR.V
R.VTEQESKPVQMMY QIGLFR.V



P02789 (TRFE_CHICK)
Ovotransferin OS=Gallus gallus PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 9%

7 peptide matches (7 non-duplicate, 0 duplicate)

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor
ef 61 540 - 548 524,2671 1046,5196 1046,5185 104 0 26
of 63 680 - 688 529,3005 1056,5865 1056,5855 092 0 31
ef 87 299 - 309 401,2052 1200,5937 1200,5928 073 0 24
= 112 119 - 131 479,5846 14357319  1435,7307 084 1 14
ef 126 141 - 154 512,2881 1533,8424 1533,8416 05 0 38
of 143 275 - 288 565,9461 1694,8165 1694,8152 081 1 24
ef 144 275 - 288 848,4157 1694,8168 1694,8152 098 1 22
P01014 (OVALY_CHICK) 5 peptide matches (5 non-duplicate, 0 duplicate)

Protein Y povezan sa Ovalbuminom OS=Gallus gallus GN=SERPINB14B PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 13%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor
ef 64 187 - 195 533,7623 10655101 1065,5091 097 O 32
o 70 1 - 10 554,2717 1106,5289 1106,5278 104 O 17
ef 79 354 - 362 580,2912 11585679 1158,5669 083 0 29
of 110 373 - 384 706,8707 1411,7268 1411,7248 139 0 52
ef 119 124 - 136 506,5932 1516,7577 1516,7562 098 1 23
042273 (TENP_CHICK) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)

Protein TENP OS=Gallus gallus GN=TENP PE=2 SV=1
Pokrivenost sekvence: 4%

Start -
203 281 -

End
301

M Skor
62

Broj Nadeno Mr (expt) Mr(calc)

766,4224  2296,2453  2296,2427

ppm

ey 112 0

ZUMANCE + ZnO (10M11)

P02845 (VIT2_CHICK) 25 peptide matches (24 non-duplicate, 1 duplicate)
Vitelogenin-2 OS=Gallus gallus GN=VTG2 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 15%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor
ef 74 1453 - 1461 481,2696  960,5247 960,524 07 0 46
o 76 1515 - 1523 487,279 972,5434 972,5426 08 O 47
ef 94 1771 - 1780 509,2828  1016,551 1016,5502 078 0 29
o 106 1543 - 1552 524,8297 1047,6447 1047,6441 066 O 31
ef 107 1543 - 1552 524,8299 1047,6452 1047,6441 108 0 24
l’—‘-: 120 260 - 268 54332 1084,6254 1084,6241 129 0 31

Verovatnoca
0,0035
0,0025
0,0071

0,047
0,00026
0,0055
0,011

Verovatnoca
0,0033

0,026

0,0051
1,80E-05
0,007

Verovatnoca
1,60E-06

Verovatnoca
0,00034
3,90E-05
0,0072
0,0023

0,013

0,002

Rank
1

PR PPRPRP

Rank

T

Rank

Rank

PR PP R

Skor 91

Peptid

K.YFGYTGALR.C
K.FYTVISSLK.T
K.SDFHLFGPPGK.K
K.KGTEFTVNDLQGK.T
R.SAGWNIPIGTLLHR.G
R.DDNKVEDIWSFLSK.A
R.DDNKVEDIWSFLSK.A

Skor 86

Peptid

K.IAFNTEDTR.E

-MDSISVTNAK.F + Acetyl (Protein N-term)
K.HSLELEEFR.A

R.YNPTNAILFFGR.Y
R.KFYTGGVEEVNFK.T

Skor 62

Peptid
K.ITQVGSLYHEDLPITLSAALR.S

Skor 571

Peptid
K.VSTELVTGR.F
R.MVVALTSPR.T
K.TVQLAGVDSK.C
R.LPLSLPVGPR.I
R.LPLSLPVGPR.I
R.QQLTLVEVR.S



129
151
196
201
210
212
213
214
228
230
242
285
286
316
318
319
320
346
348

8006066660666 66EE8AG

P01012

1042
633
342

642
1702
733
226
58
74
289
456
456
287
1393
774
774
240
532

- 1051
- 641
- 353
- 842
- 655
- 1714
- 745
- 239
- 71
- 86
- 302
- 471
- 471
- 302
- 1410
- 790
- 790
- 259

(OVAL_CHICK)

557,8147
582,7522
701,3608
709,8882
723,3921
729,4139
729,9204
733,3611
780,4387
780,8769
797,9736
889,4587
593,3083
638,7065
649,6818
986,9894
658,3289
746,0417
747,4156

1113,6149
1163,4899
1400,7069
1417,7618
1444,7697
1456,8133
1457,8263
1464,7077
1558,8629
1559,7392
1593,9326
1776,9028

1776,903
1913,0977
1946,0237
1971,9642
1971,9648
2235,1034

2239,225

9 peptide matches (7 non-duplicate, 2 duplicate)

Ovabumin OS=Gallus gallus GN=SERPINB14 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 28%

Broj
263
264
278
280
304
356
358
373
374

B OG5 AG66066B

P02659

Start

128
128
324
324
144
86
201
160
160

- End
- 143
- 143
- 340
- 340
- 159
- 105
- 219
- 182
- 182

(APOV1_CHICK)

Nadeno
844,4248
844,4248
591,9712
591,9714
930,4793
761,0669
762,0546

1230,6628
820,7781

Apovitelenin-1 OS=Gallus gallus PE=1 SV=1

Pokrivenost sekvence:

Broj
116
309
310
336
353
355

B.GEGEGE G

Start

75
57
57
34
33
33

44%

- End
- 83
- 74
- 74
- 52
- 52
- 52

Nadeno
539,2884
946,0187
631,0151
708,0346

1139,5979
760,0684

Mr (expt)
1686,835
1686,8351
1772,8917
1772,8924
1858,944
2280,179
2283,142
2459,311
2459,3124

6 peptide matches (6 non-duplicate, 0 duplicate)

Mr (expt)

1076,5623
1890,0229
1890,0234
2121,0819
2277,1812
2277,1835

1113,6142
1163,4883
1400,7048
1417,7599
1444,7674
1456,8112
1457,8242
1464,7056
1558,8606
1559,7368
1593,9316
1776,9006
1776,9006
1913,0961
1946,0222
1971,9625
1971,9625
2235,0994
2239,2212

Mr (calc)
1686,8325
1686,8325
1772,8918
1772,8918
1858,9425
2280,175
2283,1391
2459,3094
2459,3094

Mr (calc)

