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1. Uvod

Uspéch pii identifikaci bilkovin zavisi na kvalité dat
ziskanych hmotnostni spektrometrii a jejich interpretaci
s pouzitim bioinformatiky. S vyvojem jemnych ionizac-
nich technik' se rozvijely také metody identifikace bilko-
vin. Smés bilkovin se rozd€li vhodnou separacni techni-
kou. Separované bilkoviny se enzymaticky S$t€pi na smési
peptidi, které se dale analyzuji hmotnostni spektrometrii.
Nejcitlivéjsi a rychlou metodou je peptidové mapovéani
(peptide mass fingerprinting — PMF)*', ve kterém jsou
pfesn€ zméfené molekulové hmotnosti peptidil porovnany
s teoreticky vypocitanymi hmotnostmi peptidl z bilkoviny
pfitomné v databdzi, pfi¢emZ toto srovnani je provedeno
pro kazdou bilkovinu v databazi zvlast. Bilkovina z data-
baze vykazujici nejvétsi shodu pii pouziti vhodného skoro-
vaciho algoritmu identifikuje analyzovanou bilkovinu.
Jinou mozZnosti identifikace bilkovin je odvodit kratky
sekvencni usek nekterého z peptidl pritomnych v peptido-
vé smési na zdklad¢ jeho fragmentace a pouZzitim jiného
vhodného vyhledavaciho programu identifikovat bilkovinu
v databazi. De novo sekvenovani celych peptidi se pak
pouziva, pokud selzou ptedchozi identifikacni postupy.
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2. Identifikace bilkovin hmotnostni
spektrometrii

2.1. Peptidové mapovdani

Pocatky peptidového mapovéni spadaji do roku 1989,
kdy tento pfistup poprvé prezentovali Henzel a spol.'’.
Plivodni Laemmliho mys$lenka ukazala, ze produkty $tépe-
ni bilkoviny jsou charakteristické pro analyzovanou bilko-
vinu a Ze peptidové mapovani lze provadét gelovou elek-
troforézou'?. Henzel a spol.® dale rozvedli tuto my3lenku
a bilkovinné lyzaty analyzovali hmotnostni spektrometrii.
Bilkoviny separované gelovou elektroforézou byly preve-
deny z gelu na membranu a po jejich redukei a alkylaci
byly $tépeny trypsinem nebo bromkyanem. Vzniklé pepti-
dy byly hmotnostné-spektrometricky analyzovany sektoro-
vym hmotnostnim analyzatorem s ioniza¢ni technikou
,fast atom bombardment“ (FAB). Citlivost této metody
vSak byla mala, coz zabranilo jejimu vyuziti jako bézného
nastroje pro identifikaci bilkovin.

Poté, co se zacaly vyrabét prvni komercéni pfistroje
typu MALDI-TOF MS, nahradila citlivéjsi technika
MALDI-TOF MS techniky diive pouzivané v PMF (cit.%),
kterd byla soudasné vyvinuta i v jinych skupinach’'°.
Technickd zlepSeni TOF hmotnostni analyzy (pouziti
zpozdéné extrakce' a reflektronu'®) byla piicinou daliiho
zvySeni citlivosti a pfesnosti analyzy, coz mélo za nasle-
dek rozsifeni techniky PMF jako hlavniho nastroje pro
identifikaci bilkovin na konci minulého stoleti"”.
membrané, na kterou byly pfeneseny po jejich separaci
gelovou elektroforézou. Pozdéji bylo ukazano, ze bilkovi-
ny obarvené stiibrem mohou byt St€peny pfimo v gelu bez
nutnosti jejich pfenosu na membranu a nasledné pak iden-
tifikovany hmotnostni spektrometrii'®. Soucasna typicka
strategie identifikace bilkovin spociva v separaci bilkovin
2D gelovou elektroforézou, redukci v gelu, alkylaci a §té-
peni separované bilkoviny, hmotnostné-spektrometrické
analyze vzniklych peptidii a bioinformatickém zpracovani
ziskanych dat'’.

