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1. Uvod

V navaznosti na ptispdvek' v piedchozim &isle Che-
mickych listii, uvadime modelové postupy pro Ctyti struk-
turné rozdilné peptidy. De novo pfistup je korelovan
s bioinformatickym feSenim poskytnutym volné dostup-
nym nastrojem CycloBranch, ktery umoziiuje de novo
sekvenovani linearnich a cyklickych neribozomalnich pep-

tida. Spektrum neznamého linedrniho peptidu, jehoz sek-
vence je feSena v kap. 2, bylo naméfeno s nizkym rozlise-
nim. Ostatni pfiklady pak zahrnuji hmotnostni spektra
s vysokym rozliSenim. Profil kolizniho spektra peptidu se
odviji od procest zachycenych modelem mobilniho proto-
nu a bazicity piisluinych nabojovych center’*. Relativni
intenzitu konkrétnich fragmentovych iontll ovliviiuje na-
priklad N-methylace amidového dusiku peptidové vazby.
Zatimco vznik N-koncového b; iontu neni u této modifika-
ce zasadné ovlivnén (nukleofilni atak kyslikového atomu
karbonylové skupiny pfedchozi aminokyseliny pies Sesti-
¢lenny kruh), pravdépodobnost vzniku komplementarniho
y; iontu je snizena absenci vodikového atomu, ktery by se
u demethylovaného analogu jinak pienaset mohl®.

2. Linearni peptid

Zadani:
Identifikujte linearni peptid, jehoz hmotnostni spek-
trum je na obr. 1.

Reseni:

— Podle hodnoty m/z protonované molekuly (523) lze
soudit, ze peptid obsahuje Ctyfi nebo maximalné pét
aminokyselin.

— Imoniové ionty v oblasti nizkych hodnot m/z ukazuji
na pfitomnost Pro (70), Phe (120) a Tyr (136). Fakt,
ze jiné imoniové ionty nevidime, mize, ale také ne-
musi, indikovat vicendsobné zastoupeni aminokyseli-
ny jednoho druhu.
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Obr. 1. Spektrum linearniho peptidu
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— Odectenim hmotnosti prokazatelné pfitomnych ami-
nokyselin ziskavame chybgjici stavebni jednotku(ky)
peptidu: 523 — (97+147+163+19) =97.  Zbyvajici
aminokyselinou je tedy prolin (viz Zaklady interpreta-
ce hmotnostnich spekter)'.

—  Zdosud identifikovanych aminokyselin vime, jakych
teoretickych hodnot m/z mize nabyvat dipeptid by:
195, 245, 261 nebo 311. Spravnou hodnotou je m/z
261 (Pro, Tyr), nebot tato je soucasné¢ podpotena
i existenci a, iontu (m/z 233). Pokud je nase myslen-
kova konstrukce spravnd, komplementirnim iontem
kb, je ion y,» (n je celkovy pocet aminokyselin
v peptidu), ktery obsahuje dvojici Pro, Phe. Tento ion
je opravdu ve spektru ptfitomen na m/z 263
(Pro+Phe+19).

— Dosud jsme zjistili, ze sekvence ma tvar (Pro, Tyr)-
-(Pro, Phe). Nyni je na fad¢ uréeni potadi jednotlivych
aminokyselin, které se ziska testovanim jednotlivych
teoretickych variant. Vime, Ze ion y, ma hodnotu m/z
263. Dalsi ¢len fady, ion y;, bude bud’ vétsi o Tyr (m/z
426) nebo o Pro (360). Pouze druhy z iontd je pfito-
men, a protoze tento je soucasné o 163 Da mensi nez
protonovana molekula, musi byt N-koncovou amino-
kyselinou tyrosin. Nase soucasna sekvence ma tedy
tvar H-Tyr-Pro-(Pro, Phe).

—  Stejnym zpisobem urc¢ime C-koncovou sekvenci, a to
za pouZiti b-iontové série. Vime, Ze ion b, ma hodnotu
m/z 261. Pokud by byl tfeti aminokyselinou
od N-konce prolin, b; ion by mé¢l hodnotu m/z 358.
Pokud by na tieti pozici byl fenylalanin, pfislusna
hodnota by byla m/z 408. Druha varianta je spravna
(vidime i ion a3 na m/z 380) a potvrzuje ji i existence
iontu y; na m/z 116.

—  Kompletni sekvence je tedy H-Tyr-Pro-Phe-Pro-OH.
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3. Cyklicky peptid

Zadani:

Urcete strukturu cyklického neribozomalniho peptidu,
jehoz hmotnostni spektrum je na obr. 2. Hodnota m/z pre-
kurzoru 608,40178 odpovida jednou protonované moleku-
le [M+H]".

Napoveda:

U neribozomalnich peptidii se Casto definuje novy
stavebni blok jako kombinace zékladni aminokyseliny
aurCité modifikace. Mezi bézné modifikace patii napt.
methylace (Me), kdy dochazi k ndhradé¢ amidového vodiku
za skupinu —CH3; a hmotnost aminokyseliny se tak zvysi
o014 Da. Tato modifikace existuje napf. u alaninu
(MeAla), prolinu (MePro) nebo valinu (MeVal). Obvyklou
modifikaci je rovnéz deamidace (1 Da), pfi které se skupi-
na —NH, nahradi skupinou —OH. Naptiklad z leucinu
o nomindlni hmotnosti 113 tak ziskdvame stavebni blok
o hmotnosti 114 Da (leucic acid, kyselina 2-hydroxy-4-
-methylbutanova; La). Hmotnostni rozdily, které odpovi-
daji jinym nez zdkladnim aminokyselindm, 1ze dohledat
napi. v databazi neribozomalnich peptida Norine®.