1076,5614
1890,0211
1890,0211
2121,0782
2277,1793
2277,1793

0,66
131
1,54
137
1,58
1,46
1,47
1,42
1,46

15
0,61
1,24
1,33
0,85
0,79
0,87
117
1,77
1,69

ppm
145
1,53
0,024
035
0385
1,74
1,24
0,67
121

ppm
0,8
0,94
1,22
1,76
0,85
184

OO O0OORrRPPFRPOOODOOODOOOOOOoOOo

28
70
29
81
14
56
65
25
37
30
21
35
27
75
51
40

29

M Skor

OOk, PFrROOOOoOOo

M Skor

Pk OOOO

0,01
0,0041
3,00E-07
0,0051
1,30E-07
0,05
1,20E-05
5,30E-06
0,005
0,00033
0,002
0,011
0,0005
0,0036
9,10E-08
1,80E-05
0,00017
0,0004
0,002

Verovatnoca
0,0078
8,30E-07
0,041
0,00022
0,0037
4,50E-05
9,80E-06
0,048

0,0035

Verovatnoca
0,0068
1,30E-08
0,00046
0,00032
0,0044
6,30E-06

PRPPRPRPPPPPRPRPRPEPREPRERPR

Rank

[y

PRPRPRPPPRPPR

Rank

PR PP R

ccccccccccccccccccc

cccccccccc

K.IQLEIQAGSR.A
RADTYFDNYR.V
RIANADNLESIWR.Q
RLSQLLESTMQIR.S
RVGATGEIFVVNSPR.T
K.TITIQUPLWMAGK.T
K.ILGQEVAFININK.E
K.QSDSGTLITDVSSR.Q
K.LEISGLPENAYLLK.V
R.SPQVEEYNGVWPR.D
R.FPAVLPQMPLQLIK.T
K.EALQPIHDLADEAISR.G
K.EALQPIHDLADEAISR.G
R.YRFPAVLPQMPLQLIK.T
K.TGGLQLVVYADTDSVRPRV
RNSIAGQWTQPVWMGELR.Y
RINSIAGQWTQPVWMGELR.Y
R.QVYQISPFNEPTGVAVMEAR.Q
K.TVQGYLIQILADQSLPPEVR.M

Skor 191

Peptid

R.GGLEPINFQTAADQAR.E
R.GGLEPINFQTAADQAR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
K.ISQAVHAAHAEINEAGR.E
R.ELINSWVESQTNGIIR.N + Deamidated (NQ)
R.DILNQITKPNDVY SFSLASR.L
R.VTEQESKPVOMMY QIGLFR.V
R.NVLQPSSVDSQTAMVLVNAIVFK.G
R.NVLQPSSVDSQTAMVLVNAIVFK.G

Skor 187

Peptid

R.NFLINETAR.L
R.AGQFLLDVSQTTVVSGIR.N
R.AGQFLLDVSQTTVVSGIR.N
R.DWLVIPDAAAAYIYEAVNK.V
R.RDWLVIPDAAAAYIYEAVNK.V
R.RDWLVIPDAAAAYIYEAVNK.V



P87498 (VIT1_CHICK) 8 peptide matches (8 non-duplicate, 0 duplicate)
Vitelogenin-1 OS=Gallus gallus GN=VTG1 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 5%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor
= 142 768 - 778 572,8385 1143,6624 11436612 112 0 31
ef 147 831 - 840 579,8278  1157,641 1157,6404 053 0 32
= 163 135 - 145 606,8823 1211,75 1211,7489 091 O 50
ef 173 1874 - 1884 637,3492 1272,6839 1272,6826 101 0 26
of 209 365 - 377 480,6053  1438,794 1438,7932 053 0 23
ef 222 499 - 513 767,4203  1532,826 1532,8239 141 O 21
= 298 1471 - 1486 921,0132  1840,0119  1840,0095 131 0 37
ef 360 284 - 303 768,752 2303,2343 2303,2314 124 0 22
P08250 (APOA1_CHICK) 2 peptide matches (2 non-duplicate, 0 duplicate)

Apolipoprotein A-1 OS=Gallus gallus GN=APOA1 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 8%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M Skor
ef 161 252 - 261 603,343 1204,6714 1204,6703 094 0 43
) 182 51 - 63 661,8338 1321,6531 1321,6514 131 0 24
P00698 (LYSC_CHICK) 1 peptide matches (1 non-duplicate, 0 duplicate)

Lizozim C OS=Gallus gallus GN=LYZ PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 10%

Start -
64 -

End
79

Nadeno
877,4222

Broj
276

Mr (expt)
1752,8299

Mr (calc)
1752,8278

ppm M Skor

= 116 O 41

P11682 (APOB_CHICK) 1 peptide matches (1 non-duplicate, 0 duplicate)
Apolipoprotein B (Fragment) OS=Gallus gallus GN=APOB PE=2 SV=1
Pokrivenost sekvence: 2%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor
83 50 - 58 4932878  984,5611  984,5604 076 0 29
P19121 (ALBU_CHICK) 1 peptide matches (1 non-duplicate, 0 duplicate)

Serum albumin OS=Gallus gallus GN=ALB PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 1%

Start -
34 556 -

End
562

Nadeno
413,792

Broj Mr (expt)

825,5695

Mr (calc)
825,5687

ppm M Skor
093 0 21

Verovatnocta
0,0011
0,0018

2,40E-05
0,0047
0,0072
0,01
0,00033
0,009

Verovatnoca
0,00049
0,0055

Verovatnoca
0,00015

Verovatnoca
0,0038

Verovatnoca
0,0088

Rank

PRrPRPRPRPRP

Rank

Rank

Rank

Rank

ccccccccc

Skor 137

Peptid

R.LISSLQTGIGR.Q
R.LTELLNSNVR.L
R.GILNILELSLK.K
K.ATAVSLLEWQR.S
R.YLLDLLPAAASHR.S
K.FLPGYAAGASELPLK.V
K.VDVQLVVVQLAETNWK.A
R.GSLQY QFGSELLQLPVHLFK.I

Skor 49

Peptid
R.LISFLDELQK.S
K.DAIAQFESSAVGK.Q

Skor 41

Peptid
R.NTDGSTDY GILQINSR.W

Skor 29

Peptid
R.VPASETILR.G

Skor 21

Peptid
K.LLINLIK.R



ZUMANCE + OKER (10M21)