Dalsi vyhodou PMF vedle citlivosti a rychlosti této
metody je skutecnost, Ze pro vlastni analyzu se spotiebuje
pouze mala ¢ast vzorku (pfiblizn¢ 5-10 %). To poskytuje
moznost vyuziti dalSich typd analyzy téhoz vzorku
(sekvenovani peptidi metodou MS/MS, studium post-
translacnich modifikaci aj.).
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2.2. Sekvenovani peptidd hmotnostni

spektrometrii

Jiz v 60. letech minulého stoleti byly rozpozniny
moznosti hmotnostni spektrometriec co se tyce citlivosti
a informacniho obsahu ve vyslednych datech'®. Prvni po-
kusy sekvenovani peptidii hmotnostni spektrometrii s elek-
tronovou ionizaci (EI) byly provedeny jiz v roce 1965
(cit."”?). Tento zptsob vyuzival informace ze §t&peni ma-
lych derivatizovanych peptidii v iontovém zdroji. Zavedeni
jonizatni techniky FAB v roce 1981 (cit.?"*) zlepgilo
efektivitu ionizace peptidi s vyssi molekulovou hmotnosti
a tato technika pak byla spojena s MS/MS (cit.>™>°). Nej-
vétsi vliv na rozvoj sekvenovani peptidii prostfednictvim
MS/MS méla komercializace ioniza¢nich technik ESI
a MALDI. Ty jsou pouzivany v kombinaci s mnoha konfi-
guracemi hmotnostnich analyzatorit pro MS/MS (trojity
kvadrupo!l®®, iontova past’’, kvadrupél/prilletovy analyza-
tor (time-of-flight, TOF)*, TOF/TOF? atd.). Tyto techni-
ky jsou velmi citlivé a mnohé z nich mohou byt automati-
zovany pro analyzu velkého poctu vzorka.

Zjisténi sekvence peptidii muze byt provedeno nepfi-
mo metodou PMF. Po Gspé&sné identifikaci bilkoviny jsou
experimentalni molekulové hmotnosti peptid ptifazeny k
sekvencim peptiddl a tim je ur¢ena primarni struktura ana-
lyzovanych peptidi. V dal§im textu se pod pojmem
,sekvenovani peptidi hmotnostni spektrometrii rozumi
ziskani informace o primarni struktufe peptidu uzitim in-
formace ziskané z fragmentac¢niho hmotnostniho spektra.

Hlavni myslenkou sekvenovani peptidit hmotnostni
spektrometrii je uZziti fragmentacniho spektra pro ziskani
alespon ¢aste¢né informace o primarni struktuie peptidu.
Ta dale s pouzitim bioinformatickych nastrojti slouzi
k identifikaci bilkoviny. Dilezitou skute¢nosti je pomérné
dobfe definované fragmentacni chovani peptidit v MS/MS
experimentu, kdy nejcastéjsi typy fragmentace probihaji na
peptidovém fetézci. Obzvlasté pfi experimentech s nizkoe-
nergetickou kolizn¢ indukovanou disociaci (CID — collisi-
on-induced dissociation) jsou nej¢astéj$imi typy fragmen-
tovych iontd tzv. a-, b- a y-ionty (viz obr. 1 a obr. 2), spo-
jené nékdy se ztratou malé neutralni molekuly (NH;, H,0).
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Existuje vice zpusobi, jak vyuzit informaci ziskanou
z MS/MS analyzy peptidi pro identifikaci bilkovin. Pfimy
zpusob je interpretace fragmentaéniho spektra rucné
a pouziti ziskané sekvenc¢ni informace k prohleddvani da-
tabaze bilkovin bud’ jednoduchym vyhledavacim progra-
mem (napf. MS-Pattern’’) nebo programem zalozenym na
vyhledavani podobnych sekvenci v databazi bilkovin pou-
Zivajicim vhodné algoritmy (napi. FASTA algoritmus®' na
adrese® nebo BLAST algoritmus®® na adrese™®). Interpreta-
ce fragmentaCnich spekter neni jednoduchd, ale pouziti
téchto nastroji je vyhodné zejména v situaci, kdy sekvence
analyzované bilkoviny neni pfitomna v databazi, ale sek-
vence podobné bilkoviny (napf. z jiného organismu)
v databazi je. Tim muze byt analyzovana bilkovina identi-
fikovana na zéklad¢ vysoké podobnosti s bilkovinou pfi-
tomnou v databazi.