Reseni:

—  Pii interpretaci spektra cyklického peptidu si musime
uvédomit, ze se jedna o superpozici spekter tolika
linearnich peptidd, kolik ma dany cyklicky peptid
aminokyselin. Pfi fragmentaci se totiZ nejprve otevie
kruh mezi dvéma po sob¢ nasledujicimi aminokyseli-
nami a nasledny ,linearizovany* peptid se dale frag-
mentuje. V idealnim piipad¢ se tak stane pro vSechny
dvojice po sobé nasledujicich aminokyselin. Vyhodou
je fakt, ze spektrum poskytuje vice informaci vzhle-
dem k tomu, Ze sekvence jednotlivych linearizova-
nych peptidi se prekryvaji. Nevyhodou je, Ze interpre-
tace spektra je komplikovangjsi nez u linearniho pep-
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Obr. 2. Spektrum cyklického neribozomalniho peptidu
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Protoze cyklicky peptid z principu nemiize mit —-OH
skupinu navazanou na C-konci, ve spektru nepozoru-
jeme piky odpovidajici y-iontim (+19 Da). Hodnoty
m/z, které ve spektru pozorujeme, bézn¢ odpovidaji
b-iontiim nebo a-iontim. Abychom od sebe odlisili
piky odpovidajici jednotlivym linearizovanym pepti-
dim, aminokyseliny v cyklickém peptidu obvykle
Cislujeme. Tonty pak oznacujeme jako *°b, kde x od-
povida ¢islu N-koncové aminokyseliny a y pozici
C-koncové aminokyseliny linearizovaného peptidu,
ktery vznikne po rozdéleni sekvence mezi aminokyse-
linami ocislovanymi jako x a y.

Vyjimeéné mlzeme pozorovat hodnoty m/z, které
odpovidaji souctu hmotnosti aminokyselin, které
v ptvodni sekvenci cyklického peptidu nenavazuji
hned za sebou. Tento jev oznaCujeme jako
nscrambling’. P¥ fragmentaci dojde nejprve
k otevieni kruhu a odstépeni aminokyseliny. Nasledné
se kruh opé€t uzavie a znovu otevie na jiném miste,
kde fragmentace dale pokracuje.

S vyuzitim ptesné hodnoty m/z prekurzoru 608,40178
nejprve uréime sumarni vzorec iontu hledané latky
[C31Hs3sNsO;+H]". Pov§imneme si pikd, které odpovi-
daji neutralnim ztratdm prekurzoru. V nasem ptipadé
m/z 580 odpovida ztrat¢ CO (a-ion) a hodnota 564
ztraté CO,.

V dalsim kroku anotujeme b-ionty. Hledame tedy
takové hodnoty m/z, které odpovidaji souctu hmotnos-
ti zbytkl (residues) jednotlivych aminokyselin zvyse-
nému o 1 Da. Timto zptsobem piifadime nasledujici
hodnoty m/z: 199 b, (Lxx, MeAla), 225 b, (Lxx,
MePro), 226 b, (La, MePro), 271 b; (Ala, MeAla, La),
297 bs (Ala, MePro, La), 339 b; (Lxx, MePro, La),
382.23366 b, (Ala, MeAla, MePro, La), 410 b, (Lxx,
Ala, MePro, La), 452 b, (Lxx, Lxx, MePro, La), 495
bs (Ala, MeAla, Lxx, MePro, La), 523 bs (Ala, Lxx,
Lxx, MePro, La). Lxx znamena, Ze dana aminokyseli-
na odpovida leucinu, N-methylvalinu, allo-isoleucinu,
isoleucinu, atd. (isobarické aminokyseliny).

Z hodnot b-iontd 226, 297, 382 a 495 vypozorujeme
sekvenci (La, MePro)-Ala-MeAla-Lxx. Z rozdilu m/z
hodnoty prekurzoru a iontu 495 vidime, Ze sekvence
musi obsahovat jesté¢ dalsi stavebni blok Lxx (608—
495=113). Celkem tedy obsahuje 6 stavebnich blokd.
S vyuzitim hodnot 452 a 523 dale ur¢ime, ze sekvence
peptidu odpovida cyklo((La, MePro)-Ala-MeAla-Lxx-
-Lxx), protoZze na koncovou c¢ast sekvence Lxx-Lxx
navazuje jeji zacatek (La, MePro) resp. (La, MePro)-
-Ala. Vysledek potvrzuji i hodnoty 199, 339 a 410,
protoze odpovidaji b-iontim, které mohou vzniknout
fragmentaci doposud ur¢eného peptidu. Zbyva jesté
stanovit potadi bloki (La, MePro), k ¢emuz nadm
pomohou ionty 225 a 271. Vidime totiz, ze na blok
Lxx navazuje MePro, a Ze na La navazuje posloup-
nost blokd Ala-MeAla. Dosavadni sekvence je tedy
cyklo(MePro-La-Ala-MeAla-Lxx-Lxx). Jelikoz se
jedna o cyklicky peptid, nemizeme na zakladé pozo-
rovanych hodnot b-iontli rozhodnout o orientaci
N-konce a C-konce v molekule. Musime tedy jeste
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uvazovat opacnou sekvenci peptidu cyklo(Lxx-Lxx-
-MeAla-Ala-La-MePro).