P02845 (VIT2_CHICK) 36 peptide matches (36 non-duplicate, 0 duplicate) Skor 985
Vitelogenin-2 OS=Gallus galus GN=VTG2 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 19%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor Verovatnota Rank U Peptid
= 39 216 - 223 437,7191 8734237 8734232 052 0 18 002 1 U K.GTTAFSYK.L
ef 58 166 - 172 461,735  921,4553  921,4556 025 0 29 0046 1 U RYVIQEDR.K
) 64 919 - 927 479,7638  957,5131  957,5131  -0,0042 O 35 0,0097 1 U RNIGELGVEK.R
ef 66 1453 - 1461 481,2695  960,5244 960,524 041 O 63 110E-05 1 U K.VSTELVTGR.F
of 71 1515 - 1523 487,2786  972,5426  972,5426 -0046 O 62 390E-06 1 U RMVVALTSPR.T
ef 83 1771 - 1780 509,2823 1016,5501 1016,5502 -016 O 53 500E-05 1 U K.TVQLAGVDSK.C
) 98 1543 - 1552 524,8292 1047,6438 1047,6441 -026 0 35 0,00097 1 U R.LPLSLPVGPRII
ef 111 260 - 268 5433194 1084,6243 1084,6241 025 0 45 0,00023 1 U RQQLTLVEVR.S
of 115 919 - 928 557,8143 1113,614 1113,6142 019 1 45 0,00076 1 U RNIGELGVEKR.T
ef 122 821 - 830 567,7841 11335537 1133,5539 -019 0 18 0044 1 U K.MTPPLTGDFR.L
) 135 633 - 641 582,7517 1163,4889 1163,4883 045 O 27 0,018 1 U RADTYFDNYR.V
ef 169 1472 - 1482 442,2508 1323,7305 1323,7299 044 1 22 0,082 1 U K.LEWPKVPSNVR.S
) 183 1540 - 1552 458,9575 1373,8508 1373,8507 0072 1 24 00041 1 U K.AVRLPLSLPVGPRII
ef 185 342 - 353 701,3605 1400,7064 1400,7048 119 0 88 520E-09 1 U RIANADNLESIWR.Q
o 190 831 - 842 473594 1417,7601 1417,7599 017 O 19 0,016 1 U R.LSQLLESTMQIR.S
ef 191 831 - 842 709,8876 1417,7606 1417,7599 049 ©0 29 0002 1 U RLSQLLESTMQIR.S
) 204 642 - 655 482,5966 1444,7679 1444,7674 028 0 25 00046 1 U RVGATGEIFVVNSPR.T
ef 205 642 - 655 7233915 1444,7684 1444,7674 07 0 94 3,20E-09 1 U RVGATGEIFVVNSPR.T
of 208 260 - 271 486,6071 1456,7995 1456,7998 -019 1 22 00088 1 U RQQLTLVEVRSER.G
ef 209 1702 - 1714 7294136 1456,8127 1456,8112 105 0 18 0018 1 U K.TITIQVPLWMAGK.T
of 210 733 - 745 729,9198 1457,825 1457,8242 054 0 72 5,50E-07 1 U K.ILGQEVAFININK.E
ef 213 226 - 239 7333607 1464,7069 1464,7056 086 0 42 0002 1 U K.QSDSGTLITDVSSR.Q
) 228 74 - 86 780,8761 1559,7377 1559,7368 056 0 67 8,70E-07 1 U R.SPQVEEYNGVWPR.D
ef 252 1006 - 1019 560,6213 1678,8421 1678,8427 035 1 32 0,0014 1 U R.SRDASFIQNTYLHK.L
of 253 1006 - 1019 420,7184 1678,8443 1678,8427 098 1 14 0,046 1 U R.SRDASFIQNTYLHK.L
ef 266 1638 - 1653 587,6296 1759,8671 1759,8676 025 0 27 0,0027 1 U K.IGSHEIDMHPVNGQVK.L
) 274 456 - 471 593,3078 1776,9015 1776,9006 054 0 42 00001 1 U K.EALQPIHDLADEAISR.G
ef 284 72 - 86 605,976 1814,9062 1814,9064 -0077 1 47 410E-05 1 U K.VRSPQVEEYNGVWPR.D
) 305 1393 - 1410 649,6815 1946,0226  1946,0222 022 1 85 1,00E-08 1 U K.TGGLQLVVYADTDSVRPR.V
ef 309 774 - 790 986,9887 1971,9629 1971,9625 018 0 69 150E-06 1 U RNSIAGQWTQPVWMGELR.Y
) 310 774 - 790 658,3285 1971,9638 1971,9625 065 0 55 7,00E-06 1 U RNSIAGQWTQPVWMGELR.Y
ef 312 54 - 71 659,0424 1974,1054 1974,1037 087 1 43 0,00018 1 U R.LSSKLEISGLPENAYLLK.V
of 324 29 - 45 1011,9648 2021,915 2021,9153 01 O 91 3,00E-09 1 U R.SYLYNYEGSMLNGLQDR.S
ef 325 29 - 45 1012,4571 2022,8996 2022,8993 019 O 92 3,60E-09 1 U R.SYLYNYEGSMLNGLQDR.S + Deamidated (NQ)
of 351 532 - 551 7474151 2239,2235 2239,2212 102 0 35 0,0019 1 U K.TVQGYLIQILADQSLPPEVR.M
ef 352 713 - 732 7487479 22432218 2243,2201 076 1 51 1,80E-05 1 U K.ALQGWKELPTETPLVSAYLK.I



P87498 (VIT1_CHICK) 15 peptide matches (15 non-duplicate, O duplicate) Skor 312
Vitelogenin-1 OS=Gallus galus GN=VTG1 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 10%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M  Skor Verovatnota Rank U Peptid
= 56 263 - 270 457,2897 9125648  912,5644 043 0 37 00018 1 U K.LALIEVQK.Q
= 65 919 - 927 480,7536  959,4927  959,4923 036 0 48 0,00054 1 U R.NIEDLAASK.M
e 126 768 - 778 572,838 11436614 1143,6612 018 0 63 250E-06 1 U R.LISSLQTGIGR.Q
=f 128 1757 - 1766 574,8011 1147,5876 1147,5873 028 O 25 0,0046 1 U K.NVNFDGEILK.V
= 147 135 - 145 606,8819 1211,7493 1211,7489 038 0 58 390E-06 1 U R.GILNILELSLK.K
o 162 1874 - 1884 637,3488 1272,6831 1272,6826 035 0 54 5,90E-05 1 U K.ATAVSLLEWQR.S
e 164 1745 - 1756 426,2592 1275,7557 1275,7551 048 0 21 0027 1 U K.TVIVEAPIHGLK.N
=f 180 1591 - 1602 683,3802 1364,7458 1364,7452 042 0 21 0,011 1 U K.VPGVTLYYQGLR.V
= 184 54 - 66 462,2648 1383,7727 1383,7722 037 1 35 00039 1 U R.IRSEVEISGIGPK.L
of 202 365 - 377 480,6051 1438,7934 1438,7932 014 O 37 0,00032 1 U R.YLLDLLPAAASHR.S
= 246 1027 - 1040 547,285 1638,8332 1638,8327 028 1 44 0,00017 1 U RMSFKPVYSDVPIEK.|
o 287 1471 - 1486 614,344 1840,0101 1840,0095 037 O 37 0,00031 1 U K.VDVQLVVVQLAETNWK.A
= 315 1432 - 1450 660,7143 1979,1212 1979,1204 038 0 25 0,0056 1 U R.INFLGDVIPPGITIVAQAVR.S
of 3%9 72 - 9 755,7029 2264,0868 2264,0862 027 O 40 0,00049 1 U R.IHSIEAAEYNGIWPTSSFSR.S
ey 366 284 - 303 768,7516  2303,233 2303,2314 068 0 24 00054 1 U R.GSLQYQFGSELLQLPVHLFK.I
P01012 (OVAL_CHICK) 4 peptide matches (4 non-duplicate, O duplicate) Skor 105
Ovalbumin OS=Gallus gallus GN=SERPINB14 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 15%
Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr(calc) ppm M  Skor Verovatnota Rank U Peptid
= 176 371 - 382 449,2509 1344,7307 1344,7303 03 0 14 0044 1 U K.HIATNAVLFFGR.C
o 225 188 - 200 519,2453 1554,714  1554,7137 018 1 22 0,0095 1 U K.AFKDEDTQAMPFR.V
= 295 144 - 159 930,4786 1858,9427 1858,9425 012 0 47 440E-05 1 U R.ELINSWVESQTNGIIR.N + Deamidated (NQ)
o 362 201 - 219 762,0542 2283,1407 2283,1391 07 1 66 6,00E-07 1 U RVTEQESKPVQMMYQIGLFR.V
P08250 (APOA1_CHICK) 4 peptide matches (4 non-duplicate, 0 duplicate) Skor 76

