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v sob¢ spojuje schopnosti n¢kolika starSich aplikaci. Navic pridava
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Uvod

1 Uvod

Bioinformatika je mezivédnim oborem, ktery v poslednich dvou desetiletich nabyva stale
vétstho vynamu pii podpofe vyzkumu v biologickych oborech. Tato prace se v prvni Casti
vénuje kratkému shrnuti Cinnosti, kterymi se bioinformatika zabyva. Z prostorovych divodia

neptjde ani v nejmensim o podrobné, natoz o vycCerpavajici shrnuti.

Stézejni Casti této prace je totiz praktické vyuziti bioinformatiky, konkrétné vyvoj
specializovaného softwaru pro potieby biologického vyzkumu na Katedie biochemie PiF UP v

Olomouci.

Prvnim popisovany softwarem je webova aplikace ProteinCutter, ktera byla vytvorena s cilem
ziskat nastroj pro predikci §tépeni proteint. Cilem pfitom bylo splnit specifické pozadavky KBC
PiF UP, kterym nevyhovoval zadny stavajici software. Dal§im pozadavkem bylo spojit do
jediného nastroje funkce, které byly dostupné i v jinych nastrojich, ale Zzadny z nastroju
neobsahoval vSechny z pozadovanych funkci. Ve vysledku tak vznikl software, ktery je v
mnoha ohledech unikatni a souc¢asné v sobé spojuje schopnosti, které byly doposud dostupné na

vice nastrojich.

Druhym softwarem je jednoucelova aplikace Izotop, jejimz ukolem je vypocet rychlosti
biosyntézy cytokinind z hmotnostné spektrometrickych dat. Tato aplikace je mén¢ vyznamna, je

zde ale uvedena, nebot byla soucasti publikovaného ¢lanku, ktery je prilohou disertacni prace.

Nejvyznamnéj§im softwarovym nastrojem je vSak aplikace Biospean, které je zde vénovana
nejvetsi cast. Slouzi k analyze a porovnavani hmotnostnich spekter, pficemz podnétem k jejimu
vytvoreni byl nedostatek vhodného a dostupného softwaru schopného porovnavat hmotnostni
spektra hromadné. Aplikace umoziuje nahradit podobné zamétené komer¢ni aplikace, nema
nekteré jejich nevyhody a je vice zaméfena na specifické potieby KBC PiF UP. Svym pojetim

se v mnoha ohledech vymyka ostatnim aplikacim z této oblasti.

Vsechny z uvedenych aplikaci byly jiz pouzity k vyzkumnym ucelim, pficemz ziskané

vysledky jsou soucasti publikovanych ¢lankt, které jsou ptilohou této prace.



Cile prace

2 Cile prace

Hlavni cile pfedlozené prace byly nasledujici:

1) Zpracovani souhrmného ptehledu o roli bioinformatiky v soucasné veédé, ukolech které
plni a prostfedcich, které pouzivd. S ohledem na zaméfeni praktické Casti prace je
zvlastni dliraz vénovan na vyuziti bioinformatiky pro biologii, zvlasté pro proteomiku a

hmotnostni spektrometrii.

2) Vytvoteni softwaru pro predikci proteomického stépeni. Vysledkem je webova aplikace

ProteinCutter, které se vénuje druha ¢ast této prace.

3) Vytvoreni softwaru pro vypocet rychlosti latkové vymény (syntéza cytokininl).
Vysledkem je webova aplikace Izotop, které je vénovana tieti ¢ast prace.

4) Vytvoreni softwaru pro analyzu a hromadné porovnani hmotnostnich spekter. Tento
ukol je nejvyznamnéjsi Casti této diserta¢ni prace. Vysledkem je webova aplikace

Biospean, kter¢ je vénovana Ctvrta cast prace.

V dobé odevzdani této prace jsou uvedené aplikace vefejné pfistupné na webovych strankach

Katedry biochemie PfF UP (http://biochemie.upol.cz/soft.php).
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3 Bioinformatika jako védni obor

3.1 Bioinformatika a dlvody jejiho vzniku

Bioinformatika je védni disciplina s relativné kratkou historii. Z jejiho nazvu lze usoudit, Ze se
jedna o hrani¢ni (mezioborovou) védu mezi biologickymi obory (biologie - nauka o zivych
organizmech) a informatikou (védy zabyvajici se ziskdvanim, uchovavanim, zpracovanim,

vyuzitim a prezentaci dat).

Definice bioinformatiky neni jednoznacna, coz ukazuje i ¢ast rozhovoru ,, Bioinformatika - na

pul cesté mezi algoritmy a Zivotem ™ s Doc. Fatimou Cvrckovou z inora 2006 [BWord 2006]:

Jak bioinformatiku chdpete vy sama, respektive v jaké podobé se ji zabyvdte a co

v ramci tohoto piedmétu vyucujete?

Napadlo mne onehdy najit si ceskou definici bioinformatiky na Googlu. Na jednom
z prvnich mist na mé vybéhl prispévek z elektronické konference Zahady,
podrubrika Psychotronika, podle kterého je bioinformatika obor, ktery se zabyva
jevy, jako je hypnoza, telepatie, dalkové vnimani... Jak vidno, s definici

bioinformatiky to zjevné neni tak uplné jednoduche.

Mneé se libi dosti rozsirené pojeti, podle nehoz je bioinformatika oblast na pomezi
biologie a informatiky, kterd se zabyva zpracovanim, prohledavanim a analyzou
dat o sekvenci, strukture a popripade i funkci biologickych makromolekul, tedy

hlavné DNA a proteinil.

V literature se ale da najit i vymezeni Sirsi — totiz Ze do bioinformatiky patii
Jjakékoli vyuzZiti pocitacii k hledani odpovédi na biologické otazky. Pak by tam
spadlo take statistické zpracovani fyziologickych, lékarskych a dokonce i
ekologickych dat. Nemyslim ale, Ze by toto SirsSi vymezeni (odpovidajici zhruba
anglickému terminu "computational biology") bylo k nécemu dobré. 1o jsou jind
téemata, délaji to obvykle jini lidé a jinymi metodami, nanejvys nékdy na stejném
hardwaru. Mozna se takovad definice mize hodit teba k vymezeni struktury
pracovisté ¢i ke zdivodnéni zZadosti o penize, kdyz se zrovna nosi mezioborovost,

ale jinak sotva.
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Takze i z citovaného je zfejmé, Ze jednoznacné vymezeni neni a nékteré definice mohou byt
vicemén¢ usmévné. O nejednoznacném vymezeni definice bioinformatiky se hovofi i na Wiki

strance portalu Bioinformatics.org [Bioinformatics], kde je uvedeno [BioinformaticsWiki]:

Bioinformatics has been defined many different ways, since practitioners do not
always agree upon the scope of its use within the biological and computer
sciences, but it is always considered a combination of both sciences, along with

other contributing disciplines.
Cesky:

Bioinformatika je definovina mnoha riiznymi zpiisoby, protoZe odbornici se ne
vzdy dohodnou na rozsahu pouziti v ramci biologie a informatiky, ale je vidy

povazovana za kombinaci obou véd, spolu s dalsimi prispivajicimi obory.

Uved’'me si pro srovnani jednu z definici v ¢estin€ [CzWiki Bi]:

Bioinformatika je vedni disciplina, ktera se zabyva metodami pro shromazdovani,
analyzu a vizualizaci rozsahlych souboru biologickych dat, zejména dat

molekuldrne-biologickych.

Predméetem zdjmu a pouzivanymi metodami se bioinformatika prolina s dalsimi
pribuznymi obory, napr. molekularni biologii, genomikou, proteomikou, genetikou,
vypocetni biologii, matematickou biologii, systémovou biologii, teoretickou
biologii, biomedicinskou informatikou, biomedicinskym inzenyrstvim, vypocetni

chemii, informatikou a pocitacovou lingvistikou.

Z této Siroké definice vyplyvaji jednak nastroje a jednak oblasti plisobeni bioinformatiky.

V prvni ¢ast definice uvadi, co jsou pracovni prostfedky bioinformatiky. Jedna se o vyuziti
vypocetni techniky, informatiky a pfibuznych obord s cilem ziskat, vyhodnotit, reprezentovat a
vizualizovat biologicka data tak, aby byla pfijatelnym zplsobem srozumitelna pro ¢lovéka.
Bioinformatika tedy nepouziva laboratof, ale pracuje in silico (na pocitaci ¢i jiném zafizeni
tohoto druhu), kde zpracovava data, ktera pouze reprezentuji to, co se odehrava ve skutec¢nosti,

at’ uz in vivo nebo in vitro (nazivo nebo laboratorng).

Pracovnimi nastroji bioinformatiky jsou potom vypocetni technika a metody z oblasti
informatiky (technologie, néstroje a algoritmy) a s ni blizce ptfibuznych oborti — matematiky,

statistiky, fyziky, inzenyrstvi a dal$ich védnich, technickych a technologickych obort.
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Druhé cast definice specifikuje jaky druh dat se zpracovava. Neni toho malo. Do oblasti
plsobeni bioinformatiky snadno zahrneme velice Siroky zabér Cinnosti, po¢inaje vyzkumem
molekul pfes oblast proteomiky, genetiky, rizné druhy pocitacového modelovani az po
software, ktery fidi moderni lékafské pfistroje. Svym zplisobem zacina bioinformatika u
digitalniho lékatského teploméru a konci u zafizeni za stovky miliond, kterd slouzi napft. pro

krystalografii.

Zde je tfeba si uvédomit, Ze v dneSni dobé vypocetni techniky oblast pisobeni bioinformatiky
zacina de facto uz v samotné laboratofi (nebo na jiném misté, kde se zkoumany d¢j odehrava),
kde n&jaké zarizeni (senzor) ziska data reprezentujici sledovanou skuteCnost a v digitalizované
formé je zaznamend. Tato data jsou poté zpracovana, ulozena a dale vyuzita, vyhodnocena ¢i
interpretovdna dal$imi zafizenimi. Vé&tSinou s cilem, aby na konci celého procesu byl vystup ve

formé, ktera je srozumitelna a pouzitelna pro ¢loveka.

Z uvedeného tedy vyplyva, ze bioinformatika je ,,jen* podpurny obor, jakasi servisni sluzba,
ktera pfevezme data od specialistli primarnich obor (chemikt, biologii, biochemiki, 1ékarit),
zpracuje je a vyhodnocené vysledky ve srozumitelné formé vrati témto specialistim k

interpretaci.

Historické diivody pro vznik bioinformatiky (a dalSich podpurnych obord) vyplyvaji z rozvoje
technologii uzivanych ve védeckém vyzkumu a z problémi, které tim vyvstaly. Technologicky
pokrok v poslednich desetiletich oteviel vétsiné exaktnich oborti dosud nevidané moznosti v
podob¢ laboratornich pfistroji a méficich zatizeni, které dokazi poskytnout védcim obrovské
mnozstvi udajl.

A pravé mnozstvi zméfenych dat je paradoxné zdrojem problému. Pfistroje doslova chrli
zaplavu syrovych dat v podobé Cisel, kterd v jakési formé reprezentuji redlné skutecnosti.
Ptistroje snadno vyprodukuji megabyty dat, které se v ramci celého projektu snadno zméni v
gigabyty Ci terabyty. A neni v lidskych silach je zpracovat ru¢né. V mnoha oborech ziskdavame
data tak rychle, Ze je nesta¢ime zpracovavat. Da se fici, Ze pro vétSinu exaktnich védy je v
soucasnosti nejveétsi brzdou rychlejsiho pokroku praveé nedostatek kapacit pro vyhodnocovani

ziskanych dat.

Proto se k vétSin¢ exaktnich obord ptidruzuji podptrné obory, které se zabyvaji prave
zpracovanim dat pomoci vypocetni techniky. Jejich tkol je jediny — pfefiltrovat pomoci
dimyslnych algoritmti data tak, aby lidsky prvek umistény na konci celého zpracovéani byl

usSetien manualniho zpracovani dat a dostal jen takové informace, které potebuje pro rozumové
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vyhodnoceni a vyvozeni zavért. Piestoze stroje za nas nedokazi kreativné myslet (a doufejme
ze toho nikdy nebudou schopny), je dnes jejich role pfi automatizovaném vyhodnoceni vysledkii

nezastupitelna.

V piipadé biochemie mizeme jako piiklad uvést hmotnostni spektrometrii. Z jediného
zkoumaného vzorku ziskdme data v ¥adu jednotek megabytii. Radové podobné velikosti dat
ziskame i z metod, které jsou zalozené na zpracovani a analyze obrazu. Napiiklad vicerozmérna
chromatografie ¢i rentgenova krystalografie. V piipadé skenu napt. z gelového skeneru dosahuje
velikost dat snadno hodnot v jednotkdch az desitkdch megabyt. Pouhych tisic vzorkli pak

predstavuje v souc¢tu obrovské mnozstvi dat.

Stejnym problémim celime napt. pfi analyze sekvenci DNA ¢i studiu proteint, kdy pracujeme
se sekvencemi, které obsahuji tisice prvki. A opét se jedna o situaci, kterd bez vypocetni

techniky a vysoké miry automatizace neni fesitelna.

Pro predstavu o tom, o jak velkém objemu dat se bavime, uved'me, ze kdybychom si chtéli na
tiskarn¢ vytisknout data o velikosti jednoho megabytu, neboli 1048 576 Byti (kazdy
odpovidajici nékterému z 256 znakti ASCII tabulky), vyslo by z tiskarny asi 582 normostran'
textu. Bézné CD (700 MB) tak mutze obsahovat vice nez 400 tisic stran textu a DVD nosic¢

(4,7 GB) jiz 2,8 milionu stran textu.

Vyzkumny projekt tedy miize snadno vyprodukovat a vyzadovat zpracovani dat, jejichZ objem
je ekvivalentni milionim stran textu. Takové mnozstvi dat opravdu nelze zpracovat ,,ruéné“ a

vyzkum je v takovém piipad€ na vyuziti vypocetni techniky pfimo zavisly.

Z vyse uvedeného je tedy ziejmé, ze bez riznych forem bioinformatiky se soucasné biologické
obory neobejdou a jeji vyznam dale poroste s potiebou zpracovavat stale vétsi mnozstvi dat.
A ackoliv bioinformatika sama o sob¢ neni klasickou védou a nepfinasi klasicky védecky
pokrok tak jak je laicky vniman (tj. posunovani védeckych poznatkil), je podptirnym nastrojem
zasahujicim do mmoha obortl, ktery klasické védé (tak jak je tradicné chédpana) otevira

prostiedky pravé pro onen klasicky védecky vyzkum.

Tato prace se ovSem bude zabyvat pouze Uzkou c¢asti bioinformatiky a to zpracovanim dat
tykajicich se biochemie, konkrétné biologickych makromolekul. Ve skutecnosti je zaméteni

jesté uzsi a to na softwarovou analyzu dat ziskanych hmotnostni spektrometrii.

1 Pojem normostrana definuje stranku textu obsahujici 30 fadkt a 60 znakl na fadek, coz je zhruba ekvivalentni strané ve
formatu A4.

—6—
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3.2 Kdo je bioinformatik

Je také na mist¢ si polozit otizku, kdo je bioinformatikem, resp. koho mizeme za
bioinformatika povazovat. Pokud se zamyslime nad vSemi oblastmi bioinformatiky, zjistime, Ze
stanovit pfesnou hranici neni mozné. Soucasné je problém specialistu bioinformatika najit,
protoze malokdo ma soucasné talent pro biologickou i technickou stranku bioinformatiky.

Mezioborova odlisnost je opravdu velka a rozsah obou oborti pfili§ rozsahly.

V podstaté pouhym konzumentem bioinformatiky je zaSkoleny uzivatel. Muze to byt védec
pracujici s pocitacovou aplikaci stejné tak, jako tfeba obsluha napt. nemocni¢niho tomografu.
Ackoliv takové osoba pfili§ nerozumi tomu, na jakém principu zafizeni funguje, je zaskolena
jak je pouzit, je schopna na své uzivatelské trovni provést bézné provozni nastaveni a je
schopna zadat vstupni data a pfevzit vypoctené vysledky. Takovy uzivatel viilbec nemusi
rozumét informatice a samotné zafizeni je pro néj jen ¢erna krabicka s tlacitky na ovladani.
I kdyz se jedna o vyuziti bioinformatiky, takovou osobu za bioinformatika asi oznacime jen
stézi.

Za Dbioinformatika uz muze byt povazovan pokrocily uzivatel, ktery je odbornikem na
biologicky obor a soucasné je obeznamenym s informatikou a jejimi technologiemi na takové
urovni, aby rozumél tomu, jak zafizeni nebo nastroj pracuje. Takovy ¢lovek dokaze nejen
pouzivat napf. specializovany software, ale dokaze jej na pokrocilé urovni i nastavovat,
spravovat, modifikovat a v ptipad¢ potieby jej pouzit inovativnim zplisobem, napf. tak, ze spoji
dohromady dva dosud nezavislé nastroje tak, aby spolupracovaly a vytvofily novou funk¢nost.
Takové pouziti uz vyzaduje hlubsi znalosti vypocetni techniky, znalost fungovani pocitace,
alespoii zakladni povédomi o typech a struktute datovych soubori a dalsi pokrocilé znalosti, v¢.

zakladii programovani.

Takového Cloveéka uz mlzeme oznacit za bioinformatika. Zvlada svtij biologicky obor na
vysoké odborné rovni a pfitom rozumi vypocetni technice, vi jak jsou skutecnosti z realného
sveéta reprezentovany v pocitaci a dokaze s takovymi daty pracovat takovym zplsobem, ze ma
nad zpracovanim dat piehled a kontrolu. Takovy bioinformatik ,,vznikne* tak, ze se biochemik
(nebo podobny specialista) nau¢i néco vice o pocitacich. Pfesto u ného bude prevladat ptivodni
biologicka odbornost a v oblasti informatiky mu bude chybét potfebna intuice a celkovy

rozhled.

Opacnym piipadem bioinformatika je pivodné informatik, ktery se dostane ke zpracovani

biologickych dat. U né&j bude silnou strankou znalost technologii a dostate¢ny piehled o vSech

S
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strankach vypocetni techniky, ale bude siln¢ chybét intuice a rozhled v biologickém oboru.
Bude schopen vytvaret pocitacové programy, feSit problémy pomoci matematickych a
statistickych metod, kombinovat rizné druhy nastroji, zpracovavat data pomoci databazi,
sestavit a zprovoznit vypocetni techniku pro rozsahlé vypocetni ticely (napf. clustery) a spoustu

dalsiho. Nicméné bude zavisly na komunikaci s odborniky na biologickou stranku oboru.

Otazkou k diskusi tedy je, jestli je lepsi bioinformatika ,,vytvofit* tak, Ze biologa/biochemika
doskolime na programovani, nebo zda vzit informatika a naucit ho néco z biologie. Oba ptfipady
maji stejnou nevyhodu — obéma bude chybét znalost druhého oboru a predevsim potiebna
intuice a vztah k nému. Neni to néco, co by se dalo brat na lehkou vahu. Kazdy ¢lovék ma
ptirozen¢ dané primarni zaméfeni a jiny obor se sice miiZze vice ¢i méné mechanicky naucit, ale

tézko se v ném bude citit jisty. Univerzalni jedinec zvladajici oboje by byla velké vyjimka.

Jednoznacnéd odpovéd’ co je lepsi tedy neni. Pokud budeme shanét spiSe odbornou obsluhu jiz
existujiciho systému, je lep$i varianta zaSkoleného biologa. Pokud ovSem budeme potiebovat
vytvofit novy nastroj, programovat, pokud bude nutné zpracovévat riiznorodd data v surové
podob¢ a pokud bude tieba vyuzivat vypocetni techniku kreativnim zplisobem a kombinovat

razné postupy, je lepSim fesenim zaSkoleny informatik.

Ur¢itou vyhodou informatika v tomto piipad¢ je, Ze je diky povaze svého oboru zvykly zcela
bézné prevadet obecné problémy z realného svéta do pocitatové reprezentace. Informatik bézné
tesi problémy typu potfebujeme evidenci skladu, potiebujeme analyzu dopravy, potfebujeme
fidici software pro vytah, potfebujeme vizualizaci technickych vykrest ... Informatik je prosté
zvykly divat se na rtiznorodé situace v realném svété technickym pohledem a interpretovat
realitu do podoby algoritmu. ReSeni bioinformatické ulohy vzdy zagina pievedenim biologické
reality do pocitacové reprezentace. Jen tento prvni krok vyzaduje uzkou komunikaci s
odborniky z biologického oboru. Zbytek uz je jen rutinni prace s vypocetni technikou. A zde uz

ma informatik proti biologicky vzdélanému kolegovi navrch.

V praxi nejefektivnéj$im feSenim by zifejmé byl pracovni tym slozeny jednak z biologicky
vzdélaného experta zaSkoleného do vypocetni techniky a jednak z informatika zaskoleného do
zakladl biologického oboru. Jejich spoluprace by eliminovala nevyhody, ktery by méli, pokud

by pracovali samostatné.
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3.3 Vyuziti bioinformatiky v oblasti biochemie

Biochemie vyuziva sluzeb bioinformatiky v n€kolika smérech. Nejcastéji zminovanou oblasti je
sekvencni analyza, kterd je vétSinou délena na dvé samostatné Casti. A to konkrétné na
sekvencni analyzu proteinii a na sekvencni analyzu nukleovych kyselin. Obé analyzy se
zabyvaji studiem a porovnavanim sekvenci fetézci molekul, konkrétné proteinovych a
nukleovych. A zde nardazime na dvoji vnimani této problematiky, na odliSny pohled z thlu
informatika a biochemika. Ackoliv se po strance informatiky a technické realizace jedna u obou
sekven¢nich analyz o prakticky jedno a totéz (zpracovani textovych fetézci a jejich porovnani),

z hlediska biochemie jde o zcela odli$né oblasti.

Dal§i vyznamnym polem pusobeni bioinformatiky v oblasti biochemie je strukturni
bioinformatika. Zabyva se studiem a modelovanim prostorového uspotadani molekul. Zde se uz
z hlediska technické realizace jedna o pomérné naro¢nou disciplinu, ktera vyZaduje rozsahlé
zapojeni matematiky a dalSich oborti. Napf. krystalografie vyuziva fyzikalni principy a

zpracovani vysledki se neobejde ani bez téchto znalosti.

Nesmime zapomenout ani na dal$i vyznamnou oblast, kde se bioinformatika také uplatfiuje a
tou je hmotnostni spektrometrie. Analyza a porovnani hmotnostnich spekter ma velky vyznam
pro rychlou identifikaci zkoumanych vzorkt a jejich vice ¢i méné automatizované zpracovani
vyrazné zjednodusuje praci. Zpracovani dat z hmotnostni spektrometrie je postaveno na analyze
pribéhu signalu, coz je problém predevs§im z oblasti elektrotechniky. Hmotnostni spektrometrie

ptitom fakticky predstavuje zcela samostatny obor, ktery se netykd jen biochemie.
Analyza dat z hmotnostnich spekter, jejich srovnani a predikce je i naplni tato prace.

Bioinformatika je samoziejmé vyuzitelnd i pro dalsi ulohy. Namatkou mtizeme zminit naptiklad
analyzu dat z riznych separacnich metod, napt. gelové elektroforézy, kde se vypocetni technika
uplatni napf. pii analyze skenii z gelového skeneru. Tim se dostavame k dalSi vyznamné

disciplin€ informatiky, kterou je zpracovani obrazu.

Pojd’'me se podrobnéji podivat na jednotlivé oblasti.
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3.4 Sekvencéni data — zaznam proteind a nukleovych kyseliny

Vyznamnou soucasti bioinformatiky je analyza sekvenci proteinti a nukleovych kyselin,

resp. dat, kterd tyto sekvence reprezentuji.

Proteiny jsou biopolymery s relativni molekulova hmotnosti 10° aZz 10° sloZené z aminokyselin.
V biologii a biochemii se pojmem aminokyseliny vétSinou rozumi alfa-L-aminokyseliny.
Dvacet, resp. dvaadvacet, zdkladnich aminokyselin tvofi hlavni stavebni slozku vSech proteint.
Tyto aminokyseliny spojené peptidovu vazbou vytvaii dlouhé linearni fetézce, které jsou
zékladem veskerého zivota. Pocet existujicich proteini je velmi vysoky — diky dvaceti
aminokyselinam je pii délce Fet€zce n mozné vytvofit n”’ kombinaci. To je &islo opravdu
vysoké. Pii pouhych deseti aminokyselinach (tzv. oligopeptid, coz ani neni povazovano za
protein) dostdvame 10%° (jednicka s dvaceti nulami) rtznych kombinaci. Posloupnost
aminokyselin v kazdém proteinu je oznaCovana jako primarni struktura. Znalost primarni

struktury je zdkladem pro vyzkum proteinu.

Nukleové kyseliny jsou makromolekularni latky, které tvofi polynukleotidové fetézce. Tyto
fetézce zajistuji uchovavani a prenos genetickych informaci. Zatimco deoxyribonukleova
kyselina (DNA) je v podstaté zdrojovy koéd programu pro tvorbu Zivych bun¢k a jejich ¢innost,
ribonukleova kyseliny (RNA) ma fadu podtypu, které plni rizné specifické role. Nukleové
kyseliny tedy nalezneme ve vSech zivych buiikach a virech. Tvofi je posloupnost nukleotidd,
coz jsou jsou fosforylované nukleosidy. Nukleotidy jsou zakladnimi stavebnimi kameny
nukleovych kyselin podobné jako aminokyseliny u proteini. Jejich posloupnost (opét

oznacovana jako primarni struktura) v sob€ uchovava genetickou informaci.

Z hlediska pocitacového zpracovani je nutné oba tyto typy sekvenci néjakym zplsobem
reprezentovat ve formée, ktera je pouzitelna pro pocitac. Zde je celd situace nastésti velice
jednoduchd. Jednak existuje mezindrodné uzndvany systém znaceni pomoci pismen (IUPAC
kod) [Tabulka 1], ktery je snadno Citelny pro ¢lovéka a je souc¢asn¢ vhodnou datovou formou
pouzitelnou pro pocitac. A druhou vyhodou je, Ze proteiny i nukleotidy maji na Grovni primarni

sekvence jednoduchou linearni strukturu, ktera je snadno zpracovatelna pocitacem.

— 10—
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Symboly jednotlivych nukleotidi a aminokyselin jsou nasledujici:

nukleotidy — nukleové kyseliny aminokyseliny — proteiny
A adenin A Ala | alanine
C cytosin B Asx | aspartat nebo asparagin
G guanin C Cys | cystein
T thymin D Asp | aspartat
U uracil E Glu | glutamat
R Anebo G F Phe | fenylalanin
Y Cnebo T G Gly | glycin
S G nebo C H His | histidin
Y Anebo T I Ile |isoleucin
K Gnebo T K Lys |lysin
M Anebo C L Leu |leucin
B Cnebo Gnebo T M Met | methionin
D Anebo Gnebo T N Asn | asparagin
H A nebo Cnebo T P Pro | prolin
\Y A nebo C nebo G Q Gln | glutamin
N jakékoliv baze R Arg | arginin
.nebo - | mezera S Ser | serin
T Thr | threonin
\Y Val |valin
\Y Trp |tryptofan
X Xaa | jakakoliv aminokyselina
Y Tyr | tyrosin
V4 Glx | glutamin nebo glutamat

Tabulka 1: Znakova reprezentace nukleotidit a aminokyselin dle [IUPAC

zdroj: hitp://www.bioinformatics.org/sms2/iupac.html [26. 6. 2013]
Cvrckova F. (2006) Uvod do praktické bioinformatiky, str.16 ,Academia, Praha, 2006

Diky témto dvéma skutecnostem (pismena jako symboly a linedrni stuktura) je princip zdznamu,
ulozeni a zpracovani sekvencnich dat v pocitaci zredukovan na v praxi pomérné ,.trivialni praci
s textovymi fetézci, kde zdznam sekvence tvoii fada po sobé nasledujicich pismen
reprezentujicich jednotlivé stavebni prvky. Prace s textovym fetézcem sice neni pro samotny
pocitac zcela trividlni a rychld (po strance vypocetni rezie je prace se znaky naroc¢néjsi nez s

Cisly), ale je jiz spolehlivé zvladnuta a prakticky ovétena.

Pro zaznam struktury proteinové nebo nukleotidové sekvence se pouZije prosta posloupnost,
ktera se ulozi do souboru nebo databaze. Pokud se sekvence uklada do souboru, jedna se o
ulozeni v podobé prostého textu (plain text), konkrétn¢ pomoci znakové sady ASCII [ASCII]
(zékladnich 128 znakt ,,pocitacové abecedy*). Vyhodou takového zplisobu zaznamu je, Ze lze

oteviit v prakticky jakémkoliv textovém editoru®.

2 Textovy editor je program pro editaci neformatovaného textu. Pfikladem takového velmi jednoduchého programu tohoto typu
je napf. Notepad (Poznamkovy blok). Existuji samoziejmé i dal§i (mnohem mocnéjsi) editory vhodné pro tento tucel a schopné
editovat obsah na urovni jednotlivych znakid. Naprosto nevhodnym nastrojem jsou ovSem textové procesory (napt. MS Word),
které nedovoli upravit samotny obsah a svym specifickym zptisobem ukladaji nejen textovy obsah, ale i jeho formatovani.
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Samotna sekvence vSak Casto nestaci a je Zaddouci mit v souboru uloZené dalsi informace. Proto
bylo zavedeno né¢kolik riznych formati a jejich modifikaci, které v ramci smluvenych pravidel

umoziuji vlozit do textu i dalsi informace o sekvenci, napt. nazev a dal$i poznamky.

Oblibenym a velmi rozSifenym formatem pro uloZeni je format FASTA [FASTA 1]. Jde o
textovy format [FASTA 2], ktery pouziva znaku ,>* k oznaceni zac¢atku obsahu. Pfitom samotny
oznaCeny fadek neni sekvenci, ale pouze popisem. Je to fakticky hlavicka, které obsahuje
jednak nazev ¢i jiné oznaceni sekvence a mliize samoziejmé obsahovat i dal$i informace, napf.

komentare. Samotna sekvence za¢ina az na dalSim radku.

Ptiklad obsahu souboru ve formatu FASTA:

>gi|186681228 |ref|YP 001864424.1| phycoerythrobilin:ferredoxin oxidoreductase
MNSERSDVTLYQPFLDYATIAYMRSRLDLEPYPIPTGFESNSAVVGKGKNQEEVVTTSYAFQTAKLRQIRA
AHVQGGNSLQVLNEVIFPHLNYDLPFFGADLVTLPGGHLIALDMOPLERDDSAYQAKYTEPILPIFHAHQ
QHLSWGGDFPEEAQPFFSPAFLWTRPOQETAVVETQVFAAFKDYLKAYLDEVEQAEAVTDSONLVAIKQAQ
LRYLRYRAEKDPARGMFKREFYGAEWTEEYTHGFLEFDLERKLTVVK

V samotné sekvenci jsou pouze znaky reprezentujici jednotlivé nukleotidy nebo aminokyseliny.
V souvislosti s tim je tfeba si uvédomit, Ze se z hlediska pocitace jedna o textovy fetézec,
resp. ASCII, tudiz se v ném mohou vyskytnout i rizné bilé znaky (konec fadku — enter, mezera,
tabulator a dalsi). Co se ty¢e smluvené konvence, neméla by sekvence obsahovat prazdné radky.
Ty jsou chapany jako zacatek nové sekvence. Samotné zalomeni sekvence pomoci konce fadku

(kladvesa Enter) a ptipadné formatovani pomoci mezer nejsou zapovézené.

Relativné volna struktura klade samoziejmé vétSi naroky na software, ktery dokaze takovy
soubor nacist. Zde je vhodné zminit, Ze program pracujici s textovymi fetézci, které muze
editovat i neznaly uzivatel, by mél byt alesponn ¢astecné robustni. Jinymi slovy mél by byt
schopen se vypotadat s nevhodnymi znaky, prazdnymi mezerami a dalSimi znaky, které muize
nezasvéceny uzivatel do sekvence pfidat. Nejzakladnéjsi ochranou by mélo byt ignorovani

znakd, které do sekvence nepafi.