Jiny zpasob identifikace bilkovin s pouzitim dat
z fragmenta¢niho spektra zavedli Mann a Wilm®>, ktefi
vyuzili skuteCnosti, ze vétSina fragmentacnich spekter
obsahuje kratkou a snadno stanovitelnou sekvenci frag-
mentovych iontl identifikujici kratkou sekvenci primarni
struktury analyzovaného peptidu. Tato Caste¢na sekvence
rozdéluje peptid na tfi ¢asti, kde druhou casti je ¢astecna
interpretovana sekvence peptidu a prvni a tfeti ¢ast jsou
zbyvajici peptidové fragmenty. Konstrukce m  TAGms se
nazyva peptidovy sekvencéni tsek (peptide sequence tag),
kde m; (resp. m3) je molekulova hmotnost prvniho (resp.
posledniho) fragmentového iontu, na kterém zacina (resp.
konci) interpretovana kratka sekvence oznaCend pismeny
»TAG®“. Peptidovy sekvenéni tsek spolu s molekulovou
hmotnosti rodicovského iontu poskytuje specifickou infor-
maci o analyzovaném peptidu. Bilkovinna databaze je pak
prohleddvéana s pouZzitim této specifické informace. Kazdy
peptid odpovidajici specificité enzymu a molekulové hmot-
nosti analyzovaného peptidu ve specifikované toleranci je
testovan na pritomnost identifikovaného tseku v sekvenci
peptidu na pozici dané udaji m; a m; (pficemz je obvykle
testovana moznost jak pro sérii b-iontl, tak y-iontl). Pro
jednoznacnou identifikaci bilkoviny obvykle staci, kdyz je
interpretovany sekvencni tsek del§i nez dvé aminokyseli-

ny.
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Obr. 1. Struktura linearniho protonovaného peptidu a nomenklatura jeho fragmentovych ionti
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Obr. 2. Struktura fragmentovych ionti linearniho protonovaného peptidu

Priklad fragmentacniho spektra s kratkou interpreto-
vanou sekvenci analyzovaného peptidu je ukdzan na
obr. 3. Peptidovy sekvenéni usek ziskany vyhodnocenim
tohoto spektra byl zadan do vyhledavaciho databazového
programu PeptideSearch®®. Vysledkem byla jednoznagna
identifikace B-amylasy z jeCmene.

Jednim z proteomickych nastroji v souboru programii
Protein Prospector’’ je program nazyvany MS-Tag (cit.”®),
ktery byl paivodng vyvinut Clauserem a Bakerem® pro
interpretaci PSD spekter, jez obvykle neobsahuji dostatec-
né mnozstvi informace pro kompletni de novo sekvenaci
peptidu, ale stale je v nich dost specifické informace pro
identifikaci bilkoviny databdzovym vyhleddvanim. Pro-
gram vybira z databaze peptidy vzniklé teoretickym §tépe-
nim zvolenym enzymem a soucasné odpovidajici teoretic-
kou molekulovou hmotnosti ve zvoleném rozsahu experi-
mentalni hodnoté molekulové hmotnosti peptidu. Peptid,
ktery toto spliuje, je teoreticky fragmentovan a experi-
mentalné¢ ziskané hmotnosti fragmentovych iontd jsou
porovnany s takto vytvofenym seznamem teoretickych
hodnot. Vysledkem datab4dzového hledani je seznam bilko-
vin, jez prosly vSemi omezujicimi kritérii (véetné poctu
odpovidajicich identifikovanych fragmentovych ionti).
Tento seznam je sefazen podle nejmensiho pocétu neidenti-
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fikovanych fragmentovych iont a za identifikovanou bil-
kovinu je povazovéna bilkovina umisténa na prvnim misté.
Je-1i kvalita fragmentacniho spektra dostate¢na, bilkovina
je pfitomna v databazi a vyhledavaci parametry jsou sprav-
né nastaveny, pak je bilkovina identifikovana jednozna¢né.
Aplikaci programu MS-Tag na data ziskané z fragmentac-
niho spektra na obr. 3 byla opét identifikovana 3-amylasa.