Apolipoprotein A-l OS=Gallus gallus GN=APOA1 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 17%

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor Verovatnoa Rank U Peptid
) 143 208 - 218 596,3041 1190,5936 1190,5931 041 0 34 00013 1 U K.GIPQASEYQAK.V
ef 146 252 - 261 603,3426 1204,6707 1204,6703 029 0 56 340E-05 1 U RLISFLDELQK.S
o 167 120 - 130 441,2471  1320,7193 1320,719 024 1 20 0,014 1 U K.IRPFLDQFSAK.W
ef 168 51 - 63 661,8333 1321,6521 1321,6514 056 0 22 0025 1 U K.DAIAQFESSAVGK.Q



P02789 (TRFE_CHICK)
Ovotransferrin OS=Gallus gallus PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 5%

3 peptide matches (3 non-duplicate, 0 duplicate)

Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor Verovatnoca
ef 102 289 - 298 534,2541 1066,4937 1066,4931 052 0 26 0,0033
= 221 141 - 154 512,2879  1533,842 1533,8416 027 0 32 0,0011
ef 258 275 - 288 565,9457 1694,8154 1694,8152 014 1 25 0,0044
P02659 (APOV1_CHICK) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)
Apovitelenin-1 OS=Gallus gallus PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 8%
Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor Verovatnoca
107 75 - 83 539,2881 1076,5616 1076,5614 02 0 41 0,0025
P41366 (VMO1_CHICK) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)
Protein spoljadnjeg sloja vitelinske membrane 1 OS=Gallus gallus GN=VMO1 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 4%
Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M Skor Verovatnoca
72 66 - 74 487,7485 9734825  973,4829 -035 0 40 0,0029
P00698 (LYSC_CHICK) 1 peptide matches (1 non-duplicate, 0 duplicate)
Lizozim C OS=Gallus gallus GN=LYZ PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 6%
Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M  Skor Verovatnota
95 135 - 143 5232749 1044,5351 1044,5352 -0,096 0 39 0,00094
P19121 (ALBU_CHICK) 2 peptide matches (2 non-duplicate, 0 duplicate)
Serum albumin OS=Gallus gallus GN=ALB PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 2%
Broj Start - End Nadeno Mr (expt) Mr (calc) ppm M  Skor Verovatnota
of 28 556 - 562 4137917 8255689 8255687 025 0 25 0,0035
ef 36 254 - 261 432,727 8634394  863,4389 06 0 28 0,019

Rank

Rank

Rank

Rank

Rank

cccc

U

u

U

Skor 55

Peptid
K.AQSDFGVDTK.S
R.SAGWNIPIGTLLHR.G
R.DDNKVEDIWSFLSK.A

Skor 41

Peptid
R.NFLINETAR.L

Skor 40

Peptid
R.DDTALNGIR.L

Skor 39

Peptid
K.GTDVQAWIR.G

Skor 34

Peptid
K.LLINLIK.R
K.APFSEVSK.F



Rezultati dobijeni za uzorke pravoslavnih ikona
B4
P02465 (CO1A2 _BOVIN) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)

Kolagen alfa-2(l) lanac OS=Bos taurus GN=COL1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 1%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
104 88l1- 904 43.93-44.71 1066,062 2130,1084 2130,107 0,7 O 64 1,90E-05
P02453 (CO1A1 _BOVIN) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)

Kolagen alfa-1(1) lanac OS=Bos taurus GN=COL 1A1 PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 1%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
ef 79 1152 - 1167 35.83-36.18 781,8958 1561,7771 1561,7737 224 0 18 0,019
B8
P02845 (VIT2_CHICK) 4 peptide matches (4 non-duplicate, O duplicate)

Vitelogenin-2 OS=Gallus gallus GN=VTG2 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 2%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
ef 44 1543 - 1552 45.97-46.42 524,8296 1047,6447 1047,6441 0,62 0O 18 0,022
ef 48 260- 268 38.06-38.18 543,3198 1084,6251 1084,6241 0,93 0 22 0,0081
ef 71 342- 353 49.24-4958 701,3605 1400,7064 1400,7048 1,17 O 57 5,00E-06
ef 77  642- 655 41.24-41.44 7233919 14447693 1444,7674 1,29 0 28 0,0022
P02465 (CO1A2 _BOVIN) 2 peptide matches (2 non-duplicate, 0 duplicate)

Kolagen alfa-2(1) lanac OS=Bos taurus GN=COL 1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 2%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
ef 74 572- 586 1.82-209 714,3692 1426,7238 1426,7205 2,31 0 19 0,028
ef 113 463 - 484 40.75-42.35 686,0351 2055,0836 2055,0862 -1,3 1 20 0,018
ef 128 88l1- 904 4355-44.69 1066,059 2130,1042 2130,107 -1,3 0 65 1,40E-05

Rank
1

Rank

Rank

=

Rank

R

ccccc

cCccc

Skor 64

Peptid
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)

Skor 18

Peptid
K.DGLNGLPGPIGPPGPR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)

Skor 81

Peptid

R.LPLSLPVGPR.I
R.QQLTLVEVR.S
R.IANADNLESIWR.Q
R.VGATGEIFVVNSPR.T

Skor 63

Peptid

R.GIPGEFGLPGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)



P02659 (APOV1_CHICK)
Apovitelenin-1 OS=Gallus gallus PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 16%

2 peptide matches (2 non-duplicate, 0 duplicate)