FASTA samoziejmé neni jediny format, ktery se pro zapis pouziva. Nicméné je nejzakladnéjSim
zptisobem jak zaznamenat sekvencni data. Zaznam v podobé textového souboru s pismeny
oznacCujicimi aminokyseliny nebo nukleotidy je zdkladem. Jednodu$$i to uz byt nemuze.

Existuji samozfejme dal$i modifikace, které vznikly kvtli snaze zaznamenat dalsi informace.

Svoje vlastni varianty datovych formatt tak maji napiiklad sekvencni databaze DDJB [DDBJ],
Genbank [GenBank] a EMBL-EBI [EMBL]. Tyto formaty jsou také textové, ale uz maji svoji

strukturu mnohem pfisnéji stanovenou. Musi mit napt. definovanou hlavicku s popisem zdroje
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(organizmus), je mozné do nic zapsat informace o autorovi, poznamky, do které kategorie patii

(viry, bakterie, rostliny, primati, lidské vzorky), verzi a revizi souboru a fadu dalsiho.

Samotné technické feSeni vyuziva vlozeni smluvenych klic¢ovych slov. Naptiklad klicové slovo
,source* oznacuje zdroj vzorku, ze kterého byla sekvence ziskana. Vznikam tim jakysi logicky
strukturovany soubor, ktery ma své logicky souvisejici Casti. Tento zplsob zapisu je svym
zpusobem ,,samopopisny*, takze zdrojovy soubor mulzZe snadno editovat i Clovek zbézné

seznameny se zpisobem zapisu.

Naptiklad format souborti pro databazi EMBL [EMBL-format] méa zacatek kazdého tadku
oznacen dvoupismennou zkratkou, kterd oznacuje, co dany fadek znamena. Napt. ,,ID“ je
identifikator, ,,DT* datum, ,,KW* klicové slovo, ,,DE*“ je definice, ,,OS*“ znamend druh

organizmu atd.

Vv

rozlozit na jednotlivé prvky a vyseparovat z nich kliové informace. Odborné¢ mluvime o
tzv. parsovani nebo t€z o syntaktické analyze [Molnar et al., 1987]. Tento proces je jiz slozitéjsi
nez Cteni samotného FASTA souboru. V ptipadé pocitace vyzaduje vice provozni rezie a na

Cteci algoritmus klade vétsi pozadavky.

V ptipadé slozit€jSich ¢i velmi volnych pravidel pro zapis dat (tzv. gramatiky) mulze byt
parsovaci algoritmus pomérmné rozsahly. Problém neni ani tak v feSitelnosti, ale pfedev§im v
otrocké pracnosti pii sestaveni analyzatoru. Pro tyto Ucely nastésti existuji i specializované
programy schopné ¢ast gramatickych pravidel vygenerovat (napt. yacce, flex, bison). Z hlediska
informatiky tedy jde o ulohu, ktera je sice pracna, ale v podstaté rutinni. Pouziva se jiz dlouho k

mnoha G¢elim a po teoretické (resp. obecné) strance je velmi dobie zvladnuta.

Zaznam, datova reprezentace a zpracovani proteinovych a nukleotidovych sekvenci tedy

nepfedstavuje zasadnéjsi problém. Z hlediska informatiky se vyuZziva zcela rutinnich nastroju.

3.5 Zpracovani sekvencnich dat — hledani podobnosti

Jednim z nejvyznamnéjSich tkoll, které soucasna bioinformatika plni je porovnavani
podobnosti sekvencnich dat. V obou pifipadech sekvencnich dat (proteinti i nukleovych kyselin)
je snaha najit co nejdelsi shodné subsekvence porovnavanych fetézcli. Ze shodnych podcasti

DNA Ize odvodit naptiklad piibuznost riiznych druhti organizmi.
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Nalezeni shodnych tsekl a vzdjemné podobnosti se oznacuje jako zarovnani ¢i prifFazeni
(,,alignment™) [Cvrckova 2006a], [Xiong 2006a], [Pietrokovski 1999], [Altschul 2011], [Zuker
2004]. Z hlediska informatiky se jedna o ukol nalézt nejdelsi spolecné sekvence ve dvou
porovnavanych textovych podietézcich. ReSeni této wlohy neni zcela trivialni. Je tieba si
uvédomit, ze pocita¢ nedokaze porovnavat rizné dlouhé fetézce, ale pouze jednotlivé znaky
(1 kdyZ neni problém vytvofit funkénost, ktera toto zapouzdii). Porovnavani fetézcii se provadi
tak, Ze oba fetézce Cteme souCasné znak po znaku a kontrolujeme, za se jednotlivé znaky

shoduji.

Porovnani proteinovych a nukleotidovych sekvenci ma ovSem i dalSi zadrhele. V prvni fadé
nelze zarucit, Ze podobné ¢asti sekvence zacnou na stejném misté. Jeden z fetézci muze byt

napf. jen fragment. Navic se nekteré ¢asti mohou opakovat na vice mistech.

A nesmime samoziejmé zapomenout ani na skutecnost, ze pro potieby biochemie musime byt
schopni detekovat i fetézce, kde doslo ke zméné na nékteré z pozic. Dvé dostatecné dlouhé
sekvence liSici se jen v nékolika malo znacich jsou z hlediska biochemie také piibuzné.
Typickym prikladem mize byt mutace u nukleové kyseliny, kde doslo k zaméné nekterého z
nukleotidd. Takovéto drobné mutace napt. odliSuji nejen jedince, ale napf. i organizmy rtiznych
druhi, které ovSem patii ke stejnému rodu. Stupeni podobnosti a shody je v takovém ptipade

kli¢ovy ke stanoveni piibuznosti.

Z uvedenych divodi ma tedy porovnani biochemickych sekvenci svoje specifika a vyzaduje
pongkud odlisny pfistup neZ pii porovnavani béznych retézcu.

Prvnim krokem pro porovnani dvou fetézct je nalezeni shodnych znak. To se provede pomoci
bodové matice (resp. bodového diagramu) [Obr 1]. V paméti pocitate se pouzije matice,
resp. dvourozmémé pole, z hlediska béZzného uZzivatele se reprezentace provadi bodovym

grafem/diagramem.

Princip spoc¢iva v tom, ze se porovnavané fetézce X a Y napisi na okraje tabulky a do policek

tabulky se udéla zaznam na to misto, kde dochazi k priseciku stejnych znakt (viz. obrazek).
Z hlediska pocitace se jedna o dvojity cyklus nad polem [m,n], kde m a n jsou délky fetézci X a
Y. V kédu programovaciho jazyka ,,typu C*:
for (i=0; i<m; 1i++) {
for (3=0; j<n; J++) {

if (X[1i] == Y[3J]) M[i,]] = true;
}
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... kde X a 'Y jsou fetézce, m a n jejich délka, M je matice s vysledkem a proménné i a j jsou

indexy jednotlivych pozic v matici resp. sekvenci (indexovano od 0).

Sekvence X ATTGATCGGTCTTGCACTGA
Sekvence Y ATTGCTCGGTATTGCTCTGA

¢

—
ATIGATCGGTCITGEACTGA X AFTCATCOOTCITOCAC TG X ATTGATCGGTCTTGCACTGA] X

Y L R e E TERU PR Y l: Y Y

Obr 1: hledani shody ve dvou Fetézcich pomoci matice
zdroj: Cvrckovd F. (2006) Uvod do praktické bioinformatiky, str.41, Academia, Praha, 2006

Postup znaceni zobrazuje prvni ¢ast obrazku [Obr 1], vysledek hledani je uprostied. Diagonaly

znaci sekvence, které jsou shodné v obou fetézcich.

Dalsim krokem je vycisténi vystupu od pozic, které kviili nedostatecné délce za shodné fetézce
nepovazujeme. Pokud si napiiklad zvolime, ze délka nalezeného fetézce musi byt alespon tii

znaky, dostaneme vystup v podobé pravé ¢asti obrazku.

Po strance algoritmizace v pocitaci nejde o nijak naro¢nou ulohu — hledani za¢ne od levého
horniho rohu pfes vSechny pozice matice a hledame zacatek fetézce. Kdyz ho nalezneme, tak
postupujeme od nalezené pozice smérem doprava a dolll a podle poctu nalezenych pozic
pocitame délku podietézce. Tam kde neni dostatecna délka, tam policka vymazeme. Z hlediska

programovaciho jazyka jde o trojity cyklus.

Ve chvili, kdy mame nalezené pozice shodnych fetézcid, zkonstruujeme samotné zarovnani. To
mize byt lokalni nebo globalni [Obr 2]. V ptipad¢ globalniho se snazime nalézt nejdelsi usek
napfi¢ celou délkou fetézctu za cenu toho, Ze budeme ignorovat neshodné useky a budeme do
fetézce vnaset mezery. V piipadé lokalniho se snazime nalézat jen kratsi lokalni useky, ovsem s
vétsim dirazem na presnost. Globalni pfifazeni ma vétsi smysl jen u podobné dlouhych a velmi
podobnych fetézcli a vyuziva se pro mnohacetna ptifazeni. V piipadé dobré shody se lokalni

zarovnani blizi globalnimu.
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V pfipad¢ porovnavani vice fetézcl se provadi zarovnani tak, Ze se snazime najit spolecnou
podmnozinu usekt, ktera je viceméné shodna pro vSechny prohledavané sekvence. A stejn¢ jako

pfi porovnani dvou fetézcl lze 1 pro vice sekvenci lze vytvaret jak globalni, tak lokalni

zarovnani.
globalni vice&etné zarovnani lokalni vice&etne zarovnani
sekvence 1
sekvence 2 11N AR
sekvence 3 \"- 1'\\\ "\1"\ l'l
ek L [11] 11 06—
blok A blck B blek C bk D
Zarovnans s S et e
odasd  — /=

Obr 2: Globalni a lokalni zarovnani
zdroj: http://bioinfo.weizmann.ac.il/~pietro/Making and using protein_MA/Global.vs.Local MA.jpg [26. 6. 2013]

Obrazek [Obr 2] celou situaci demonstruje zcela nazorné. Mame nékolik fetézct, kazdy s jinou
délkou a podobné sekvence jsou umistény, resp. zadinaji, na rtiznych mistech. Globalni
zarovnani se snazi o nejvétsi shodu po celé délce sekvenci bez posunuti po sobé jdoucich blok,
zatimco lokalni se zaméfuje na podobnost jen v ramci lokalnich blokt, které mohou byt o uréity

usek posunuty.

Tato metoda ovSem vyhovuje jen v piipade€, Ze chceme pouzit moznosti shoda-neshoda. Existuji
i situace, kdy musime zohlednovat nejen Cistou shodu (tj. pismena na obou pozicich fetézce jsou
stejnd), ale 1 moznosti, ze 1 kdyZ se znaky neshoduji, tak urcitd kombinace je zajimavéjsi nez
jiné. Napf. nékteré nukleotidy nebo aminokyseliny si jsou charakterové blizsi nebo je jejich

kombinace vzacnéjsi a tudiz vice charakteristicka.

V tom piipadé je zajimavé je néjakym zplsobem zvyhodnit, pouzit vyhodnoceni ,,sice se uplné
neshoduji, ale jsou si hodné podobné®. Narazime zde na problém vyhodnotit podobnost, ktera
neni popsatelnd zcela exaktné. V takovém piipadé se opét pouzije matice, nicmén¢ znaceni
jednotlivych pozic se neprovani boolovskou hodnotou ano/ne, ale pouzije se hodnota
(oznaCovana jako skore). V takovém piipadé se pouzije napi. hodnota 0 pro neshodu a 10 pro
plnou shodu. A rizné stupné méné zajimavych kombinaci se oznac¢i hodnotami od 1 do 9. Lze
samoziejmé pouzit i jiné hodnoty.

Z hlediska programovani algoritmu se pro zaznam skore pouzije tzv. substitu¢ni matice
[Cvrékova 2006b], kde tadky a sloupce odpovidaji jednotlivym znakiim a jejich prusecik
obsahuje prislusné skore. Tyto matice jsou symetrické dle hlavni diagonaly, kombinace AB ma

stejnou vahu jako BA.
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Vyhledavani shody poté probihd tak, ze se vybiraji pozice podle hodnoty skore. Stanoveni
hodnot skoére samoziejmé nemtize byt libovolné, ale musi vychazet ze statistiky vyskytu v
redlnych fetézcich. Zde je informatik zpracovavajici ulohu odkazan na poznatky biochemikl
ziskanych v laboratofi. Zpisobl jak stanovit skore je vice. Nejcastéji se pouzivaji matice

IUPAC, PAM a jejich varianty JTT, Gonnet ¢i BLOSUM.

Pokud chceme vytvofit zarovnani pro vice sekvenci, musime porovnat vSechny sekvence
metodou ,,kazdy s kazdym* a v ziskanych mezivysledcich najit spolecné casti (prinik). Tento

postup je ovSem velmi ndro¢ny na vypocetni vykon.

Z tohoto ditvodu se pouzivaji heuristické metody. Heuristickd metoda obecné je metoda, ktera,
zjednodusené teceno, nejdiive (rychle) zkontroluje jen nékolik kritérii, které by mohly byt
priznakem shody. A teprve v piipadé, ze je vysledek této kontroly nadéjny (vypada to, ze by

shoda mohla byt), provede se ditkladnéjsi (pomalé) porovnani.

(@) (b)

— sekvence B — —— sekvence B —»

Nt ® 7 N - B °
% N ¥ s

Haosy o] e

< C N < \

1IN 1IN

é\“\ %\\\\

| . o % s =%

\ A ‘\ AY
N\ N\

Nalezenl shodnych &astl. Ohodnoceni PAM matricl. Nalezen!

nejvyse hodnocenych segmenta.

(c) (d)

—— sekvence B —»

sekvence B —

-— Sekvence A ——
- Sekvence A ———

Odstranéni segmenta, u kterych je Softwarova optimalizace,
nepravdépodobné, Ze jsou soudcasti zarovnani nejvyse hodnocenych
zarovnani, které obsahuje nejvyse segmentl do Uzke oblasti.

hodnocené segmenty.

Obr 3: Ukazka algoritmu FASTA
zdroj. http://www.ctu.edu.vn/~dvxe/Bioinformatic%20course/mod4/mod4_2_files/fastafig2.gif [26. 6. 2013]
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Z heuristickych metod pro zarovnani sekvenci jsou nejznaméjsi metody FASTA [Xiong 2006b],
[Pearson & Lipman 1987], [Fasta homepage], kterd je demonstrovana na obrazku [Obr 3] a
BLAST [Xiong 2006c], [BLAST homapage], ptipadné jejich modifikované varianty. Soucasné

jde také o ndzev nejznaméjsich softwarovych nastrojii pro zarovnani sekvenci.

Samoziejmé kromé samotnych programtt FASTA a BLAST existuje fada dalSich odvozenych ¢i
funkéné podobnych programii [Tools 4 MP], [SAS], [OS4SA], [LoSAS]. Zatimco FASTA i
BLAST jsou schopné porovnavat jak proteinové, tak nukleotidové sekvence, nékteré nastroje
jsou pouze pro nukleotidové nebo jen pro proteinové (napf. CS-BLAST — ,.context specific
BLAST®) sekvence. Mezi dal§i pomérn¢ znamé programy pro viceCetni zarovnani patii
napiiklad Clustal [Clustal homepage], [Thompson et al.,1997] [Obr 4], ktery je opét k dispozici
ve vice variantach (ClustalX, ClustalW, Clustal Omega).

=T

File Edit alignment Trees Colors Quality Help

Made: |mMultiple Alignment Mode «| Font: |14 'I

Buchnera
Wiggles.
E.coli
. typhim
Y.pestis
V.chol.
S.oneid.
H.influ.
H.somnus

P.multoc.

i —E . — |

CLUSTAL-Alignment file created [C:/ClustalX2/Data/DnaB--Clustalo2.aln]

Obr 4: Pracovni prostiedi programu ClustalX
zdroj: http://akira.ruc.dk/~olesk/sekvens/Clustal_alignment.jpg

I v ptipadé samotnych nastrojit FASTA a BLAST se nejedna o jednotlivé programy, ale o cely
balik nastroju. Napft. nastroj BLAST obsahuje nastroje blastn (nukleotidy), blastp (proteiny),
blastpgp (PSI-BLAST), blastx, tblastx, tblastn, megablast (hromadné zpracovani).

S rozvojem technologii se objevuji i varianty optimalizované pro efektivnéjsi vyuziti moderniho
hardwaru, konkrétn¢ funkci pro paralelni zpracovani. Jednak pro efektivni vyuziti
vicevldknového zpracovani (vicejadrové procesory a viceprocesorové pocitace) ale naptiklad i
pro vyuziti v soucasnosti rychle se rozvijejicich technologii jako je napt. CUDA, ktera vyuziva
pro vypocet procesory grafickych karet (GPU) firmy nVidia [NVIDIA]. Ptikladem takové
varianty je napt. program CUDA-BLASTP [Liu 2011].
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V soucasné dobé tedy tato oblast zvladnutd po teoretické i praktické strance a vyvoj sméfuje
spise k vylepsovani vykonu, k vypocetnim metodam a technologiim zaloZzenym na paralelizaci a

zvySovani rychlosti vypocti.

Kromé samotného vypoctu podobnosti se software vyrazné uplatiiuje i v dalsi ¢asti zpracovani
dat a to v jejich vizualizaci. Je nepochybé zajimavé, ze software dokaze kvantitativné popsat
podobnost dvou sekvenci a vyjadiit je jako néjakou formu metriky (procenta, skore atd.), ale
sekvenci vytvofit tabulku nxn se vzajemnymi podobnostmi, ale lidska bytost pohledem do

tabulky plné ¢isel podobnosti nevidi.

Pro nazorngjsi vizualizaci podobnosti se proto v biochemii, ale i v dalSich oborech, vyuzivaji

dendrogramy a fylogenetické stromy.

Dendrogram [Cvrckova 2006f] [DEN1], [DEN2], [DEN3] je typ stromového grafu, ktery
vyuziva shlukovani prvki dle jejich vlastnosti, konkrétné hierarchické clusterizace [Obr 5]. Jeho
vyhodou je, Ze je na prvni pohled zfejmé, které prvky si vzajemné nejvice odpovidaji. Ty, které
jsou nejvice podobné jsou spojeny vétvemi stromu do jednoho uzlu. Z tyto uzly se nasledné

opét spojuji do dalsich podle podobnosti.

kvasinky moucha ryba pes Simpanz  ¢Elovék

Obr 5: Dendrogram podobnosti Zivo¢i$nych druht
zdroj: http://www.aarongolas.com/media/2009/08/simple-dendrogram.gif [26. 6. 2013]

Existuje né¢kolik postupi, jak dendrogram vytvofit, napt. algoritmus UPGMA [Opperdoes
1997]. Konstrukce dendrogramu je v principu velice jednoducha. Jde ji tvorit obéma sméry (od

kotene k listim nebo od listu ke kofenu). Na poc¢atku médme nékolik prvki a kazdy z nich ma
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urcité vlastnosti, nékteré jsou spolené s ostatnimi prvky, n¢které specifické. Priniky vlastnosti
dvou rtznych prvkd ndm daji rizné podmnoziny spolecnych vlastnosti, na zakladé kterych se
popisuje podobnost. Podminkou je, aby existovala podmnozina vlastnosti kterd je spole¢na pro
vSechny prvky (jinak bychom dostali ne jeden, ale dva ¢i vice dendrogramt). PopiSme si

zjednodusené konstrukei od listti ke kotenu.

U prvkll nejprve provedeme vypocet podobnosti (spoitime shodu na zakladé shodnych
vlastnosti) mezi vSemi prvky stylem ,.kazdy s kazdym®. Prvky, které si jsou nejvice podobné
slouc¢ime do spolecného uzlu. Tomuto uzlu pfifadime vlastnosti, které jsou prunikem vlastnosti
obou sloucenych prvki a prohlasime ho za novy prvek. Pivodni slouc¢ené prvky vyjmeme a

vytvofime z nich prvni stupen stromu.

Nasledné zopakujeme celu operaci znovu, tj. vypocteme podobnosti a opét slou¢ime nejvice
podobné prvky do nového uzlu. Takto postupujeme dokud neslouc¢ime posledni dva prvky. Tim

dostaneme koten a vypocet kon¢i.

Jedna se o postup, ktery zaCind na mnoha skupindch s jedinym prvkem, ktery ma mnoho
vlastnosti. Postupné se pocet skupin snizuje, ale roste pocet prvki ve skupiné a soucasné se

snizuje pocet vlastnosti, které mé skupina spole¢né pro vSechny prvky v ni obsazené.

Pro konstrukci dendrogramii lze pouzit fadu nastroji, napt. MEGA [MEGA homepage] nebo
yEd [yEd homepage].

Druhym pouzivanym diagramem je fylogeneticky strom neboli ,,strom Zivota® [Baum 2008],
[Phylo1], [Phylo2], [Phylo3]. Jedna se opét o stromovy graf, viz. [Obr 6], ktery ovsem nevznika
sluCovanim parti jako u dendrogramu, ale jeho jednotlivé uzly znaci, kde doslo k oddéleni
nového druhu. Od dendrogramu se lisi tim, ze z jednoho uzlu mize vychazet vice vétvi a
plvodni vétev mize pokracovat (ptivodni druh pfezije i kdyz z néj vznikl odvozeny druh).

U dendrogramu slouc¢enim vétvi pavodni vétve zanikaji.
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Bacteria Archaea Eukaryota
Green
Filamentous Slime
Spirochetes bacteria Entamoebae molds AnimFalIlT1i
Gram Methanosarcina 9
_\ positives|  prothanobacterium Halophiles
Proteobacteria Plants
) Methanococcus
Cyanobacteria Ciliates
Planctomyces Thermoproteus Flagellates

Pyrodicticum
Bacteroides
Cytophaga

Trichomonads

Microsporidia

Thermotoga

Diplomonads
Aquifex

Obr 6: Fylogeneticky strom
zdroj: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/70/Phylogenetic_tree.svg [26. 6. 2013]

Vyuziti je jak jiz lze usuzovat predevSim v oblasti genetiky a nukleotidovych sekvenci.
Ke konstrukci fylogenetickych stromt lze pouzit fadu nastroji, jmenujme pro piiklad tieba

program Archaeopteryx [Zmasek].

3.6 Biologické databaze

Biologické databaze [Cvrckova 2006c], [ItBD], [Konig 2010], [BW-ov], [LoBD] jsou ve své
podstaté (elektronickd) ulozisté biologickych dat, ktera pochazeji z védeckych experimenti
nebo z pocitaCovych analyz. Nemusi jit nutné jen o biologickd data ve smyslu klasickych dat
ziskanych z méficich pfistroji, ale do databdze lze ulozit napf. i publikace (¢lanky, knihy,

casopisy).

Z technického hlediska a z pohledu informatika je databaze [Seda 2002] soubor dat a k nim
nezbytné softwarové nastroje pro manipulaci s daty. Softwarové nastroje nékdy oznacujeme
krkolomnym oznagenim SRBD (systém fizeni baze dat) nebo DBMS (database management
system). Umoznuji v datech vyhledavat, organizovat je, provadét nad nimi tzv. dotazy (napf.
statistické ulohy typu ,.kolik zdznamii spliiuje podminku x*) a provadét s nimi fadu dalSich
¢innosti. Co se ty¢e druhu dat, je mozné uchovavat prakticky vSechny soucasné datové typy, od

textovych fetézci az po datoveé velké objekty, napiiklad bitmapové obrazky, zvuk, video.

Drtiva vétsina dnes pouzivanych databazovych systémil vyuziva tzv. rela¢ni databazovy model
(pracuje s relacemi nad elementarnimi tabulkami s daty), piestoze existuji i dal$i modely

(sitovy, hierarchicky, objektovy...). Z konkrétnich systémli jmenujme napf. velmi jednoduchy
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SQLite [SQLite] (ktery ani neni databdzovym systémem v pravém slova smyslu), rozSifeny a
popularni MySQL [MySQL], kvalitné zpracovany PosgreSQL [PgSQL] disponujici velkym
mnozstvim funkci, kancelaisky MS Access (ktery je vhodny opravdu jen do kancelate),
komerc¢ni MS SQL, pfipadné produkty firem Oracle [Odb] nebo IBM [IBMdb], které ovsem

mifi pfedev§im do prostfedi velkych firem.

Uvedené¢ databazové systémy patii k tém, které jsou univerzalni a lze je obecné pouzit k
vytvoreni jakékoliv struktury dat (teprve data a jejich struktura vytvoii specializaci databaze),
tj. lze je pouzit i k bioinformatickym ucelim. Lisi se jen zaméfenim a optimalizaci na urcité
rozsahy dat — nékteré jsou lepsi na mensi mnozstvi dat a jejich pfednosti je rychlost, jiné se hodi
vice pro velké objemy dat a jejich pfednosti jsou ve funkcich a podpofe. Kromé univerzalnich
databazi existuji samozifejme i uzce zamétené systémy (tieba produkty firmy SAP). Ty se ovSem

na ucely bioinformatiky pfili§ nehodi.

Technologicka uroven vétsiny soucasnych databazovych systémid poskytuje dostate¢nou
zékladnu pro hromadné zpracovani prakticky libovolného druhu dat, nicméné samotny navrh
databaze neni zcela trivialni tkol. Efektivnost a pouzitelnost samotné databaze pro konkrétni
ukol stale siln¢ zavisi na navrhu struktury a reprezentace samotnych dat, stejn¢€ jako na zpiisobu

pristupu k nim.

Pokud se podivame na databaze z pohledu bioinformatiky, budeme se zabyvat biologickymi
databazemi. Jedna se pfedevSim databaze pro genetiku, proteomiku, chemické struktury,
hmotnostni spektrometrii, medicinské ucely a dals$i discipliny. V biologickych databazich
najdeme data o proteinovych fetézcich, o funkcich genti, o struktufe molekul o podobnosti

biologickych sekvenci a struktur a spoustu dalsiho.

Pokud bychom chtéli charakterizovat souc¢asné nejpouzivanéjsi vefejné biologické databaze, tak
je mizeme rozd¢lit na moderované a nemoderované [Cvrckova 2006d]. Nemoderované jsou v
podstaté skladistém dat, kam kdokoliv mlize nahrat svoje data. Zda jsou tato data divéryhodna a
vérohodna uz zajisténo neni. U moderovanych je nové vloZzeny zaznam nejprve provéetren a
musi projit ur¢itym recenznim procesem ci splnit jina kritéria kvality, napt. musi jit o data jiz
zvefejnéna v recenzované publikaci.

VétSina soucasnych hromadné pouzivanych biologickych databazi je dnes pristupna pies
Internet, formou webového rozhrani. Data jsou v nich usporadana tak, Ze uzivatelé je mohou

snadno prohliZzet online, vyhledavat v nich a stahovat si je pro offline pouziti v rtznych

formatech.
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Z databazi nukleotidovych sekvenci (napt. DNA) tvoii ,,velkou trojku“ americkd databaze
GenBank [GenBank], evropska EMBL (Nucleotide Sequence database) [EMBL] a japonska
DDBJ (DNA Data Bank of Japan) [DDBJ]. Spole¢né jsou soucasti konsorcia International
Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC) [INSDC]. Jejich obsah je viceméné
identicky, protoze tyto tii databaze velice izce spolupracuji a sdili (zrcadli) navzajem svij
obsah [Cvrckova 2006e]. Pti vlozeni sekvence do jedné z databazi dojde pomérné rychle (v fadu
hodin) k jeji distribuci i do ostatnich dvou. Databdze se tedy od sebe li$i v podstaté jen svym

technickym feSenim, po strance datové jsou viceméné ekvivalentni.

Z databazi proteind jsou nejvyznamnéj$imi hrac¢i americky PIR (Protein Information Resource)
[PIR] a svycarsky Swiss-Prot [ExPASy]. Na mezinarodni trovni bylo spojenim jednotlivych
databazi vytvofeno konsorcium UniProt [UniProt], které spojuje evropsky EBI (European
Bioinformatics Institute), Svycarsky SIB (Swiss Institute of Bioinformatics, provozovatel
Swiss-Protu) a jiz zminény americky PIR (Protein Information Resource). Tim vznika

proteinovy ekvivalent k nukleotidovému INSDC.

Tyto databaze samoziejmé nejsou jen skladistém dat. Kazdému zaznamu je ptidélena
jednoznacnad identifikace, mize byt upravovan, dopliiovan o poznamky, revidovan, je evidovana

jeho historie zmén (verzovani) a fada dalSich informaci.

Aby bylo mozné pracovat s vlozenymi daty, jsou vytvofena webova rozhrani (v ptipadé napf.
EMBL-EBI oznacované jako SRS, u GenBank zase NCBI Entrez), které uzivatelim umoznuji

vyuzivat sluzeb databazi on-line (pies webovy prohlizec).

K celému systému je pfipojena i fada nastroju, které jsou bézn¢ dostupné i jako samostatné
programy (BLAST, CLUSTAL). Samotné databaze pak poskytuji i externi API (aplikacni
rozhrani s nabizenymi funkcemi, v tomto pfipadé pro vzdaleny piistup), které umoznuje
vyuzivat jejich sluzeb i vzdalené a vysledky funkci vyuzivat i pro aplikace, které vytvotil nékdo
jiny. Napf. v pfipadé EMBL-EBI je pouzivano rozhrani Atlas REST APIs [RAPIs], které
komunikuje prostiednictvim technologii Ajax (XML, JSON).

3.7 Strukturni bioinformatika a strukturni databaze

Dal$im druhem biologickych databazi jsou strukturni databaze. Ty, jak uz nazev napovida,
obsahuji informace o struktufe molekul, v biochemii predevsim proteind a nukleovych kyselin
(RNA i DNA). Strukturou se rozumi prostorové (3D) usporadani molekul, které ma vliv na

vlastnosti dané molekuly. Mame tim na mysli sekundarni, tercialni ¢i kvarterni strukturu.
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Strukturalni informatika také usiluje o vyuziti vypocetni techniky ke stanoveni, predikci ¢i
vyhodnoceni co nejpiesnéjsiho usporadani struktur, které byly experimentalné¢ zkoumany. Zde
se se jedna napiiklad o vyhodnoceni dat z rentgenové krystalografie ¢i magnetické rezonance,
které jakozto detekéni metody primarné produkuji pouze dil¢i data (difrakéni obrazce z
rentgenu, echo z magnetické rezonance), kterda je tifeba teprve vyhodnotit pomoci
matematickych metod. Problém se vétSinou pievede na feSeni soustav rovnic, které reprezentuji

vlnové funkce.

Z hlediska pocitacového zpracovani je 3D struktura molekuly mnohem komplikovanéjsi nez
linearni sekvence. Jednak je tfeba si uvédomit, Ze molekula je slozena z jednotlivych atomu,
které nemaji pii interakci s okolim pevnou pozici. Mezi jednotlivymi atomy jsou rtizné vazby.
A samoziejmé shluky atomi tvoii molekuly aminokyselin ¢i nukleotidd, které se chovaji jako
ucelené stavebni jednotky. Ze skupin molekul potom vznikaji v rdmci tercidlni a kvarterni

struktury celé segmenty (shluky, klubka, listy, helixy), které se navazuji na dal$i segmenty.

Kdyz si tyto skutecnosti uvédomime, tak samotna reprezentace molekuly v prostoru pomoci
pocitaCe vyZaduje pomérn€ promysleny pristup a vyuziti pokrocilejsi matematiky. Zamysleme

se nad tim, co v§echno se musi ulozit do souboru s informacemi o struktufe molekuly.

Ani zakladni stavebni kameny (aminokyseliny ¢i nukleotidy) nemaji jednoznacny tvar. Je tady
nutné evidovat kazdy atom samostatné a to tak, ze je definovan chemickym prvkem (napf.
kyslik ¢i uhlik) a trojrozmérnou polohu v prostoru. Dale je tieba evidovat chemické vazby mezi
atomy a to tak, Ze kazdou vazbu definuji identifikatory dvou atomt a druh vazby. Dale je
samoziejmé zadouci mit moznost seskupovat atomy do molekul a molekuly do segmenti (napft.

helixt a listit), které tvori ¢asti tercialni a kvarterni struktury.