Soucasna verze programu MS-Tag mize interpretovat
nejen data z PSD experimentu, ale i vysledky ziskané jiny-
mi fragmenta¢nimi technikami. MS-Tag lze téz pouzit
v ptipad€, kdy spektrum obsahuje dostatecné mnozstvi
informace pro interpretaci de novo; je vsak tfeba, aby ho-
mologicky peptid byl pfitomen v databazi.

Sofistikovany program SEQUEST vyuziva pro data-
bazové vyhledavani vzajemné korelace mezi experimental-
nim a teoretickym fragmenta¢nim spektrem vytvorenym
ze sekvence peptidu pfitomného v databazi*™*'. Tento pro-
gram nejprve zjednoduSi experimentalni fragmentacni
spektrum, aby nedochédzelo k nespravnym identifikacim
bilkovin. Maximalni pocet pikd v experimentalnim frag-
mentacnim spektru je 200 a tento seznam je v prvnim vy-
hledavacim kole porovnavan s teoretickymi seznamy frag-
mentovych iontl peptidii v databazi, které navic maji od-
povidajici enzymovou specificitu a molekulovou hmot-
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Obr. 3. PSD fragmentac¢ni spektrum trypsinového peptidu
bilkoviny extrahované vodou z obilek jeCmene (Hordeum
vulgare L.) a separované za pouziti 1D gelové elektroforézy;
v horni ¢asti obrazku je znazornén interpretovany sekvenéni usek
analyzovaného peptidu

nost. Peptidy jsou ohodnoceny zjednodusenym skorova-
cim algoritmem, ktery zavisi na souctu intenzit ionttl, sou-
vislosti iontl v identifikované sekvenci a podilu identifiko-
vanych fragmentovych ionti. Pro kazdou z 500 sekvenci
peptidi s nejvyssim skore po prvnim kole vyhledavani je
vytvofeno teoretické fragmentacni spektrum (odvozené
podle specialnich pravidel), které je pak vzajemné korelo-
vano s upravenym experimentalnim fragmentacnim spekt-
rem rychlou Fourierovou transformaci. Vysledné skore
pak popisuje, jak je experimentalni spektrum podobné
spektru odvozenému teoreticky pro uréitou peptidovou
sekvenci.

Program SEQUEST byl piivodné navrzen pro analyzu
fragmentacnich spekter nizkoenergetickych CID experi-
menti*™*>*. Program byl dale upraven téZ pro analyzu
spekter z analyzy PSD (cit.*)), vysokoenergetickych CID
analyz* a pro identifikaci modifikovanych peptida****.
Nevyhodou je, ze skoérovaci algoritmus neposkytuje zad-
nou absolutni miru spolehlivosti vysledku identifikace, coz
nakonec vyzaduje pfitomnost pracovnika posuzujiciho
relevantnost vysledkd. ReSenim této situace miize byt
napfi. aplikace skorovaci rutiny (SEQUEST-NORM) nor-
malizujici XCorr hodnoty pro jejich nezévislost na délce
sekvence peptidu a velikosti pouzité databaze’’ nebo pou-
ziti geuronovych siti spolu s vhodnym statistickym mode-
lem™.