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
ef 122 57 - 74 54,47 946,0188 1890,023 1890,0211 0,99 0 42 0,00011
ef 124 57 - 74 54.39-57.53 946,5107 1891,0068 1891,0051 0,92 0 29 0,0019
P02453 (CO1A1 _BOVIN) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)

Kolagen alfa-1(l) lanac OS=Bos taurus GN=COL1A1 PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 1%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
ef 88 1066 - 1083 32.01-32.70 780,9111 1559,8077 1559,8056 1,33 0 19 0,018
P04258 (CO3A1_BOVIN) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)

Kolagen alfa-1(111) lanac OS=Bostaurus GN=COL 3A1 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 1%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
87 240- 257 41.42-43.69 826,9238 1651,8331 1651,8352 -1,3 0 15 0,046
B15
P02465 (CO1A2 _BOVIN) 4 peptide matches (4 non-duplicate, O duplicate)

Kolagen alfa-2(l) lanac OS=Bos taurus GN=COL1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 6%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
ef 69 572- 586 38.48-40.12 714,3683 1426,722 1426,7205 1,09 0 29 0,015
ef 112 463 - 484 40.47-42.09 686,0364 2055,0875 2055,0862 0,67 1 17 0,036
ef 118 881 - 904 43.61-44.58 1066,062 2130,109 2130,107 0,98 0 57 9,80E-05
e
125 281 - 307 42.98-43.64 1224,599 2447,1838 24471816 09 O 24 0,0055
P02453 (CO1A1_BOVIN) 3 peptide matches (3 non-duplicate, O duplicate)

Kolagen alfa-1(1) lanac OS=Bos taurus GN=COL1A1 PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 2%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca

83 1066 - 1083 32.23-32.57 780,9109 1559,8072 1559,8056 1,03 O 26 0,0035

87 397- 414 31.36-31.97 793,8824 1585,7503 1585,7485 1,12 0O 15 0,038

ef 109 1062 - 1083 30.76-31.24 659,3369 1974,9889 1974,9872 0,89 1 22 0,0088

Rank
1
1

Rank

Rank

Rank

1
1
1
1

Rank

1
1
1

C Ccccc

cCccc

Skor 57

Peptid
R.AGQFLLDVSQTTVVSGIR.N
R.AGQFLLDVSQTTVVSGIR.N + Deamidated (NQ)

Skor 19

Peptid
R.GETGPAGPAGPIGPVGAR.G

Skor 15

Peptid
K.GEMGPAGIPGAPGLIGAR.G + 2 Oxidation (P)

Skor 66

Peptid

R.GIPGEFGLPGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
K.EGPVGLPGIDGRPGPIGPAGAR.G + Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GEVGLPGLSGPVGPPGNPGANGLPGAK.G + 2 Deamidated (NQ); Oxidation
(K); 4 Oxidation (P)

Skor 36

Peptid

R.GETGPAGPAGPIGPVGAR.G

K.GANGAPGIAGAPGFPGAR.G + Deamidated (NQ); 3 Oxidation (P)
K.SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR.G



B16

P02465 (CO1A2 _BOVIN) 2 peptide matches (1 non-duplicate, 1 duplicate)
Kolagen alfa-2(l) lanac OS=Bos taurus GN=COL1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 1%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
ef 112 881- 904 185197 1066,059 2130,1042 2130,107 -1,3 0 27 0,007
ef 113  88l1- 904 4354-44.87 1066,06 2130,1044 2130,107 -1,2 0O 52 0,00029
P02845 (VIT2_CHICK) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)

Vitelogenin-2 OS=Gallus gallus GN=VTG2 PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 0%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
53 342- 353 49.16-49.44 701,359 1400,7034 1400,7048 -1 O 28 0,0023
P02453 (CO1A1 _BOVIN) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)

Kolagen alpha-1(I) chain OS=Bos taurus GN=COL1A1 PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 1%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
68 1066 — 1083 32.14-32.72 780,909 1559,8034 1559,8056 -1,4 O 22 0,0096
P02659 (APOV1_CHICK) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)

Apovitelenin-1 OS=Gallus gallus PE=1 SV=1
Pokrivenost sekvence: 16%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
90 57 - 74 54.63-54.86 946,0166 1890,0186 1890,0211 -1,3 O 18 0,019
B17
P02465 (CO1A2 _BOVIN) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)

Kolagen alfa-2(l) lanac OS=Bos taurus GN=COL1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 1%

Start -
56 881 -

Broj End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor

904 43.66-44.18 1066,059 2130,1042 2130,107 -13 0 36 0,0025

Rank
1
1

Rank

Rank

Rank

Verovatnota Rank U

1

Skor 55

Peptid
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)

Skor 28

Peptid

R.IANADNLESIWR.Q

Skor 22

Peptid

R.GETGPAGPAGPIGPVGAR.G

Skor 18

Peptid
R.AGQFLLDVSQTTVVSGIR.N

Skor 36

Peptid

U R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)



11

P02465 (CO1A2 _BOVIN) 4 peptide matches (4 non-duplicate, O duplicate)
Kolagen alpha-2(I) chain OS=Bos taurus GN=COL1A2 PE=1 SV=2
Pokrivenost sekvence: 2%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
ef 52 572- 586 38.74-40.17 714,3684 1426,7222 1426,7205 1,22 0 26 0,0054
ef 94 88l1- 904 45.64-45.95 1058,063 2114,1112 2114,112 -04 O 26 0,0071
ef 95 881- 904 1.82-237 1066,061 2130,1078 2130,107 042 0 30 0,0028
ef 96 881- 904 43.28-44.78 1066,062 2130,1088 2130,107 0,88 0 65 1,50E-05

P02453 (CO1A1 _BOVIN) 1 peptide matches (1 non-duplicate, O duplicate)
Kolagen alfha-1(1) lanac OS=Bos taurus GN=COL1A1 PE=1 SV=3
Pokrivenost sekvence: 1%

Broj Start - End RT Nadeno Mr(expt) Mr(calc) ppm M Skor Verovatnoca
80 1062 - 1083 30.76-31.14 659,3369 1974,989 1974,9872 0,92 1 17 0,027

Rank
1

1
1
1

Rank

Skor 88

Peptid

R.GIPGEFGLPGPAGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 2 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)
R.GLPGVAGSVGEPGPLGIAGPPGAR.G + 3 Oxidation (P)