Nase pozorovani miizeme jesté¢ doplnit tim, Ze anotu-
jeme a-ionty a piky odpovidajici ztrat¢ vody: 208
b,-H,O (La, MePro), 269 a; (Ala, MePro, La), 293
a;-H,O (Lxx, MePro, La), 354 a, (Ala, MeAla,
MePro, La), 366 bs,-H,O (Ala, MeAla, Lxx, La),
382.27000 a, (Ala, Lxx, MePro, La), 392 b,-H,O
(Ala, Lxx, MePro, La), 451 as-H,O (Ala, MeAla, Lxx,
Lxx, La), 467 as (Ala, MeAla, Lxx, MePro, La), 479
bs-H,O (Ala, MeAla, Lxx, Lxx, La). V nasem ptikla-
du pro hodnotu m/z 366 bs-H,O nepozorujeme ve
spektru piislusny pik 384 b,. Pro hodnotu 451 as-H,O
pozorujeme 479 bs-H,O, nevidime vSak odpovidajici
piky 469 as a 497 bs. To mlze nastat v piipadé, ze
intenzita chybéjicich piki je pfili§ nizka a piky tedy
nelze odlisit od Sumu. Nékdy mize nejprve dojit
k dehydrataci iontu a jeho nasledné fragmentaci, coz
rovnéz zpusobi, ze odpovidajici piky nevidime. Za-
timco u line4drniho peptidu by ndm a-ionty pomohly
urcit pozici N-konce a C-konce v peptidové sekvenci,
v pfipadé cyklického peptidu nam a-ionty k jejich
stanoveni nepomohou.

Struktura pfirodniho cyklického peptidu (roseotoxin
A®) je zobrazena na obr. 3. Povsimnéme si viak, Ze
dany peptid ve skutecnosti obsahuje B-alanin misto
alaninu, a ze jedna aminokyselina Lxx sice odpovida
isoleucinu, druha vSak N-methyl-valinu, ktery je iso-
merem Lxx. Struktura rovnéz obsahuje 3-methyl-
prolin. Misto, na kterém je pfipojena methylova sku-
pina v prolinu, vSak z kolizniho spektra rovnéz neroz-
pozname. Spravna sekvence peptidu je tedy cyklo(La-
-MePro-Ile-MeVal-MeAla-BAla). Odliseni isobaric-
kych aminokyselinovych zbytkd je mozno dosahnout
napiiklad charakteristickou fragmentaci pfislusnych
imoniovych iontd® nebo z retenéniho &asu v analyze
t€kavého derivatu piislusné aminokyseliny po hydro-
lyze peptidu. Technikou plynové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie je mozno piipadné¢ urcit
i chiralitu piisluiné aminokyseliny'®.

4
OTXN
/ 7/1

4

1

0
0 2
N
0]
NH
3
N O
\
(0]

Obr. 3. ReSeni struktury cyklického peptidu
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Pro uplnost uved'me jeSté znaceni jednotlivych
b-ionttl, pokud stavebni bloky ocislujeme podle obr. 3:
199 “3b,, 225 7'b,, 226 by, 271 b5, 297 &by, 339
6hs, 382.23366 “*bs, 410 by, 452 by, 495 Tbs
nebo “3bs, 523 *bs.

4. Linearni peptid s postrannim retézcem

Zadani:

Identifikujte linearni peptid s postrannim fetézcem
(m/z 758), jehoz hmotnostni spektrum jedenkrat protono-
vané molekuly [M+H]" je na obr. 4.

Napoveda:

Ornithin (Orn) je aminokyselina, jejiz stavebni blok
ma sumarni vzorec CsH;oN,O a nominalni hmotnost 114.
Acetylace (Ac) je bézna N-koncova modifikace, ktera ma
sumarni vzorec C;H,O a hmotnost 42. Naptiklad aminoky-
seliny AcLeu nebo Aclle tak odpovidaji vzorci CsH;3NO,
s nominalni hmotnosti 113+42=155.

Reseni:

Ve spektru nejprve prifadime piky odpovidajici kom-
binacim zakladnich aminokyselin. Vidime, Ze hodnota
m/z 211 odpovida dvojici (Pro, Lxx), tedy iontu by.
Déle pozorujeme ion by na m/z 324, ¢imz ziskame
¢astecnou sekvenci (Pro, Lxx)-Lxx, protoze rozdil 324
—-211=113.

V dalsim kroku se pokusime pfifadit rozdily hmotnos-
ti mezi m/z pikd nestandardnim aminokyselinam.
Z hmotnosti 324 a 438 urcime, ze dal$i aminokyseli-
nou je Orn. Zname tedy ion by a sekvenci (Pro, Lxx)-
Lxx-Orn. Dale si vS§imneme, Ze rozdil hodnot 585
a 438 odpovida Phe, a Ze rozdil mezi 593 a 438 odpo-
vida AcLxx. Pozorujeme tedy dva rGizné ionty bs a bs’
odpovidajici sekvencim aminokyselin (Pro, Lxx)-Lxx-
Orn-Phe a (Pro, Lxx)-Lxx-Orn-AcLxx. Rovnéz pozo-
rujme ion as’ na m/z 565. Z rozdilu mezi m/z prekur-
zoru 758 ([C30Hg3N,Og+H]") a m/z iontf bs a bs’ urdi-
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me dvé sekvence (Pro, Lxx)-Lxx-Orn-Phe-AcLxx
a (Pro, Lxx)-Lxx-Orn-AcLxx-Phe (m/z prekurzoru
vypocteme v tomto piipadé stejné jako u linearniho
peptidu tj. soucet hmotnosti zbytkd aminokyselin zvy-
Seny o 19 Da). Z ptitomnosti dvou riiznych iontl typu
bs vSak vidime, Ze sekvence peptidu nemiize byt line-
arni a dochazi tedy k rozvétveni na Orn, ke kterému
jsou pfipojeny ob¢ dvé aminokyseliny Phe i AcLxx.
Nase tvrzeni podpofime jesté¢ analyzou y-iontové sé-
rie. Pozorujeme ion y, (Phe, Om) na m/z 280, y; na m/z
435 obsahujici aminokyseliny (Phe, Orn, Ac-Lxx)
arovnéZ ztratu acetylu ziontu y; na m/z 393. Déle
vidime ion y, (Phe, Orn, AcLxx)-Lxx na m/z 548 a ion
ys (Phe, Orn, Lxx, Lxx, Pro) na m/z 603.