Pro ukladani prostorové struktury se pouZzivaji pfedevsim soubory ve formatu PDB [PDBdoc],
jehoz struktura vetejné zdokumentovana a standardizovana. Podobné jako napt. format FASTA,
je i PDB souborem textovym, nicmén¢ je mnohem striktnéji strukturovan. Umoziuje uloZeni
nejen samotné 3D struktury, ktera je podstatné vice slozita nez linearni sekvence, ale i dalSich
pomocnych informaci, komentait atd. A protoze se potieby strukturni bioinformatiky stéle
vyvijeji, ani tento format nezlistava stabilni, ale existuje v nékolika verzich, které postupné
reflektovaly nové pozadavky. Nejnovéjsi verze tohoto formatu mé oznaceni 3.30 a pochdzi z

listopadu 2012.

— 24—



Bioinformatika jako védni obor

Kromé nejrozsifenéjsiho formatu PDB vsak existuji i dalsi strukturni datové formaty. Mzeme
uvést tieba CIF [CIF] (Crystallographic Information File), skupina formati oznacovanych jako
CTFiles (Chemical Table files) [CTF] a dalsi.

Podobné jako existuji vetejné databaze pro sekvencni data, existuji i strukturni databaze
fungujici na podobném principu. Mezi nejvyznamnéjsi patiti PDB [PDB] (Protein Data Bank)
po které je pojmenovan i datovy format PDB, dale naptfiklad databaze NDB [NDB] (Nucleic
Acid Database), CSD [CSD] (Cambridge Structural Database) nebo jiz zminovany UniProt
[UniProt]. A opét bychom zde nalezli podobné schéma jako u sekvencnich databazi — webové

rozhrani pro uZivatele, centralni sprava databaze, API pro poskytovani sluzeb.
V oblasti samotného softwaru pro zpracovani strukturnich dat nalezneme také fadu vyspélych
programil. Mezi nejvyznamnéjsi patii velmi Siroce pouzivany PyMOL [PyMOL] [Obr 7], ktery

je popularni i diky je$té nedavno ptivétivé licencni politice.

i The PyMOL Molecular Graphi

File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin Help

ToU CiiinEs riURyiini 310 iouoiee
You clicked /loky//A/5TU"1368/C18 [ | Reset | zoom | orient | Draw | Ray
You clicked floky//A/STU 1368/N2 Unpick | Deselect | Rock | GetView
Selector: selection "sele" defined with @ atoms |= | < ‘ Stop | Play i > | >| | MClear
Wizard: No neighbors found.
You clicked /loky//A/STU 1368/C11 Command | Builder

Selector: selection "sele” defined with 35 atoms J‘ Hebuwld}ADon

B

PyMOL>ray
Ray: render time: 2.12 sec. = 1788.2 frames/hour (2.12 sec. accum.)

PyMOL=>

M & PyMOL Wiewer & & B
7

elickta moleciile .

[l FurOL>_
Obr 7: Pracovni prostiedi programu PyMOL
zdroj: http://www.pymol.org/sites/default/files/pymol_snap.png [26. 6. 2013]
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V soucasnosti je perspektivnim softwarovym nastrojem napiiklad COOT (Crystallographic
Object-Oriented Toolkit) [COOT] [Obr 8], ktery je do budoucna nadéjny i diky svoji licenci,

ktera neumoznuje komercializaci a poskytuje prostor pro otevieny vyvoj.

File Edit Calculate Draw Measures Validate HID About Extensions

QReset View EDisp\ayManager

(mol no:15) C4/1/B/14 Crocc: 1.00 bf: 19.40 ele: C pos: { 9.55,27 85,78 93]
i

Obr 8: Pracovni prostiedi programu COOT
zdroj: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/7/72/Coot-crystallography-software.png [26. 6. 2013]

Z dalsich softwarovych nastroja stoji za pozornost Jmel [Jmol]. Je vytvoien v jazyce Java, diky
tomu je multiplatformni a na rozdil od vétSiny podobnych néstrojli nevyzaduje ze strany
hostujiciho systému grafickou akceleraci. Je tedy Siroce vyuzivan webovymi portaly, kde slouzi
k zobrazovani struktury molekul — ve webovych prohlizeCich uzivatelii potom Jmol bézi jako

plugin, ktery graficky a interaktivné zobrazuje strukturu molekuly.

Mohlo by se tedy zdat, Ze strukturni bioinformatika ma vétSinu problémi vytesenych. Zdaleka
to tak neni. V soucasné dob¢ fada problému stale ¢ekd na vyfeSeni. Napiiklad za soucasn¢ho
stavu technologii stale neni mozné obecné stanovit prostorovou strukturu molekuly pouze na
zaklad€ znalosti jejich strukturniho vzorce, coz je schopnost o kterou by nepochybné byl velky
zajem. Soucasné nastroje umoziuji jen uréitou miru aproximace, kterd je zalozend na znalostech
urcitych zakonitosti, napt. faktu, ze molekuly se snazi zaujimat energeticky nejvhodnéjsi polohu

tak, aby se sily jednotlivych atoml co nejméné ovliviiovaly.

Matematické modely pro odhad prostorového uspotfddani v principu pracuji tak, ze se na
pocatku stanovi néjaky pocateéni stav, ktery je jen pfiblizny. Nasledné¢ se provadi (nékdy i

metodou pokus-omyl) mensi upravy, které postupné stav zlepsuji a snizuji chyby. Kazdy krok
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uprav (iterace) by m¢l snizit chybu. Vypocet kon¢i bud’ snizenim chyby na piijatelnou Groven,
nebo zastavenim vypoctu bud’ po ur¢itém poctu iteraci, nebo v okamziku kdy dalsi iterace jiz
nesnizuji chybu a vypocet se tzv. ,,zacykli“. Jedna se tedy opét o urcity heuristicky model.
Samoziejmé uz vyzaduje pomérné rozsahly matematicky aparat, znalosti z fyzikalni chemie a
také pokrocilé algoritmy ¢i samoucici se systémy (napf. neuronové sit¢) z oblasti informatiky.
Navic ziskany vysledek vétSinou vyzaduje i dodatecnou manualni korekci (naptiklad vylouceni

nemoznych variant) ze strany uzivatele.

Na poli strukturni bioinformatiky je tedy stale mnoho neprobadaného.

3.8 Bioinformatika a separa¢ni metody

Bioinformatika v soucasné dob¢ hraje vyznamnou roli také pii zpracovani vysledki ziskanych
riznymi separa¢nimi metodami. Separaéni metody [SepM] slouzi k identifikaci jednotlivych
slozek smési na zakladé chemickych nebo fyzikalnich vlastnosti jednotlivych slozek. V
biochemii se nejcastéji pouzivaji rizné druhy chromatografie, separace pomoci membran
(osmoéza, dialyza), elektromagnetickych poli (elektroforéza, hmotnostni spektrometrie),

gravitace (sedimentace, centrifugace) a dalsich.

Informatika se dostava i do téchto oblasti a to jak primarné v podobé fidiciho softwaru pro
jednotliva zafizeni, tak softwaru pro naslednou analyzu a interpretaci ziskanych dat. Naptiklad v
ptipadé gelové elektroforézy se uplatiiuji specializované skennery pro ziskani digitalniho obrazu

gelu, ktery se nasledné analyzuje dal$im softwarem.

Pouziti softwaru k analyze skenovaného gelu pfitom dokazuje, jak blizko k sobé maji exaktni
védy. Pro potieby biochemie jsou prostfednictvim vypocetni techniky zpracovavana data
pomoci metod z pocitacové grafiky, jako je napiiklad hranova detekce [Lindeberg 2001] ¢i
prahovani [Tresh], coZ jsou postupy, které vznikly pro Gcely zpracovani obrazu a jsou zalozeny

na matematickych, resp. statistickych principech.

Dalsi oblasti masivniho vyuziti bioinformatiky k analyze dat je hmotnostni spektrometrie
[Poustka 2007], [Reusch 2013], [Polasek 2005], [Hol¢apek 2013]. Jedna se o separa¢ni metodu
zaloZzenou na rozdéleni Castic na zdkladé poméru m/z (m — hmotnost, z — pocet nabojl

vzniklého iontu).

Mgfeni se provadi pomoci hmotnostniho spektrometru®. Spektrometr [Obr 9] se sklada ze tii

¢asti — iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru.

3 Nezaménovat s optickym spektrometrem, ktery pracuje na principu rozkladu svétla prochazejiciho latkou (spektroskopie).
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Ukolem iontového zdroje je prevést zkoumany vzorek do ionizovaného stavu. Princip spociva v
odpateni vzorku a jeho ionizaci. To lze provést elektronovou ionizaci, chemickou ionizaci,
elektrosprejem, MALDI (,,matrix assisted laser desorption ionization*), indukéné vazanou

plazmou a dal$imi zptsoby...

Nasledné dojde k separaci iontli dle m/z poméru. To lze provést nékolika zplisoby — za pomoci
magnetického ¢i elektromagnetického pole (magneticky, resp. elektrostaticky analyzator
zaktivujici drahu letu iontd, viz. [Obr 9]), pomoci elektrického napéti (kvadrupdl, iontova past),

iontovou cyklotronovou rezonanci ¢i pomoci doby letu (TOF — ,time of flight*).

Detekce

Faradayovy kolektory

miq} =
mAq} = 45 e
mA} = 44 —3
5
magnet
X zesllovace vvv
lontovy zdroj i
pomer
'/ zaosifovani paprsku
= -—— urychlovad iontd

- B8 e S

elektronova past

\\\ smérovaé iontd popisek
) m ... hmotnost ionta

pfived plynu q ... naboj iontd

ionizujici viakno

Obr 9: Schéma hmotnostniho spektrometru
zdroj: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0d/Mass_Spectrometer_Schematic.svg [26. 6. 2013]

Poslednim krokem je detekce iontl. To se provadi detektorem, na jehoz povrchu dochazi vlivem

dopadu iontii k indukci proudu. Detektori je opét vice druhti, uved'me napi. elektronovy

nasobi¢ nebo Faradayova klec [Fklec].
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Jednim z nejvyznamnéjSich druht hmotnostni spektrometrie je pouZiti laserové ionizace vzorku
umisténého na matrici, tzv. MALDI (,,matrix assisted laser desorption ionization) [Obr 10], ve
spojeni se separaci TOF (,,time of flight). V tomto piipadé se mluvi o metod¢ MALDI-TOF
[MTOF], [Havlis 1999] ptipadn¢ dvourozmeérné MALDI-TOF/TOF.

30 000 V laserovy puls
# (UV nebo IR)

latka krystalizovana
spole¢né s matrici

Obr 10: MALDI-TOF - ionizace pomoci laseru
zdroj: http://gbab.aber.ac.uk/roy/mss/maldi.gif

Vystupem ze spektrometru je hmotnostni spektrum, coz je soubor dat, ktery se zobrazuje jako
graf, resp. spojita kiivka ve spojnicovém grafu, kde je na horizontalni ose (osa x) je uveden

pomér hmotnosti a naboje [m/z] a na vertikalni ose (ose y) je vynesena intenzita.

Z hlediska pocitacového zpracovani se jedna o soubor diskrétnich boda ve tvaru [m/z, intenzita)].
Vétsinou se data ukladaji v podobé¢ strukturovaného textového souboru (ASCII), ale lze pouzit i

jiné formy, napt. CSV soubor (coz je opét varianta textu).

V tuto chvili nastupuje bioinformatika k analyze ziskanych spekter. Kazdé hmotnostni spektrum
obsahuje desitky az stovky tisic bodl a velikost takového souboru je v faddech megabyte. Rucni
zpracovani takového mnozstvi dat neni v praxi mozné. Pro potfeby bézného uzivatele je tieba

data ptevést do podoby, kterd je 1épe srozumitelna lidskému vnimani.

V praxi se tedy pouzije pocitatova vizualizace (graf) se zvyraznénim extremdlnich hodnot
intenzity. Tyto extremalni hodnoty se oznacuji jako piky. Projevuji se lokalnim skokovym

zvySenim intenzity signalu a znamenaji pfitomnost vétstho mnozstvi iontl v dané hodnot€ [m/z].

Ukolem softwaru pro zpracovani téchto dat je detekovat piky a v piipadé potieby nalézat
podobnosti v riznych spektrech. To s ohledem na mnozstvi dat v kazdém spektru klade
pozadavek na jejich co nejvice automatizované zpracovani. A to jednak ve formé nalezeni
podstatnych informaci ve hmotnostnich spektrech (piky), ale také pfi jejich vzijemném
porovnani. A v neposledni fad¢ i pii predikci, kdy je cilem pfedpovédét na zaklade teoretickych

znalosti vysledek a poté ho ov¢fit proti redlné ziskanym vysledkim.
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O vyznamu hmotnostni spektrometrie hovoti i velky pocet programt [Xu & Ma 2006], [MSS],
ktery je k jejich zpracovani dostupny. Z nejznaméjsSich mizeme uvést jako piiklad programy
Mascot [MASCOT], Phenix [Phenix], mMass [mMass], MALDI Biotyper [Biotyper],

Saramis [Sar].

Hmotnostni spektrometrii se zabyvaji i aplikace, kter¢ jsou soucasti této disertacni prace.

3.9 Dalsi ukoly a nastroje bioinformatiky

Uvedené tlohu samoziejmé nejsou jedinou naplni bioinformatiky. V fadé zminénych oblasti by
bylo mozné jim mnohem vice do hloubky. Rovnéz je fada oblasti, ke kterym jsem se v této
teoretické Casti ani nepfiblizil.

Dalo by se napf. rozsahle psat o pocitacové simulaci genové exprese a syntézy proteind. Zde je
velice zajimavé, ze genetika a informatika (minimalné jeji ¢asti) maji spoleného mnohem vice
nez se na prvni pohled zdd. Mnohé postupy probihajici v genetice, napi. pii piepisu a
kopirovani DNA, jsou principidlné velmi podobné postuptim, které pouziva informatika pfi

praci s daty.

V informatice jsou napf. pro ochranu konzistence dat pouzivany tzv. paritni kody a kontrolni
soucty, které¢ maji mnoho spolecného s ochrannymi mechanizmy, které pouzivd genetika k
opravam chyb v DNA. Dvojkovy kdéd pouzivany pocitacem a pieklad zdrojového kodu
programovaciho jazyka na binarni program slozeny ze strojovych instrukci je v fadé ryst
podobny ctyfkovému paritnimi kédu DNA a jejimu pfepisu na proteiny, na nichz stoji zivé

organizmy.

Nemalou cast by zabral detailn€j$i popis nastroji vypocetni techniky, které bioinformatika
vyuzivd. Zminme jen to nejpodstatnéjs$i. V predchozi ¢asti byl zminén textovy editor pro
upravu textovych souborti®. Pro hromadné vypocty a vizualizaci dat pak lze pouzit tabulkovy
kalkulator (MS Excel, LO Calc, Gnumeric). Schopnost pouzit tyto nastroje patii k zadkladim

pocitacCové gramotnosti.

Na dalsi nastroje jiz musi byt uzivatel pokrocilejsi. Uzivatelské vyuzivani databazovych
systému (zminénych vyse), pokro€ilych statistickych a matematickych softward typu CAS
(computer algebra system, napf. hojné rozsifené nastroje Matlab [MATLAB], Maple [Maple],

nebo jejich svobodné alternativa GNU Octave [Octave]) nebo tzce specializovanych programi

4 Prikladem textového editoru je tfeba Notepad (Poznamkovy blok). Nezaménovat s textovym procesorem, napi. MS Wordem.

—30 -



Bioinformatika jako védni obor

(viz. uvadéné vyse) jiz vyzaduje zaskolen¢ho uzivatele, ktery je dobfe obeznamen s

pouzivanymi nastroji a casto vyzaduje zvladnuti i zakladl néjakého programovaciho jazyka.

Pro informatika pracujiciho v oblasti bioinformatiky je samoziejmé nutnd i znalost dalSich
nastroji. PredevS§im se jedna o znalosti algoritmizace (obecna uroven feSeni problému,
teoreticky zaklad pro programovani) a programovani (zvladnuti konkrétnich programovacich

jazyki) a samoziejmeé také schopnost administrovat pocitaCové systémy.

Pokud se zastavime u samotné algoritmizace, bioinformatika samoziejmé vyzaduje znalosti
béznych postupt algoritmizac¢nich/programovacich postupti. Nicméné v ramci oblasti piisobeni
bioinformatiky jsou nékteré schopnosti zdiraznény. V prvni fade€ je to prace s textovymi fetézci
a Ctenim souborti. Dale metody spojené se statistikou a vyhodnocovanim numerickych dat
(interpolace, vypocty funkénich zavislosti). Nelze zapomenout ani na grafické prostiedky
(vizualizace dat) nebo v posledni dobé se mohutné rozSifujici nastroje umélé inteligence,

samoucici se systémy (neuronové sité) apod.

Detailni popis mnoha algoritm a postupii vyuzivanych ¢i pfimo specifickych pro oblast
bioinformatiky Ize ve velmi dobfe zpracované podobé nalézt napi. ve vyborné publikaci
A. Polanski, M. Kimmel: Bioinformatics, Springer 2007 nebo Xiong J., Essential
Bioinformatics, Cambridge University Press 2006.

Pii detailnim pohledu na tuto problematiku se tedy ukazuje, Ze prace bioinformatika ma s
biochemii v laboratofi jen velmi malo spole¢ného a vyzaduje piedevsim specializaci z kategorie
analytik-matematik-vyvojar-programator, kde jsou pracovnim nastrojem pocitace, matematické

metody a programovaci jazyky.

Z programovacich jazykd jsou pro potieby bioinformatiky nejvyznamnéjsi jazyky
interpretované [int]]. Vyznacuji se multiplatformnosti (pouzitelné kdekoliv) a flexibilitou i
kdyz jsou pomalejsi nez jazyky kompilované. Lze je velmi snadno pouzit k rychlé tvorbé

jednoucelovych skripth (pfedevsim na transformaci dat v textovych souborech).

Z interpretovanych jazykd je velmi popularni (a to nejen v bioinformatice) predevsim jazyk
Python [Python], ktery je oblibeny pro snadné pouziti, rychlost a kompatibilitu s mnoha

externimi nastroji. Jako skriptovaci jazyk se Casto uziva napt. i Perl [Perl] (Ize pouZit i jeho

vvvvvv

wevr

tyto ucely je do jisté miry pouzitelny i bash/shell [shell] (interpretovany jazyk unixového

ptikazového tadku).
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Zde je zajimavé, ze fada z uvedenych jazykt ma k dispozici rozsifeni (at’ ve form¢ knihoven,
plugind nebo nastrojii) pro védecké ucely. Pro potieby biologie uved'me sady nastrojii jako je

napiiklad Biopython [BioPython], BioPerl [BioPerl] nebo BioRuby [BioRuby].

Pokud dojde na potfebu vytvorit rozsdhlejsi aplikace €i je pozadavek na rychlost, je vhodné
vyuzit spiSe kompilované jazyky (pfedevsim velice rychly C a vyrazné rozsiteny C++
[C&CPP]). Ty je nutné vzdy pielozit (zkompilovat) do binarni podoby pro konkrétni operacni
systém a nejsou tedy tak flexibilni. Nicméné maji sviij vyznam kvili vyssi rychlosti. Rada
vétSich aplikaci je Casto tvofena v Jave [Java], coz je jazyk hybridni (je pfedkompilovany do
rychlej§iho bytekddu, ktery je ale stale interpretovany) a velmi univerzalni s rozsahlym

mnozstvim funkci.

Specifickou kapitolou jsou potom programovaci jazyky pro webové aplikace [WAppl],
[WADpp2] (napt. webové portaly proteinovych databazi), kde je nutné vyuzivat kombinaci vice

technologii (databaze, serverova ¢ast rozhrani, klientska ¢ast rozhrani a jejich propojeni).

V tadé pripadt jsou vyzadovany i administratorské schopnosti. VétSina softwaru pracujiciho s
velkym mnozstvim dat vyuziva pro jejich skladovani databazovy systém (viz. vyse). Je ovSem
velky rozdil mezi pouzivanim databéazi z uzivatelského hlediska (rozhrani) a jejich konfiguraci,
udrzbou a provozni spravou ze strany administratora ¢i vyvojare. Pokud tedy nastane nutnost
pouzit pro ulozeni dat databazi, mél by bioinformatik-vyvojaf byt schopen nainstalovat a
nakonfigurovat databazovy systém a vytvorfit v systému samotnou databazi (datovou strukturu

reprezentujici data, kterd budou ukladana).

S administratorskymi tkoly souvisi i pouzivani jinych operacnich systému nez je fada
Windows, predevSim systémi na bazi Unixu. 1kdyz se vétSiné lidi vybavi pod pojmem
,,pocitac” pouze klasické PC s OS Windows, je monopol tohoto systému na osobnich pocitacich
anomalie. V jinych segmentech (napf. mobilni zafizeni, sitova zafizeni, servery, superpocitace)
nalezneme zcela jiné typy operacnich systémii a Windows je zde jen okrajovy hrac. Naptiklad v
Cervnu 2013 z 500 nejvykonnéjsich pocitaci svéta [TOP500] 476 pouzivalo Linux, 16 Unix, 4

smisSené feSeni, jeden BSD a pouze tii pouzivaly OS Windows.

Pro vétSinu naro¢nych kol (systémy provozované v rezimu 24/7° — servery, webové portaly,

rozsahlé databéze, superpoditace, clustery®) se masivné pouZivaji operaéni systémy typu Unix,

5 Zkratka pro nepfetrzity provoz: 24 hodin denné, 7 dni v tydnu.

6  Pocitacovy cluster je systém sloZzeny s mnoha mensich pocitaci, které spolecné vykonavaji urcitou ¢innost. Navenek se tvari
jako jeden pocita¢. Cluster je fizen centralnim uzlem, ktery rozd€luje feSenou ulohu na mensi ¢asti, které predava na vyteseni
jednotlivym pocitacum, které jsou spolu navzajem propojené (vétsinou pocitacovou siti). Silnou strankou clusteru je schopnost
efektivné fesit problémy, které lze paralelizovat, tj.rozd¢lit na mensi Casti, které 1ze fesit samostatné.
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jejichz vyhodou je predevsim efektivnéjsi fungovani pti velké zatézi, predevsim pfi zpracovani
mnoha uloh soucasné, stabilita a v neposledni fad¢ i bezpecnost. Takové vlastnosti dé€laji z
téchto systémul zajimavé nastroje i pro védu. Pro Unix existuje fada védeckych programut
[42FLSS],[UbSci], které na systémech Windows nejsou podporovany, nebo nelze plné vyuzit

jejich potencialu (napf. vicevlaknové zpracovani tloh).

Mezi unixové systémy patii nejen klasicky Unix, ale i Solaris, BSD, popularni Mac OS X,
mobilni i0OS a pfedevSim pocetné systémy tfady GNU Linux (v¢etné Androidu pro mobilni
zafizeni). Z unixovych systémi dnes pravé verze Linuxu hraji nejvétsi roli. Vyznacuji se
otevienym zdrojovym kédem, modularitou, dynamickym vyvojem uzce spojenym s komunitou
uzivatell a predevsim licencni politikou, kterd je velice piivétiva pro provadeéni riznych uprav a

modifikaci.

Pravé licenni podminky a snadna upravitelnost délaji ze systémid na bazi Linuxu velice
atraktivni nastroj pro akademické prostredi, protoze systém lze snadno pfizpisobit pro rizné
specifické ucely. Unixovym systémliim se v akademickém prostfedi obecné dafi, byt’ to Ceské je
vyjimkou. Mozna i proto, ze zde maji svlij pivod — vznik vétve BSD [BSD] je tzce spojen s
univerzitou v Berkley a i Linux vznikl jako studentsky projekt. Dokonce existuji specidlni verze

prave pro védecké ucely, jak uvedu dale.
Z opravdu vyznamnych distribuci Linuxu je vhodné zminit dva velké hrace v této oblasti.

Predevsim ve Spojenych Statech je rozsifena komercni distribuce Red Hat Enterprise Linux
(¢asto zkracovano na RHEL), kterou vyviji spole¢nost RedHat [RH]. Vyznacuje se tim, Ze i
kdyz je samotny Linux zdarma, poskytuje RedHat placené sluzby — pln¢ profesionalni a kvalitni
technickou podporu (aktualizace, opravy chyb, helpline). Placena podpora je vlastnost, ktera
dovoluje seriozni nasazeni do profesionalnich prostfedi — kdyZ je problém, existuje oficialni
helpline, kam se lze obratit. Pravé RHEL a odvozené varianty (napi. CentOS a Fedora) jsou
Casto pouzivany v akademickém prostfedi a je z nich odvozena i distribuce pfimo urcena pro
potieby védy, ktera je oznacovana jako ScientificLinux [Scili]. Ta je vyvijena mj. i zndAmym
vyzkumnym stiediskem CERN u Zenevy a podobné zaméfenym stiediskem Fermilab u
Chicaga. Ve skutecnosti si kazda z organizaci vytvari jest¢ svoji modifikaci — Fermi Linux

[FeLi] a CERN Linux [CERNLI].

Druhym velkym hra¢em je distribuce Debian [Debian], kterd je na rozdil od RedHatu
komunitni a pln€¢ svobodna. Jeji vyhodou je bezplatnost, nicméné vyzaduje schopnéjsiho

administratora, protoze v ptipadé problému si musi poradit bez komer¢ni podpory, jen s
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podporou komunity. Vyznam Debianu spociva v tom, ze poskytuje stabilni platformu pro fadu
systémil (servery, superpocitace) a je z n¢j odvozena celd fada dalSich distribuci, napiiklad cela
rodina popularnich systémi Ubuntu. Jednou z variant Debianu/Ubuntu je distribuce NEBC
Bio-Linux [BioLi], ktera obsahuje softwarovy balik BioLinux, ktery je pfimo urCeny pro

potteby bioinformatiky.

Z uvedeného je tedy ziejmé, Ze mezi dovednostmi bioinformatika by méla patfit i schopnost
pouzivat a administrovat i jiné operacni systémy nez je Windows. At uz z dvodu dostupnosti
nativniho unixového softwaru, tak pro schopnosti, které Unixové/Linuxové systémy nabizeji

navic proti béznému desktopovému mainstreamu.

Soucasnym trendem v oblasti vypocetni techniky a technologii ke zpracovani dat obecné je
smefovani k postuptim pro hromadné zpracovani dat, k praci s velkymi objemy dat a k
paralelnim vypoctim, které umoziiuji rozdélit tlohy do né€kolika menSich casti, které lze
zpracovat odd€lené. Z hlediska béznych uzivateld pritom dochazi k trendu smérovanému na
mald mobilni zafizeni, coz je v konfliktu s potfebou nartstajiciho vyzkum velké vypocetni

kapacity. Je tedy otazkou co prinese dalSich par let v této oblasti.

3.10 Shrnuti

Dnes je bioinformatika pro fadu biologickych odvétvi jiz prakticky nepostradatelnou pomocnou
védou. Vyzkum proteind, genetiky, potravinafstvi, biochemie obecn¢, mediciny a dalSich
biologickych obori by bez vyuziti vypocetni techniky nebyl mozny. Bioinformatika tento
vyzkum zjednodusSuje a urychluje, protoze nové pfistroje a metody zpracovan dat umoznuji

ziskavat vysledky stale rychleji.
Co Ize oc¢ekavat do budoucna?

Trend je celkem jasny a tyka se vétSiny oblasti IT, nejen bioinformatiky. Bude pokracovat dalsi
rist objemu dat, porostou pozadavky na jejich efektivni zpracovani. S tim jak porostou potieby
zpracovavat velké mnozstvi dat, porostou i pozadavky na néstroje, které (bio)informatika
vyuziva. To paradoxné prinese dalSi tlak na zlepSovani postupd, jak data ucinné tiidit a
zpracovavat na pouzitelné vysledky (napf. samoucici se systémy, neuronové sité, biologické

algoritmy), tak aby se z informaci stalo védéni.
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Technologie samotné se budou ubirat mnohem vice k paralelnimu zpracovani, k vétSimu vyuziti
vypocetnich clusterii i k v soucasnosti tolik médnimu cloudu’. Tyto zmény v pfistupu by mély
Caste¢né kompenzovat soucasny stav, kdy dalsi rist vykonu vypocetni techniky zacina stale vice
nardzet na technologicko-fyzikalni limity miniaturizace, pracovnich teplot a dal§i omezeni.
Otéazkou naptiklad je, kolik zmén do oblasti relativné konzervativniho védeckého prostredi
zanese napf. rozvoj mobilnich zafizeni®. To vSe bude v budoucnu vyzadovat zménu fady

ptistupt jak na poli hardwaru, tak softwaru.

V kazdém piipade¢ si bioinformatika svlij vyznam nejen udrzi, ale zfejmé i posili.

7  Jde o teSeni kdy sluzby a data jsou na vzdaleném serveru a uzivatel k nim pfistupuje jen pomoci rozhrani. Ptikladem je
naptiklad naprostd vétSina emailovych sluzeb (napf. Gmail) — data jsou ulozena na poStovnim serveru, uzivatel ma jen
nenaro¢né zafizeni (webovy prohlize¢ v pocitaci, tablet, smartphone). Podobné pracuje fada soucasnych sluzeb — YouTube,
Flickr, Facebook, Dropbox. Ac¢koliv je cloud snadné feseni pro pohodlné uZivatele, jedna se o obrovsky problém z hlediska
soukromi, protoze data jsou mimo kontrolu majitele.

8  Béhem staze na TU Viden jsem zaznamenal, Ze je zde relativné rozsifené vyuzivani napf. tableti.
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4 ProteinCutter

Webova aplikace ProteinCutter je urcena pro predikci sekvenci peptidii, které mohou teoreticky
vzniknout pri Stépeni proteinu. UZivateli umozZiuje zadat vstupni data (protein), na kterych chce

provest predikci Stepeni a stanovit pravidla, podle kterych bude teoretické stepeni urcovano.

Vystupem jsou potom data v podobé jednotlivych peptidovych retézcii, které dle zadanych
pravidel mohou vniknout. Ziskana i vklidana data jsou v jednotlivych krocich dopliiovana

dalsimi informacemi o hodnotdach chemickofyzikalnich velicin ziskanych retézcil.

4.1 Sekvencovani protein( a bioinformatika

Sekvencovani (téz sekvenovani) je v biochemii oznaeni pro proces, pii némz se urcuje
primarni struktura (pofadi chemickych jednotek) daného biopolymeru. Vysledkem je linearni

kéd oznacovany jako sekvence, ktera shrnuje uspotadani sekvencované molekuly.

Vyznamnou roli hraje sekvencovani pomoci hmotnostni spektrometrie [Rehulka 2007]. Pfi
analyze vzorku, u kterého chceme zjistit sekvenci, se postupuje tak, Ze ptivodni fetézec Stépime
(napf. pomoci enzymi) na kratsi fetézce, které bud’ identifikujeme dle shody s jiz znamymi
fetézci, nebo dale Stépime. Identifikace probihd pomoci hmotnostniho spektrometru, kde ve
vzorku s rozStépenymi fragmenty plvodniho fetézce vyhledavame piky, které odpovidaji
hmotnosti jednotlivych fragment. Tyto hmotnosti poté porovnavame s databazi uz

identifikovanych sekvenci aminokyselin.

Problémem je, Ze mnoZstvi kombinaci aminokyselinovych sekvenci je natolik velké (n”’, kde n
je délka tetézce), Ze jen mala ¢ast z nich je identifikovand na zékladé vyskytu v redlnych
proteinech. Proto je tieba nékteré sekvence $tépit opakované az na velice kratké segmenty, které

bud’ jiz identifikované jsou, nebo je mozné je teoreticky vypocitat.

Do vyzkumu proteind se proto zapojuje i bioinformatika. Jednou z cest je evidence znamych
struktur v databazich. At uz jde o nukleotidové GenBank, ENA/EMBL-Bank, DDBJ,
proteinové PIR, SWISS-PROT, TrEMBL, PSD-Kyoto, PRF [PRF], NRL-3D [NRL-3D] nebo
kompozitni NCBInr, MSDB a OWL [OWL].