Skor 17

Peptid
K.SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR.G



Poredenje rezultata dobijenih primenom dve tehnike masene spektrometrije

REFERENTNI MATERIJALI

ESI-MSMS MALDI-TOF/PSD
Uzorak Protein Pristupni broj Skor Pokrivenost |Broj . Skor Pokrivenost (Broj . Ukupno. BI’OJ'ZajeanCklh
sekvence sekvenci sekvence sekvenci sekvenci peptida
Kolagen afa-1(l) lanac P02453 o o
Bos taurus (CO1A1 BOVIN) 97 32% 5 % 5% 4 37
Kolagen afa-2(l) lanac P02465 0 o
Govede |Bostaurus (CO1A2 BOVIN) 494 23% 24 178 6% 4 2
kostano |Kolagen alfa-2(l) lanac 046392 o
tutkalo JCanisfamiliaris (CO1A2 _CANFA) 209 4% 3 3
(63000) [Kolagen afa-1(l1l) lanac P08121 o
Mus musculus (CO3A1 MOUSE) 49 2% 2 2
Kolagen afa-1(11) lanac P02459 o
Bos taurus (CO2A1 BOVIN) 32 1% ! !
Kolagen afa-1(1) lanac P02453 o o
Bos taurus (CO1A1 BOVIN) 43 31% 37 137 6% 10 4
Kolagen afa-2(l) lanac P02465 o 0
(?( c;\;cci)e BoS taLrUS (CO1A2 BOVIN) 672 29% 27 323 12% 11 32
Kolagen alfa-1(111) lanac P04258
tutkalo 304 19% 15 15
(63010) Bos taurus (CO3A1 BOVIN)
Kolagen afa-2(l) lanac (Fragment)| Q28668 38 8% 2 5
Oryctolagus cuniculus (CO1A2_RABIT) ’
Kolagen afa-1(l) lanac P02453 0
Bos taurus (CO1A1 BOVIN) 715 33% 37 37
Kolagen afa-2(l) lanac P02465 o o
Zetije Bos taurus (CO1A2 BOVIN) 488 24% 28 216 4% 3 28
N Kolagen dfa-1(I11) lanac P04258 o
kozno g taurus (CO3A1 BOVIN) 129 9% 10 10
tutkalo,
sirovo |Kolagen afa-2(l) lanac (Fragment)|Q28668 37 6% 2 2
(63028) |Oryctolagus cuniculus (CO1A2 RABIT) 0
Kolagen alfa-2(l) lanac (Fragment)| Q28668 37 206 1l 1

Gallus Gallus

(CO1A2_CHICK)




Kolagen afa-1(l) lanac

P02453

Zetie izls ta::ualsfa-z(l) — I(;SAJ:GAS 1 BOVIN) 796 29% 36 38 2% 1 37
tti’lf;‘; Bosatgaurus (CO1A2_BOVIN) 693 31% o =3 % 6 % 5
pzzgg;g;]o gglsa?air;uasl fa-1(I11) lanac (ngfl_sow Y - o " >
Kolagen alfa-1(111) lanac P08121 = % ) ,
Mus Musculus (CO3A1 MOUSE)
gﬁgp?p?l/:;iggsltznm ?ngllABi_chPY) 192 3% 4 103 2% 2 5 1
Ir\</I?J|jg stiIJF-ui (e (PééOlEZl_M OUSE) 161 3% 4 4
Salianski g(rzlcac‘iﬁ;/r?lcﬁé(lnzyllznszc (Oé’gii‘;_ONCM Y) 61 1% 3 51 2% 2 4 1
sngess [Kamendeiliae —Jzes 1l w) o w ) R
gglsatgai:uas”&l(l) e (Pgéﬁl_sow N) 64 1% 1 1 1
ﬁg:ﬁe;s::; (e (Pgé425ASl_HUMAN) 50 1% 1 1 1
gglsafaif;uaslfa-l(l e (Pgéﬁl_B OVIN) 500 19% 25 37 4% 2 27
Tizrl]:tli(;lfl g:rlllagm Iflz"::-\rzlgI Jtenee E)C‘lgiizz_cp\ NFA) 358 16% 17 193 3% 2| 19
svinjski |Kolagen afa-1(l11) lanac P04258 a1 % 4 .,
(63040) |Bos taurus (CO3A1 BOVIN)
g(())lsa?ai: uas”a-Z(I) e (ngfa\sz_Bov| N) 34 4% 2 2
8;?&“& ?us (Poo\lfff_CH ICK) 893 65% 23| 961 45% 16 28 1
8;?H$Salffgg (P'I?Iilz?igiCHICK) 635 48% 32 17 18% 8 35 5
g;?jlsn;a_l lus _ (F)B\?Z%S_CH ICK) 217 48% 8 8
Belance 8;?Il?su;ne\ll?u;d Ftedproein Y (Poo\l/?:fY_CHlCK) 215 15% 7 7
Protein TENP 042273 8 o y .

Gallus gallus

(TENP_CHICK)




g\;lcl)umsug; II(ijs (PI%:L\S%S_CH ICK) 114 29% 4 4

Ovabumin-related protein X PO1013

g:;l?lggs;?us (OVALX_CHICK) o8 16% 4 4

\C{,:ﬁuosg;i,r;-sz (P\%z?ngH IcK) 871 28% 48| 305 10% 15 53 10

\égl?u(;gge‘;lllr;-sl (P\i3 rﬁiﬁchK) 467 14% 23 23

8\;?::;;! Tys (Poo\l/zlf_CH ICK) 339 40% lof 74 11% 3 10 3

égl?\ljlst SST :121 2}2325\? 1 CHICK) 287 51% 5| 88 44% 3 5 3
Zumance é;?uggzlrﬁj? i (P,ggi)s,gl_CHICK) 147 26% 7 7

2:?3; glf: e (PAlﬁlBZJ_Cchr() 115 13% 8 8

L I S I R 2

Protein 1 spoljasnjeg sloja

\éi, ;Iell L\:S;kgeal rIT:Jesmbrane (ID\jl'%AB(G)Gl_CH ICK) 63 4% 2 2

IC-;I;(I)SIsn;aI lus (PI? 32?_CH ICK) 75 14% 2 2

gce)t:;ﬁ:zg obulin (Plff?CS;_BOVI " 253 46% of 205 26% 3 10 2

gg:;:jr_lljsz °" (@iﬁl_sow N) 136 32% 5| 433 43% 7 8 4

_ gg:;asir::Z - (Pgitasf)z_sow N) 108 30% 7 93 18% 4 7 4

kr':Ivllz; ?Isir Eiﬁf’aﬁfﬁf " (Pg/zxﬁs??_sow N) % 35% 5| 41 5% 1 5 1

ggt:t_:uarzlin (Pg/zéif_sow N) 81 18% 3 63 12% 2 3 )