3. Bioinformatika

Obrovskd mnozstvi experimentdlnich dat vyzaduji
sofistikované metody pro jejich interpretaci. Soucasny
rychly rozvoj v oblasti informatiky umoziuje provadét
analyzy, které by jesté pied nékolika lety nebyly mozné.

vvvvvv
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databaze DNA a bilkovinnych sekvenci, které jsou vyuzi-
vany ruznymi vyhledavacimi programy. Existuji tfi druhy
databazi: primarni nukleotidové sekvencni databaze, kom-
plexni databaze sekvenci bilkovin a administrované data-
baze sekvenci bilkovin. Pfikladem nukleotidové sekvencni
databaze je GenBank®. Tato databaze je z vetsi casti vy-
sledkem ptimého vlozeni nukleotidovych sekvenci jednot-
livymi experimentatory. Dalsi sekvence v databazi jsou
ziskany z védecké literatury. Pfimé vkladani sekvenci do
databaze zplsobuje rychly rist jeji velikosti, ale cenou za
to je pomérné vysoka Cetnost chyb. Primarné zodpovédny-
mi osobami za editaci a opravu sekvencnich dat jsou sami
experimentatofi vkladajici odpovidajici data do databaze.
TrEMBL (cit.*’) je piiklad komplexni databaze bilkovin
sestavené piekladem nukleotidové sekvencni databaze.
Databize TTEMBL je ¢aste¢né odli$né od jinych databazi
téhoZ typu, nebot’ slouzi jako docasny archiv pted vloze-
nim dané polozky do bilkovinné databaze SwissProt™.
SwissProt je dobrym piikladem administrované databaze
sekvenci bilkovin. Jednotlivé polozky pro databéazi
SwissProt jsou vyhodnocovany skupinou védcii predtim,
nez jsou do této databaze vlozeny. To ma sice za nasledek
nizky celkovy pocet sekvenci v databézi, ale vyhodou
zustava nizka chybovost a nadbytecnost dat a vysoky stu-
peil anotace jednotlivych poloZek.

3.1. Databdzové vyhleddvaci programy

Databazové vyhledavaci programy jsou rizné progra-
my, které akceptuji na vstupu experimentalni data (event.
zpracovand) a pfi prichodu vybranou databazi specificky
porovnavaji tato vstupni data s kazdou polozkou v databa-
zi. Polozky, které spliluji urcitd kritéria, jsou vypsany na
vystup jako vysledek programu.

Existuji tfi hlavni kategorie databazovych vyhledava-
cich programu pro identifikaci bilkovin. Jsou to programy
vyuzivajici jakozto vstup pro databazové vyhledavani:
molekulové hmotnosti peptida,
hmotnosti fragmentovych ionti z fragmentacniho
spektra,
interpretované sekvence aminokyselin.

Tabulka I ukazuje ptehled nékterych webovych adres
s rdznymi volné dostupnymi programy pro identifikaci
bilkovin.

3.2. Skérovaci algoritmy pro
identifikaci bilkovin peptidovym
mapovanim

Nedilnou soucasti databazovych vyhledavacich pro-
grami je skorovaci schéma, které funguje jako kritérium
pro spravné setfazeni databazovych vysledkd podle miry
spolehlivosti identifikace bilkoviny. Obzvlasté dilezité je
pouziti vhodného skoérovaciho algoritmu v programu iden-
tifikujicim bilkoviny PMF. NejjednodusS$im kritériem pfi
identifikaci bilkovin pomoci PMF je pocet identifikova-
nych peptidi z experimentalnich hodnot ve srovnavané
primarni struktuie bilkoviny v databazi (¢im vys$si pocet
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Tabulka I
Databazové vyhledavaci programy dostupné na internetu
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Nazev programu  Typ programu Internetova adresa
Protein Prospector (http://prospector.ucsf.edu)
MS-Fit PMF http://prospector.ucsf.edu/ucsthtml4.0/msfit.htm
MS-Tag MS/MS http://prospector.ucsf.edu/ucsthtml4.0/mstagfd.htm
MS-Seq TAG http://prospector.ucsf.edu/ucsthtml4.0/msseq.htm
MS-Pattern TAG http://prospector.ucsf.edu/ucsthtml4.0/mspattern.htm
Mascot (http://www.matrixscience.com)
PMF PMF http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF
MS/MS Ion MS/MS http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS
Search
Sequence Query TAG http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=SQ