Druhou cestou k zapojeni bioinformatiky je samotna predikce konkrétnich sekvenci pomoci
pocitace. Rychlost po¢itac¢li umoziuje v ptijatelném case vypocitat teoreticky mozné kombinace

aminokyselinovych sekvenci, napf. peptidi vzniklych Stépenim proteini a urcit jejich
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hmotnosti. Takto ziskané teoretické vysledky (hmotnost-sekvence) pii porovnani s redlnymi
vysledky ze spektrometru (hmotnost) umoziuji pfifadit zméfenym piktim odpovidajici sekvence

aminokyselin.

Takové aplikace jsou k dispozici — PeptideMass [PMass], PeptideCutter [PCutter], MS-Digest
[MSDig] nebo Protein Calculator [PCalc].

4.2 Trocha algoritmizace

Vypocet sekvenci lze provadét dvéma smeéry. Bud’ vypocitame teoretické kombinace metodou
hrubé sily’, nebo mizeme vychazet z plivodniho Stépeného fetézce a vypodlitat vSechny

moznosti, které z n¢j mohou vzniknout.

V prvnim piipad¢ nechame pocita¢, aby nam vypocetl v§echny mozné sekvence aminokyselin,
které maji odpovidajici hmotnost. To ma svoje uskali v tom, Ze narazime na slozitost vypoctu.
Pocet kombinaci je imérny délce fetézcl. Pti dvaceti aminokyselinach bude mit sekvence délky
n celkem 20" moznosti. Sekvence o dvou znacich méa 400 kombinaci. Sekvence o tiech znacich
jiz 8 000. Pokud bychom méli pocitac, ktery dokaze vyhodnotit 10 000 fragmentii za sekundu,

jak dlouhy fetézec bychom mohli spocitat za urcity ¢as? To nam ukazuje Tabulka 3.

délka Fetézce pocet kombinaci délka vypoctu pri rychlosti 10 000 Fetézci za sekundu

1 20 0,002 s

2 400 0,04 s

3 8000 0,8s

4 160 000 168

5 3200 000 320s 5 minuta 20 s
10 1,024 - 10" 1 024 000 000 s 32 rokii a 164 dnti
50 1,125899907 - 10% 1,125899907 - 10% s asi az do konce vesmiru ?

Tabulka 2: Zavislost mezi délkou sekvence a rychlosti vypoctu vSech kombinaci

Z tabulky je tedy zfejmé, Ze metodou hrubé sily mlizeme vypocitat jen velice kratké fetézce.
Retézec délky 5 by poéita¢ poéital 5 minut, na délku 6 znakii by to uz byly téméi dvé hodiny.

Sedm znakt by byly témér dva dny, osm znakt Sest tydnti, devet znaki vic nez rok a pil.

Uvedena hodnota 10 000 fetézci je modelovy pifiklad. Readln¢ mozna hodnota zavisi na

pouzitém hardwaru, programovacim jazyce a konstrukci kodu a mtize se liSit i v rozsahu tada.

9  Metoda hrubé sily je feseni, kdy se mechanicky (vétSinou pomoci pocitace) vyzkousi vSechny mozné kombinace. Jedna se o
pomérné neefektivni metodu, ktera prosté jen zkousi vSechny moznosti a predpoklada se, ze se diive ¢i pozdé€ji narazi na
spravné feseni, nebo po projiti vSech moznosti potvrdi nefesitelnost. Metoda je pouzitelna jen do uréitého rozsahu feseného
problému (po¢tu kombinaci) a pouziva se jen v piipadé, ze prohledavana mnozina potencialni feseni je relativné mala a/nebo
pokud neexistuje efektivnéjsi feseni.
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To ovSem neovlivni zédsadni fakt, Ze prostym zvySenim vykonu nemiizeme kompenzovat

exponencialni narocnost ulohy.

I kdybychom zvysili rychlost pocitace stokrat ¢i tisickrat, dostali bychom se o jeden, dva nebo
tfi znaky dale. Pokud bychom dokézali fesit milion sekvenci za sekundu, tak narazime na
problém ihned na dalSich dvou znacich, protoze pfidani dvou znakd zvysi naro¢nost 400 krat.
Pridat jeden znak navic vyzaduje pro stejny cas vypoctu dvacetinasobné(!!) zvySeni
vypocetniho vykonu. V rozumném case je tedy metoda hrubé sily zcela nepouzitelna pro

jakékoliv delsi fetézce.

Je to bohuzel fakt, ktery vyplyva ze zdkonti matematiky. V takovych ptipadech je v praxi slozité
vysvétlit nezasvécenému Cloveéku, ze v téchto piipadech metoda ,.koupime dvakrat rychlejsi
pocitac prosté nefunguje. V ramci soucasné techniky je feSeni hrubou silou nerealizovatelné.
Tento problém snad vyiesi az konstrukce kvantového pocitace, nicméné to je prozatim hudba

budoucnosti.

Druhou moznosti je, Ze pocitaci zadame sekvenci proteinu, ktery chceme §tépit a program ndm
vypoéte vSechny podfetézce aminokyselin, které mohou vzniknout. Je pochopitelné

vyZadovano, abychom sekvenci znali. Pak jsou mozné dva postupy.

Prvni pouzijeme, pokud nevime pravidla, podle kterych se bude §tépit. V tom ptipadé musime
vypocitat §t€py vSech délek. Vypocet probiha tak, ze zatneme od zacatku ptvodniho fetézce a
otestujeme vSechny podfetézce, které mohou vzniknout. Nasledné se piesuneme o dalsi pismeno
a pokraujeme v testovani. Ziskané fetézce poté porovnavame s vysledky ze spektrometru a

hledame shodu v hmotnosti.

Zde je cela situace ptiznivéjsi co s tyce ¢asové narocnosti. Z predem znamého fetézce délky n
muiZzeme timto postupem vytvofit teoreticky celkem (n’+n)/2 fetézci'’. Redlna hodnota by byla
ovSem nizsi, protoze by se pravdépodobné vyskytovaly duplicitni fetézce. Nicméné ani toto
feSeni neni pfili$ efektivni co se tyce poctu operaci. Pocet vzniklych fetézci by byl stale vysoky,
takze i dal$i zpracovani vystupu (vyhledani shod v hmotnostnim spektru) by vyzadovalo slusny

vypocetni vykon.

10 Z fetézce o délce n znaki lze vytvofit celkem n podfetézcti (veetné plné délky) tak ze postupné odebirame posledni znak a
zbytek fetézce prohlasime za podietézec. Tak dostaneme vSechny podietézce zadinajici prvnim znakem. Nasledné odebereme
prvni znak a dostaneme fetézec délky n—I. Z n&j opét odebiranim poslednich znakl vytvorime fetézce, které tentokrat zacinaji
druhym znakem z puvodniho fetézce. Takovych znakl dostaneme n—I. A opét pokracujeme odebranim prvniho znaku, tim
dostaneme fetézec délky n—2 a z n&j vytvorime n—2 podietézci. Takto pokraujeme az na fetézec délky 1, ktery je sam o sobé
jedinym podfetézcem. Celkovy pocet fetézct je tedy n + (n—1) + (n-2) + ... + 1. To je ovSem soucet posloupnosti ¢isel znamy
z historky o mladém Friedrichu Gaussovi, ktery bleskurychle secetl vSechna ¢isla od 1 do 100 tak, ze secetl prvni Cislo s
poslednim a vynésobil vysledek poétem dvojic. Soucet se tedy vypo&te ze vztahu (n+1)-(n/2) coz je (n’+n)/2.
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Nicméné je to feSeni, které Ize pouzit, pokud zndme pivodni sekvenci, ale nezname pravidla,

dle kterych se stépilo.

Jeste lepsich vysledki mzeme dosdhnout, pokud zndme pravidla, dle kterych se Stépi,
resp. pokud zname enzym, ktery v soubézném experimentu Stépeni katalyzuje. Kazdy z enzymut
ma svoje specifické ucinky a ke Sté€peni dochazi jen pred, za, nebo mezi ur€itymi konkrétnimi

aminokyselinami.

Pokud dokaze software simulovat Stépeni podle zadanych pravidel, pocet $tépl opét vyrazné
poklesne. Nicméné pozadavky na pocatku vypoctu jsou jeste striktn€j$i — musime znat nejen

pocatecni fetézec, ale i pravidla, podle kterych se Stépeni uskutecni.

Software ProteinCutter pracuje prave s posledné uvedenou moznosti.

4.3 Proc vznikl ProteinCutter

Hlavni motivaci pro vytvoteni ProteinCutteru byly chybé&jici funkce u stavajicich programi pro
simulaci S$tépeni. Existujici software bud’ nepocital vysledky dostate¢né piesné a/nebo
nedisponoval potfebnymi funkcemi. Zadny software nedisponoval viemi potiebnymi funkcemi
dohromady. Navic ani jeden nebyl schopen simulovat $tépeni proteini pomoci enzymd, které se

pouzivaly pfi vyzkumu na Katedfe biochemie PfF UP.

Proto bylo pfistoupeno k vyvoji vlastni aplikace, které jednak méla spojit dohromady schopnosti

stavajicich aplikaci, pfidat néco nového a predevs§im pokryt potfeby Katedry biochemie PiF UP.

4.4 Uzivatelské rozhrani

Z uzivatelského hlediska jde o Cist€¢ webovou aplikaci ptistupnou prostfednictvim webového
prohlizece, coz zajistuje platformovou nezavislost. K vyuziti webového rozhrani jsem pfistoupil
z toho divodu, ze od uzivateld nevyzaduje absolutn¢ zadné zvlastni naroky. Postaci webovy

prohlize¢ a funk¢ni pfipojeni k internetu.

Praci s uzivatelskym rozhranim [Obr 11, Obr 12] lze rozdélit do ctyf krokli — vlozeni dat,

nastaveni moznosti St€peni, nastaveni pravidel §t€peni a nastavenim filtrl.

4.41 Vlozeni dat
Vlozeni dat je mozné provést bud’ manualné zapsanim sekvence proteinu do formulafe, nebo
importem ze vstupniho souboru. Format vstupu odpovida béznym standardiim, tj. jako fetézec

jednopismennych zkratek aminokyselin.
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Pii vkladani dat jsou vedle okna formulate zobrazovany hodnoty chemickofyzikalnich veli¢in
vlozeného fetézce, které jsou automaticky aktualizovany a v pripad¢ vlozeni chybného symbolu

je uzivatel na tuto chybu neprodlené upozornén.

V piipadé, Ze ma uzivatel data pfipraveny v souboru, je mozné provést import ze souboru.
Aplikace zvlada soubory ve formdtu FASTA a TXT (tzv. ,plain-text®). V obou moznych
ptipadech vstupu jesté aplikace provadi osetfeni vstupu tak, aby byly odstranény znaky, které do

fetézce nepatii (napf. bilé znaky).

Aplikace také dokaze ptelozit sekvence DNA.

4.4.2 Nastaveni moznosti (modifikaci)
Nastaveni moznosti (modifikaci) umoznuje zvolit, jakym zplisobem budou data vypocitavana.
Poskytované moznosti jsou:
* ioniza¢ni stav vzniklého peptidu — [M+H]", M, [M—H]
* modifikace cysteinu — (bez modifikace, karbamidomethylace CysCAM,
karboxymethylace CysCM)

* variabilni oxidace methioninu na methioninsulfoxid
* vynechana déleni — vypocita vS§echny moznosti, které mohou vynechanim vzniknout

Prvni tfi moZnosti modifikuji hmotnost fragmentu. Vynechana déleni slouzi k simulaci situace,
kdy nedojde (napt. z divodu prostorové neptistupnosti) ke St€peni ve vSech moznych mistech
Stépeni. Takova ,,chyba® se pfi §tépeni stava kupodivu docela €asto, coz potvrdily i zkuSenosti s
pouzivanim ProteinCutteru. V grafickém rozhrani ProteinCutteru 1ze nastavit az ¢tyfi vynechana

d€leni, interni funkce umoziuji neomezeny pocet (resp. pocet mozny pro dany retézec).

4.4.3 Nastaveni pravidel stépeni
Nastavit pravidla pro $tépeni 1ze dvéma zptsoby. Bud’ vybrat konkrétni latku, ktera bude St€peni

iniciovat (pravidla se nastavi automaticky), nebo si uzivatel nastavi vlastni pravidla.

Pro vybér je v aplikaci pripraveno devatenact nejCastéji pouzivanych latek. V nabidce je
Trypsin, Arg-C, Asp-N, Asp-N_ambic, Chymotrypsin, CNBr, CNBr+Trypsin, Formic acid,
Lys-C, Lys-C/P, PepsinA, Tryp-CNBr, TrypChymo, Trypsin/P, V8-DE, V8-E, semiTrypsin,
LysC+AspN, Prolyl endoprotease. V ptipadé pozadavku lze do aplikace dalsi Stépici latky

ptidat snadnou Gpravou rozhrani.
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Pro manuélni vlozeni je k dispozici jednoduché rozhrani, kde lze pravidla ,naklikat”. Nebo
mize Sikovnéjsi uzivatel pravidla pfimo zapsat do piipraveného okénka formulate. Zapis
pravidel je jednoduchy — pravidla jsou odd€lena ¢arkami, poml¢ky znaci mista déleni. Napf.

,,U-,X-Y,-Z* znamena §tipat za ,,U*, Stipat mezi ,,X* a,,Y* a Stipat pred ,,Z".

4.4.4 Nastaveni filtra

V casti ur€ené pro nastaveni filtrl je k dispozici rozhrani, které umozni nastavit, které fetézce
aminokyselin budou zobrazeny. Pro kazdou z Sesti veli¢in (monoizotopickd a primérna
hmotnost, délka, hydropatie, NPS a izoelektricky bod) je mozné nastavit intervaly hodnot
v&t3i neZ, mensi nez nebo rozsah od-do. Ve vypisu se potom objevi jen takové sekvence

fetézcu, které splni vSechny podminky definované ve filtrech.

4.4.5 Vystup vypoctu

Vystupem je tabulka s jednotlivymi sekvencemi aminokyselin. U kazdého z fetézcli jsou
zobrazeny hodnoty veli¢in. V piipadé potieby je mozné u kazdého z fetézci pokracovat v
dalsim stépeni.

Pro piehlednost vystupu je mozné nechat vystup setadit vzestupné nebo sestupné podle hodnot

jednotlivych veli¢in a zapnout filtry. K dispozici je i zobrazeni dat vhodné pro tisk.

4.5 Vypocitavané fyzikalné-chemické parametry
Aplikace je schopna pro kazdy fetézec vypocitavat nasledujici hodnoty:

* monoizotopicka hmotnost (monoisotopic mass)
*  prumé&rnd hmotnost (average mass)

* hydropatie (hydropathicity)

« NPS

* izoelektricky bod

U hmotnosti se na zdklad¢ nastaveni zapocitavaji modifikace methioninu a cysteinu a oxidace

methioninu.
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PROTEIN CUTTER

Home | MANuAL | SouURCE DATA | AUTHORS & COPYRIGHTS

Sequence string

ALFLTLFAGSLFLYFLRCLISQRRFGSSKLPLPPGTMGWPYVGETFQLYSQDPNVFFQSKQKR
YGSVFKTHVLGCPCVMISSPEAAKFVLVTKSHLFKPTFPASKERMLGKQAIFFHQGDYHAKLR
KLVLRAFMPESIRNMVPDIESIAQDSLRSWEGTMINTYQEMKTYTFNVALLSIFGKDEVLYRE
DLKRCYYILEKGYNSMPVNLPGTLFHKSMKARKELSQIL ARILSERRQNGSSHNDLL GSFMGD
KEELTDEQIADNIIGVIFAARDTTASVMSWILKYLAENPNVLEAVTEEQMAIRKDKEEGESLT
WGDTKKMPLTSRVIQETLRVASILSFTFREAVEDVEYEGYL IPKGWKVLPLFRNIHHSADIFS
NPGKFDPSRFEVAPKPNTFMPFGNGTHSCPGNEL AKLEMSIMIHHL TTKYSWSIVGASDGIQY
GPFALPQNGLPIVLARKPE

Mono: 52215.7804

Avg: 52249,5381

Length: 460

HdrPath (GRAVY): -0.2107
NPS: 0.3826

pl (Isoel.point): 8.9387

‘ Rewrite DNA seq.

Import from file
( *.fasta, *.txt)

| Prochzet...|

| load from file

Visualizer

| Click to show/hide Visualizer |

THHLTTKYSW

Oely Oala O u Due O Opre Ophe Omwp Oser
O O Othr Owr O Od Oarg O Oasp O

ALFLTLFAGS LFLYFLRCLI SQRRFGSSKL PLPPGTMGWP YVGETFQLYS QDPNVFFQSK
QKRYGSVFKT

HVLGCPCVMI SSPEAAKFVL VTKSHLFKPT FPASKERMLG KQAIFFHQGD
RAFMPESIRN MVPDIESIAQ DSLRSWEGTM INTYQEMKTY TFNVALLSIF
LKRCYYILEK GYNSMPVNLP GTLFHKSMKA RKELSQILAR ILSERRQNGS
GDKEELTDEQ IADNIIGVIF AARDTTASVM SWILKYLAEN PNVLEAVTEE
GESLTWGDTK KMPLTSRVIQ ETLRVASILS FTFREAVEDV EYEGYLIPKG
HHSADIFSNP GKFDPSRFEV APKPNTFMPF GNGTHSCPGN ELAKLEMSIM
SIVGASDGIQ YGPFALPQNG LPIVLARKPE

Statistics

‘ Recompute Statistics H Hide Statistics ‘

NI CH TN EREE 52215, 7804
Average mass 52249,5381
Length

HdrPath (GRAVY)

NPS

pI (Isoel.point)

Shortcut Mono.Mass Avg.Mass

Leucine L 10. 10. 10.

Serine Ser (S| 37 8.04% | 3220.19 6.17%| 3221.89 6.17%
Lysine Lys | K| 31 6.74%| 3970.94 7.60%| 3973.40 7.60%
Glutamic acid| Glu | E| 31 6.74%| 4000.32 7.66% | 4002.58 7.66%
Glycine Gly |G| 29 6.30% | 1653.62 3.17%| 1654.51 3.17%
Phenylalanine| Phe | F | 29 6.30% | 4264.98 8.17% | 4268.12 8.17%
Alanine Ala | A | 27 5.87%| 1918.00 3.67%| 1919.13 3.67%
Proline Pro [P | 27 5.87% | 2620.42 5.02% | 2622.15 5.02%
Isoleucine Ile | I | 27 5.87%| 3053.27 5.85%| 3055.31 5.85%
Theorine Thr | T | 24 5.22% | 2425.14 4.64% | 2426.52 4.64%
Valine val | V| 24 5.22% | 2377.64 4,55%| 2379.18 4,55%
Arginine Arg |R| 23 5.00% | 3590.33 6.88% | 3592.32 6.88%
Asparagine Asn | N | 17 3.70%| 1938.73 3.71%| 1939.77 3.71%
Aspartic acid| Asp | D | 17 3.70% | 1955.46 3.74%| 1956.51 3.74%
Methionine Met M| 16 3.48%| 2096.65 4,02 | 2099.18 4.02%
Glutamine Gln | Q| 16 3.48% | 2048.94 3.92% | 2050.09 3.92%
Tyrosine Tyr | Y| 16 3.48%| 2609.01 5.00%| 2610.82 5.00%
Histidine His | H| 11 2,39 | 1507.65 2.89% | 1508.55 2.8%
Tryptophan Trp | W 6 1.30%| 1116.48 2.14%| 1117.28 2.14%
Cysteine Cys | C 5 1.09% 515.05 0.99% 515.72 0.99%

Obr 11: Ukazka rozhrani aplikace ProteinCutter - prvni ¢ast
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KRYGSVFKT

WKVLPLFRNI

ALFLTLFAGS LFLYFLRCLI SORRFGSSKL
LGCP I SSPEAAKFVL
YHAKLRKLVL RAFMPESIR PDIESIA
GKDEVLYRED LKRCYYILEK GYNSMPVNLP
SHNDLLGSFM GDKEELTDE
AIRKDKEE GESLTWGDTK KMPLTSRVI

SADIFSNP GKFDPSRFE

IHHLTTKYSW SIVGASDGI( YGPFALP

IADNIIGVIF

PLPPGTMGWP
TKSHLFKPT
DSLRSWEGT
GTLFHKSMKA
AARDTTAS
ETLRVASILS
APKPNTFMPF

G LPIVLARKPE

L p = @ @ = 3 =l Lo = w 4 o o “ o o o —
T s & & frzaaedsdFEEemE
Hide Statistics |
ionization mode O[M+H] ® [M] O [M-H]
Cys modification (fixed) ‘none
Met oxidation (variable)
missed cleavage ‘2 I ‘
Cutting rules cut by enzyme ‘none
add new cutting rule  (bafora |0 ][A © [add rule]
defined rules between RA ‘m‘
before A ‘remove‘
[RA-A
ELUDTRILRIICER | Click to Show/Hide filters |
Mono.Mass  |mgre than Sl [1000 }
Svaass |more than - less than ¢ | more than [1000 and less than |2000
Length ‘more than Sl [10 1
Hydropathicity ‘none s
NBS [none S
Isoel.point ‘none s

‘compute cut| |reset form|

Obr 12: Ukazka rozhrani aplikace ProteinCutter - druha ¢ast
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4.6 Technicka realizace

4.6.1 Postup pfi zpracovani dat

ProteinCutter fakticky pracuje s textovymi fetézci. Aby splnil pozadavky, kvuli kterym byl
vytvoren, musi byt schopen vykonat dvé ulohy. Tou prvni je rozstépeni vstupniho textového
fetézce na zaklade stanovenych pravidel. Tou druhou je schopnost vypocitat hodnoty velicin a to

opét na zaklad¢ zadanych pozadavkd (napt. M+H, M, M—H, CysCAM, CysCM ... ).

Zpracovani vstupu zacina sjednocenim textového vstupu na jednotny formadt. Jsou odstranény
prazdné bilé znaky, jsou odstranény symboly, které nejsou symbolem pro aminokyselinu a

vSechny zbyvajici znaky jsou pfevedeny na velkd pismena.

Poté dojde k samotnému ,,Stépeni”, kde prvnim krokem je oznaceni mist, kde se bude Stépit
(pouzije se vlozeni pomlcky). Oznaceni mist je pon¢kud komplikovanéjsi a vyzaduje
zohlednéni pravidel ,,8tépit pred”, ,Stépit mezi dvéma™ a ,,Sté€pit pred”. Celé Stépeni navic
komplikuje pfitomnost Prolinu (v nékterych ptipadech zabranuje $tépeni). Algoritmus pracuje
tak, Ze musi prochdzet znak po znaku a kontrolovat piedchozi i nasledujici znak. Po oznaceni
Stépnych mist nasleduje samotné rozstépeni. Vysledkem je seznam (datova struktura) obsahujici

po sob¢ jdouci sekvence fragmentt.

Tyto sekvence se musi dale zpracovat, pokud se provadi i vypocCet vynechaného Stépeni.
Vynechané Stépeni se simuluje tak, Ze se postupné berou dvojice, trojice, ¢tvetice a delsi n-tice
(podle zvolené¢ho poctu vynechanych stépeni) a sluCuji se do novych fetézci. Tim vzniknou

neuplné ¢i nespravné rozstépené fragmenty, ktery by vznikly pti nedokonalém Stépeni.

Po dokonceni simulace $tépeni je jsou ze ziskané¢ho seznamu fragmentd odstranény duplicitni
vyskyty. Poté je jiz mozné vypocitat vSechny fyzikalné-chemické veliCiny, stanovit pozici

fragmentu v pivodnim fetézci a nakonec uzivateli vypsat vysledky v podobé¢ tabulky.

4.6.2 Technologie aplikace

ProteinCutter je webova aplikace, z ¢ehoz vyplyvaji jeji specifika i pouzité technologie.
Aplikace pracuje na webovém serveru, kde probihaji veskeré vypocty. Uzivatelé ji pouzivaji
pomoci webového rozhrani (coz je webova stranka). Pro jeji pouzivani tedy uZzivateli staci
jakykoliv moderni webovy prohlize¢ a pfistup k internetu, neni nutné nic do pocitace instalovat.

Aplikaci ovSem neni mozné provozovat v off-line rezimu, tj. bez pfipojeni k internetu
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(resp. k webového serveru). Samotné strdnky maji z technického hlediska dveé ¢asti — ¢ast na

strané uzivatele (to co je ve webovém prohlizeci) a ¢ast na strané serveru.

Cast na strané uZivatele je jen vystupem ze serverové ¢asti. Je vytvorena v jazycich XHTML,
CSS a JavaScript (ktery musi byt v prohlizeCi povolen). Dilezitou soucast aplikace tvori
JavaScriptova knihovna jQuery[jQuery], ktera aplikaci poskytuje funkce AJAXu. AJAX
(asynchronni JavaScript a XML) tvofi velmi vyznamny prvek aplikace, protoze dodava aplikaci
moznosti Web2 (viz. dale). Uzivatelské cast je validovana dle webovych standardi W3C, coz
zajistuje korektni zobrazeni ve vSech modernich webovych prohlizecich, které tyto standardy
dodrzuji.

Serverova ¢ast aplikace je zcela nezavisla na pouzitém webovém prohlizeci uZzivatele. Je
vytvorena ve skriptovacim jazyku PHPS. Pro samotny provoz je nutné pouzit webovy server se
zcela standardni podporou jazyka PHPS. NejvhodnéjSim typem webového serveru prot tyto
ucely je Apache, ktery je celosvétové nejrozsifené;si, nicméné je mozné pouzit i jiny (napft. IIS).
Pro samotny b&h neni tfeba na serveru ani v konfiguraci PHPS provadét zddnych nestandardnich

nastaveni nebo uprav.

Pti tvorbé aplikace bylo pro jadro pouzito tzv. objektového programovani a doslo tak k oddé€leni
vzhledu od logiky aplikace. To v budoucnu umozni pouzit naprogramované funkce v jiné

aplikaci bud’ bez uprav, nebo jen s malymi Gpravami v kddu.

4.7 Cim je aplikace ProteinCutter zajimava

4.7.1 Mnozstvi funkci, pfesnost, univerzalnost

V prvni fad¢ je tfeba fici, ze ProteinCutter v sobé spojuje moznosti, které dosud byly umistény v
nekolika nezavislych aplikacich. To umoznuje ziskat potfebné informace jedinym vypoctem na
jednom misté a pouzivat jen jeden nastroj.

Dutlezita je 1 presnost vypocitdvanych veli€in. Protoze stavajici aplikace davaly pii stejnych
vstupech riizné vysledky, bylo dbano na to, aby pouzité algoritmy byly co nejpiesnéjsi. Rada
konstant a vzorct pouzivanych pifi vypoctech byla ovéfena z vice zdrojii. Presnost vysledki

byla ovéfena a prokazana i v praktickém pouZziti.
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Nezanedbatelnym prvkem je i univerzalnost aplikace. Nabizi uzivateli moznost nadefinovat si
libovolna vlastni pravidla Stépeni, coz jiné aplikace neumoznuji. Pro védecké pracoviste
Katedry biochemie UP je dllezitym prvkem moZznost provadét vypocet Stépeni s n€kolika zde

pouzivanymi enzymy, které dosavadni aplikace nenabizely.

4.7.2 Uzivatelské rozhrani a Web2

Z védeckého hlediska nedtlezitym, ale pro uZzivatele piijemnym zpestfenim je feSeni
uzivatelského rozhrani. ProtoZe mam zkusenosti s webdesignem a webovymi aplikacemi, navrhl
jsem rozhrani s ohledem na uzivatelskou ptivétivost a piehlednost. Usporadani prvka je takoveé,
Ze uzivatele v podstaté¢ vede od zadani dat na zacatku ptes veSkeré nastaveni aZ po samotny

vypocet, ktery prob&hne na konci.

Velice dtlezitou roli v navrhu hralo vyuziti prvki, které se oznacuji jako Web2. V nich je
opusteéna klasicka koncepce webu, kdy kazdé kliknuti na aktivni prvek ve strance vyzaduje jeji
opakované nacteni. Pouziti technologii AJAX umoziiuje aplikaci komunikovat se serverem na
pozadi a provadéni vypocéti tak probiha bez opakovaného nacitani stranky. Podobnym

zpusobem funguje napft. naSeptava¢ Google nebo internetové pohyblivé mapy.

V ProteinCutteru se tyto technologie pouzivaji napf. v automatickém vypoc¢tu hodnot veli¢in
vedle okna pro vkladani vstupniho fetézce, ale i jinde (zobrazovani tabulek, definice Stépicich

pravidel atd...).

4.8 Shrnuti a publikace

Aplikace ProteinCutter se ukazala jako pouzitelny a uziteCny nastroj pro predikci teoretického
Stépeni proteinli. Presnost a spravnost teoretickych vypoctd byla ovefena pii praktickém
vyzkumu samotnymi uzivateli, stejné jako pouZitelnost a funk¢énost programu.

Vyznam ProteinCutteru nespoc¢ivd v klasickém védeckém piinosu jak je bézné chépan na
akademické ptidé, ale jde o nastroj, jehoz vyznam tkvi v moZnostech, které poskytuje pro dalsi
vyzkum. Jde o komplexni nastroj pro predikci $tépeni proteint, zapliiuje prazdné misto ve

stavajici kolekci softwaru a svymi moznostmi zjednodusSuje praci uzivateld.
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Aplikace byla uvedena ve dvou publikacich. Prvni z ¢lankl se vénuje vysledktim, k jejichz
ziskani byl PoteinCutter vyuzit. Druhy ¢lanek je vénovan samotné aplikaci. Oba ¢lanky jsou
ptilohou této prace.

*  Sebela M., Rehulka P., Kabrt J., Rehulkova H., Ozdian T., Raus M., Franc V., Chmelik J. (2009)

Identification of N-glycosylation in prolyl endoprotease from Aspergillus niger and evaluation of

the enzyme for its possible application in proteomics. J. Mass Spectrom. 44 (11), 1587-1595

e Raus M, Kopeény D, Sebela M (2013) Program application for the prediction of results of
protein digestion by proteolytic enzymes [Programova aplikace pro predikci vysledkii stépent

proteinu proteolytickymi enzymy]. Chem. Listy 107 (1), 44-53.
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5 lzotop

Aplikace Izotop vznikla pro vypocet rychlosti reakce a latkové vymény ve sledovanych
rostlinach, konkrétné pri biosyntéze cytokininii. Cilem bylo nahradit dosud pouzivané reseni

vypoctu pomoci tabulkového kalkulatoru, ktere bylo pomalé a pracné.

5.1 Meéreni rychlosti biosyntézy v rostlinach

Mg¢feni rychlosti biosyntézy se provadélo metodou znaceni deuteriem in vivo (deuterium in vivo
labeling). Rostliny jsou péstovany ve sterilnich podminkéch v tekutém kultivaénim médiu, které
obsahuje tézkou vodu (s deuteriem misto vodiku). Voda se snadno dostava do vsSech c¢asti
rostliny, je distribuovana do vSech kompartmenti bunck, kde se ucastni biochemickych
pochodl. Pomoci hmotnostni spektrometrie je zjistovano, jaka je mira inkorporace deuteria do

nove syntetizovanych molekul.

Na zacatku experimentu neni v rostliné zadné deuterium. S probihajici latkovou vyménou se
deuterium dostdva do rostlinnych pletiv. Métfeni rychlosti potom probihd tak, Zze se sleduje
nartstajici pomér deuteria v molekulédch, jez jsou pfedmétem naSeho zdjmu. Protoze je mezi
jednotlivymi rostlinami rozdil v rychlosti transportu vody, vyzaduje kazdy experiment velké

mnozstvi biologickych replikatt, coz ptinasi pomérné velké soubory dat.

Dosavadni feSeni vyuzivalo pfipravenou tabulku se vzorci pro tabulkovy kalkulator (MS Excel),
kterd byla pripravena pro omezeny pocet vstupl. Hodnoty se rucené vkladaly do tabulky a
vypocet prob&hl automaticky. Pouziti této tabulky sice davalo spravné vysledky, ale zpracovani

dat bylo zdlouhavé a pracné.

Proto vznikl pozadavek na co nejvice automatizovany nastroj, ktery by dokazal data zpracovat

hromadné. To byl impuls pro vznik aplikace [zotop.