gg:;ﬁtjaslbumm (Plf)AWLl;A_Bovm) 53 13% 2 2

S:su gujll?suml " (PE iEGS_Bow N) 37 3% 2 2




Alfa-Sl-kazein P02662
0, 0,
BOS taurus (CASA1 BOVIN) 245 42% 12 463 46% 7] 14 5]
Alfa-S2-kazein P02663
0, 0,
Bos taurus (CASA2_BOVIN) 236 28% 10 2 3% ! 11
Kapa-kazein P02668 0
Kazein u |Bostaurus (CASK_BOVIN) 217 43% 6 6
prahu |Beta-laktoglobulin P02754 o
Bos taurus (LACB_BOVIN) 126 32% S S
Beta-kazein P02666
0, 0,
Bos taurus (CASB_BOVIN) 8 13% 3 124 8% ! 4
Alfa-laktalbumin PO0711
0,
Bos taurus (LALBA_BOVIN) 26 6% ! !
609 136 668 79
MODEL UZORCI
ESI-MSMS MALDI-TOF/PSD
Uzorak Protein Pristupni broj Skor Pokrivenost |Broj . Skor Pokrivenost (Broj . Ukupno. BI’OJ'ZajeanCklh
sekvence sekvenci sekvence sekvenci sekvenci peptida
Kolagen afa-2(l) lanac P02465 o o
Bos taurus (CO1A2 BOVIN) 481 18% 14 144 6% 4 15 3
ZeCije |Kolagen afa-1(l) lanac P02453 o
kozno ]Bostaurus (CO1A1 BOVIN) 359 16% 16 16
tutkalo + JKolagen alfa-1(l11) lanac P04258 o
Zno Bos taurus (CO3A1 BOVIN) 229 5% 6 6
(3M11) .
Kolagen afa-2(l) lanac (Fragmenti | P02467 37 3% 9 2
Gallus Gallus (CO1A2_CHICK) 0
Kolagen afa-2(l) lanac P02465 0 o
Bos taurus (CO1A2_BOVIN) 564 28% 22 163 6% 4 22 4
ZeCije |Kolagen afa-1(l) lanac P02453 0 o
kozno ]Bostaurus (CO1A1 BOVIN) 413 22% 23 53 4% 3 23 3
tutkalo + JKolagen dfa-1(l11) lanac P04258 o
Fe203 |Bostaurus (CO3A1_BOVIN) 159 % 6 6
3M21
( ) é?;grrelnenilif)&zm e P02467 43 3% 2 2
Gallus Gallus (CO1A2 CHICK)
Beta-kazein P02666
0, [0)
Bos taurus (CASB_BOVIN) 240 18% 3 57 14% 3 4 2
Beta-laktoglobulin P0O2754 0 0
Bos taurus (LACB_BOVIN) 233 33% ! 39 10% 2 8 !




Alfa-Sl-kazein

P02662

. - -
M'azdr:gr *|Bostaurus (CASAL BOVIN) 154 1% 4 5% A% !
Alfa-S2-kazein P02663
0 0,
(7M11) Bos taurus (CASA2 BOVIN) 81 18% 4 64 8% 4
Kapa-kazein P02668 o
Bos taurus (CASK_BOVIN) 59 20% 3 33 5% 3
Serum albumin P02769
0,
Bostaurus (ALBU_BOVIN) 43 3% 2 2
Alfa-Sl-kazein P02662
Y 0,
Bos taurus (CASAL BOVIN) 355 46% 1] 412 36% 1
Beta-laktoglobulin P02754 o
Bos taurus (LACB_BOVIN) 281 24% 5 5
. . JAlfa-S2-kazein P02663
Y 0
M::afz'ég " [Bostaurus (CASA2_BOVIN) 129 19% o * 4% °
Serum albumin P02769
0,
(M21) g s taurus (ALBU_BOVIN) 69 2% ! !
Beta-kazein P02666
0,
Bos taurus (CASB_BOVIN) 55 11% 2 2
Kapa-kazein P02668 o o
Bos taurus (CASK_BOVIN) 37 9% 2l 33 5% 5
Ovalbumin P01012
0 0,
Gallus gallus (OVAL CHICK) 619 43% 14| 584 33% 15
Ovotransferin PO2789
0,
Belance + |Galus gallus (TRFE_CHICK) 85 14% 8 8
ZnO Ovabumin-related protein Y P01014
(OM11) |Gallus gallus (OVALY_CHICK) 55 10% 4 4
Gallus gallus (OVALX_CHICK)
Ovabumin P01012
0 0,
Gallus gallus (OVAL_CHICK) 596 33% 13| 490 26% 14
Ovotransferin P02789
0 0
Belance + |Salusgalus (TRFE_CHICK) a1 % 6 38 4% 7
Fe203 Ovabumin-related protein Y P01014 6 13% 5 5
om21) |Galusgallus (OVALY_CHICK) °
Protein TENP 042273 o o . )
Galus gdlus (TENP_CHICK) 0
Lizozim P00698 o1 % )

Gallus gallus

(LYSC_CHICK)




\é:ﬁ'uosg;iﬂ': (P\(/’szgECH oK) 571 15% 2| 149 3% 5 24 3
8‘;?'{;“% ?95 (Poo\l/?AlE_CH oK) 191 28% 6| 86 8% 7 6 2
g;‘l"ljg‘;';?:;'l (incg\? L CHICK) 187 44% d 7 25% 7 4 2
Z“"Z“?]g:e * \égl?u?sg;;l?; (P\?ﬁffcmcm 187 5% 8 8
oMy | mrons criciy | 8% ’ ’
g;?slsn;auus_ (PI?\?GS?_CHICK) 4l 10% ! !
i = I R I :
Calmgais (ALBU cHick) 21 1% . .
\é:ﬁ'uosg;;iltsz f\?lz?ngH - 985 19% 32| 247 % 10 35 7
TS e | el -
8‘;?'{;“&"; rus' (Poo\l/(ff_CH - 105 15% 4  a 8% 7 5 1
V e o crick) | ™ 17% 4 4
. :
S S R I s
o) [ e I I I, I R N I :
Protein 1 spoljasnjeg sloja
\(lgi, ;e::;;s;; IrLlsmbrane (ID\jl'%AB(G)Gl_CH ICK) 40 4% 1 1
I(-BI;(I)SIsrgaI lus (PI? 32?_CH ICK) 3 6% ! !
calogs T 2 2 2
296 82 317 61