PeptideSearch
(http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearchpage.html)
http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearch
http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearch

http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearch

Peptide Search PMF
/Services/PeptideSearch/FR_PeptideSearchFormG4.html
Peptide Pattern TAG
/Services/PeptideSearch/FR_PeptidePatternFormG4.html
Sequence Only TAG
/Services/PeptideSearch/FR_SequenceOnlyFormG4.html
PROWL (http://prowl.rockefeller.edu)
ProFound PMF http://prowl.rockefeller.edu/profound bin/WebProFound.exe
PepFrag MS/MS http://prowl.rockefeller.edu/prowl/pepfragch.html
ExPASy (http://www.expasy.org/tools)
Aldente PMF http://www.expasy.org/tools/aldente
Popitam MS/MS http://www.expasy.org/tools/popitam
Tagldent TAG http://www.expasy.org/tools/tagident.html
Multildent TAG http://www.expasy.org/tools/multiident
PMF
Nékteré dalsi programy
Phenyx MS/MS http://phenyx.vital-it.ch/pwi
OMSSA MS/MS http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/omssa
GFS PMF http://gfs.unc.edu
MS/MS
PepMAPPER PMF http://wolf.bms.umist.ac.uk/mapper
FASTA TAG http://fasta.bioch.virginia.edu
BLAST TAG http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast

PMF — program vyuzivajici molekulové hmotnosti peptidii, MS/MS — program vyuzivajici hmotnosti fragmentovych iontt
z fragmentacniho spektra, TAG — program vyuzivajici interpretované sekvence aminokyselin

nalezenych peptidi, tim spolehlivéjsi je identifikace bilko-
. Tento typ skorovaciho algoritmu je vsak

Viny)6,7,9,10

z dané bilkoviny, coZ v pfipad¢ nizkomolekularnich bilko-
vin Casto neni ani teoreticky mozné. Casto pak dochazi

v mnoha piipadech nedostacujici. Pro spolehlivou identifi-
kaci bilkoviny je v tomto piipadé nutné, aby se v hmot-
nostnim spektru vyskytovaly signdly mnoha peptidi
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k situacim, kdy vysledek databazového vyhledavani obsa-
huje pouze spoustu nadhodnych identifikaci bilkovin posky-
tujicich velké mnoZzstvi teoretickych peptidli, coz pak
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znaéné ztézuje proces identifikace.

Dobry skérovaci algoritmus, ktery bere do Uvahy
prirozené vlastnosti bilkovin, byl poprvé pouzit v progra-
mu MOWSE (cit.*). Zakladem skoérovaci funkce je matice
(/i,) pfifazena zvlast' pro urcity enzym a zvolenou databazi.
Radky této matice pfedstavuji 10 kDa intervaly pro mole-
kulové hmotnosti intaktnich bilkovin a sloupce pak 100 Da
intervaly pro molekulové hmotnosti peptidd vzniklych
Stépenim bilkovin v databazi zvolenym enzymem. Hlav-
nim divodem pro seskupeni molekulovych hmotnosti pep-
tidd timto zpisobem je rtizna Cetnost téchto hmotnosti pro
jejich rizné hodnoty (nizkomolekularni peptidy jsou Cet-
n¢j$i nez vysokomolekularni), ktera je také navic zavisla
na molekulové hmotnosti bilkoviny. Frekvencni hodnota
prvku matice (F;)) je spocitana jako podil poctu peptidi
v odpovidajicim prvku matice (&;;) a souctu vSech peptidii
pro cely 10 kDa interval molekulové hmotnosti bilkoviny
(suma v8ech hodnot v fadku matice, X; N;):