5.2 Aplikace

Vysledna aplikace [Obr 14] je relativné jednoduchd, nicméné je obecnéjsi a univerzaln€jsi nez

plvodni feSeni. Predstavuje vyrazné zlepseni v n¢kolika smérech.

V prvni fad€ se vyrazné zlepSil zpiisob zadavani dat reprezentujicich standardy. V ptivodnim
feSeni musel uzivatel zadat pravé tfi vzorové standardy a z nich se vypocitaval primér pro

samotné zpracovani dat. Nove Ize zadat neomezené mnozstvi standardd. Z nich se pramér
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pocita automaticky. Ale v pfipad¢, Ze uzivatel pozadovany vzorovy pramér jiz znd, muze ho
nastavit manualn¢ bez potfeby vkladat vice standardd. V ptipadé potfeby je mozné nacist

standardy hromadné ve formatu CSV. To vSe zna¢né zjednodusuje praci.

Dalsi vyrazné vylepSeni nastalo pfi praci se samotnymi daty. Zatimco tabulka umoZziovala
zpracovat jen omezené mnozstvi vstupl, Izotop zvlada ptrepocet hromadné. Jednak umoznuje
vkladat neomezené mnozstvi vstupt, ale také poskytuje moznost importu z CSV soubort. A
navic jako bonus davd moznost rozdélit vlozené vstupy do nekolika skupin (samostatnych
tabulek), coz zvysuje ptehlednost. Vypocitana data jsou potom k dispozici ke stazeni i v podobé

CSV souboru.

Velkou vyhodou aplikace je pfedevsim jeji komplexnost. Kli¢ovy vyznam ma potom rychlost a
pohodlnost pfi importu a exportu dat. Pouzivany format CSV (,,comma separated values™ —
hodnoty oddélené castkou) je velice vhodny, protoZe ho Ize bez vétSich problémt pouzivat i pro
jiné aplikace, pifedevSim pro tabulkové kalkulatory (MS Excel, OO/LO Calc), které s nim

nemaji problém a jsou ¢asto pouzivany védeckymi pracovniky.

5.3 Algoritmus

Aplikace pfijiméd na vstup vzorové standardy a analyzované vstupy. Vzorové standardy
reprezentuji pfirozené zastoupeni izotopd v piirod¢. Analyzované vstupy obsahuji laboratorné
zmeétené vzorky, které jiz obsahuji zmény zptisobené inkorporovanym deuteriem. Protoze se pfi
experimentech pouziva deuterium jen ve stopovém mnozstvi (z diivodu finan¢ni narocnosti) a
meéfeni je tedy vyrazné ovlivnéno chybami, provadi se vétsi pocCet méfeni, ktera je nutné

zprumérovat pro eliminaci chyb. Aplikace tedy vyhodnocuje velky pocet vstupii.

Vysledkem je vypocet relativnich zmén v poméru izotopti vici pfirozenému stavu. Toho
dosédhneme tak, Ze vypocteme pro kazdy zkoumany vzorek relativni odchylku viic¢i standardu a
nasledné hodnoty zprimérujeme pro celou skupinu vzorkiu. Tim dosdhneme eliminace chyb

zpusobenych méfenim na hranici detekce.

Pfi prepocétu vzorovych standardd jsou vstupem usporadané Ctvefice. Kazdy standard je tvofen
Ctverici [iy, 12, 13, 14]. Tento standard je normalizovan do tvaru [1, i./iy, 13/i1, 1s/11]. Ze vSech
normalizovanych standardl se vypocéte praimérny standard [si, sz, 3, 4], kde jednotlivé slozky

sl az s4 odpovidaji priméru jednotlivych slozek normalizovanych vzorovych standardd.

Piepocet analyzovanych vstupi, které jsou porovnavany s primérnym standardem [s;, s, S3, S4],

pobiha podobné. Ze zkoumaného vstupniho vzorku [vi, V2, v3, V4 | se podle standardu vypoditaji
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teoretické hodnoty jednotlivych slozek [xi, X», X3, X4] kde Xo=vVi -8y, X3=Vi 83, Xa=V] -84 a
nakonec x; =8, + S, + 83+ 84— v2 — v3 — v4. Tim dostaneme hodnoty, které by mél mit vzorek,

kdyby byl standardni.

standard

intenzita

o n o2 13

¢as

vzorek

S-10

cas
Obr 13: Srovnani standardu a deuterovaného vzorku
Standard [10, 11, 12, I13] ma prirozeny pomét izotopu [x0, x1, x2, x3]. Vzorek [S-10, S-11, S-12, S-13] je ovlivnény
inkorporaci deuteria. Cilem je vypocitat rvelativni pririistek izotopii (Cerné oblasti yl1, y2 a y3) proti prirozenému
stavu, jaky by byl v pripadé, kdyby vzorek Zadné deuterium neobsahoval (oblasti y0, xb, xc, xd).
zdroj: Nordstrém A., Cytokinins in Arabidopsis, Tools, Pathways and Interaction with Auxin, str. 29 (2004) Swedish
University of Agricultural Sciences, Umed [online] http.//pub.epsilon.slu.se/601/1/Silvestria_317.PDF [26. 6. 2013]

S pomoci tohoto mezivysledku (standardnimu poméru pro dany vzorek) nyni musime vypocitat
pomér mezi realné zméfenymi hodnotami a standardem. Tento pomér p pro cely vzorek se
vypoéte ze vztahu p=(vo+tvi+tvi—xo—X3—X4)/ (Vi + X2+ X3+ X4), kde veliCiny v jsou
skute¢né vstupni hodnoty vzorku a veli¢iny x jsou teoreticky vypoctené hodnoty, které by

vzorek mél mit, kdyby byl standardni (bez deuteria).

Tyto operace se provedou hromadné nad celou mnozinou vstupd. Pro celou sadu vzorkd se
spole¢ny pomeér vypocita jako prumér hodnot jednotlivych vzorkt. Aplikace vypocte a zobrazi i

primérnou odchylku pro sadu vzorki.
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IzoToP

HoME | MANUAL

Input standard [insert designation | lo | o
Direct insertion of mean [ lo [o ] [
Load standards from file Prochazet... | Soubor nevybran.

file standlist1.csv ready to load

"STD1" 43242.0000 2347.0000 84.0000 0.0000 e
"STD2" 42923.0000 2332.0000 76.0000 0.0000 remove
"STD3" 40046.0000 2304.0000 79.0000 0.0000 T
Mean 1.0000 0.0554 0.0019 0.0000
Create new table |insert new table name
Load data | Prochazet.. | Soubor nevybran.

file inputlist1.csv ready to load
Insert new input |insert designation | fo | lo |o | lo | A24 2

- |

export to CSV

A24 (3 inputs) Mean: 3.7932 SD: 0.0760
AO (2 inputs) Mean: 0.0530 SD: 0.0076
A6 (4 Inputs)
3(6) 26881.00 30577.00 24586.00 10883.00 2.2697 Remave
4(6) 27706.00 31591.00 24826.00 11233.00 2.2553 Remove
5(6) 18421.00 21205.00 16842.00 7349.00 2.2767 T
6(6) 1200.00 659.00 478.00 241.00 1.0320 —
Mean 1.9584

SD 0.4632

A12 (4 inputs) Mean: 3.2268 SD: 0.0420

Obr 14: Rozhrani aplikace Izotop

V horni éasti rozhrani jsou textovd okna pro manudlni zadani standardu (pojmenovani a étverice hodnot). V pripade,
Ze standardy zname, miizeme je zadat primo (Direct insertion...) nebo je miizeme nacist v podobé CSV souboru. Pod
vstupnim formularem pro standardy se jiz vioZené standardy zobrazuji spolecné s priimérnym standardem.

Pod éasti zobrazujici standardy je formular pro zadavani vstupu. UZivatel si miiZe vytvorit samostatnou tabulku pro
kazdou Fadu vstupii. Vstupy lze zaddavat manudlné jako ctverici hodnot, nebo nacist hromadné z CSV souboru.
Jednotlivé tabulky s prepocitanymi vstupy se zobrazuji pod formuldrem. Do jednotlivych tabulek je mozné pridavat
dalsi vstupy nebo tyto vstupy editovat (prepsat stejnym oznacenim rdadku) ¢i vstupy odebirat. Pro prehlednost je
mozné tabulky skryt pomoci tlacitka a ziistane zobrazen jen primér a odchylka. Vysledky je mozné exportovat v
podobé CSV souboru.
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5.4 Technologie

S ohledem na flexibilitu pouziti je aplikace vytvorena jako webova. Diky tomu je pti dostupném

pfipojeni k Internetu snadno pouzitelnd odkudkoliv a na jakémkoliv OS.

Samotna aplikace je vytvorena v jazycich HTML, JavaScript, CSS a PHP [PHP]. Statickou cast
zajistuje jazyk HTML (obsah) a CSS (vzhled). Dynamicka ¢ast na serveru je vytvorena v PHP,
dynamickou ¢ast na stran¢ klienta (webovy prohlizec) obstarava JavaScript. Pro komunikaci
mezi klientem a serverem je vyuzivano technologii AJAX. Pro jejich snadnéj$i pouziti je

vyuzivana JavaScritptova knihovna jQuery [jQuery], ktera je k dispozici pod svobodnou licenci.

Pokud jde o pozadavky na zafizeni nutné k provozu, tak pro serverovou ¢ast je nutny webovy
server (nejcastéji Apache) s podporou PHP. Od samotného klienta (uzivatel) se vyzaduje jen

webovy prohlize¢ a ptistup k Internetu.

5.5 Shrnuti a publikace

Aplikace Izotop je jednoucelova aplikace, ktera se osvédcila jako nastroj, ktery dokaze vyrazné
zjednodusit zpracovani velkého mnozstvi dat. Byla uvedena v jedné publikaci spolu s vysledky,
které byly za jeji pomoci zpracovany.

e Tarkowski P., Flokova K., Vaclavikova K., Jaworek P., Raus M., Nordstrom A., Novak O.,

Dolezal K., Sebela M., Frebortova J. (2010) An improved in vivo deuterium labeling method for
measuring the biosynthetic rate of cytokinins. Molecules 15 (12), 9214-9229.

Publikace se vénuje vysledkiim, které byly zpracovavany i za pomoci Izotopu. Text publikace je

prilohou této prace.
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6 Biospean

Webova aplikace Biospean je zaméiena na analyzu a porovnani velkého mnozstvi hmotnostnich
spekter. Aplikace umoznuje hmotnostni spektra zkoumat, porovnavat s ostatnimi spektry, hledat
znaky spolecné pro celé skupiny spekter. Aplikaci je mozné pouzivat i ke katalogizaci spekter a

sdilet je v ramci pracovniho tymu.

6.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (v biochemii se pouzivda napiiklad varianta MALDI, resp.
MALDI-TOF [Havli§ 1999]) je metoda zalozena na rozdéleni castic podle hmotnosti, resp. m/z.

Slouzi ke kvantitativni analyze, tj. zjisténi mnozstvi jednotlivych slozek ve zkoumaném vzorku.

Jedna se o metodu, ktera je velmi citliva a rychla. Lze ji pouzit pro hmotnostni analyzu peptidd,
bilkovin, nukleovych kyselin i nizkomolekularnich latek (organickych a anorganickych) a jeji

vyznam v oblasti biochemie neustale roste.

Vystupem ze spektrometru je hmotnostni spektrum. Lze je vizualizovat jako spojnicovy graf,
kde osa x (horizontalni) zobrazuje hmotnost castic (m/z) a osa y (vertikalni) je jejich mnozstvi
(intenzita). Samotny spektrometr je zafizeni napojené na pocita¢, ktery provede analyzu dat a

nabidne je vyzkumnikovi ve formatu vhodném pro dal$i zpracovani.

Vétsinou se data z hmotnostniho spektrometru ukladaji v podobé¢ strukturovaného textového
souboru (ASCII), ale lze pouzit i jiné formatu, napt. CSV, XML, rGzné nativni formaty.

Samotna data jsou fakticky jen diskrétnich body, soutadnice ve tvaru [m/z, intenzita].

6.2 Pro¢€ vytvorit vlastni aplikaci

Vyvoj aplikace Biospean iniciovala potieba porovnavat podobnost riznych hmotnostnich
spekter. Pievedeno do praktického Zivota — mame nové ziskané hmotnostni spektrum a chceme
najit v databazi vzorky, které mu jsou nejpodobnéjsi. Cilem mutize byt identifikace konkrétniho
druhu vzorku nebo porovnani se zndmymi vzorky (napf. jak moc se od sebe lisi jednotlivé

vzorky stejného druhu).

Toto prakticky neni mozné provadét bez zapojeni vypocetni techniky. Jmenovité tedy bez
softwaru, ktery umi porovnavat hmotnostni spektra. A v takové situaci lze bud’ sadhnout po

feSeni, které existuje, nebo vyvinout vlastni aplikaci.
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S existujicim feSenim se ale ukazal problém. VétSina stavajiciho ,,hmotnostniho* softwaru
(napf. mMass) totiz neni schopna hromadného vyhledavani mezi mnoha spektry. Skutecné

hromadné porovnavani zvlada jen par programd.

Praktické zkuSenosti na katedfe jsou pouze se softwarem Bruker Biotyper [Biotyper]. Ten
ovsem ne zcela vyhovuje potiebam katedry (viz. nize). K podobnym ucelim slouZzi i software
AnagnosTec Saramis [Sar]. S nim ovSem nejsou vibec zadné zkuSenosti, resp. vime o ném jen

to, co je na oficidlnich strankach. Oba uvedené programy jsou komer¢ni.
Ze situace tedy nakonec vyplynuly divody, pro¢ jit vlastni cestou.

V prvni fadé v pripadé existujiciho softwaru jsme odkézani na komercni feSeni, coz s sebou
nese financni ndro¢nost a licen¢ni omezeni. Pfedev§im v pripadé Biotyperu pfedstavuje potfizeni
relativné vysokou polozku v rozpoctu. Vybavit nékolik pracovnich stanic timto softwarem neni
z finan¢niho hlediska optimalni. Naklady na vyvoj vlastni aplikace, kterd by byla jednodussi a
ptitom by poskytla podobnou, resp. pro pozadované Ucely presnéji zaméfenou, funkénost, by se

ve skute¢nosti vyplatily jiz pfi malém poctu uzivatelti.

Komer¢ni produkty jsou vétSinou siln€ ovlivnény i svoji striktni licen¢ni politikou — placeny
upgrade i update, technicka podpora jen na urcitou dobu (omezena jen na nékolik poslednich

verzi programu) a pro predem omezeny pocet stanic, absolutni zakaz uprav a modifikaci.

Dalsim divodem vlastniho vyvoje je jista nevhodnost stavajiciho softwaru pro specifické
potieby Katedry biochemie Pif UP a Centra Regionu Hana (dale jen KBC a CRH). Zde si
musime uvédomit, ze napf. soucasti Biotyperu je vedle detekéniho softwaru i velice dialezita
databaze vzorktl, se kterou se provadi srovnani. Tato databaze je soucasti aplikace, ale je
zaméfena specificky naptiklad na medicinskou biochemii a pro potieby urcitych vyzkumi se

nehodi. V piipad€ Saramisu bude situace obdobna.

Pracovnici KBC a CRH potiebuji porovnavat svoje vlastni skupiny zkoumanych spekter a
nikoliv spektra v databdzi Biotyperu/Saramisu. Takze dileZitym pozadavkem na vlastni aplikaci
je moznost vytvofit si vlastni databazi spekter. A nejlépe takovym zptisobem, aby bylo mozné

tuto databazi sdilet s kolegy v ramci tymu a centralné spravovat.

Tretim vyznamnym diivodem je snadnd pouzitelnost. Program, ktery ma mnoho funkci a dalsi
jsou s probihajicim vyvojem pridavany se ¢asem dostane do stavu, kdy uz je pfili§ komplexni.
Vzdy vsak zGstanou uzivatelé, kterym pro jejich potfeby bude stalit jen zékladni funkcnost.

Proto bylo cilem vytvofit aplikaci, ktera by byla snadno pouzitelna a intuitivni.
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V konec¢ném vysledku tedy vyplynul pozadavek na aplikaci vytvofenou tzv. ,,na miru®, ktera by
se drzela pravidla , mén¢ znamena vice“, byla by jednodussi, pfimocafejsi a intuitivnéjsi na
ovladani a umoznila by rychlé vlozeni nového spektra, jeho tpravu a katalogizaci a nasledné

porovnani.

Pokud tedy shrneme hlavni diivody k vyvoji vlastni aplikace, jsou to nedostatek financné
dostupného softwaru, vysoké naklady komercniho feSeni, nutnost porovnavat vzorky s vlastni
databazi spekter, vyuziti pro tymovou praci a v neposledni fad¢ potfeba funkéné méné

komplexniho, ale uzivatelsky ptivétivéjsiho feseni.

6.3 Shrnuti pozadavkd na aplikaci

Z hlediska vyzkumu je po aplikaci pozadovano, aby byla schopna analyzovat nova hmotnostni

spektra a hledat shody se spektry, ktera jiz byla do databaze vlozena.

V praxi to tedy znamena, Ze aplikace musi byt schopna nalézt charakteristické znaky spektra,
kterymi jsou v tomto piipad¢ pozice pikl, lokalnich maxim, které signalizuji vyznamné
mnozstvi ¢astic se shodnou molekularni hmotnosti. Pti této analyze se fakticky dostavame zcela
mimo oblast biochemie, protoze analyza spektra je ve skutecnosti zpracovanim digitaln¢
zaznamenaného elektromagnetického signalu. Samotnd analyza tedy musi vyuzit néstrojd,

postupti a poznatkl z oblasti matematiky, statistiky, fyziky a elektroinZzenyrstvi.

Zde je tieba fici, ze jedno softwaroveé analyzované spektrum neni samo o sobé¢ pfili§ zajimavé.
Pro analyzu jednoho spektra postaci casto jen grafickd vizualizace, zvyraznéni
charakteristickych znakt (pikl1) a jeho prostd vizualni kontrola uzivatelem. Toto dokaze fada

softwarovych nastroji.

Aby mélo skute¢né smysl zkoumat spektra komplexnéji pomoci softwaru, je tfeba, aby software
dokazal zpracovavat spektra hromadné. Tj. porovnat ziskané spektrum i s dal$imi ziskanymi
spektry a také zobrazit nakolik a v jakém mnozstvi charakteristickych znaki se spektra shoduji,

resp. lisi.

Jestlize ma program mit schopnost analyzovat a porovnavat spektra, je vyzadovano, aby
dokazal slouzit i jako ulozisté, databaze a knihovna jiz analyzovanych spekter. A samoziejmé
provadét dalsi operace, napf.porovnavat cilené jen s vybranou skupinou spekter,
napt. vybranych referen¢nich vzorkd. Tim vyvstava pozadavek na pouziti databaze, coz sice
nesouvisi se spektry jako takovymi, ale pfinasi urcité technologické pozadavky na samotné

softwarové feSeni.
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Pro potieby vyzkumnych tymi také vyvstava potfeba sdilet analyzovand spektra mezi
jednotlivymi ¢leny tymu. Vyzkumnik si do systému uloZi svoje spektra a chce je vyuzit pro
praci s kolegy. To s sebou pfinasi pozadavek na néstroje, ktery umozni vytvaret pracovni

skupiny uzivatell (napf. v ramci jednoho projektu) a sdilet mezi sebou spektra.

Pozadavky na aplikaci tedy zahrnuji schopnost analyzovat, srovnavat a katalogizovat spektra.
V souvislosti s tim je vyzadovana i schopnost data uchovavat pro dal$i vyuziti, napt. jako
referencni databéazi. Uzitecné mohou byt i nastroje pro tymovou praci, umoziujici sdileni

vybranych spekter mezi uzivateli.

6.4 Detekce pika, princip a problémy s tim souvisejici

Pokud chceme nalézt ve spektru piky, musime si nejprve uvédomit, jak takovy pik ve
skute¢nosti vypada, resp. jak se projevi v zaznamu digitalizovaného spektra. pik je svym
zptisobem mnozina sousedicich bodd, které¢ maji vice ¢i méné extremalni hodnoty vici zbytku
spektra, nebo alespon vii¢i svému blizkému okoli. Protoze spektrum muize mit v kazdé své casti
jiné rozsahy hodnot jak u Sumu, tak u pikl,, musi algoritmus pro detekci pikid projit celé

spektrum, analyzovat hodnoty v kazdém bodé¢ a rozhodnout, zde jde o pik ¢i nikoliv.

Pfi snaze analyzovat takové spektrum pfitom narazime na fadu problémi. Ty souviseji uz se
samotnym signalem, ktery casto obsahuje velké mnozstvi mnohdy velmi nerovnomérného Sumu
[Obr 15, Obr 16]. Ten spolu s malo intenzivnim odezvou sledovanych slozek ze vzorku znacné
komplikuje samotnou detekci pikti. Pokud je Sum nerovnomérny, mize pii slabé odezvé vzorku
v n¢kterych castech spektra vyrazné prevysit samotné hodnoty pikd, které se vyskytuji v

Castech, které jsou Sumem méné zasazené.

Problém zplsobuje samotny zptsob digitalniho zdznamu spojeny s limity (¢i 1épe feceno
zpusobem fungovani) soucasné vypocetni techniky. Zatimco signdl ze senzoru ve spektrometru
je analogovy a spojity, z vystupu dostaneme zaznam uz v digitalizované podobné. Digitalizaci
rozumime pievod analogového signalu na Ciselnou reprezentaci, kterou tvoii diskrétni body

reprezentované dvojici hodnot [m/z, intenzita].

Digitalizovany zdznam ovSem na rozdil do analogového spojity neni. Jedna se fadu diskrétnich
bodu, které jsou uloZeny ve vystupnim souboru. A pravé mnozstvi téchto dat je problém.
Abychom dosahli dostate¢né piesnosti, musime analogovy signal digitalizovat s dostate¢nym
poétem bodi. Datovy objem takto zpracovavanych dat je, v zavislosti na typu a nastaveni

spektrometru, relativné vysoky.
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Obr 15: Spektrum s nepravidelnym Sumem 1
Nepravidelny Sum ktery v urcitych castech vyrazné prevySuje intenzitu cervené zvyraznénych pikii

Obr 16: Spektrum s nepravidelnym Sumem 2
Spektrum s nerovnomernym sumem, ktery je v efektivni stredové casti nizky, ale na pocatku a na konci roste.

Soubor s naméfenymi daty ma velikost v fadu jednotek megabytli a obsahuje n€kdy i vice nez
200 tisic diskrétnich hodnot. Rychlé zpracovani takového objemu dat vyzaduje pomérné velkou
vypocetni kapacitu. Ackoliv samotné vyhodnoceni a porovnavani jednoho bodu vyzaduje
relativné velmi jednoduché operace, je nutné tyto operace provést na vSechny body spektra. To

dohromady dava velké mnozstvi vypocetnich krokd.

6.5 Detekce pikl za pritomnosti Sumu

Zakladnim kli¢em k funkcnosti softwaru Biospean je schopnost detekovat piky. Na vytvotfeni
postupu pro jeho detekci jsem vyzkousSel n€kolik metod nez jsem nalezl funkéni feSeni.
Samotné vytvotfeni postupu pro detekci pikl tedy vznikalo po dil¢ich krocich, od prvni slepé

ulicky ptes riizn¢ funkéni mezikroky az po funk¢ni finalni feseni.

6.5.1 Horizontalni fez

Pti detekci pikt byla nejprve vyzkouSena metoda, kterou lze oznacil za metodu ,,horizontalniho
fezu“. Metoda zaméiuje horizontalni intervaly [Obr 17, Obr 18, Obr 19, Obr 20], které vzniknou
protnutim spektra v ur€ité vySce. Srovnadnim polohy [x,,X,] téchto intervall a jejich intenzity se

poté vyhledaji shody proti ostatnim spektriim.

Dv¢ spektra se porovnavala tak, Ze se pfi analyze v prvnim spektru nalezl interval [x11,x12] a v
druhém spektru interval [x»1,X»2]. Tyto intervaly se nasledné navzajem porovnavaly, tj. shoda
(prinik) intervall nastala pokud X;»>X»1 a X»>X;1. Potom délka pruniku odpovida

max(x1 1 ,X21) - min(le ,Xzz).

— 57—



Biospean

| It

ol h)Jﬂ m lm_ LL LA N l .

Obr 17: PouZiti horizontélnich intervalu 1

Software zameéruje pozice priisecikit mezi piky (Cervené) a horizontalnimi liniemi ,,7ezii* (modie). VysSka a pozice
priseciku mezi pikem a hladinou rezu zaznamenava pozici piku a jeho relativni intenzitu. Tato pozice se pouzije pro
porovnani spekter.

Obr 18: PouZiti horizontalnich intervalu 2

Problém je, zZe intenzita pikii je rizna — intenzita nejsilnéjsiho z pikii nastavuje ralativné hladiny vezii a ovlivni tak
pocet priisecikii. I piky, které jsou pro nds vyznamné, mohou mit tak malou intenzitu, zZe je nemusi horizontalni rez
zachytit.

Obr 19: Pouziti horizontalnich intervala 3

V pripadé nerovnomérného Sumu pak nemaji intervaly viitbec smysl, protoze intenzivni Sum na zacatku spektra
zasahuje do horizontdlnich ,,7ezii*. Pokud by byly pribuzné vzorky zméreny jednou s takovymto Sumem a podruhé s
mensim(napr. jako vyse), nebylo by porovnani prakticky mozné. Bez odstranéni Sumu tedy nemaji horizontalni rezy
vitbec smysl.

Obr 20: Pouziti horizontalnich intervala 4

Opét priklad spektra, kde kviili Sumu i intenzité jednoho z pikii nelze intervaly efektivné pouzit. Na zacatku spektra je
kromé Sumu i jeden vysoky pik, ktery nastavuje relativni vySku ostatnich pikit na tak malou hodnotu, Ze se dostanou
pod uroven naprosté vetsiny rezii.

Tato metoda, ackoliv G¢innd na uméle vytvofenych testovacich spektrech, se ovSem ukazala
nepouzitelnd pro praktické pouziti na spektrech skutecnych. Divodem byly jednak rtzné

intenzity pikd v porovnavanych spektrech, kde poloha pikti byla shodnd, ale intenzita signalu
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rizna. Druhym, mnohem vyznamnéj$im, divodem byl velky vliv Sumu, ktery v mnoha
ptipadech ucinil tento postup zcela neu¢innym. Bez moznosti efektivné odstranit Sum, nebo lépe

feceno pii absenci schopnosti pracovat za pfitomnosti Sumu, nemé¢la tato metoda viibec smysl.

6.5.2 Globalni primérovani a eliminace Sumu

Nakonec se ukazalo, Ze prakticky jedinym feSenim je ignorovat absolutni hodnotu intenzity pikl
a porovnavat jen jejich pozice na ose x. Tim vznikl druhy postup, ktery se ukdzal jako v
omezené miie pouzitelny a po uprave vedl nakonec ke pouzitému feSeni. Mimochodem

podobng, tj. pouze s x-ovymi soufadnicemi, pracuje i znamy Biotyper.

Vyhodou tohoto feSeni je, Ze je imunni vici rizné intenzité pikl, protoZe je nebere v tivahu.
Nicméné samotné vyhledani x-ové polohy stale neodstrafiuje problém se zkreslenim zptisobené
sumem. Sum mize snadno zpiisobit, Ze nedostate¢né intenzivni pik nepijde viibec rozpoznat.
Metoda se ukazala jako mnohem Uspé$néjsi a dostatecné efektivni, nicméné je zavisla na dal$im

dulezitém kroku — na odstranéni samotného Sumu.

Sum muZe mit rizny profil a charakter, takze Sum v rtiznych spektrech i pii grafickém zobrazeni

muze zblizka vypadat rizné [Obr 21, Obr 22, Obr 23].

Obr 21: Spektrum s vysokym Sumem

Vrcholky jsou Spicky s rychlymi ostrymi prechody, je velky rozdil mezi minimadlni a maximalni hodno tou Sumu. Misty
Ize pozorovat ne zcela jasnou hranici mezi pikem a Sumem. Intenzita nejvétsich pikii je dostatecna, ale mensi piky se
ztraci v Sumu. Je problém urcit, co je pik a to i lidskym pohledem. MnozZstvi chybnych detekci (pozitivnich i
negativnich) bude vysoké.

Obr 22: Spektrum s Sumem, ktery vyrazné neovliviiuje piky

piky jsou celkem jasné, s odstupem od Sumu. Skutecné spornych hranicnich hodnot je jen nékolik. Zalezi na
koeficientu citlivosti, zda budou prevazZovat nesprdavné pozitivni detekce (neni pik, ale je oznacen), ¢i nesprdavné
negativni detekce (je pik a neni oznacen).
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Obr 23: Spektrum s minimalnim mnoZstvim Sumu (resp. s Sumem vyhlazenym)

Kvalitni spektrum, nebo spektrum, které bylo dodatecné vyhlazeno. Zmeény signalu jsou plynulé, se spravnosti
pozitivni detekce neni problém. Ve, co je oznaceno jako pik také pikem je. V nékterych mistech se signal tvaruje do
vyrazné sinusoidy, coz ziejmé vynechalo nekteré piky.

Odstranovani Sumu ze signalu je pfitom problém, ktery se fe$§i v mnoha oborech, nicméné v
kazdém je pfistup trochu jiny [Gunnlaugsson 2012], [DNR], [ANR], [GiNR]. Obecné mlzeme
Sum definovat jako vysokofrekvencni vinéni s nizkou energii, které je pfitomno ve sledovaném

signalu, ale nema spojitost s informaci, daty, ¢i energii, které jsou signalem prenaseny.

U analogovych signalii lze uvést napt. feseni pro zajiSténi konstantniho napé€ti u napéajecich
zdroju, kde je zaddouci (napf. u citlivych laboratornich pfistroji), aby stejnosmérné napéti bylo
co nejméne zvinéné. Zde se problém fesi predevsim pomoci kondenzatort a diod. Stejné feSeni
se pouziva i u né€kterych pfepétovych zasuvek a u vSech zaloznich zdroji UPS [UPS] pro

stabilizaci napajeni ze sité.

Z digitalnich technologii mtzeme uvést napf. odstraiiovani Sumu ve snimacich cipech
digitalnich fotoaparatli a kamer, kde s rostouci citlivosti (tzv. ISO) pii nizké Grovni osvétleni
vyrazné roste Sum, ktery se projevuje zrnitosti vysledné fotografie. V obraze se potom mohou
objevit riizné projevy Sumu, napiiklad znamy ,,sal a pepi* [Svanda 2011], [Svihlik 2008]. Zde
se problém fesi vétSinou tzv. vyhlazovanim, kdy se snimek ,,vycisti* pomoci priimérovani pies
tzv. masku [Hlava¢ 2010]. Za cenu snizeni detail 1ze dosahnout do jisté miry Cistého obrazu.
Tato metoda ma samoziejme svoje limity. Pokud Sum ptesdhne urcitou hranici, tak ani sebelepsi
vyhlazovani nepomiize. Metoda primeérovani, resp. jeji modifikace, se da na zpracovani
hmotnostnich spekter pouzit. Vysledkem by ovSem nebylo odstranéni Sumu, ale pouze jeho

vyhlazeny prubéh.

Dalsi ptikladem, kde se provadi odstranéni Sumu je audio primysl, ktery fesi, jak se zbavit
nezadouciho Sumu v audiozaznamech a hudebnich nahravkach [Polzer 2008]. Vycisténi
audionahravky se provadi tak, ze se nejprve ziska vzorek Sumu v ¢asti nahravky, kde nehraje
zadna hudba a kde se vyskytuje pouze Sum. Tento vzorek se poté pouzije pro odstranéni Sumu z

celé nahravky.
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V ptipad¢ hmotnostnich spekter by tato metoda znamenala, Ze by se muselo nejprve provést na
spektrometru méfeni bez vzorku a to v celém meéfeném rozsahu. Zméfenim spektrometru
naprazdno bychom dostali profil Sumu, ktery by se posléze pouzil k odstranéni Sumu ze vzorku.

Nicméné takové feseni je nepohodIné a v praxi vétSinou nepouZzitelné.