Dale muzeme pozorovat piky odpovidajici internim
fragmentim: (AcLxx, Orn) na m/z 270, (AcLxx, Orn,
Lxx) na m/z 383 a po nasledné ztraté vody rovnéz na
m/z 365.

Potadi aminokyselin (Pro, Lxx) uz dale nelze jedno-
znaéné urcit, protoze spektrum neobsahuje ion b; na
m/z 98 ani ion ys’ (Phe, Orn, Ac-Lxx)-Lxx-Lxx na m/z
661. Rovnéz nelze jednoznacné urcit, zda-li peptid
obsahuje Leu nebo Ile, viz ptedchozi piiklad. Struktu-
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Obr. 5. ReSeni struktury linedrniho peptidu s postrannim
Fetézcem
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ra odpovidajici spektru (linearizovana forma pseuda-
cyclinu A?) je zobrazena na obr. 5. Povimnéme si, e
dany peptid mé dva N-konce a jeden C-konec.

5. Cyklicky peptid s postrannim retézcem

Zadani:

Urcete strukturu cyklického peptidu s postrannim

fetézcem, jehoz hmotnostni spektrum jednou protonované
molekuly [M+H]" je na obr. 6.

Reseni:

Vzhledem k tomu, ze zname pfesnou hodnotu m/z
prekurzoru, mizeme ur¢it sumarni vzorec hledané
latky [C3oHeN;O;+H]". Rovn&z uréime piky
s hodnotou m/z 722 (ztrata H,O), 712 (ztrata CO,
a-ion) a 695 (ztrata CO a NH3).

Ve spektru nejprve anotujeme b-ionty: 211 b, (Pro,
Lxx), 245 b, (Phe, Pro), 270 b, (AcLxx, Orn), 324 b;
(Lxx, Lxx, Pro), 358 b; (Phe, Pro, Lxx), 375 b; (Phe,
Orn, Lxx), 383 b; (AcLxx, Orn, Lxx), 417 b; (AcLxx,
Orn, Phe), 438 by (Orn, Lxx, Lxx, Pro), 471 b, (Lxx,
Lxx, Pro, Phe), 530 by (AcLxx, Orn, Phe, Lxx), 585 bs
(Lxx, Lxx, Pro, Phe, Orn), 593 bs (Lxx, Lxx, Pro,
Orn, AcLxx), 627 bs (Lxx, Pro, Phe, Orn, AcLxx).
Déale mizeme pozorovat hodnoty 451 a,-NH; (Lxx,
Lxx, Orn, AcLxx) a 598 as-NH; (Lxx, Lxx, Orn,
AcLxx, Phe). Podobné jako v oddilu 3 vsak nevidime
odpovidajici piky 468 a4, 479 bs-NHj3, 496 by, ani 615
as, 626 bs-NH; a 643 bs, protoze jejich intenzita je
ziejm€ niz$i nez hladina Sumu. Zbyvajici piky ve
spektru odpovidaji ztratam CO, H,O, NH; a jejich
kombinacim z vyse uvedenych b-ionti.

Z m/z hodnot iontl typu bs a prekurzoru vypocteme,
ze se struktura skladad ze 6 stavebnich blokd (Orn,
Phe, Pro, Lxx, Lxx, AcLxx). Protoze pozorujeme vice
piekryvajicich se sérii b-iontd a zaroven nepozoruje-
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Nyni se pokusime sestavit sekvenci peptidu. Z m/z
hodnot 211, 324, 438 a 585 ur¢ime sekvenci (Pro,
Lxx)-Lxx-Orn-Phe. Mohli bychom se tedy domnivat,
ze sekvence peptidu odpovida cyklo((Pro, Lxx)-Lxx-
Orn-Phe-AcLxx). Tato uvaha je vSak v rozporu
s hodnotou m/z 245, ktera nam tika, ze Phe a Pro musi
byt v sekvenci za sebou, coz vtomto piipadé neni
splnéno kvuli pfitomnosti AcLxx. Dojdeme tedy
k zavéru, ze struktura obsahuje cyklo(Pro-Lxx-Lxx-
-Orn-Phe), kde bloky Phe a Pro navazuji.