UZORCI PRAVOSLAVNIH IKONA

ESI-MSIMS MALDI-TOF/PSD
Jrorek Protein Pristupni broj Skor sPeokIf/rei:\/g:OSt sBerIf\jenci Skor :eokli/r;\ri:os'[ sBerI:J\J;enci geitsrr:(?i :s{iéziedniﬁkih
B4 g(())lsatgairr]uas”a-zm onee l(:ggﬁ\sZ_BOVI N) 64 1% 1 23 3% 2|
g(())lsatgairr]uas”a-l(l) e l(jgg)zll?l_BOVI N) 18 1% 1 24 2% 2
é;?ﬁ'; (:;T L[;l (P:?g\? 1_CHICK) 57 16% 2
Bos taurus (CO1AL BOVIN) 19 1% il 16 1% 1
gglsatgai:uas”&l(l ) enee gcmgéi\sl_BOVI N) 15 1% il
Eg:“ag?airﬁf;g) e (O(?giizz_CANFA) 24 3% 2
B15 g(())lsatgairr]uas”a-zm e l(:ggﬁ\sZ_BOVI N) 66 6% 4 25 3% 2
gglsatgai?uilfal(l e (Pgéﬁl_B OVIN) 36 2% 3 24 1% 1
gglsafai:uilfa-zm onee (PgéiisZ_BOVI N) 55 1% 1 20 2% 1
Vitelogenin-2 P02845
Bostaurus (CO1A1_BOVIN) 22 1% ] 69 4% 4
é;?ﬁ'; (:;T L[;l (P:?g\? 1_CHICK) 18 16% 1
B17 gglsatgai?uilf&Z(l e (Pgéﬁz_B OVIN) 36 1% 1 15 1% 1
Bos taurus (CO1AL BOVIN) 17 1% il 12 1% 1
29 2
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U3jaBa o ayTopcTBY

Nme n npesnmve aytopa TaTtjaHa TpunkoBuh

bpoj nHoekca 13/2010

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTOpCKa aucepTauumja nog HacrnosoMm

AHanusa npoTeMHCKNX Be3uBa Y YMETHUYKUM AefiMMa meTofiaMma MaceHe
cnekTpomeTpuje

e pe3yntaTt CONnCTBEHOI UCTPpaXMBa4kor pana;

e [a gucepTauuja y UenuHM HU Yy AenoBuma Huje Guna npeanoxeHa 3a cTuuake
apyre gunnome npema CTYAWjCKMM nNporpaMuma ApYrmx BUCOKOLLKONCKMX
yCTaHOBa;

e [1a Cy pe3ynTaTu KOPEeKTHO HaBeeHN U

e [a HMCaM KpluMo/na ayTopcka mpaBa M KOPWUCTUO/Ma WHTENEeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc aytopa

e 1

Y Beorpaay, 23.02.2017.




U3jaBa 0 ICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efleKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wme n npesnmve aytopa TaTjaHa TpunkoBuh
Bpoj nHoekca  13/2010
Cryavjcku nporpam J[1OKTOpP XeMUjCKUX HayKa

Hacrnos paga AHanu3sa npoTeMHCKMUX Be3uBa Y YMETHUYKUMM AefiuMma metogama
MaceHe cnekTpomeTpuje

Mentop Ap CHexaHa Hukonuh Manguh n ap Papa Baowwuh

M3jaBrbyjeM ga je witamnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEpP3nju KOjy caM npedao/na pagu noxpaweHa y AurutanHom penosutopujymy
YHuBep3uTteta y Beorpanay.

[os3BorbaBam ga ce objaBe MoOju NUYHM nogaum BesaHu 3a gobujare akagemckor
HasuBa AOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UMe U npesume, roanHa u Mecto pohera u gaTym
oanbpaHe paga.

OBM nNuM4yHM nojauM Mory ce 00jaBUTU Ha MpEexXHUM CTpaHuuama aurutanHe
6nbnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnvkauunjama Yuueep3auTeTa y beorpaay.

MoTnuc aytopa

Jha)esa W

Y Beorpaay, 23.02.2017.




UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnmnoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y OurutanHu
penosuTopujym YHusepauTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
HaCcnoBoM:

AHanusa npoTeMHCKMX Be3MBa Y YMETHUUYKUM AenvMma MetogamMa MaceHe
cnekTpomeTpuje

Koja je Moje ayTopcKo aero.

HucepTaumnjy ca ceuM npunosnma npegao/na cam y enekTpoHCKoM hopmaTy NorogHom
3a TpajHO apxMBupamE.

Mojy OOKTOpCKy AucepTauujy noxpaweHy Yy [OurutanHom  penosnTopujymy
YHuBep3auTeTa y beorpagy n gocTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOPUCTE CBWU
Koju mowTyjy oapende cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuvueHue KpeaTuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyduo/na.

1. AytopcTteo (CC BY)
2. AytopcTBO — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HekoMepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOopCTBO — HEKOMepUWjanHo — aenuTtu nog uctnm ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTtBo — genutn nog nctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo aga 3aoKpyXute camo jefHy of LecT NoHyhHeHux nuueHum.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHM 4EO0 OBE M3jaBe).

Motnuc aytopa

Jiad)ane W

Y Beorpaay, 23.02.2017.




1. AytopcTBoO. [lo3BOrbaBaTte yMHOXaBawe, OUCTPUOYLM)y M jaBHO caomnliTaBawe
gena, v npepage, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HadvH oapefeH of cTpaHe ayTtopa
UnNn gasaoua nuueHue, Yak n y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o cBUx
NUUEHUM.

2. AyTtopcTBO — HekomepuwujanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBahe, AUCTpuOyunjy u
jaBHO caonwTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HavvH ogpehneH
o4 CcTpaHe ayTopa unu aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOMbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKomepumjanHo — 6e3 npepapga. [Jo3BorbaBate yMHOXaBahe,
anctpmbyumjy M jaBHO caonwtaBakwe ferna, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa Wnn
ynoTpebe gena y cBOM ferny, ako Ce HaBede Mme ayTopa Ha HaduvH ogpeheH of
CTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He O03BOSfbaBa KomepuujanHy
yrnoTpeby Aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM fMLUEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehun o6uMm npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo — AernnTU Nnog UCTUM ycrioBuMa. [lo3BorbaBare
yMHOXaBah€e, AUCTPMOYLMjy 1 jaBHO caoniwiTaBarke Aena, U npepage, ako ce HaBefe
MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH o CTpaHe ayTopa WNM OaBaoua NULEHLE U ako ce
npepaga AUCTpuUOyvMpa Mog WCTOM WM ChMYHOM nuvueHuoM. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AyTopcTtBO — 6e3 npepaga. [Jo3BosrbaBate YMHOXaBakwe, OUCTPUOYLM)y U jaBHO
caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBarwa nnu ynotpebe genay cBom geny,
aKko ce HaBede MMe ayTopa Ha HaumH ogpeheH of CTpaHe ayTopa unu gaBaola
nunueHue. OBa nuueHua Jo3BorbaBa kKoMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOopcTBO — AenuTu noj MCTUM ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
AncTpubyLmjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede nMe ayTopa Ha
HauuMH oppeheH op cTpaHe ayTopa WM gaBaoula fuvUeHUe W ako ce npepaga
aucTpubympa nog WCTOM UMM cnvyHOM nuueHuoM. OBa nuueHua [o03BoSbaBa
komepumjanHy ynotpeby nena u npepaga. CnvyHa je codTBEpCKUM nuLeHLama,
OOHOCHO NMUEeHLamMa OTBOpPEHOr koaa.
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