Jako ptiklad, ktery je naopak vyuzitim umélého Sumu, mizeme uvést naptiklad oblast vojenstvi,
kde se Sumu a inverzniho signalu uziva pfi elektronickém boji k ruSeni napf. radart ci
komunikacénich prostfedkd [Tama 2011], [Havranek at al., 2007]. Pokud frekvencni pasmo, ve
kterém pracuje sledovaci radar ¢i vysila¢, zahltime velkym mnozstvim energie, ztrati se ve
vysledném Sumu signal ze sledovanych objekt. Jde o analogickou situaci jaka nastava pfi
prehluseni pikii ve spektrometru — Sum ruSicky (Sum ve spektrometru) zahlti sledované

frekvence tak vysokym Sumem, Ze nelze rozeznat odrazy cile (slabé piky).

Naopak odstranit ruseni je snadné, pokud zndme jeho strukturu a dokdZzeme ho uméle odstranit
jakymsi ,,protisignalem*. Vyslanim signalu s opacnou fazi pivodni signal potlac¢ime (dojde k
interferenci). Takto také funguji ,,inteligentni* vojenské rusicky — vysilanim signalu je mozné
zaru$it pouze radarovy odraz objektu aniz by bylo poznat, Ze k ruSeni dochazi. Podobného
principu, ale pro zménu se zvukem, se pouziva napf. u interiérti luxusnich osobnich vozil ¢i
kabin letadel, které maji aktivni ruSeni hluku. Rovnéz podobny princip se pouziva u drazsich
modeld sluchatek, které maji aktivni potlac¢eni hluku z okoli [Harris]. V tomto piipadé se
vyuziva mikrofon sledujici hluk (motoru, vrtuli, okolniho prostedi) a reproduktor ktery vysila
rusici zvuk s opacnou fazi. Za predpokladu, ze ruseny hluk je periodicky a predvidatelny, byvaji

vysledky velice dobré.
Tim se dostavame k technickému feSeni.

U vSech téchto moZznosti je zcela samoziejmé, Ze vyuzivaji matematickych metod. A to bud’
néjakou formu statistického primérovani nebo nastroje pro interpolaci [NAfES] ¢i aproximaci
polynomu, ktery by modeloval kiivku reprezentujici samotny profil Sumu. Takové metody jsou
k dispozici, napt. Newtoniv ¢i Lagrangetiv polynom nebo tzv. metoda nejmensich Ctverci
[NATE6]. Pro samotné rozpoznani piku (coz je v podstaté néjaka extremalni hodnota) lze potom
napt. diferencialniho a integralniho poctu, kde Ize napt. sledovat sklon a rychlosti zmény v

kiivce reprezentujici spektrum.

Z tohoto plyne, Ze pro samotné odstranéni Sumu je mozné vybirat z fady postupi a technik.
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V ptipad¢ odstraiiovani Sumu ze spektra nam jako pouzitelnd moznost vychazi z uvedenych jen
jedina a tou je prumerovani. S ohledem na to, Ze program ma zpracovavat uz zmefena spektra,
neni mozné nikde ziskat vzorek Sumu. Univerzalni profil Sumu neexistuje a nelze po uzivatelich
pozadovat, aby ke kazdému spektru prilozili spektrum Sumu, které ziskali ze spektrometru

prométenim ,,naprazdno®.

Rovnéz tak neni mozné pouzit pokrocilé matematické metody pro odhad Sumu profilu. Ty jsou
totiz vhodné pfevazné pro maly pocet bodl a jejich vypocetni slozitost vétSinou pomérné rychle
roste s poctem interpolac¢nich/aproximacnich bodt. S ohledem na to, Ze pocet bodl ve spektru je
opravdu zna¢ny (stovky tisic bodil), je vyuziti téchto metod velmi problematické jak z

vypocetniho hlediska, tak z hlediska ziskané¢ho vysledku.

a4

generovat polynomy vysokych stupiii a z nich ziskané kiivky se (nevédecky feceno) hodné

,.vIni a chovaji se velice nepiedvidatelné.

Tedy i Cist€¢ z hlediska matematiky se nejedna o problém, ktery by mél jednoznacné feSeni
pomoci néjakého magického ,,vzorce na Sum®. Nicméné nejjednodussi interpolaéni metodou je

pramér a nebyl diivod ho nezkusit, uz jen ze zvédavosti.

Odstranéni Sumu, kdyz se ukazalo jako nezbytné, bylo tedy nejprve vyzkouSeno s prostym
globalnim zprimérovanim (udéla se primérny odhad Sumu z celého rozsahu spektra). Tim byla
zjisténa priblizna tirovent Sumu v celém spektru a z néj stanoven zaklad pro hranici, od kterého
byla naméfena hodnota povazovana za pik. Nicmén¢ tento zplsob odstranéni Sumu fungoval
pouze na spektrech s nizkym Sumem a i zde se Casto projevila necitlivost, kdy méné intenzivni

piky nebyly nalezeny.

Globalni primérovani zcela selhavalo u spekter, kde byl Sum proménlivy a intenzita pikd nebyla
dostatecna. V ptipad¢€, ze Sum v urcité Casti spektra prevysil intenzitu pikl v jiné Casti, byla

spravna detekce nemozna.

6.5.3 Lokalni priimérovani
S ohledem na to, Ze velka necitlivost na piky a chybovost pfi odstranénim Sumu vznikala prave
kvili globalnimu primérovani celého spektra, byl ucinén pokus o obejiti celého problému

pomoci lokalniho primérovani. A to se nakonec ukazalo jako funk¢ni a velice uspésné.

Vysledné feseni pro detekci piku tedy pracuje s metodou, kterou bych oznacil jako ,.kopeckova

metoda®. Dala by se pfirovnat k situaci, kdy turista v horach chce zjistit, zda stoji na kopecku
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(piku). Turista se rozhlédne pouze po blizkém okoli (vzdalené kopce bude ignorovat) a pokud
uvidi, Ze stoji vyraznéji vyse, nez jaka je vyska blizkého okoli, tak prohlasi, Ze stoji na kopecku

(piku). A to i kdyz v délce bude vidét kopce mnohem vyssi.

V principu tedy algoritmus hleda lokalni maxima. Hledani piku v bodé [x] probiha tak, Ze se
provede lokalni kontrola levého a pravého okoli [Obr 24]. Pii ném se stanovi nejvyssi, nejnizsi a
primérna hodnota v okoli a ta se porovna s hodnotami ve zkoumaném bod¢ x [Obr 25]. Pokud
hodnota v bod€¢ dostatecné pievySuje primérnou hladinu Sumu (i s pfihlédnutim k jeho

rozptylu), je bod x prohlasen za pik.

Obr 24: Lokalni primérovani - oblast hledani

Software pri vyhleddavani piku bere ohled pouze na blizké okoli piku. Aby nebyly priitmérné hodnoty sumu ovliviiovany
vysokymi hodnotami piku, zahrnuje se do vypoctu minima a priuméru jen okoli kolem piku (vyznacené obdélniky).
Parametricky Ize stanovit Sirka obdélnikii a odstup od testovaného piku.

FErinp

Obr 25: Lokalni pramérovani - hladiny Sumu duleZité pro detekci piku

Lokalné se ze zkoumané oblasti vypocita minimum Sumu, coz je relativni hodnota 0 (zelend plnd cara), fakticky
baseline. Dale se vypocte priumeér Sumu, coz je relativni 1 (zelend ¢arkovanda). Z toho se odhadne teoretické maximum
Sumu (zelena teckovana), coz odpovida relativni hladiné 2.

Mez citlivosti pro detekci pikii (1. hodnota od které je pozice povazovina za pik) je volitelné stanovena
uzivatelem/spravcem. V zakladnim nastaveni je stanovena vyska piku na relativni hodnotu 2,5 (modra teckovana).
Diilezité je si uvédomit, ze detekce je zaloZena na relativnich pomérech mezi baseline a rozptylem Sumu, tudiz
absolutni hodnoty pro detekci piku jsou v kazdé oblasti spektra jiné. Hladinu detekce pikit oviiviiuje napr-. i to, pokud
Jje v okoli pikii vice. MiiZe se stat, Ze seskupeni vice pikii vedle sebe navysi primeér Sumu a vyradi tak z detekce méné
intenzivni piky. Toto by bylo mozné eliminovat dvoukrokovou detekci.

—63 —



Biospean

Zde je na misté uvést dva dulezité faktory, které rozeznani komplikuji. Prvnim faktorem je
nepravidelna struktura Sumu. Druhym potom skutec¢nost, ze jednak praveé testovany pik nemusi
byt jedinym pikem v intervalu, ktery je prohledavan a také, ze v intervalu naopak zadny pik byt

nemusi. Vypocet musi obé tyto skutecnosti zohlednovat.

K prvnimu problému. Sum ma ve sledované oblasti uréitou, feknéme pramérnou, hladinu.
Stejny vzorek lze zméfit n€kolikrat s riznym Sumem a ziskana spektra sice budou zachycovat
piky se stejnou intenzitou, ale s rozdilnym Sumem. Zatimco jedno spektrum mtize mit Sum na
tak nizké trovni, Ze ho mizeme zanedbat, jiné spektrum mulze mit tak vysoky Sum, ze v
urcitych castech miize zcela prevysit i maximalni piky nachazejici se v jiné ¢asti spektra.

Nelze tedy zobecnit, ze skute¢ny pik je pouze napt. dvojnasobek primérného Sumu. Takto
nastavené kritérium prosté nebude fungovat. Detekovat pik mizeme jen pokud bude dostatecné
vystupovat z okolniho Sumu. Tj. skute¢ny pik rozezndme jen pokud bude vyrazné silnéjsi nez

Sum. Pokud bude pik slaby, tak ho od Sumu pravdépodobné nerozezname.

A krom¢é toho mé Sum je$té mnohem horsi problém — urcity rozptyl kolem své pramérné
hladiny. Tento rozptyl ma periodicky charakter, srovnatelny napt. se sinusoidou. Na vizualizaci

¥

spektra se tento rozptyl projevuje ,,roztfesenim* nebo ,,zubaténim* Sumu.

Neptijemné je, ze rozptyl Sumu je rozdilny nejen pro kazdé spektrum, ale ¢asto i pro riizné
useky jednoho spektra. Nekteré spektrum ma Sum jako plynulou kifivku s minimalnim
rozptylem a piky jsou jen mala vychylka nad hladinu Sumu. V takovém ptipadé musime hranici
nutnou pro rozpoznani piku nastavit jako velice malou. Jejim zvySenim by aplikace piky
nerozpoznala. Jiné spektrum ovSem muze mit rozptyl Sumu velky a potom by nizkd hranice
zptsobila, Ze i vrcholky rozptylu Sumu by byly detekovany jako piky. ReSenim je nastavit
citlivost niz$i, tak aby byly detekovany jen silné piky i za cenu toho, ze slabé piky detekovany

nebudou.

Takze hranice citlivosti proti rozptylu Sumu je pro kazdé spektrum individudlni a mize byt

odlis$na i pro urcité ¢asti stejného spektra.

Zptsob detekce tedy musi dynamicky reagovat jak na primérnou hladinu Sumu, tak na jeho
rozptyl. Nic nelze nastavit staticky ¢i absolutn€. Hodnoty Sumu a jeho rozptylu se viici pikim
musi pocitat relativné a je pomérné obtizné je z hlediska statistiky pfesné podchytit. Obecné
feSeni je pomérmné jednoduché, ale jak efektivné bude feseni fungovat na skutecna spektra zavisi

predevsim na nastaveni konkrétnich parametri. A to je nejvétsi problém pfi odstranéni Sumu.
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6.5.4 Je tedy dana pozice pikem?
Abychom rozhodli, zda pozici povazovat za pik, musime vypocist ve zkoumaném bod¢ a jeho
okoli nejen primérnou hladinu Sumu, ale i jeho odchylku. Tj. vysledkem je stanoveni primérné

hodnoty Sumu y_(coz dostaneme jako bézny primér) a k tomu rozptyl Sumu A (delta) nad i pod

prumérnou hodnotu. Pozice, které budou vyrazné€ nad tento rozptyl potom prohlasime za piky.

Zustava otazkou, jak stanovit hodnotu A. Rozhodn¢ neni dobré stanovit ji jako primérnou
odchylku od primeéru, protoze potfebujeme zachytit cely rozsah Sumu. Primér odchylky
nepostihuje skute¢ny rozptyl Sumu. Zde plati Gaussovska kiivka rozlozeni hodnot a priimérem
odchylek bychom neziskali filtr na veskery Sum. Potfebujeme tedy ve skuteCnosti zjistit
maximalni rozptyl od primérného Sumu, ale musime z n¢j vynechat piky, které jdou smérem
nahoru nad maximalni hladinu Sumu. To znamend, Ze nemizeme zvolit ani prosté maximum,
které se v daném intervalu vyskytuje. piky, pokud jsou pfitomny, totiz posouvaji hodnotu
maxima na celém intervalu smérem nahoru. Musime najit hodnotu mensi nez je maximum, ale

vétsi nez je prumeér odchylky.

Jednoduchou uvahou se ale dostaneme k napadu, Ze kdyz se nejde podivat nahoru na maxima,
muizeme se podivat smérem dolil na minima. Protoze Sum je relativné periodicka sinusoida,
muizeme uvahou piedpokladat, Ze maximalni odchylka Sumu smérem nahoru bude zhruba

podobna maximalni odchylce smérem doltl pod primér Sumu.

Nakonec jsem tedy po uvaze rozhodl stanovit hodnotu A jako rozdil meziy ay_  , kdey . je

nejniz$i hodnota Sumu na celém intervalu. [ kdyz jsem toto exaktné neovéftil (resp. zkusil jsem
si to oveéfit jen prohlédnutim vzhledu spekter a vypisem ¢iselnych hodnot z databaze), jde o

logicky podlozeny odhad, ktery, jak se ukézalo, v praxi funguje velice dobfe.
Takto stanoveny rozptyl ndm tedy rozsah Sumu ohrani¢i do intervalu(y —A,y +A)a
cokoliv nad tento interval bude potencidlnim kandidatem na pik.

Detekce piku je potom velice snadna. Kritériem pro zatazeni mezi piky jsou hodnoty,

které piekroci prahovou hranici smérem nad hodnotu y_+ A. V praxi pouZivam postup,
kdy se hodnota ,,0fizne* o dolni hladinu Sumu y _ (minimum Sum) a tato hodnota se

znormalizuje vic€i primérnému Sumu y .
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Matematicky relativni vySku piku p  vici Sumu y, ziskdme vztahem p =(h—y )/(y, -y

)

kde £ je absolutni vySka piku. Minimalni moZna relativni hodnota p_ je tedy 0 (coz odpovida

min

baseline) a mize teoreticky byt do nekonecna, primérny Sum y, ma hodnotu 1, maximum Sumu

hodnotu 2.

Vse nad hodnotu 2 pak Ize teoreticky povazovat za pik. Nicmén¢ pro zvySeni jistoty pozitivni
detekce piku jsem se rozhodl nastavit urcity ,,odstup* od Sumu a pouzivam prahovou hodnotu
pro pozitivni detekci piku na hodnoté zhruba kolem 2,5. To z toho diivodu, ze vypocteny pramer
sttedni hladiny Sumu je jen pfesny prumér nepiesnych Cisel a nemusi byt optimalni, pokud
spektrum bude velice nerovnomérné. Hodnota 2, ktera by teoreticky méla byt postacujici, pfi

pokusech dévala fadu faleSnych pikt, které ve skutecnosti pikem byt nemély.

Resenim bylo uréité snizeni citlivosti, tj. zvySeni prahové hodnoty. Pokud je totiz citlivost vétsi
nez 3, ukazaly pokusy, Ze je uz témef jisté, ze jde o pik. Nicméné u nekterych spekter, zvlasté u
téch s vysokym rozptylem Sumu, se uz hodnota 3 ukazala jako pfili§ necitliva a nekteré piky
rozpoznany nebyly. Proto jsem se postupné uchylil ke kompromisni hodnoté kolem 2,5, ktera

davala subjektivné nejlepsi pomér spravnych a nespravnych detekei.

Jesté se musime pozastavit nad moznosti, ze ve zkoumaném intervalu zadny pik neni, nebo
naopak je tam pikll vice. Zde je na misté uvést, Ze se musime vyvarovat svadivé touze hledat
piky jen podle maxima a minima. Pouziti metody ,jen maximum® by nevedlo k dobrym
vysledkim. Testovana soufadnice x totiz miize byt pikem, ale nemusi nutné byt maximem na
testovaném intervalu, pokud tam je pikd vice. A soucasn¢ i kdyz je soufadnice x maximem Vv

daném intervalu, nemusi byt pikem, pokud neni dostate¢n¢ intenzivni s odstupem od Sumu.

A tady je Stéstim, Ze zvolena metoda na odstranéni Sumu a rozpoznani piku tento problém fesi
zcela elegantné. Na intervalu mize byt soucasn¢ vice x-ovych soufadnic, které maji relativni

hodnotu viici Sumu vétsi nez je zvolena prahova hodnota (2,5).

Pro sledovany pik se vzdy pocitd s maximalni hodnotou sledované x-ové soutfadnice, nikoliv
celého intervalu a ostatni maxima (piky) v intervalu se viibec neberou v potaz. A odchylka Sumu
delta se pocitd z minima intervalu. Soucasné, pokud se vSechny hodnoty sledovaného intervalu
dostanou do rozsahu (0; 2,5), nebude zadna hodnota detekovana jako pik a interval tak bude

zcela bez pikd.

— 66 —



Biospean

6.6 Zpulsob porovnavani dvou spekter

Nez vysvétlim zpiisob jak posoudit podobnost dvou spekter, je tfeba si objasnit, jak pocitace
vlastné srovnavaji objekty [GRV], [Kanade 1977]. Po¢itadové metody [Starnclova 2012] pro
hledani podobnosti totiz nepracuji tak, jak vnima lidsky mozek [Ledvon 2009]. Lidsky mozek
hodnoti porovnavany objekt jako celek a teprve poté piechdzi k detailiim (pokud k tomu viibec
dojde). Navic zapojuje i zkuSenosti a odhad. Dikazem je napt. periferni vidéni, nebo rtzné
popularni zdbavné obrazky, kdy obrazce vytvaii optické klamy. Takové feSeni ale neni u

pocitace technicky mozné.

Pocitacové porovnavani pracuje tak, ze se snazi nalézt shodu ve vybranych znacich, které
charakterizuji dany objekt. Pfitom porovnani celku se ve skutecnosti realizuje pomoci
porovnani vice dil¢ich znaki. Jeden znak nam prohledavanou skupinu moznych feSeni rozdéli
nejméné na dvé (vétSinou rdzné velké) casti. To ale nemusi stacit, ve skutecnosti to vibec
nestaci. Pokud ale zkombinujeme podminek vice, tak se ndm mnozina spravnych vysledki
velice rychle zmensi. Podminkou pro efektivni porovnani podobnosti je ptitom volba spravnych

znakl a také jejich reprezentace.

6.6.1 Priklad z praxe pro objasnéni problematiky porovnani
Uved'me si jednoduchy piiklad. Pokud bychom si chtéli simulovat rozpoznavani osoby, jak
bychom postupovali? Muzeme rozezndvat osoby podle pohlavi, véku, vysky, vahy, barvy vlasu,

o¢i... Jsou tyto znaky postacujici?

Samy o sob¢ ne. Pokud budeme rozliSovat osoby dle pohlavi, zatadime je do pfislusné skupiny
pomérne snadno, ale vzdy dostaneme jako vysledek hledani polovinu populace. To pro

jednoznacnou identifikaci neni moc dobré.

Tak o zkusme znovu. Co pouzit identifikaci podle barvy vlasi? Tady se nam nabizi rozdéleni na
¢erna, hnéda, blond... a otazka je jak popsat rizné odstiny? Jak rozli§ime hodné tmavou hnédou
od ¢erné? Kde konéi hnéda a zacina blond’ata? A co tfeba barva o¢i? Modra, zelena, hnéda,

¢erna... mame lidi s modrozelenyma ocima a nékteré, ktefi maji kazdé oko v jiné barve.

Podobné dilema nastane v piipadé vysky. Pokud si uvédomime, Ze primérna vyska dospélého
¢loveka je nékde kolem 175 cm, jak budeme hledat ¢lovéka, pokud nam svédek zlo¢inu popise,
ze pachatel byl asi 180 cm vysoky? Mame hledat mezi lidmi, ktefi maji 175 - 180 cm? Jaky je

ten ,,spravny‘ rozsah? Zméftit vysku osoby piesné na centimetr neni dost dobfe mozné (staci
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napnout svaly nebo mirn¢ ohnout patet) a presné ji urcit pouhym okem je prakticky nemozné.

Totéz plati pti urceni barvy o¢i, vlast atd...

Naproti tomu, tfeba u véku, dokazeme skutecnou hodnotu u dané osoby urcit zcela piesné dle
data narozeni, ale Casto ji nejsme schopni pfesné urcit pohledem. Zatimco v€k napf. u ditéte
kritérium, které nam nerozdéli prohledavanou skupinu rovnomémeé. Kolik osob bude vyhledéano
ve véku 20, 50 a 100 let? Zatimco dvacetiletych i padesatiletych bude hodné, stoletych najdeme

v populaci jen velmi malo.

Na téchto prikladech ukazuji, Zze né¢ktera porovnavaci kritéria nemusi byt zcela jednoznacéna.
Takze nékteré znaky dokonce nemizeme ani presné zatfadit zplsobem ,ano-ne” a pfi
vyhledavani podobnosti je tieba je ,,zaskatulkovat™ a porovndvat v n¢jakém rozsahu tolerance

,,0d-do®, ¢i ,,spiSe ano-spiSe ne ““. Timto se zabyva tzv. fuzzy logika.

A k na$i smile dodejme, Ze ani vékem, ani uvedenou vyskou a ani barvou o¢i stale nejsme

schopni identifikovat konkrétni osobu zcela jednoznacné.

Abychom mohli pomoci pocita¢e identifikovat konkrétni osobu na zakladé jejiho popisu,
musime provést postupnou selekci podezielych osob podle vice kritérii. Tj. rozdélenim dle
pohlavi zmensime pocet kandidati na polovinu. Z této poloviny poté miizeme vybrat naptf. jen
ty, ktefi maji podprimérnou vysku, zelené oCi a ¢erné vlasy. Kazdé z te€chto kritérii nam dale

zmens$i skupinu téch, ktefi odpovidaji popisu.

Pokud bychom pokracovali dale, tak napt. biometrické systémy porovnavaji piiblizné proporce
lidské tvare — polohu o¢i, ust, délku a Sitku nosu atd... Kazdé z téchto kritérii je zaloZzeno na
nalezeni urcitych bodid a prvku v lidské tvari, které pocita¢ dokaze identifikovat. Vzdyt néco
podobného umi i kazdy slusny fotoaparat s rezimem ,,portrét* — automaticky identifikuje polohu

obliCeje na fotografii a zaostiuje praveé na oblicej.

Pritom plati, Ze ¢im vice znakll se porovnava, tim mensi a pfesnéj$i skupinu vysledkl
dostaneme. Zde samoziejm¢ musime zminit jeSté jednu klicovou véc — existuje riziko, Ze
muzeme spravny vysledek vyfadit tim, Ze nespravné identifikujeme jeden znak. Co by se stalo,
kdyby si hledana osoba obarvila vlasy? M¢&l by nas systém byt schopen identifikovat, Ze tato

osoba je potencialni kandidat i kdyZz neodpovida v jednom znaku? Jak to udélat?

Na tohle existuje jen jedind odpovéd — aby byl systém funk¢ni, musi srovnavat vice znakd, nez

je nutné minimum a pro spolehlivou pozitivni identifikaci musi stacit splnéni dostatecného
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po¢tu znakl. Pfitom kombinace porovndvanych znakli musi byt vicendsobné prikazna

(redundantni), aby bylo mozné osobu identifikovat i pfi chybné detekci nékterého znaku.

Kritéria porovnani a hodnoty, kterych mohou kritéria nabyvat také musi byt zvolena spravné
vzhledem k prohleddvané mnoziné. Kazdé kritérium musi co nejvice snizit pocet potencidlnich
kandidat. Naptiklad by nemélo smysl hledat osobu pomoci popisu ,,je mensi nez 150 cm*

pokud bychom hledali v matetské Skolce, protoze tam maji vSechny déti méné nez 150 cm.

Naptiklad pokud mame 6 miliard osob, tak musime mit tolik dostatecné prikaznych kritérii a
jejich kombinaci, aby bylo mozné identifikovat konkrétni osobu. Ve skutecnosti ndim musi
porovnavana kritéria vytvofit mnohem vice kombinaci, nez 6 miliard. UZ jen proto, aby bylo

mozné eliminovat vyse uvedené nepiesné detekce.

Zde se musime opét podivat na statistiku. Pokud jedno kritérium vytvoii dvé moznosti, spojeni
dvou takovych kritérii vytvoii Ctyfi kombinace. Pokud bychom méli kritérium se tfemi
moznostmi, kombinaci dvou takovych kritérii uz dostaneme devét variant. Pokud takovych
spravné zvolenych kritérii spojime napf. tficet, dostaneme mnozstvi kombinaci presahujici

pocet Zijicich osob na této planeté a pokud budou kritéria spravné zvolena (budou efektivné

delit prohledédvanou skupinu na podskupiny), nebude problém danou osobu identifikovat.

Prikladem takové identifikace je daktyloskopie [Fiirbach 2008], ktera je pomoci zhruba deseti
az patnacti bodu (kritérii) schopna identifikovat s prakticky absolutni pfesnosti jakéhokoliv
Cloveka. A to jen diky tomu, ze mnozstvi kombinaci papilarnich linii na prstech je natolik

vysoké a vytvari tolik kombinaci, Ze nespravna identifikace je téméf vyloucena.

6.6.2 Jak uvedené aplikovat na porovnani hmotnostnich spekter

A ted k otazce, jak vySe uvedené aplikovat na porovnani hmotnostnich spekter. V prvni fad¢ si
musime uvédomit, co jsou znaky charakteristické pro dané spektrum. Kazdé spektrum obsahuje
piky a sum. Sum nas nemusi trpit, pro porovnani nenese zadnou informaci a je eliminovan pfi

vyhledavani piki. Postup k nalezeni pikd jsme si uz uvedli vyse.

Zustanou nam piky. Ty totiz skutecné popisuji, co spektrum obsahuje. piky maji dv¢ vlastnosti —
polohu odpovidajici m/z a intenzitu. Dalo by se uvazovat i o $ifce piku, pokud bychom pik
chapali jako objekt, ale Siroky pik lze chéapat také jako nékolik uzkych pikt tésné vedle sebe.
Biospean pracuje s Sirokymi piky pravé timto zplisobem, protoze je takové feSeni pro pocitac

jednodussi.
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Samotna poloha pikt charakterizuje celkem jednoznacné kazdy druh/skupinu vzorkd, resp.
jejich slozeni. Tj. kazdd m/z pozice je samostatnym znakem, ktery posuzujeme pouze jako
boolovskou hodnotu (ano/ne — bud’ to je pik nebo neni). To je rozdil proti ptikladu, kde jsme u
osob méli znak vysku, znak barvu vlast atd. a hodnoty byla ¢isla nebo urcené druhy (barva).
V ptipad¢ spektra mame primo vlastnost ,,je na pozici XY pik?*, moznosti jsou ano ¢i ne a
téchto znak je stejny pocet jako je cely rozsah sledovan¢ho spektra, tj. v piipadé Biospeanu az
22 tisic znakd, které jsou na sobé fakticky nezavislé. Uz jen tento pocet ndm dava dostatecny

predpoklad, ze by mozny pocet kombinaci znakd mél byt dostatecny aby zajistil identifikaci.

Pokud si uvédomime, Ze vétSina spekter ma efektivni (pii vyzkumu sledovany) rozsah nékde
mezi 2 000 - 15 000 m/z a v tomto rozsahu identifikujeme fadové stovky pika (vétSinou vice nez
200 pozic), mame dostatecné velkou kombinaci m/z pozic, které ndm davaji charakteristicky
,podpis* (piklist) daného spektra. Teoreticky je na rozsahu 10 000 m/z mozné vytvofit 2'*%
kombinaci, coz je ovSem pro praxi nesmyslné a t&zko piedstavitelné &islo — 1,995 - 10°*"°

kombinaci (dvojka a za ni tfi tisice nul).

Nas v praxi mnohem vice zajima, kolik kombinaci lze vytvofit napt z 10, 50, 100 nebo 200
piky. Pokud budeme mit jen jeden pik, mame na rozsahu 10 000 m/z celkem 10 000 moznosti
kam tento pik umistit. Pfi dvou picich to bude (10000 -9 999) kombinaci, pti tfech uz
(10 000 - 9999 - 9 998).

Ano, jde o skutecné vysoky pocet kombinaci pro onen hledany piklist, ktery umoziuje spektrum
jednoznacéné identifikovat. Pokud pfipustime urCité zjednoduSeni vysSe uvedeného vztahu,
bavime se pfi deseti picich o téméF 10 000" kombinacich, coz je (10%)' neboli 10* moZnosti.
A to pouze pro deset piki. U poctu 100 piki pak lze vytvofit fadové 10 000" kombinaci. To je

10, coZ je jednicka a za ni 400 nul, coZ je hodnota skute¢né astronomického rozsahu.

Takze pokud dvé rtizna spektra maji pozice pikd viceméné shodna [Obr 26, Obr 27], mizeme
sméle prohlésit, ze jsou si n¢jakym zptisobem (vice ¢i mén¢) podobna. Hledani podobnych
spekter potom probiha tak, ze vezmeme charakteristicky piklist z testovaného vzorku a v
databazi se pokusime najit spektra, kterd maji piklist co nejvice podobny, tj. hleddme spektra s

co nejvetsi shodou na m/z pozicich.
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Obr 26: Spektra se shodnymi pozicemi piki a velmi odliSnym Sumem
Zde je vidét, Ze obé spektra maji velké mnoZstvi spolecnych pikii (Gervené). Sum obsaZeny v prvnim spektru sice
komplikuje detekci, ale shoda je dostatecna pro identifikaci podobnosti. Nékteré piky jsou rozdilné (modre), ale jejich
pritomnost nezabranila nalézt shodu spekter, byt's mensi procentudlni podobnosti.

Pritom si muZeme dovolit dostatecnou toleranci pii identifikaci pikl, protoze pocet kombinaci
je tak vysoky, Ze pii stovkach pikl (200 — 500) urcity pocet nespravné identifikovanych pikt

sice snizi procentudlni podobnost, ale toto snizeni, jak se pii praktickych pokusech ukazalo,

neni vétSinou natolik kritické, aby znemoznilo identifikaci.

Obr 27: Spektra se stejnou pozici piki, které ov§em maji rozdilné intenzity

Na téchto velice podobnych spektrech miiZeme videt, ze zohlednovat intenzitu pikiit miize byt zradné. Ackoliv shoda na
pozicich pikii (Cervené) je vysokd, neshod je jen malo (modré piky) a i samotny profil Sumu je velice podobny, tak
intenzita pikii na stejnych pozicich je casto odlisna a nelze ji brat jako primarni faktor pro porovnani.

Pfitom i shoda na mens$im poctu pozic je postacujici pro jednoznacnou identifikaci. To bylo také
na Biospeanu ovéteno, Ze v praxi shoda na 100 % nastane jen pfi vloZeni stejného datového
souboru dvakrat. Ani spektra pochazejici z riznych dvou meéfeni stejného vzorku neukazi 100%
shodu. To ale vlbec nevadi, protoze praktické pokusy ukazaly, Ze vétSinou pro spravnou

identifikaci druhu spektra sta¢i shoda jen na 30-70 % pozic. Plnou 100% shodu, ale jen
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jednostrannou, vykazuji pouze virtualni spektra (viz. dale), coz je logicky disledek toho, jak se

virtualni spektrum tvori.