Podobné s pomoci hodnot 245, 358, 471 a 585 uré¢ime
sekvenci (Phe, Pro)-Lxx-Lxx-Orn. Zde bychom se
mohli domnivat, Ze sekvence peptidu odpovida cyklo
((Phe, Pro)-Lxx-Lxx-Orn-AcLxx). Dostaneme se v§ak
do rozporu s hodnotou 375, kterd definuje sousedici
bloky Phe, Orn a Lxx. Analogicky nam tedy po vy-
jmuti bloku AcLxx vychazi sekvence cyklo(Phe-Pro-
-Lxx-Lxx-Orn), kde jiz bloky Phe, Orn a Lxx navazu-
ji, a kterd po rotaci blokl odpovida predchozimu vy-
sledku cyklo(Pro-Lxx-Lxx-Orn-Phe).
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Obr. 6. Spektrum cyklického peptidu s postrannim Fetézcem
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Oba rozpory se nam podafi uspésné vyftesit, pokud
predpokladame, ze struktura peptidu odpovida cyklo
(Pro-Lxx-Lxx-Orn-Phe), kde chybéjici stavebni blok
AcLxx navdzeme na Orn. NaSe tvrzeni podporuje pik
s hodnotou m/z 585 a relativni intenzitou 100 %, ktery
je charakteristicky pii oddéleni postranniho fetézce od
cyklické casti peptidu. Pti hlub§im studiu literatury
muizeme rovnéz zjistit, Ze aminokyseliny jako ornithin
nebo lysin se vzhledem ke své struktufe ¢asto vysky-
tuji jako stavebni bloky, které umoziuji vétveni pepti-
dii. V hmotnostnim spektru miiZzeme pozorovat jeste
b-ionty 270, 383, 417, 530 a 627, které potvrzuji sou-
sednost jim odpovidajicich blokli v navrzené struktu-
fe. Vysledna struktura peptidu (pseudacyclin A'') je
zobrazena na obr. 7.

6. Bioinformaticka podpora

Protoze manudlni anotace fragmentt neribozomalnich
peptidii je pomérné naro¢na — zejména pak v ptipadé cyk-
lickych struktur — a navic ¢asto nemame k dispozici infor-
maci o jednotlivych stavebnich blocich, ze kterych muize
byt dany peptid slozen, mizeme pro vypocet pouZzit volné
dostupnou aplikaci CycloBranch®. CycloBranch vyuziva
pro de novo sekvenovani databazi stavebnich blokl napf.
20 zékladnich aminokyselin nebo 287 blokl (521 vcetné

Referat

isomert) ziskanych z databaze Norine®. Databazi staveb-
nich kament si 1ze vSak nadefinovat libovolné. Algoritmus
pro de novo sekvenovani peptidi nejprve mapuje hmotnos-
ti jednotlivych stavebnich blokli z databaze na rozdily
hodnot m/z mezi libovolnou dvojici pikli ve spektru.
Vznikne tak graf, jehoZ uzly odpovidaji hodnotdm m/z
a hrany rozdilim mezi témito hodnotami. Algoritmus poté
hleda vSechny cesty z hypotetického startovniho bodu (ion
by s hodnotou m/z 1) do cilového bodu (m/z prekurzoru).
V ptipad¢ linearniho peptidu lze rovnéz vyuzit i startovni
bod y, s hodnotou m/z 19 Da.

Nalezené cesty odpovidaji sekvencim peptidi
(kandidatim), ze kterych je potieba vybrat spravnou sek-
venci, a proto CycloBranch pro kazdého kandidata vyge-
neruje jeho teoretické hmotnostni spektrum. U linearnich
peptidi se standardné vygeneruji piky pozadovanych sérii
iontl (napf. y, b, a). V pfipadé cyklickych peptidd Cyclo-
Branch pro kazdého kandidata vygeneruje teoretické
hmotnostni spektrum, které obsahuje piky vSech jeho li-
nearizovanych peptidi. Teoretickd spektra jednotlivych
kandidati jsou nasledn€é porovnana s experimentalnim
spektrem a setazena podle skore (pocet anotovanych piki,
soucet intenzit anotovanych pikd, apod.).

Je vSak potieba mit na paméti, ze neribozomalni pep-
tidy mohou byt slozeny z rtiznych blokt, z nichz mnoho
tvoii isomery. Navic fragmentace Casto neni dokonald
a v naméfeném spektru tak nemusi byt pfitomny vSechny

€8 CycloBranch
File Search Jools Yiew Help

A/l BT

OR

Result ID  Group ID Peptide Sequence

1 1 1 [MMe-Ala]-[Ala]-[C5:0-Me(4)-OH(2)]-[3Me-Pro]-[Leu]-[Leu)
2 ¢ 2 2 [3Me-Pro]-[C5:0-Me(4)-OH(2)]-[Ala]-[NMe-Ala]-[Leu]-[Leu]
3 3 3 [Leu]-[3Me-Pro]-[C5:0-Me(4)-OH(2)]-[Ala]-[NMe-Ala]-[Leu]
4 4 2 [C5:0-Me(4)-0H(2)]-[3Me-Pro]-[Ala]- [NMe-Ala]-[Leu]-[Leu]
5 5 4 [3Me-Pro]-[C5:0-Me(4)-OH(2)]-[Leu]-[Ala]- [NMe-Ala]-[Leu]
6 6 5 [3Me-Pro]-[C5:0-Me(4)-OH(2)]-[Ala]-[Leu]-[MMe-Ala]-[Leu]
7 7 6 [Leu]-[3Me-Pro]-[C5:0-Me(4)-OH(2)]-[Ala]-[Leu]-[NMe-Ala)
8 8 7 [Leu]-[3Me-Pro]-[C5:0-Me(4)-OH(2)]-[Leu]-[Ala]-[NMe-Ala)
9 9 1 [Ala]-[NMe-Ala]-[C5:0-Me(4)-OH(2)]-[3Me-Pra]-[Leu]-[Leu]
10 10 3 [3Me-Pro]-[Leu]-[C5:0-Me(4)-OH(2)]-[Ala]-[NMe-Ala]-[Leu]
1 n 8 [3Me-Pro]-[Ala)-[C8:0-Me(4)-OH(3)]-[Ala]-[NMe-Ala]-[Leu]
12 12 9 [3Me-Pro]-[NMe-Leu]-[Hiv]-[Ala]-[NMe-Ala]-[Leu]