Tyto frekvencni hodnoty prvkli matice jsou pak pro
kazdy 10 kDa interval (fddek matice) normalizovany
vzhledem k nejvétsi frekvencni hodnoté prvkd matice
Fimax = max; F;; a vysledek pro kazdy prvek matice je f;; =
Fij ! Fimax, c0Z je realné ¢islo mezi 0 a 1. Vlastni databazo-
vé vyhledavani probiha nasledovné: kazda polozka v data-
bazi (tj. molekulové hmotnosti peptidt teoreticky nastipa-
né sekvence bilkoviny) je porovnana s naméfenymi daty.
Experimentalni hmotnosti peptidi neodpovidajici zadné
teoretické hodnoté jsou ignorovany. Pro kazdou experi-
mentalni molekulovou hmotnost odpovidajici né&které
z teoretickych molekulovych hmotnosti peptidd porovna-
vané bilkoviny je pfifazena normalizovand frekven¢ni
hodnota odpovidajiciho prvku v matici (f;;) a tyto hodnoty
jsou navzajem vynasobeny, coz poskytuje soucin P,. Ko-
necna hodnota vysledného skore je ziskana jako prevrace-
na hodnota sou¢inu P, s naslednou normalizaci tohoto
vysledku na bilkovinu o molekulové hmotnosti 50 kDa za
ucelem redukce ndhodné akumulace skore pii porovnavani
se sekvencemi vysokomolekularnich bilkovin (M oznacuje
molekulovou hmotnost v kDa aktualné porovnavané bilko-
viny v databazi):

50
P xM

n

skore =

Hlavni ptfednosti tohoto skorovaciho algoritmu je, Ze
dava peptidim s vyssi molekulovou hmotnosti vétsi skoro-
vaci vahu a kompenzuje nendhodné distribuce molekulo-
vych hmotnosti peptidil v bilkovinach o rfizné molekulové
hmotnosti.

Skorovaci schéma MOWSE pro PMF metodu je po-
mémé rozsitené. Program MS-Fit (cit.’") v Protein Pro-
spectoru’ pouziva toto schéma v Caste¢né pozménéné
form&™2. Skérovaci matice je vypodtena poté, kdy jsou jiz
na databézi aplikovana kritéria pro druh organismu a roz-
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sah mozné molekulové hmotnosti identifikované bilkovi-
ny. Matice m4 11 intervall pro molekulovou hmotnost
bilkoviny (10 intervald po 10 kDa az do molekulové hmot-
nosti 100 kDa, 11. interval je uréen pro vSechny molekulo-
vé hmotnosti bilkovin nad 100 kDa) a 30 intervalii pro
molekulové hmotnosti peptidii (pro 100 Da intervaly az do
3000 Da; peptidy s vyssi molekulovou hmotnosti se neza-
pocitavaji). Peptidy bez vynechaného §tépného mista ve
struktufe prispivaji faktorem 1, zatimco peptidy majici
n&jaka vynechana §tépna mista piispivaji faktorem nazyva-
nym ,,pfactor”, ktery zadava uzivatel. Nalezené peptidy se
pak déli do dvou skupin: skorujici peptidy (napf. nemodifi-
kované peptidy) a neskorujici peptidy (napt. peptid s oxi-
dovanym methioninem a tentyZ peptid bez oxidovaného
methioninu nebyl nalezen). Vysledné skore se pak jiz poci-
ta stejnym zptisobem jako v pripadé algoritmu MOWSE.

Jinym Siroce pouzivanym programem PMF je Mascot
Peptide Mass Fingerprinting™ v souboru programii nazy-
vaném Mascot™. Cilem skorovaciho algoritmu v Mascot
PMF je poskytnout jednoduché pravidlo, které umozni
rozhodnout, zda je vysledek identifikace relevantni ¢i ni-
koliv. Déale by mél poskytnout hodnotu skore, jez by se
dala srovnat s vysledky aplikace jinych databazovych vy-
hledavacich nastroju a ktera by téZ slouzila k optimalizaci
parametrll databdzového vyhleddvani. Program PMF
Mascot pouziva pravdépodobnostni skoérovaci systém
MOWSE. Algoritmus je zalozen na vypoctu pravdépodob-
nosti P, ze pozorovana shoda mezi experimentalnimi hod-
notami a teoretickymi hodnotami posuzované bilkoviny
v databazi je nahodna udalost®. Jako vyznamné se pova-
zuji hity s pravdépodobnosti P niz§i nez 0,05. Z praktic-
kych davodt (napt. pro lepsi shodu mit vyssi skore) je
celkové skore udavano jako —10 log;o P. Detailnéjsi popis
skorovaciho algoritmu nebyl publikovan.