Otazkou je, zda se muze ndhodné vyskytnout kombinace pikii (a Sumu nespravné
identifikované¢ho jako piky) i u nepiibuznych spekter tak, aby doslo k vysokému procentu
shody. Odpoved je, ze Ciste statisticky je to dosti nepravdépodobné. Jednalo by se o situaci, kdy
by se v jednom spektru nachazelo naptiklad 200 pikd, v druhém tieba 250 a tyto piky by se
nachazely zcela ndhodn€ na rozsahu feknéme 15 000 jednotek m/z. Pro 20%, resp. 25%
podobnost by musela nastat shoda alespon na 50ti picich. Pro jednoznacnou identifikaci ovsem
musime pocitat s vétsi podobnosti, alespoii 30-50%. Pravdépodobnost, ze takova shoda nastane

opravdu ndhodné je pomérné nizka, pocet vSech moznych kombinaci je dosti vysoky.

Nicméné je zde jest¢ biochemické hledisko. A to je faktor, ktery nelze jednoznaéné popsat.
Urcité latky a molekuly se vyskytuji s riiznou pravdépodobnosti. Neékteré latky jsou prosté
statisticky Cast&jsi nez jiné. Tudiz ur€ité m/z pozice se mohou vyskytovat statisticky Castéji a u
vice vzorkll a zvySovat tak shodu u neptibuznych spekter. Technické feSeni je mozné — pridélit
m/z pozicim tzv. vahy (koeficient dulezitosti) a zvyhodnovat piky na mén¢ Castych pozicich.
Nemam ovSem zadné statistické informace o ¢etnosti konkrétnich m/z pozic, na zakladé¢ kterych

bych takové hodnoceni mohl provadeét.

V praktickych testech se ukazalo, ze nespravna identifikace pikd (pfedev§im z divodu Sumu)
sice do jisté miry ovliviiuje vysledek porovnani, ale nejedna se natolik vyrazné zhorSeni, aby
chyba zcela vyloucila spravnou identifikaci (tj. aby doslo k nespravné negativni identifikaci).
identifikovano nespravné jako shodné (tj. nespravna pozitivni identifikace). Zaznamenana shoda
u zcela neptibuznych spekter byla nejvyse v fadu jednotek procent, coZ pro pozitivni

1dentifikaci nestaci.

Poloha (m/z) pikt je tedy na identifikaci spekter velice vhodné kritérium. Je dostatecné robustni
na chyby a i pfi relativné vysokém poctu nespravné identifikovanych piki je dostatecné
spolehliva, aby identifikovala ptibuzna spektra.

Druha vlastnost pikl, intenzita, udava v jakém mnoZzstvi je dana slozka zastoupena. Samotna
intenzita pfitom neni pro srovnani pfili§ vhodnd, protoze intenzitu pikidl ovliviiuje napiiklad
koncentrace latek ve vzorku, mnozstvi Sumu a dalsi faktory (napf. v riznych fazich reakce se

jednotlivé slozky mohou vyskytovat v riznych koncentracich). Dalsi slozitou otazkou v ptipadé
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intenzity je, zda porovndvat absolutni intenzitu (z&vislou na skutecné koncentraci) nebo

relativni intenzitu (zavislou na okolnim Sumu).

Jinymi slovy, zatimco pozice pikll je (pii stejném nastaveni spektrometru a pouzité matrici)
celkem jednoznacna a dostatecné vypovidajici, porovnavat intenzitu uz muze byt zaludné. Proto
jsem se po pocatecnich pokusech rozhodl intenzitu pikli zcela ignorovat a porovnavat pouze na

zakladé polohy piku.

6.6.3 Technické reseni vypocétu podobnosti

Pokud chceme porovnat, zda se sobé dvé spektra podobaji, jsme odkazani na srovndni pozic
pikd. Tj. srovnavame, zda pozice pikli z jednoho spektra se shoduji s pozici pikd spektra
druhého, resp. zda ma prvni spektrum na pozicich svych pikit odpovidajici protéjsek ve druhém

spektru.

Srovnani je pfitom jednosmérné, resp. srovnavat mizeme vzdy jedno spektrum vici druhému.
Naptiklad pokud spektrum A mé 152 pikd a spektrum B ma 178 pikd a z toho 125 piki je
spole¢nych, tak spektrum A ma na 82% (125 ze 152) shodu se spektrem B a naopak spektrum B
ma v 70% (125 ze 178) shodu s piky ze spektra A.

Vysledkem porovnani spektra A a B jsou tedy dvé Cisla, ktera udavaji vzajemnou procentualni
shodu obou spekter. Jedno z ¢isel udava shodu A ku B a druhé B ku A. V souvislosti s tim
Biospean nabizi n¢kolik moznosti fazeni vysledkd, pocinaje prostym primérem pies pouziji jen
jedné z hodnot ¢i vybér mensi/vétsi z nich az po pomér mezi témito hodnotami a experimentalni

koeficient, ktery soucasn¢ zohlednuje primér a pomér mezi hodnotami.

Porovnavani spekter by také mélo byt schopné kompenzovat jistou odchylku v pozicich piku.
Naptiklad program Biotyper je schopen rozpoznat posun o jednu az dvé pozice m/z. Minimaln¢
jedna jednotka m/z je absolutni minimum, protoze Biospean pracuje v piipad¢ pozice s celymi
zaokrouhlovanymi ¢isly a pii méfeni a nasledném piepoctu neni problém, vinou zaokrouhlovani
a zobecnovani, pik posunout o jednu pozici vedle. Pokud naptiklad bude mit pik maximum na
pozici 4356.6, snadno se pii vyhodnocovani dostane na pozici 4356 a/nebo 4357. Ptipadné
dojde k detekci dvou pikii na kazdé z pozic. Program proto musi mit nastavitelnou toleranci a

vyhodnocovaci algoritmus se musi s touto toleranci dokazat vypotadat.

Reseni tohoto problému se ukézalo jako relativné snadné — piidélit pikim body. A to tim
zpusobem, ze skuteCny pik dostane urcity pocet bodii a jeho sousedni soufadnice, kterd uz

detekovanym pikem neni, o néco mensi pocet bodti [Obr 28]. Pokud bude vice detekovanych
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piki vedle sebe, miize pik dostat body jak za ohodnoceni sebe sama, tak za ohodnoceni souseda
[Obr 29]. Diky tomu vice pikid (ve skutecnosti jeden dostatecné Siroky pik) vedle sebe zpusobi,

ze piky v takovémto seskupeni budou mit vice bodt, nez bézné piky bez sousedu.

Obr 28: Bodové ohodnoceni osamoceného piku

Pozice detekovand jako pik je ohodnocena 8-mi body. Tésné sousedici pozice obdrzi 3 body. O jednu pozici
vzdalenéjsi pozice obdrzi 1 bod.

Ohodnocovani sousednich pikti mensim bodovym ziskem zplsobi, ze pokud se pti porovnani
dvou spekter netrefime ptesné na plnohodnotny pik, setkame se alesponl s pikem, ktery ma nizsi

ohodnoceni a budeme mit alespon ¢aste¢nou shodu.

§+3+3

8+3+1
8+3+1

3+1

Obr 29: Bodové ohodnoceni sousedicich piki

Pokud se vedle sebe nachdzi vice pikii, hodnoceni sousednich pikii se scitaji. Prostiedni pik dostal svych 8 bodii a od
kazdého souseda dalsi 3 body. Krajni piky dostaly svych 8 bodii, k tomu 3 body od prostredniho a 1 bod od
protilehlého piku. Pozice lezici tésné vedle piki dostaly 1 bod od prostiedniho a 3 body od krajniho piku. O jednu
pozici vzdadlenéjsi pozice dostaly 1 bod od krajnich pikil.

Dalsi vyhodou bodového ohodnocovani je, Ze miizeme, podle toho jak nastavime bodovani pii
vyhodnoceni spektra, ovlivnit toleranci posunu. Déle se pomoci bodovani da nastavit i tolerance

uz zpracovaného spektra a to tak, Ze do srovnani zahrneme jen piky s uréitym poctem bodu
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(napf. vice nez 4 body). Tim jsme dokonce schopni omezit vyhledavani napf. jen na piky, které
maji Sitku veétsi nez dvé/tii x-ové pozice.

Fakticky mzeme porovnavat spektra riznymi zptisoby — bud’ pomérem shodnych pika (jak to
Biospean pocitd), anebo by bylo také mozné pocitat vysledek jako pomér bodovanych pikd na
jednotlivych pozicich. Piipadné zvyhodnovat pii vypoctu shodu pikd se stejnym hodnocenim a
piky s rozdilnym bodovym ohodnoceni zapocitdvat méné vyznamnym zplsobem (jedna se o

pouziti vah). Je tedy ziejmé, Ze by bylo mozné vytvorit vice zptisob jak podobnost pocitat.

Bodové hodnoceni pikil navic také poskytuje pfijemny bonus — umoziuje uzivatelskou korekei.
Pokud program automaticky nedokaze rozeznat vSechny piky, nebo naopak nékteré piky oznaci
nespravné, muze uzivatel vyuzit nastroji pro korekci bodového hodnoceni a pridélit konkrétnim
pikiim body, kladné nebo zaporné, kterymi bud’ oznaci nerozpoznany pik, nebo naopak odebere
pik, ktery systém oznacil nespravné. Tim na dané pozici dokaze vytvofit novy pik, nebo ho

odstarnit.

Bodovani navic umoziuje udélat prozatim neralizovanou modifikovanou variantu porovnavani
— srovnani nejen na zakladé pozic, ale i ohodnoceni. Samotné porovnani bodovanych pikti by
potom probihalo podobn¢ jako pii s rovnani x-ovych pozic. Rozdil by byl v tom, ze ve
skute¢nosti by se neporovnavala jen pozice pikl, ale zapocitaval by se pomér v bodovém
ohodnoceni na kazdé soufadnici soufadnici. A opét obousmérn€, prvni spektrum s druhym a
naopak. Tato varianta srovnani prozatim neni realizovana, ale jeji pfidani neni problémem,

protoze klicové prvky pro takového srovnani uz program obsahuje.

Nakonec zlstava otazka, jak efektivné a ucinné funguje porovnavani spekter. Praktické testy
ukazaly, ze srovnani na zaklad¢ pozice pikli pomérné presné¢ odpovida shod€¢ mezi dvéma
spektry. Kvalita vysledku samozfejme zavisi na kvalité rozeznani pikt, coz je logické. Proto je
zadouci, aby uzivatelé vénovali pozornost kvalité spekter a jejich pripadnému dodate¢nému

nastaveni, pokud automaticka identifikace neni z néjakého ditvodu idedlni.

Pro spolehlivou identifikaci pfitom neni nutné dosahovat stoprocentni shody. Pfi vyvoji a
nasledném dokoncovani jsem mél k dispozici zhruba 1400 rGznych spekter a aplikace byla
vzdy schopna i pfi pln¢ automatické detekci pikll najit skupinu nejpodobnéjsich spekter.
Program se pfitom dokdzal vypotadat i s nespravné detekovanymi piky, resp. velky pocet
identifikovanych pikd zajistoval, ze podobnéd spektra byla nalezena i v ne zcela piesnych

datech. Podobnost spekter stejného druhu se pohybovala od zhruba 20 % az vysoko nad 90 %.
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Podobnost pod 25 % obcas zahrnula i neptibuzné spektrum. Hodnoty nad 40 % naopak

vykazovaly velmi vysoky stupenn podobnosti.

Stoprocentni shoda ve skute¢nosti neni s readlnymi spektry ani moznd. Vzdy je n€kde néjaka
mensi odchylka, Spatn¢ rozeznany pik nebo jen jeho jind §itka. Pokud nastala shoda 100 %,
jednalo se bud’ o stejny dvakrat (duplicitn€) vlozeny vstupni soubor, nebo §lo o jednostrannou
shodu s virtudlnim spektrem, coz je teoretick¢é uméle vytvorené spektrum uréené pro detekci

konkrétnich znakti (viz. ¢ast o praktickém nasazeni).

Zajimavé je, Ze se podarilo pfi testech ovéfit, ze program opravdu funguje jak ma. To se stalo ve
chvili, kdyz jsem dostal moznost porovnat vzorky monitorujici v ¢ase probihajici faze reakce.
Kdyz jsem vytvoril tabulky (celkem jich bylo Sest pro rizné druhy fermentaci) srovnavajici
podobnost mezi jednotlivymi ¢asovymi stavy, tak se ukazalo, ze vzorky jsou nejvice podobné
prave s nejbliz§imi stavy. Jak rostla doba mezi ¢asy jednotlivych méfeni, podobnost postupné

klesala. O tomto detailné pojednavam v Casti vénované praktickému pouziti Biospeanu.

6.7 Postup algoritmu pro detekci pikt

Pfed tim, nez muze uzivatel spektrum pouZzivat, je nutné piedzpracovani dat. To probiha v

nekolika krocich a trva zhruba minutu. Kroky jsou nasledujici:
1. Vytvoreni nového spektra a nacteni datového souboru

Uzivatel pomoci webového rozhrani vlozi nové spektrum do systému a aplikace
automaticky nahraje soubor se vstupnimi daty. Systém je schopen pracovat se soubory
ve formatu TXT a CSV. Velikost souborti je omezena na 10MB, nicméné je mozné ji
zvysit. V databazi je nové spektrum ulozeno jako novy zaznam a uzivatel je o nacteni

informovan.

Dalsi faze — samotnd analyza — uz probéhnou nezévisle. V aktualni verzi se automaticky
po ulozeni spektra do databaze spusti na pozadi vyhodnocovaci skript, ale systém lze
snadno upravit tak, aby ponechaval zpracovani spekter na pozd¢jsi dobu a zpracovani se

spustilo jinym podnétem (napiiklad pomoci cronu'').

11 Zvlastni proces v Unixovych operacnich systémech, ktery v pocitaci bézi na pozadi (bez védomi uZzivatele) a stara se o
pravidelné spousténi urcitych procesti a Gloh v nastaveném €ase, napf. v uréitou hodinu, v ur¢ity den tydne nebo pravidelné
napf. po péti minutach.
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2. Nacteni zdrojovych dat do databize

Z vlozeného souboru se veskerd data nactou do databaze, coz umozni jejich dalsi
zpracovani. Pii tomto kroku se také provede filtrace vstupnich hodnot a pteskoci se vse,

co se netyka samotnych dat (napt. komentare).
3. Normalizace dat

Pifi samotné analyze se nejprve provede normalizace dat. Bézna data obsahuji udaje s
riznou hustotou bodi. Body jsou ve tvaru [x,y], kde x je m/z a hodnota y je intenzita.
Problém je v tom, Ze x neni celé Cislo a kvuli rizné hustot€¢ miizeme na intervalu

<x1,x2> nalézt u dvou spekter rizny pocet hodnot.

Proto aplikace nejprve provede normalizaci dat dle osy x (m/z), kde vypocte pro kazdou

celou hodnotu x maximum, minimum a pramér tak, ze slouci vstupni hodnoty kolem x.

Tim dostaneme data ve tvary [x .y .y ., yavg], kde x  je celoCiselnd soufadnice
m/z a hodnoty y ., y ~ay jsou minimum, maximum a prumér vSech hodnot z
min max avg

puvodniho vstupu, jejichz absolutni hodnota x je rovna normované Xuem. Jinymi slovy

do souhrnu pro hodnotu 10 budou zahrnuty v§echny hodnoty v intervalu (9,5; 10,5).
4. Vypocet intervali

Ve chvili, kdy mame sloucené x-ové soutadnice, je dalsim krokem vypocet intervali,
které budou pouzity pro rozpoznavani pikd. Postupné se vytvaii pétice ve tvaru

(X, X,y Y yavg] kde x, a x, jsou meze intervalu a y,

m

i Yo Vave jsou analogicky
minimum, maximum a pramér na celém intervalu. Startovacim stavem jsou intervaly
délky jedna, tj. takové, kde x; = x».

Z divodu slozitosti (viz. dale) je pouzivano binarni sluCovani, kdy se vytvari intervaly,
jejichz délky jsou druhou mocninou ¢isla 2. Zacina se tedy vytvofenim intervalt délky
1 (t. 2%, spojenim sousednich se v druhém kroku vytvofi intervaly délky 2 (tj. 2"), poté
4 (4. 2%, 8 (tj. 2%) atd. To se provadi tak dlouho, dokud nejsou vypocteny intervaly
pottebné délky.

5. Vypocet koeficienti

A nyni se uzZ muzeme pustit do testovani jednotlivych x-ovych soufadnic (m/z), zda
obsahuji Zadany pik. Pokud chceme pro soufadnici x ~ a piislusny pik

[X o Yuin? Yina? yavg] zjistit relativni vysku piku vic¢i Sumu, vezmeme intervaly ptislusné
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delky, které sousedi se soufadnici x _ zleva a zprava a vypocteme jejich spolecné
norm

minimum a prumér. Ten porovname s maximem kontrolovaného piku (dle vyse
uvedeného vzorce v Casti vénované Sumu) a zjistime, zda se jedna o hledany pik nebo

jen o Sum.

Samotny volba pikd je v aplikaci parametricky nastavitelna, takze lze krom¢ délky
intervall naptiklad nastavit i to, aby nebyly brany intervaly piimo sousedici s pikem,
ale intervaly, které jsou o nekolik pozic vzdalenéjsi. Tim se dosahne toho, ze vysledek

neni zkreslen ,,nabéhem* intenzity u paty piku.

Rizné volby délky intervall a odstupu spolu s nastavenim citlivosti na hranici
detekovani piku umoznuje ptipravit nékolik vyhleddvacich kritérii, pfi¢emz kazdé¢ mtze
byt nastaveno na jiny typ spektra. Napfiiklad jedno nastaveni mize byt vhodné pro
vysoky Sum, jiné naopak pro Siroké nebo uzké piky. Diky parametrické nastavitelnosti
je mozné stejné spektrum vyhodnotit nékolika rGznymi zplsoby nastaveni a z jejich

spojenych vysledkl vytvofit spole¢ny vysledek.
6. Bodové ohodnoceni piki

Poslednim krokem je rozpoznani a bodové ohodnoceni pikii. V této cCasti dojde ke
kontrole vSech pikil a ty, které jsou identifikovany jako piky, jsou ohodnoceny body.
Stejné tak jsou body piid€leny i pikiim sousedicim se skute¢nymi piky (uvedeno v ¢asti

o toleranci pro posuv piku). U shluki pikti dojde k nasc¢itani bodt od sousednich pikd.

Takto pfipravena mnozina pikl je jiz pfipravena na vyhledavani shod s ostatnimi piky tak jak

bylo popsano vyse.

6.8 Narocnost vypoctu

Zasadnim problémem vyhodnocovani pikil je bohuzel narocnost vypocti. Problém neni ani tak

v jejich slozitosti, ale v objemu dat. Pojd’'me chvili pocitat.

Vstupni soubor s daty ve formatu TXT nebo CSV obsahuje fadové kolem 100 tisic m/z
soufadnic, velikost takového souboru je v fadech jednotek megabyte. Tyto data pii vizualizaci
predstavuji polohu na ose x (m/z) a k nim odpovidajici intenzitu. Biospean je nastaven tak, aby
byl schopen pracovat v rozsahu od 0 do 22 000 m/z. Tento rozsah je dostacujici pro vSechna
spektra, ktera byla pfi vyvoji pouzita k testim. VétSinou rozsah zadina n€kde u hodnoty

1000 m/z a kon¢i mezi 15 - 18 tisici m/z. Pro vyzkumné ucely jsou pfitom nejcastéji vyuzivany
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rozsahy zhruba 3 000 - 10 000 m/z. Pro zjednoduSeni vypoctu tedy predpokladejme Ze mame u
bézného spektra rozsah zhruba 15 000 pozic (coz reprezentuje rozsah napt. 1 000 - 16 000 m/z).

V prvnim kroku vySe uvedeného aplgoritmu se data nactou do serveru a zalozi se novy zaznam
do databaze. Jedna se o operace viceméné na Urovni operacniho systému (pfesun dat po siti,
zalozeni souboru a logovaciho zaznamu), takze samotny Biospean v tu chvili moc vic délat

nemuze.

Pti zpracovani musi Biospean v druhém kroku nacist zdrojova data ze souboru do databaze. To
je v podstaté opét mechanicka ¢innost a zavisi jen na rychlosti pocitace. Zdrojovy soubor se Cte
radek po fadku a jednotlivé dvojice [m/z, intenzita] se ukladaji se do databaze. Urychlit ¢i néjak

optimalizovat se tato tloha opét neda.

Treti krok je zpracovani a normalizace na m/z pozice. Systém musi ze vstupnich piiblizné
100 tisic bodl vypocitat maximum, minimum a pramér pro vSech 15 tisic normovanych m/z
pozic. Zde opét mnoho moznosti pro optimalizaci neni. Program prost¢ musi mechanicky
prepocitat vlozené hodnoty. Nastésti neni mnozstvi operaci tak vysoké, aby zplisobovalo
vyrazné zpomaleni a pfi vypoétu vyrazné¢ pomaha SQL databaze, ktera je na takové tkoly

optimalizovana.

Ctvrtym krokem je vypocet intervali. A tady uZ problém je. Pokud chceme vyhodnotit viech
15 tisic pozic a chceme pocitat s intervaly o délce 100 pozic nalevo a napravo od sledované
pozice, musime pro kazdou z pozic vyhodnotit minimum, maximum a prumér pro 200
sousednich pozic. Slozitost je v tomto ptipadé 15 000 - 200, coz dava obrovskou rezii. A pokud
ma byt vyhodnoceni provedeno podle vice kritérii (viz. vySe uvedené nastaveni intervall), roste

doba vypoctu s kazdym dal§im kritériem.

Tato Cast se pfi testech ukazala jako uzké hrdlo, které zplsobovalo neimérnou délku vypoctu.
Prvnim verzim algoritmu trval vypocet pro jediné spektrum 15 az 25 minut. To by v praxi bylo
nepouzitelné. Bylo tedy zadouci pfijit s néjakym lepSim feSenim feSenim. Bud néjaké
nekonven¢ni feSeni, nebo zjednoduseni za cenu piijatelného zhorSeni kvality.

A nekonvencni feSeni se naslo. Cely vtip je v tom, Ze pokud uzZ mame vypoctené dva sousedni
intervaly stejné délky, mliizeme je trivialnim vypoctem spojit do nového intervalu o dvojnasobné
délce. Zakony matematiky a statistiky nam toto dovoluji. Vypocet intervalli se potom zméni na

binarni slu¢ovani kratsich intervalt, coz je fakticky primér, minimum a maximum dvojic ¢isel.
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Zjednodusené teceno, pokud mame dva sousedici intervaly reprezentované dvéma péticemi
> St 1 koo
[xI,x1,yl .yl ., ylavg] a[x2,x2,y2 .y2 ., yZavg] kde pro kazdou z pétic je (x*;; x*)
interval na ose X (m/z), trojice [Y*min, y*max, ¥ ave] T€prezentuje minimum, maximum a primer na
Lo . F _ . _ _ _ 12
daném intervalu a dale plati Zze x1, =x2 + 1 a plati, ze abs(x1, — x1.) = abs(x2, — x2)"*, potom
sloucenim téchto dvou sousedicich intervalG vznikne novy interval s dvojnasobnou délkou ve

tvaru [x1 ; x2; min(yl ,y2 );max(yl .y2  );avg(yl avg,yZQVg)] .
Lépe situaci demonstruje schéma:

Na pocatku mame prvni uroven, Sestnact intervali délky 1.

|1|2|3|4|5|6|7|8|9|10|11|12|13|14|15|16|

Kdyz spojime vzdy dva sousedici intervaly, dostaneme patnact interval délky 2.

| 1-2 | 34 | 5-6 | 7-8 | 9-10 | 11-12 | 13-14 | 15-16 |
| 2-3 | 4-5 | 6-7 | 8-9 | 10-11 | 12-13 | 14-15 |

Dalsim krokem sluc¢ujeme intervaly délky 2 na intervaly délky 4. Pro vysvétleni — prvni dvé
fady vznikly slu¢ovanim intervalti délky 2 z prvniho fadku a dolni dv¢ fady vznikaji z intervalii

pochazejicich z dolniho tadku.

| 1-4 | 58 | 9-12 | 13-16 |
| 36 | 7-10 | 11-14 |
| 25 | 6-9 | 10-13 |

| 4-7 | 8-11 | 12-15 |

1-8 | 9-16 |

5-12

8-15

Takto bychom mohli snadno pokracovat k dal§im tirovnim.

12 Matematicky nepfili§ srozumitelné vyjadieno, ze intervaly musi byt stejné dlouhé.
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Nevyhodou je, Ze takto pfimo muzeme vytvafet pouze intervaly, jejichz délka je mocninou
dvojky (1, 2, 4, 8, 16, 32 ... ). Jiné délky by bylo tieba slozit, napiiklad délka 20 by se slozila z
intervalGl 16 a 4 se zohlednénim poméru jejich délek (vahy). Nicméné v praxi se ukazalo, ze
vypocitavat takto nerovnomémné intervaly neni tfeba a rozdil v primeérech na intervalu

napft. délky 100 a délky 128 je v konecném vysledku maly.

Vyhodou tohoto feSeni je, ze miiZzeme s minimalni rezii vypocitat intervaly pro rtuzné délky.
Interval v prvnim kroku dostaneme z x-ovych (m/z) pozic. A to je u bézného spektra ptiblizné
15 000 hodnot. Interval druhého kroku (délka 2) dostaneme z intervalii prvniho stupné, tj. opét
jen spojime 15 tisic hodnot ze sousedicich intervall. DalSi stupen jsou intervaly o délce 4 a ty

dostaneme z intervalll délky 2. Obecné tedy pro intervaly délky n potiebujeme fadove d- (log n)

operaci, kde d je délka prohledavaného rozsahu ve spektru (pocet x-ovych pozic).

Z toho odvodime, ze pokud bychom chtéli pouzit intervaly o délce zhruba 200 pozic (100
nalevo a napravo od piku), tak z puvodni slozitosti 15 000 - (2 - rezie pro vypocet priméru,
minima a maxima ze 100 hodnot) se binarnim slu¢ovanim dostaneme zhruba na slozitost
15000 - 7 - (rezie na slouceni dvou intervali). Hodnota 7 proto, Ze interval o délce 128
odpovida 27, coZ je nejblize ke 100. ReZie na slou¢eni dvou intervalii je primér z obou priméra,
maximum z obou maximalnich hodnot a minimum z obou minimalnich hodnot. Tj. vyrazné

meéng operaci nez pocitat dvakrat priimeér, minimum a maximum ze 100 hodnot.

To je velice vyrazné zlepSeni proti ptivodnimu stavu a vysledkem je, ze Casovd naro¢nost
kompletni analyzy nového spektra (pfi vlozeni) se z plivodnich 15 az 25 minut dostala na ¢as
zhruba kolem jedné minuty (samoziejmé v zavislosti na hardwaru), coz je pro praktické ucely

zcela postacujici.

Samotna detekce pikl a bodové ohodnoceni jejich soufadnic je potom opét operace s linealni
slozitosti, kde se musi mechanicky projit vSech 15 000 pozic a zkontrolovat, zda jde o piky a
pridélit jim pfislusné body. Respektive vyhledani piki je realizovano dotazem do databaze na
seznam pozic, které maji dostatecné vysokou hodnotu. Ziskané mnoziné se nasledné nastavi
bodové ohodnoceni. Ve skutecnosti je pak diky indextim v databazi vyhledani a ohodnoceni

provadéno s mensi nez linearni slozitosti (provadi se pouze na podmnoziné€ vSech pozic).
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6.9 Efektivita vyhledavani pika a porovnani dvou spekter

Na nize uvedenych obrazcich [Obr 30, Obr 31, Obr 32, Obr 33, Obr 34] je demonstrovana
schopnost detekce pikl a jejich vzijemné srovnani s podobnym spektrem. Obrdzky jsou z
grafického rozhrani Biospeanu. Cervené oznagené piky jsou spolené pro obé spektra. Modie

oznacené piky jsou jen v jednom z nich.

Pouzita byla spektra ze souboru spekter, ktera jsem obdrzel pro testovani. Konkrétni oznaceni
porovnavanych spekter je uvedeno pod obrazkem. Spektra byla detekovéna pouze automatickou

detekci bez dodate¢né poloautomatické a manualni korekce (viz. dale).

1000 12000 13000 13000 15000 16000 T 7000 18000 19000 110000

J l l lll | I I VO " -

@ 1 2000 1 3000 1 4000 | 5000 | 6000 1 7000 1 8000 1 9000 110000 ]
Obr 30: Detekce a porovnani piku 1

vzor 005 110118 Phalstedii_ conc FA SA 1 1 matrix ACN 2.5 perc TFA 96 1 0 H6 1

vzor_016_110929 Pviticola FA SA_1 3 ACN 2 5 TFA 1 1 A5 1

j 1000 12000 13000 14000 1 5000 1 6000 1 7000 1 8000 19000 110000

| 1000 1 2000 13000 14000 | 5000 | 6000 | 7000 | 8000 19000 110000
Obr 31: Detekce a porovnani piku 2

120320 _Blumeria_graminis_hordei 2567 FA_SA_bremia_biot met

120321_Blumeria_graminis_hordei_7557 FA_SA_bremia_biot met
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13000 13000 15000 16000 17000 T 8000

[—13000 12000 13000 14000 15000 16000 T7000 TB000 ]
Obr 32: Detekce a porovnani pika 3

121108 Botrytis _cinerea F-16_in_glycerol FA SA.txt

121102 Botrytis_cinerea F-16 FA SA.txt

...*;L.n

13000 13000 15000 16000 17000 18000 T9000 T1

13000 14000 | s000 16000 17000 18000 19000 (Y
Obr 33: Detekce a porovnani pika 4
100428 Bremia_lactuceae LP FA matrix 10mg mL 7 3 ACN 1 ul 0 CI I
B.lactucae CHCA_10_mg in_ACN _2.5_TFA_Bruker

15000 16000 17000 1 8000 19000 1

1 3000 14000 1 5000 16000 17000 1 BOOO 1 9000 [
Obr 34: Detekce a porovnani pika 5
100909_B.lactucae LP FA matrix_10mg mL 7 3 _ACN 2.5 TFA IulL 1 0 A4 I
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Z uvedenych obrazkl je pomémé dobie vidét, Ze Biospean spravné najde a identifikuje
naprostou vétsinu pikt. Z klicovych intenzivnich piki jsou pfitom identifikovany vsechny.
U mén€ vyraznych pikll lze nalézt takové, které jsou evidentné na hrané detekce. Jejich

ptipadné oznaceni za piky je potom otazkou poloautomatické a manudlni korekce (viz. dale).

6.10 Technologie

Z technologického hlediska se vybér nastroji odviji od zplisobu pouziti aplikace. Zde bylo
mozné zvolit dvé zakladni feSeni. Prvnim by byla klasicka lokalné instalovana aplikace, kterou
by mozné nainstalovat a pouzit na libovolném osobnim pocitac¢i. Druhym feSenim bylo
vytvoreni centralizované webové aplikace, ktera by trvale bézela na serveru a uzivatelé by ji

vyuzivali prostfednictvim webového prohlizece.

Vyhody a nevyhody obou feSeni lze shrnout do nasledujici tabulky. Jednozna¢né vyhodngjsi

feSeni je zvyraznéno kurzivou.

Kritérium Instalované reseni - PC Webové ieSeni - Server

PoZadavky na vybavu uZivatele | Je nutné instalovat celou aplikaci | V pocitaci uzZivatele je pouze

do PC uzivatele spolu s databazi | webovy prohlize¢ dodrzujici

v fadu gigabytt. zakladni standardy, nicméné je
nutno byt pripojen k siti. Kromé
pocitace Ize pouzit i jiné zarizeni,
smartphone nebo tablet.

Operacni systém uzivatele Kazdy OS vyzaduje svoji verzi | ReSent je nezavislé na OS, ktery
aplikace, uzivatel si systém uzZivatel pouziva. Lze pouZit i
vybird sam. Je extrémné naro¢né | mobil ¢i tablet. Na centralnim
udrzovat verze aplikace pro rtizné | serveru bézi operacni systém dle
OS. vybéru tviircii/spravcil.

Aktualizace a udrzba Naroc¢na distribuce zmén Uprava dat probihd piimo na
serveru a zmeény jsou ihned k
dispozici vsem uzivatelim.
Vsichni maji aktualni data.