13 13 10 [C5:0-Me(4)-0H(2)]-[3Me-Pro]-[Leu]- [Ala]-[Leu] - [NMe-Ala]

14 [ 5:0=-Ma(41-0H =1 IMe-Prol -1 eil-1) eul-[Alal-INMe-Alal

- 0 x
= W S WY o
> = OO Filter Reset

Summary Formula Monoisotopic Mass  Number of Bricks  Matched Peaks  Ratio of Matched Pe: ™
C31H53N5S0T7 607.394459 6 27 39.705882
C31H53NS0T7 607.394499 6 27 39.705882
C31H53N5S07 607.394499 6 27 39.705882
C3THS3N5S0T7 607.394499 6 26 38.235294
C3TH3IN0T 607.394499 6 24 35.294118
CITHSINSOT 607.394499 ] 24 35294118
C3THS3INSOT 607.3944599 & 24 35.294118
C31H53INSOT 607.394459 ] 24 35.294118
C31H53INS0T 607.3944599 6 22 32.352941
C31H53INS0T7 607.394499 6 22 32.352941
C3THS3INS0T7 607.394499 6 22 32.352941
C3THS3N50T 607.394499 6 22 32.352941
C3THS3NSOT 607.394499 3 22 32352941
CI1H53INGOT R17.394499 [} 2 32352941 W

CRTCURSITIE TV MUMTDET O PRatS TOTTTsy PapTioe Sequance T

Number of paths found: 71
Comparing theoretical spectra of candidates with the peak lst...
ok

Freparing the report...
.ok

CycloBranch successfully finished at 19:12:59 (time elapsed: 0 hrs, 0 min, 1 sec).

Obr. 8. Seznam kandidatnich sekvenci peptidi
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teoretické piky. Bézné je proto potfeba mapovat na rozdily
hodnot m/z nejen hmotnosti jednotlivych stavebnich kame-
nt, ale i jejich kombinace — dvojice, trojice, ¢tvefice, atd.
CycloBranch umoziuje podrobné nastaveni maximélniho
poctu blokli vjedné kombinaci dokonce s vyuzitim tii
parametr pi/po/ps (prvni parametr p; uddvd maximalni
pocet bloki mezi m/z by (resp. yo) a jinou hodnotou ve
spektru, posledni parametr p; mezi m/z prekurzoru a jinou
hodnotou ve spektru a prostfedni parametr p, mezi libovol-
nou jinou dvojici hodnot m/z). Motivaci pro tento zptsob
nastavovani je fakt, ze série (napf. b-iontll) byvaji obvykle
vice kompletni ,,uprostied* spektra nez na jeho ,,zacatku*
a ,konci®. Napf. konfiguraci 3/1/3 povolime kombinace
maximalné tfi blokl na ,,zacatku“ a ,konci“ spektra, za-
timco ,,uprostied spektra je zakaZzeme. Kombinace sta-
vebnich blokt vSak pfesto mezi sebou tvoii mnoho isome-
ri a nepifijemnym diasledkem je Casto fakt, ze pro jedno
experimentalni hmotnostni spektrum muiZeme ziskat mno-
ho kandidatnich sekvenci, které maji shodné nejlepsi nebo
velmi dobré skore, a piesto takovy vysledek nemusi byt
nutné spravny. Resenim miize byt syntéza a méfeni pepti-
dového standardu, ¢i vyuziti alternativni analytické techni-
ky (jaderna magneticka rezonance nebo rentgenova difrak-
ce)'”.

Vypis kandidatnich sekvenci peptidi pro spektrum
roseotoxinu A je na obr. 8. Po rozkliknuti fddku daného
kandidata je mozné zobrazit detail porovnani jeho teoretic-
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kého spektra s experimentalnim spektrem (obr. 9). Aplika-
ce umoziuje kromé de novo sekvenovani i ptimé porovna-
ni experimentalniho spektra s teoretickym spektrem vyge-
nerovanym ze sekvence peptidu, a rovnéZ porovnani expe-
rimentalniho spektra s databazi peptidovych sekvenci.

Ve vsech piipadech je potfeba mit k dispozici databa-
zi stavebnich blokt (obr. 10). Pro kazdy stavebni blok
definujeme jeho nazev, unikatni zkratku, sumarni vzorec
residua. Voliteln¢ pak mizeme definovat seznam neutral-
nich ztrat oddé€lenych stfednikem a referenci do externi

databaze napf. ChemSpider (https://
www.chemspider.com/)  nebo  PubChem  (https:/
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Naptiklad reference

,,CSID: 969 (ChemSpider ID) slouzi k linkovani zkratky
»Phe” na stranku obsahujici informace o fenylalaninu.
Alternativné bychom mohli napsat ,,CID:
6140 (Compound ID) pro odkaz do databaze PubChem.
Monoisotopicka hmotnost je vypoctena vzdy automaticky
ze sumarniho vzorce. Pokud ma néjaky stavebni blok iso-
mery, je vhodné je seskupit do jednoho fadku. Ve sloup-
cich nazev, zkratka a reference je pak nutné pro oddéleni
isomerd nutné pouzit symbol ,,/.