Dalsim z fady PMF identifika¢nich programi je
ProFound (cit.*®) na adrese programového komplexu
PROWL (cit.*”). Skérovaci algoritmus ProFoundu pouZiva
vypocet bayesovské pravdépodobnosti, ze porovnavana
bilkovina z databaze je analyzovanou bilkovinou
v experimentu®®. Tato pravdépodobnost je po¢itana za
nasledujicich pfedpokladi: /) analyzovand bilkovina je
pfitomna v databazi; 2) v§echny detegované ionty ve spek-
tru pochazeji z enzymatického Stépeni analyzované bilko-
viny; 3) nahodna shoda experimentalni a teoretické mole-
kulové hmotnosti peptidu se neuvazuje, vSechny shody
jsou povazovany jako shody s teoreticky predpovézenymi
peptidy. Pravdépodobnost hypotézy, ze ,bilkovina £ je
analyzovanou bilkovinou“ za podminky danych experi-
mentalnich dat D a okolnich informaci / (volby databazo-
vého vyhledavani), je dana nasledujici rovnici®®:

-

(N=n)!1- f My =y, & [
P(k| DIy P(k|I max min_ o e _
k| DDy o P ID=0 =T T - zp 2

s normaliza¢ni podminkou

> P(k|DI)=1

kedatabaze
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kde P(k|l) je pravdépodobnost hypotézy k za dané okolni
informace 7; N je teoreticky pocet peptidii generovanych
z bilkoviny £ enzymem pouzitym v experimentu; 7 je pocet
nalezenych peptidQ; #,u—min je rozsah naméfenych mo-
lekulovych hmotnosti peptidd; m; je naméfena molekulova
hmotnost i-t¢ shody s nasobnosti g; (pocet teoretickych
peptidi odpovidajicich m;); m;; je vypoctend molekulova
hmotnost j-tého peptidu v i-té¢ shod¢; o; je standardni od-
chylka méfeni molekulové hmotnosti o hodnoté m; a F. ..
empiricky ¢len zvySujici pravdépodobnost v pfipade, ze
byly pozorovany prekryvajici se nebo po sob¢ jdouci pep-
tidy. Na zéklad¢ pravdépodobnostni hodnoty pro kazdou
bilkovinu v databazi ProFound spocita tzv. skore Z, které
urcuje, jak vyznamné se identifikovana bilkovina 1isi od
identifikace prostfednictvim nahodnych shod molekulo-
vych hmotnosti v databazi®’.

Tato prace byla podporena prostredky vyzkumného
centra MSMT 1M06030 ,, Funkcni genomika a proteomika
rostlin“.
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Referat

P. Rehulka, H. Rehulkovd, and J. Chmelik
(Institute of Analytical Chemistry, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Brno): Acquisition of Proteomic
Data Using Mass Spectrometry and Their Bioinformat-
ics Interpretation

Purpose of Review

The review provides a brief overview of techniques
used for interpretation of mass spectrometric data acquired
in proteomic experiments.

Findings

Processing of the data by bioinformatics is an impor-
tant part of protein identification in proteomics. Analyzed
samples can be measured using different mass spectromet-
ric techniques and the obtained data require different
methods of processing. Genomic databases rapidly grow
and a suitable way of manipulation with data becomes
a crucial step for their correct interpretation.

Conclusions

Basic methods of interpretation of mass spectrometric
data are summarized and some examples show how the
corresponding programs work.
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