Ptiklad databaze sekvenci neribozomalnich peptidi je
na obr. 11. Pro kazdy peptid definujeme jeho typ: linearni
(linear), linearni s jednou vétvi (branched), cyklicky
(cyclic) a cyklicky s jednou vétvi (branch-cyclic). Daéle
definujeme nazev peptidu, sumarni vzorec neutralni mole-

€8 Theoretical Spectrum No. 1

Eile Find Yiew Help
Ue X

Fragment ion type:

Q& gl MY N

Neutral loss type:

- =

all ~ nong Ring break up point: |1-6

100 %
90 %
80 %
0%
60%
50 %
40%
30 %
20%
0% 208.13323 382.27000 523 ug7g 0840178

0% 1 | I 1
T T T T T T T
0 613402 12268 184.021 245351 306.701 368,041 429.381 490.721 552,062 613402

Fragment Type Theoretical m/z Experimental m/z  Relative Intensity [%]  Absolute Inte

198 1+ 1-683 271165234 271165255 0.795128

270 1+ 1-6_A4 354.238733 354.238689 4191068 15374592
300 1+1-6_B4 382233648 382233658 096284 11358464
379 1+ 1-6_A5 467322724 00.000000 366841856
411 1+ 1-685 495317630 47.410145

< >

Acronym Peptide Name:

< >

: [0,000000 :

- [e13,400776 2

B s

[MMe-Alal-[Alal-[C5:0-Me(4)-OH(2)]-[3Me-Prol-[Leul-[Leul

Full Peptide Name:
[N-Methyl-L-alanine] - [DL-Alanine]-[D-Leucic acid (2-hydroxy-4-me

Path in the De Nowvo Graph:
1.007276 -> 271.165255 using brick(s):
271.165255 -> 382

[ala)- [HMe-Ala]-[CS:0-Me(
.233658 using brick(s): [3Me-Pr (mass differe

382.233658 -> 495.317630 using brick(s): [Leu] (mass difference:
495.317630 -> 608.401776 using brick(s): [Leu] (mass difference:
Linearized sequences from all ring break up points:

1-6 [NMe-Ala]-[Ala]-[C5:0-Me(4)-0H(2)]-[3Me-Pro]

2-1 [Ala]-[C5:0-Me(4)-CH(2)]-[3Me-Pro]-[Leu]-[Le

3-2 [C5:0-Me(4)-0H(2)]~-[3Me-Pro]-[Leu]~-[Leu]-[NMe-Ala]~-[Ala]

4-3 [3Me-Pro]-[Leu]-[Leu]-[NMe-Ala]-[Ala]-([C5:0-Me(4)-0H(2)]

5=4 [Leu]=-[Leu]-[NMe-Ala]-[Ala]=-[C5:0-Me(4)=-0H(2)]=[3Ma=Pro]

€-5 [Leu]-[NMe-Ala]-[Ala]-[C5:0-Me(4)-0H(2)}]-[3Me-Pro]-[Leu] o

Obr. 9. Detail porovnani teoretického a experimentalniho spektra
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A Building Blocks Editor - db33_vi.oa — o %
File Edit Help

Eed@UX +=++ (
Hame(s) V] B~ OR v [Name(s) > > OO Fiter Reset
Name(s) Acronymi(s) Residue Summary Monoisotopic Residue Mass  Neutral Loss(es) Reference(s) Preview A
10 3-hydrowy-4-methyloctanaic acid CB0-Me(4)-OH(3) COH1602 156.115030 CSID: 17247549 CB0-Me(4)-OH(3)
: O DL-Phenylalanine Phe CSHIND 147068414 CSID: 969 Phe
3 O DL-Alanine/beta-Alanine/Sarcosine Ala/bAla/Sar CIHIND 703714 CSID: 582/CSID; 234/CSID: 1057 Ala bAla Sar
4 0 Leucine/Isoleucine/N-Methyl-L-valine Lew/lle/NMe-Val CEH1INOD 113.084064 CSID: 834/CSID: T69/CSID: 302093 Leu lle | NMe-Val
5 O D-Leucic acid (2-hydroxy-4-methylpentanoic acid) C5:0-Me(4)-0OH(2) CéH1002 114.068080 CSID: 83752 C5:0-Me(4)-0H(2)
& [ 3-Methylproline/Pipecolic acid Me-Pro/Pip CEHINDG 111068414 CSID: 10610754/CSI0: 826 Me-Pro Pip
7 0O N-Methyl-L- ABLIf2-N NMe-AlafAbu/Ail C4HTND 85052764 CSID: 4450824/ CSID: 6405/CSID: 5891 NMe-Ala  Abu Al
8 O DL-Ornithine Om CSH10N2O 114079313 CSID: 380 Om
9 [0  DL-Proline Pro C5HTND 97052764 CSID: 594 Pro
j | N-Acetylisoleucine N-Ac-lle CEBH13NO2 155.094629 CSID: 270615 N-Ac-lle
nQd MeBmt MeBmt CI0H17MNO2 183.125929 CSID: 9944222 MeBmt
1200 N-methylleucine Me-Leu CTHI3ND 127099714 C5ID: 493595 Me-Leu
130 DL-Valine/lsovaline Val/val CSHIND 99068414 CSID: 1148/CSID: 85483 Val val
140 DL-Arginine/L-(+)-Arginine ArgfL-Arg CEH1ZN4D 156101111 CSID: 227/CSID: 6082 Arg L-Arg
15[ DL-Asparagine Asn C4HBN202 114042927 CSID: 23 Aan
16 ] DL-Aspartic acid Asp C4H5NO3 115026943 CSID: 41 Asp
jr | DL-Cysteine Cys C3H5NOS 103.009184 CSID: 574 Cys
1800  OL-Giutamine Gin C5HAN202 126058578 CsiD: 718 Gin
19 [] DL-Glutamic acid Glu CSHTNO3 120042593 CSID: 59 Glu
2000  Glycine Gly C2HIND 57021464 CSID: 730 Gly v
Obr. 10. Pfiklad databaze stavebnich bloki neribozomalnich peptida
Sequence/Compound Database Editor - inhouse.ba - a X
Eile Edit Help
EeHdE@UX +=¢¢& {
Type v =] | OR ~  |Type v| [m o~ | oo Filter Reset
Type Name Summary Formula  Monoisotopic Mass Sequence N
10 cyclic beauverolide | C2TH41N3IOS 487.304621 [CEB:0-Me(4)-OH(3)]-[Phe]-[Ala]-[Leu]
2 O cyclic cyclosporin A CEZHTTINTIONZ  1201.841368 [NMe-Bmt]-[Abu]-[NMe-Glyl-INMe-Leu]-[Val]-[NMe-Leu]- [Ala]-[Ala]-[NMe-Leu] - [NMe-Leu] - [NMe-V
30 branched dau 677 T2 CHTHIINTS020 1353656480 [Glu]- [Ser]-[Leu]\{[Lys]-[Asn]-[Phe]- [lle]\) [Asp]-[GIn]-[Tyr]- [Gly]
4 0O linear gramicidin € COTHI3SN190NE  1858.054549 [Val]-[Gly]-[Ala]-[Leu]-[Ala] -[Val]-[Val]-[Val)-[Trp] - [Lew] -[Tyr]- [Leu] - [Trp)-[Leu]-[Trp)
s O branched linearized pseudacyclin A CI9HEINTOB 757.473812 [Pro]-[lel-[le]\{[Om]-[NAc-lle]\)[Phe]
6 [ cyclic pseudacyclin A C39HBINTOT 739463247 [Phe]-[Pra]-[lie]-[lle]-[Om]-[NAc-lle]
T O branch-cyclic  pseudacyclin A C39HEINTOT 739.463247 [Phe]-[Pra]-[lle]-[Nel\([Om]-[NAc-lle])
8 O branch-cyclic pyoverdin Pa A (pyoverdin D) C55HB3N17022 1333.589857 [Fo-OH-Orn]-[The]-[Thr]\([Lys]- [Fo-OH-Orm] - [Ser]- [Arg]-[Ser]-[ChrPaA)-[Suely)
s [ cyclic rosectoxin A C31H53NS0T 607.394499 [C5:0-Me(4)-OH(2)]-[3Me-Pro]-[lle]-[NMe-Vall-[NMe-Ala]-[bAla]
10 linear substance P CE3HIBNTBON3S 1346728146 [L-Arg]-[Pro]-[Lys]-[Pro]-[GIn]-[GIn]-[Phe]-[Phe]-[Gly]-[Leu] - [Met]
10O cyclic surfactin C C53HI3NTO3 1035683136 [C14:0-Me(13)-0H(3}]-[Glu]-[Leu]-[Leu]-[Val] - [Asp]-[Leu]-[Leu]
120 cyclic valinomycin C54H90NEO1E 1110631160 [Vall-[Lac]-[Val]-[Hivi-[Vall-[Lac]- [Val]- [Hivi-[Val]-[Lac] - [Val] - [Hiv] v
< >

Obr. 11. Pfiklad databaze sekvenci neribozomalnich peptidi

kuly a sekvenci stavebnich blok. Monoisotopickd hmot-
nost se opét vypocitava automaticky ze sumarniho vzorce.
Podobné jako v pfedchozim ptipadé je mozné vkladat refe-
rence do externich databazi ChemSpider, PubChem, apod.
Sekvence linearniho a cyklického peptidu se zapisuji ve

formatu ,,[A]-[B]-[C]-[D]-[E]”, kde A az E oznacuji zkrat-
ky stavebnich blokl. V pfipad¢ cyklického peptidu se au-
tomaticky predpoklada, ze na stavebni blok E navazuje
blok A. Sekvence linearniho i cyklického peptidu s vétvi
se zapisuji ve formatu ,,[A]\([B]-[C])[D]-[E]”, kde staveb-
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¥ Modifications Editor - default_inhouse.txt - 0 h X_
Eile Edit Help
EedE@lX +==+¢ ¢
Name v = ow OR *~  Name v = ow O Od Filter Resst
MName Summary Formula Monoisotopic Mass M-terminal C-terminal Cd
100 Acetyl H2C20 42.010565 | O
20 Amidated HNG-1 -0.984016 O
30  Ethanolamine H5C2N 43042199 O ]
4 Formyl o 27.994915 ) O o

Obr. 12. Priklad definice koncovych modifikaci

ni blok B zplsobuje rozvétveni (naptf. ornithin) a blok C
oznacuje konec vétve. U cyklického peptidu s vétvi opét
pfedpokladame, Ze na blok E navazuje blok A. Pro definici
sekvenci peptidd je mozné pouZzit i vestavény graficky
editor. Pro linedrni peptid mlzeme dale definovat
N-koncovou a C-koncovou modifikaci, pro linearni peptid
s vétvi pak miZzeme navic definovat i koncovou modifika-
ci vétve (prislusné sloupce nejsou na obr. 11 zobrazeny).
Pro cyklicky peptid se koncové modifikace nedefinuji. Pro
cyklicky peptid s vétvi ale mizeme definovat koncovou
modifikaci vétve. K tomuto ucelu se analogicky vyuziva
editor modifikaci (obr. 12). Ukazkové ptiklady konfigura-
ce programu pro rizné rezimy vyhledavani a rizné typy
peptidii jsou soucasti instalaéniho balicku aplikace Cyclo-
Branch, ktera je volné¢ k dispozici na https:/
ms.biomed.cas.cz/cyclobranch.

Prace byla podporena Ministerstvem Skolstvi, mlade-
Ze a télovychovy Ceské republiky (LO1509) a Grantovou
agenturou Ceské republiky (19-10907S).
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