Centralni zranitelny bod Ne — kazda instalace je Ano — centralni server
samostatnad
Vykon Zavisi na PC uzivateld, Zavisi na vykonu serveru,
nemuzeme piimo ovlivnit. miizeme primo ovlivnit vybérem
serveru
Rychlost reakce a odezva Prakticky okamzita, pokud ma Obecné pomalejsi s ohledem na
uzivatel dostate¢né vykonny nutnost komunikace mezi
pocitac. serverem a webovym
prohlizecem.
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Sdileni dat mezi zatizenimi, Problematické, vyzadoval by Diky webovému reseni
prace na rtiznych pocitacich, export/import dat mezi pristupnému odkudkoliv a
preneseni profilu a dat databazovymi servery centrdlnimu uloZeni dat na

serveru neni nutné resit.

Sdileni dat v rdmci tymu / Problematické pii pouziti Bezproblémové. Databazovy a

tymova prace na vice zafizenich | né&jakého centralniho uloziste, webovy server zajistuji ulozeni a
nepouzitelné pti pouZiti instalace | dostupnost dat odkudkoliv a pro
na jedno zafizeni. vSechny uzivatele soucasné.

Prace offline ano ne

Bezpecénost a ochrana soukromi | V pripadeé zabezpeceného Zavisi na mnoha faktorech.
pocitace velmi vysokd. Data jsou | Kritickym faktorem je pfenos dat
pouze v konkrétnim pocitaci. po siti. S ohledem na umisténi dat

na serveru obecné nesplituje
pozadavky pro systém s
vysokymi pozadavky na ochranu
dat (napf. data pacientd v
nemocnici).

Z tabulky pomérné jednoznacné vyplyva, Ze vétsSina diivodt hovoii spise pro pouziti webového
teSeni, které také bylo zvoleno. Hlavnim a nejpraktictéjsim diivodem pro pouziti webového
feSeni je centralni sprava, stale aktudlni databaze spekter a moznost tymové spoluprace vice
uzivateld (z n€kolika pocitacti). Samotné webové feSeni lze navic pouzivat i lokalné bez
nutnosti sitového pfipojeni, pokud se instalace provede na pocitac, se kterym se bude piimo
pracovat. V takovém pfipad€ uzivatelé opét pouZziji webovy prohliZze¢, ale pracovat budou na

své domovské adrese (localhost).

Odptrce webového feSeni muze namitnout, Ze ,konkurencni Biotyper pouziva lokalni
instalaci. Nicmén€ v jeho pfipadé je vyznamnym divodem instalovaného feseni fakt, ze jde o
komer¢ni aplikaci, kdy se licence prodava na kazdou pracovni stanici a jeho vyuziti v podobé

webove pristupné aplikace je z komercniho hlediska spise nezadouci.

Dale s ohledem na zptisob pouziti Biotyperu je v nékterych ptipadech lokalni instalace vylozen¢
nutnd, protoZe napt. nemocnicni systémy pracuji (z divodu bezpecnosti a ochrany dat pacientl1)

zasadné bez pristupu k Internetu.

v ow v

Navic vyvojafi v pfipad€ pouziti Biotyperu nemusi pfilis fesit vykon pocitace, alespon relativng.
Vzhledem k cen¢ Biotyperu nékolikrat piesahujici cenu bézného PC by nemélo dojit na situaci,
kdy by se tato aplikace instalovala na nevykonny pocitac. VéEtSinou jsou k tomuto ucelu vhodné
(vykonné) pocitace cilené¢ vybirany a zakoupeny. Pfi jeho navrhu se tedy nemusi feSit, jestli

uzivatel nebude chtit program pouzivat na starém pomalém notebooku s minimem paméti.
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V ptipad¢ Biospeanu, ktery je v toto chvili zdarma, ovSem nemiiZeme pozZadovat, aby si uzivatel

porizoval vykonny pocita¢ s nejnovejsi generaci procesoru.

Pro vybér webového feSeni ovSem prispély i technologie a postupy, které musela aplikace
vyuzivat. S ohledem na to, Ze tento typ aplikace se neobejde bez centralni databaze a je vhodné
pouzivat nastroje pro paralelizaci, automatické¢ spousSténi uloh atd., je feSeni s webovym

serverem rozumnéjs$i nez instalovand aplikace.

V podstaté se tak dospélo k teSeni, které je osvédcené a dostatecné robustni — fyzicky server
pouzivajici operacni systém Linux na kterém je spustén webovy server Apache, ktery pro
ukladani dat vyuziva osvédceny databazovy server MySQL. Uzivatelé potom mohou aplikaci
vyuzivat odkudkoliv jen pomoci svého oblibeného webového prohlizece, coz je pro n€ snadné a

bezproblémové.

Vyhoda systémi/serverti na bazi Linuxu spociva v efektivni spravé procesti, v bezpecnosti,
snadné udrzbé a stabilit¢ a také v tad¢ dalSich funkci, které systém podporuje (napf. vyse
zminény cron). V neposledni fad€ je vyhodou také opensource licence, konzistentné probihajici

vyvoj a nulové licen¢ni naklady, coz je pro akademické prostiedi idealni volba.

Klicovou soucasti celé aplikace je pritom databazovy server s relacni databazi, ktery skladuje
veskera data a také vykonava velkou cast vypoctd. Pro hromadné zpracovani dat, ziskavani
agregovanych vysledkil (minima, maxima, pruméry) a filtraci vysledkt je databaze mocnym a

idealnim nastrojem.

Zde se od zacatku nabizela otazka ktery databazovy server pouzit. Volby v podstaté byly na
zacatku vyvoje mozné dve, ve chvili dokoncovani projektu tii. Bud pouzit vykonny freewarovy
server MySQL [MySQL], ktery je rychly a donedavna Siroce podporovany, nebo komunitni
opensource server PostgreSQL [PgSQL], ktery je silny pfedevsim v pokrocilych funkcich a pfi
praci s velkym objemem dat. V posledni dobé¢ se jako dalsi feseni nabidla i databaze MariaDB
[MariaDB], coz je nezavisly svobodny fork MySQL, ktery vznikl jako reakce komunity na
celkovy vyvoj kolem MySQL a od pocatku si ziskal velky ohlas.

Volba na zacatku vyvoje Biospeanu padla na databazi MySQL, ale v soucasnosti se pocita s
pfechodem na MariaDB pro jeji lepsi perspektivu a licenéni politiku. Nicméné ani pouziti
PostgreSQL neni zddnym problémem. Jeji nasazeni je v piipadé potfeby mozné po snadné
uprave kodu. PostgreSQL je proti MySQL otevienéjsi a do budoucna by jeji pouziti melo smysl,

pokud by pozadavky na funkce a pfedevsim objem dat databdzi narostly.
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Je zajimavé, Ze i samotny Biotyper pouziva databazi PostgreSQL, kterd se instaluje soucasné a
funguje nezavisle jako paralelni tlozisté dat". S ohledem na tento fakt miizeme usuzovat, ze i
vnitini fungovani Biotyperu bude podobné nasi aplikaci a vypoc¢ty budou masivné vyuzivat

funkci databaze.

Pro samotné grafické prostiedi (webové stranky) Biospeanu byl vyuzit jazyk HTML, pficemz
byla snaha se drzet standardu HTMLS. Dynamicka ¢ast stranek je vytvotena v jazyce PHP (Cést
na stran¢ serveru) a v JavaScriptu (¢ast na stran¢ webového prohlizece). Jde o bézn¢ pouzivané

a Siroce rozsifené technologie, nad kterymi neni tfeba se rozsahleji pozastavovat.

Dale byly vyuzity svobodné pouzitelné knihovny jQuery [jQuery] a phpMyGraph
[phpMyGraph], které zajist'uji ¢ast sluzeb Ajaxu, resp. generovani statistickych grafi.

6.11 Funkce uzivatelského rozhrani a jejich technické reSeni

V této casti si objasnime nékteré funkce aplikace Biospean, jejich smysl pro uZzivatele a jejich

technickou realizaci.

6.11.1 Nastaveni vlastnosti spektra

Kazdé spektrum si uzivatel miize pojmenovat, doplnit o poznamky a zatadit je do skupin (které
lze sdilet s prateli), coz jsou moznosti, které mu zjednodusi praci. Co se tyce technickych
vlastnosti, tak mezi nimi je moznost nastavit pouzitou matrici, efektivni rozsah spektra,
koeficient pro detekci pikd a také manualné pfidat ¢i odebrat piky. Ke spravnému nastaveni

mohou uzivateli vyrazné pomoci i statistické kiivky a piklist.

Nastaveni pouzité matrice ma smysl jak z organizacniho hlediska (pro piehlednost), tak pro
vyhledavani. Ackoliv Biospean pfi porovnani spekter nijak nezohlediiuje pouzitou matrici, tak
je jeji nastaveni zddouci ze dvou divodt. Jednak umoznuje hledat jen mezi spektry se zvolenou
matrici, coZ urychluje vyhleddvani (hleda se mezi mén¢ spektry). Druhym divodem je, Ze
kazdy druh matrice svym charakteristickym zpisobem ovliviluje vysledné spektrum a

porovnavat spektra méfena s riznymi druhy matrice mize vést k nepéknym vysledktim.

Velice uzitecnou vlastnosti je nastaveni efektivniho rozsahu spektra. Zde si uzivatel zvoli jen
interval ,,od — do“, ktery ho ve spektru opravdu zajima. Nastaveni efektivniho rozsahu
umoziuje vypocitavat podobnost mezi spektry jen na zvoleném intervalu a vyloucit tak ze

srovnani piky, které jsou mimo efektivni rozsah. To velice vyrazné zlepSuje vysledky pii

13 Tuto skutecnost jsem odhalil ndhodou nahledem na seznam instalovaného softwaru v pocita¢i na KBC PiF UP, kde jedina nam
dostupna instalace Biotyperu b&zi. Po chvilce patrani jsem zjistil, ze podobné jsou vyuzivany napf.i ¢asti komeréniho
vypocetniho nastroje Maple.
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porovnavani spekter, protoZze neporovnava piky, které jsou mimo oblast zajmu. To navic i
vyrazné zrychluje cely vypocet podobnosti, protoze srovnani probiha jen na zvoleném intervalu,

ktery je mensi nez cely rozsah.

Volba koeficientu pro detekci piki je v podstaté druhym krokem pfi detekei pikid. Prvnim
krokem je automatickd detekce, kterou provede software automaticky. Mtze se ovSem stat, ze
automaticky vybér pikt neni pfili§ dobry, nebo uzivatel chce striktnéj$i nebo naopak volnéjsi
podminky pro detekci. Pokud je ve spektru hodné proménlivého Sumu, je vhodné se podivat jak
vypadaji ktivky statistickych grafii [Obr 35] a na zaklad€ nich stanovit vhodné&jsi koeficient
pro detekci. Tato uzivatelem zadana zména provede piepocet ohodnoceni pikii a pii spravné
volbé mlize vyrazné zlepsit kvalitu piklistu.

Statistics

number of peaks / detection limit (in all range)

4465
344

2462
/1820
3

noise profile

a11
1001

Obr 35: Statistické informace o Sumu a picich ve spektru

Obrazek ukazuje statistické rozlozeni rozptylu Sumu / pikit ve spektru dle zvoleného koeficientu (osa x). Horni graf
ukazuje kolik celkem pikii bude oznaceno jako pik, pokud bude koeficient pro jejich detekci zvolen na uvedenou
hodnotu. Graf zacind na maximalni hodnoté a se zvysujicim se koeficientem pocet pikii klesa.

Spodni graf ukazuje statistické rozloZeni Sumu/pikii v celém spektru. Udava kolik [m/z] pozic ma relativni hladinu
odpovidajici danému koeficientu. Tento graf ma tvar Gaussovy krivky — nejvice Sumu se vyskytuje zhruba kolem
hodnoty 1 (primérna hladina sumu) a smérem k 0 (baseline) klesa. Stejné tak nad hladinou 2 (teoreticky maximalni
uroven Sumu) je jiz sSumu malo a prevazuji piky.

Dto grafy mohou uZivateli vyrazné usnadnit manudlni vyber koeficientu pro detekci piki. SniZenim hodnoty
koeficientu dosdhneme vyssiho poctu pikii za cenu, Ze bude mezi piky zahrnut i Sum. Nastavenim na vyssi hodnotu
miizeme naopak vynechat kromé Sumu i piky s malou intenzitou. Z uvedeného grafu je vidét, Ze pro uvedené spektrum
by rozumna volba koeficientu byla nékde mezi hodnotami 2,4 az 2,7.

Statistické grafy umoziiuji uzivateli nejen snadno nastavit koeficient pro detekci piki, ale
poskytuji mu i urCitou informaci o kvalit¢ samotného spektra. Kvalitni spektrum (spravné
zpracované a zméfené) by mélo mit profil Sumu odpovidajici Gaussovské kiivce s vrcholem
nékde mezi 1,0 az 1,5 jak mizeme vidét na obrazku vyse [Obr 35]. Pfi zméfeni spektrometru

,haprazdno* (bez vzorku) bychom méli mit jen Sum a profil takovéhoto ,,idealniho Sumu‘ by
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(teoreticky) mél mit vrchol pfi koeficientu 1,0 a rozsah od 0 do 2,0. Pfitomnost pikl a
skute¢nost, ze koeficienty pro Sum se pii vyhodnoceni pocitaji ,,zespodu” (mezi baseline a
primérem, nikoliv na zakladé maxima) posouvaji vrchol kfivky mirné nad hodnotu 1. Proto
také neni moudré volit koeficient pro rozeznani pikii pfimo na hodnotu 2, kde jesté zistavaji

maxima Sumu, ale vybrat napf. 2,5, coz je hodnota, kterou jsem vybral jako vychozi.

Samotné presné stanoveni koeficientu je vSak v nékterych ptipadech slozité. Pokud je spektrum
nekvalitni (z jakéhokoliv diivodu — pfiprava vzorku, Cistota, kvalita a kalibrace pfistroje atd...),
nepomtize sebelepsi nastaveni, jak ukazuje nize uvedena statistika ze spektra, které je evidentné

nekvalitné¢ zmétené [Obr 36].

Statistics

nunber of peaks / detection limit (in all range)

Je706
6105
ss28

________

noise profile
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Obr 36: Statistika u spektra, které neni kvalitni
Na téchto grafech je na prvni pohled vidét, Ze hmotnostni spektrum neni kvalitni — ki'ivka Sumu ma ke klasickému
tvaru Gaussovy krivky daleko, pocet pikii stejné jako Sum klesaji jen pozvolna a nerovnomeérné.

Z divodu existence nepravidelnych spekter jsem také pii navrhu upustil od myslenky plné
automatické detekce koeficientu. PIn¢ automaticka detekce by na zakladé matematickych metod
vyhledala ,,bod zlomu®, kde se prubéh Gaussovy kiivky ,,narovnava“ po rychlém poklesu. Pro
idealn¢ zmétené spektrum by to bylo feSitelné, ale existence nemalého poctu nekvalitnich
spekter mne vedla k pouziti konzervativnéjsSiho feSeni zalozeného na automatické detekci s

moznosti individualni korekce kazdého spektra dle ptani uzivatele.

Ttetim a poslednim krokem pro nastaveni piklistu je moznost manualné pridavat ¢i odebirat
piky. Pokud se nepodaii spravné nastavit vhodny koeficient pro detekci vSech pikt
(koeficientem toto nemusi byt ani mozné), je nutné posledni odchylky v piklistu zeditovat
ruéné. Toto je v podstaté funkce posledni zachrany, ktera umoziuje manualné korigovat veskeré

nepiesné detekované piky a to s naprostou presnosti.
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Uzivatel pomoci rozhrani postupné zad4 pozice piki, nebo intervaly piki, které chce ptidat
nebo naopak odebrat. Tento nastroj je ptitom zcela nezavisly na automatické detekci a umoziuje
odstranit i takové piky, které byly z hlediska struktury signdlu spravné detekované, ale ve
vzorku je nechceme (napf. pfimési). Dokonce umoziuje oznacit jako piky i oblasti, které pikem

nejsou.

Systém tuto korekci provadi pomoci dodatecnych opravnych bodt, které ptida ke stavajicimu
ohodnoceni (pro pfidani piki nastavi kladné body, pro odebrani zaporné). Diky tomu, Ze
opravné body se ukladaji oddelené od automatického bodovani, je mozné je opétovné odebrat ¢i
znovu modifikovat. Stejn€ tak je mozné napi. i po korekci koeficientu dohledat, které¢ piky v

predchozim nastaveni uzivatel modifikoval.

6.11.2 Detailni porovnani dvou spekter

Biospean umoznuje uzivatelim detailni porovnani dvou zvolenych spekter. Volitelny zptisob
zobrazeni pfitom poskytuje dostatek moznosti, jak srovnani vizualizovat. Ridzné zplisoby
zobrazeni lze vidét na obrazcich [Obr 37][Obr 38][Obr 39][Obr 40]. Spektra lze zobrazit s
Sumem nebo bez, je mozné zapnout zvyraznéni pikli pomoci barev (Cervend — spolecné piky,
modra — piky jen v daném spektru), je mozné zobrazit spektra nad sebou nebo zrcadlové

pfevracena. Spektra Ize také zoomovat, coz umoziiuje detailné zkontrolovat konkrétni pozice.

U S A b "

= ] 15000 ] ] T10000 1 115000 T20000 |

0 ! 15000 ]
Obr 37: Konvenc¢ni zobrazeni dvou spekter.
Na tomto obrdzku jsou videt Cervené zvyraznéné piky, které jsou spolecné pro obé spektra. Modre zabarvené piky

Jsou pouze v jednom z spekter. Sedivé oblasti jsou Sum.

T10000 1 Ti5000 120000
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Obr 38: Srovnani spekter bez Sumu.

Toto zobrazeni ukazuje spektra bez Sumu. Ziistavaji jen cervené piky spolecné pro obé spektra a modré, na kterych
shoda neni. Intenzita pikii je zobrazena po odecteni Sumu, tj. piky na zacatku spektra, kde je nejvyssi Sum a které jsou
pri zobrazeni s Sumem nejvyssi, jsou po odecteni viivu Sumu nizsi nez intenzivni piky uprostied spektra.

T10000 1 T T T T15000 1 1 ] 1 120000 1

Obr 39: Zrcadlové porovnani dvou spekter.
Zrcadlové zobrazeni je vyhodné pro porovnani pozic pikii.
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Obr 40: Zrcadlové zobrazeni bez Sumu.
A takto vypada zrcadlové zobrazeni bez Sumu. Shodné pozice je snadné zkontrolovat pouhym pohledem.
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6.11.3 Porovnani vice spekter
Dalsi uzite¢nou funkci je nastroj na vizualni porovnani vice spekter. Ten umoznuje ptidavat do
srovnani vybrana spektra jednotlivé nebo piidat najednou spektra z celé skupiny. U zobrazenych

spekter je mozné ménit potradi nebo je ze seznamu srovnavanych spekter vyjmout.

Podstatna je i vizualni stranka zobrazeni. Grafy spekter zobrazuji pomoci barev, na kterych
pozicich je shoda mezi viemi zvolenymi spektry. Cervené jsou piky, které se nachazi ve zvolené
vetsingé spekter. Modré jsou takové piky, které jsou jen v konkrétnim spektru. A pokud si
uzivatel nastavi pomér pro detekci mensi nez 100 %, objevi se i zelené piky — to jsou piky, které

jsou detekovany ve zvoleném procentu spekter, ale chybi v tom konkrétnim [Obr 41].

120320 Blumeria

graminis hordel 2567 FA
SA.txt

Up | | Down | | Remove

e
15000 1 T T T 110000 1 T T 115000 1 T T T T20000 1

120320 Blumeria
graminis hordel 4515 FA
SA.txt

Up | | Down | | Remove

15000 1 T T T T10000 1 T T T15000 1 T T20000 1
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SA bremia biot met.txt

Up | | Down | | Remove

15000 1 T T T 110000 1 T T 115000 1 T 120000 1
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Up | | Down | | Remove

15000 1 T T T 110000 1 T T 115000 1 T 120000 1
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Obr 41: Srovnani vice spekter
Cervené piky jsou spolecné pro vétsinu spekter (mnozstvi zvolené procentudlné). Zelené piky jsou takové, které jsou
spolecné pro vétsinu spekter, ale nevyskytuji se v tom konkrétnim spektru. Modré jsou piky, které nejsou spolecné.
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Pomér pro detekci umoziuje nastavit v kolika procentech spekter se musi pik vyskytovat, aby
byl oznacen za spolecny pro vSechna spektra a oznaCen Cervené. Pokud je nastaveno
napft. 80 %, tak musi byt dana pozice alespoii v 80 % spekter pikem, aby byla oznacena jako

spole¢ny pik. Ve zbylych 20 % spekter, kde pikem neni, bude takova pozice oznaCena zeleng.

Muze se to zdat jako zbytecné, ale tato funkce ve skutecnosti dava uzivateli do rukou velice
mocny nastroj. Pokud mé napf. nékolik méfeni ze stejného vzorku, ale s méné kvalitnim
signalem, je schopen pomoci toho nastroje eliminovat ¢ast nekvalitnich vzorkl a ziskat kvalitni

piklist, ktery obsahuje vétSinu piku, ktera je spolecna pro vétSinu vzorkda.

Schopnost najit prinik piki spolecnych pro vice spekter oteviela prostor pro dalsi nastroj —

virtualni spektra.

6.11.4 Virtualni spektra

Schopnost detekovat priinik pikti je dotazena do tplného konce v moznosti vygenerovat umelé
virtualni spektrum, coz je seznam spole¢nych pik vygenerovany v podobé ASCII souboru,
ktery lze nasledné znovu nadist do systému jako zcela nové spektrum. Takto ziskané nové
virtualni spektrum vykazuje (jednostranné) plnou shodu se vSemi spektry, které byly pouzity
jako vychozi mnozina spekter, ze které se virtualni spektrum vytvarelo (pokud bylo kritérium

pro prunik nastaveno na 100 %).

Jak tohoto nastroje vyuzit? Predstavme si situaci, kdy se napft. bakterie projevuje v organizmu
nékterymi specifickymi latkami a my chceme najit néco, podle ¢eho ji jasné detekovat. Bakterie
se v hmotnostnim spektru projevi pfitomnosti pikil na specifickych pozicich. Ve spektru ovsem
budou i dalsi piky, které budou pochazet z okolniho prostredi (tkang). A z riznych tkani s danou
bakterii dostaneme rtizna spektra s riznymi piky, ale piky typické pro hledanou bakterii by mély

byt ve vSech spektrech stejné.

Potfebujeme tedy ze vSech téchto spekter vyfiltrovat takové piky, které se vyskytuji ve vsech
vzorcich. Nejprve tedy vezmeme riizna spektra zmétena s danou bakterii. Pomoci priniku pika
si vytvofime v Biospeanu umélé virtualni spektrum. To bude v idealnim ptipad¢ obsahovat jen
piky, které jsou typické pro danou bakterii. A budeme doufat, Ze pochazeji pouze z hledané

bakterie, protoze ze samotnych dat to nelze nijak poznat.

Ziskan¢ virtualni spektrum vlozime do Biospeanu jako nové spektrum. Toto spektrum tedy bude
obsahovat jen piky, které vznikly prinikem pikli vzorovych spekter. Pokud toto spektrum

porovname s jakymbkoliv spektrem, ze kterého bylo vytvoreno, bude detekovana stoprocentni
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(jednostranna) shoda pikd virtualniho spektra s piky z libovolného vzorového spektra (za

predpokladu, Ze jsme pozadovali 100% zastoupeni piku ve vzorovych spektrech).

Pro detekci pritomnosti bakterie potom postaci vlozit do Biospeanu data ze vzorku, ktery
chceme na pritomnost bakterie proveéfit a porovnat tento vzorek s virtualnim spektrem. Pokud
bude mit virtualni spektrum tiplnou nebo témet uplnou shodu, je diivod se domnivat, Ze bakterie

je pfitomna.

6.11.5 Skupiny a pratelé — tymova spoluprace

Zvlastnosti Biospeanu na rozdil od jinych softwarti je schopnost fungovat jako prostiedek
tymové spoluprace. Pro vyzkumné tymy je urcité uzitecné, pokud mohou ¢lenové tymu sdilet
svoje ziskanad data. Proto byla do Biospeanu pifiddna moznost vytvofit si seznam svych ptatel

(dal$ich uzivatell) a t€m poskytnout ptistup k vybranym spektrtim.
Této funkénosti je dosazeno pomoci friendlistu (seznamu pratel) a skupin spekter.

Friendlist funguje tak, Zze uzivatel si z dostupnych uzivateli vybere ty, které chce mit v
seznamu pratel. Nové zafazeny uzivatel ovSem musi k ,,pratelstvi udélit souhlas. Pokud
souhlas ud¢li, je ptidan do friendlistu. Pfidani do friendlistu je pfitom jednostranné — uzivatel A
si pridd do svého seznamu pratel nového uzivatele B a on mu toto potvrdi. Nicméné nove
pridany uzivatel B si souhlasem automaticky neptidd uzivatele A do svého friendlistu. Aby
uzivatel A mohl mit uZivatele B ve friendlistu a uzivatel B mél ve svém friendlistu uzivatele A,
tak jednak si A musi pridat B do svého friendlistu a uzivatel B mu musi udé¢lit souhlas a jednak
si B musi ptidat A do svého friendlistu a souhlas mu musi dat A. Uzivatele si lze samoziejmé z

friendlistu také odebrat.

Skupiny spekter slouzi jednak k logickému clenéni a rozdéleni spekter a jednak k udé€leni
pristupu. Uzivatel si mize vytvofit skupiny, do kterych muZe sva spektra zafadit. Jedno
spektrum muize byt zafazeno i ve vice skupinach. Rozhrani nabizi moznost filtrovat vysledky
hledani jen na vybrané skupiny spekter, coz zlepSuje piehlednost a piedevSim urychluje

vyhledavani (hleda se jen mezi spektry z vybranych skupin).

Dalsi velkou vyhodou skupin je moznost piidelit prateltim z friendlistu ptistup do téchto skupin.
Vlastnik skupiny ma moznost pfidat pravo ptistupu (jen pro cetni) pro vybrané pratele ze svého
friendlistu. Pratelé, ktefi budou do takové skupiny pfitazeni, mohou ¢ist (prohliZet, porovnavat a
vyuzivat k hledani) vSechna spektra, ktera majitel skupiny do skupiny zaradi. To umoznuje

snadnou spolupraci védeckého tymu, kdy kazdy uzivatel ma svoje spektra a mize je nabidnout
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k nahlednuti svym kolegim. Kolegové nemaji opravnéni spektra nijak meénit, ale mohou je

prohlizet a porovnavat se svymi vlastnimi spektry.

6.12 Priklady uziti Biospeanu v praxi

Nize uvedené priklady praktického vyuziti softwaru Biospean jsem realizoval na povinné

tiimési¢ni védeckovyzkumné stazi na TU Viden (listopad - prosinec 2012, tnor - duben 2013).

6.12.1 Detekce stavu fermentace
Prvnim ukolem, ktery jsem na stazi fesil byl pokus vyzkouset, zda Biospean dokaze rozeznat

stav fermentacni reakce podle hmotnostniho spektra.

Testovaci data mi dodala videnska strana (Helmel M., Marchetti-Deschmann M.) a bylo mi
sdéleno, je v nich zaznamenan experiment sledujici produkci penicilinu plisni Penicillium
chrysogenum [Posch at al., 2013] (fermentace). Byl jsem pozadan o porovnani podobnosti
namétenych spekter a vyzkouseni, zda je ze spekter mozné rozlisit jednotlivé faze fermentace
(pocatek, prubéh, ustaleni). Spektra byla ziskdna ze vzorkli obsahujicich buiiky zkoumanych
plisni. Samotny experiment jsem po biochemické strance blize nezkoumal, mu;j tikol spocival ve

vyhodnoceni dat.

Zkoumana spektra byla rozdélena do Sesti skupin, pricemz kazda skupina odpovidala jednomu
sledovanému vzorku. Kazda skupina spekter byla ziskdna tak, Ze probihal sledovany proces
kvaSeni/fermentace a z néj byly pribézné odebirany vzorky a analyzovany hmotnostnim
spektrometrem. Kazda testovana skupina tedy byla slozena z nékolika po sob€ nésledujicich

spekter (jejich potadi zname), kterd zaznamenavaji postupné zmeny ve sledovaném vzorku.

Z teoretického hlediska Ize porovnani zalozit pouze na predpokladu, ze spektrum zachycujici
stav reakce bude podobné nekterému ze spekter, kterd budeme mit jako referencni vzorky z
minulosti. Hmotnostni spektrum se béhem reakce prubézn¢ méni. Intenzita pikl se zvetSuje Ci
zmensuje, vznikaji nové piky nebo zanikaji staré. Pro nalezeni stavu, ve kterém se fermentace
nachazi, je v tedy nutné k testovanému vzorku najit nejpodobnéjsi referencni vzorek, resp.

nékolik nejvice podobnych vzorkt.

Pokud referen¢ni spektra oznacme jako x; az x,, teoreticky bychom méli pti zkoumani nového
spaktra dostat nejveétsi podobnost se vzory X; a X, pfiCemz testovany vzorek se nachdzi ve
stavu ,,nékde mezi x; a xii*“. Dalsi nejvice podobné vzory by potom mély byt vzory Xi: a Xiro.

S rostouci (¢asovou) vzdalenosti od testovaného vzorku by potom meéla postupné klesat i
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podobnost testovaného vzorku s predlozenymi vzory. TakZe podobnost testovaného vzorku s Xi+
by méla byt vétsi neZ s x;1» a podobnost s x; by méla byt vétsi nez s x;.;. Podle vzort x; a Xi+1 a
dalsich blizkych vzorti bychom tedy méli byt schopni snadno urcit fazi fermentace, ve kterém se

testovany vzorek nachazi.
Tento piedpoklad se v principu potvrdil.

Zpracovani pomoci Biospeanu probéhlo pomémé konvencné. Data byla nactena jako bézna
spektra. Samotné porovnani jednotlivych spekter s casov€ nejbliz§imi spektry ukdazalo, Ze
detekce stavu je viceméné mozna. Pii porovnani vétSiny vybranych vzorkl se ukazala nejvétsi

podobnost prave se sousednimi spektry.

Pro vétsi prehlednost jsem videnskym kolegim za pomoci upravenych funkci z Biospeanu
vytvofil z analyzovanych dat tabulky (pro kazdou skupinu spekter jednu) se vzajemnou

podobnosti jednotlivych spekter.

V piiloze D jsou uvedeny ziskané tabulky, kde je piehledné vidét vzajemna podobnost spekter.
V kazdé tabulce jsou spektra z dané skupiny setfazena tak, jak Sla po sobé v ¢ase. Na priseciku
fadku a sloupeCku je uvedena procentualni podobnost spektra z fadku vicéi spektru ve

sloupecku.

Na hlavni diagonale tabulky jsou hodnoty 100 %, protoZze se porovnavaji spektra sama vici
sob¢. Tabulka ptitom neni symetricka. Na priseciku spekter A ku B je pochopitelné podobnost

jina nez mezi B ku A (viz. popis vypoctu podobnosti u Biospeanu).

Co mizeme z tabulek vycist a jaké bychom méli o¢ekavat vysledky? Pro pfiklad si uved'me

nejméné rozsahlou skupinu spekter [ Tabulka 3]:

% 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13
1ol -y M BRI Y 100,00( 20,95 8,75 8,54 8,55 7,95 8,29 871 598 273
=1od =Y MV BCE TGRS 61,68 100,000 31,00| 29,18/ 29,81 26,66 28,00/ 30,21| 19,33| 10,10
=1od Y MV BCETO T 54,21 65,24/ 100,00| 81,71| 84,39 80,59| 76,48 77,20| 55,89 24,55
Sl SR ECETL TR 45,79 53,17 70,74) 100,00 78,40| 77,19| 67,43| 70,81 52,64| 22,83
Sl SR ECE T TICY 45,33 53,65 72,17| 77,44/ 100,00| 86,45 79,44| 82,58| 58,96| 22,32
1ol M BCET TR 42,52 48,41 69,53| 76,92| 87,21/100,00| 78,26) 82,95 62,65 2545
=1l M ECETOTICENDE 45,79 52,54| 68,17| 69,43| 82,80 80,86|100,00) 83,04| 56,94| 19,70
SIS IV ECETOCINEN 43,93 51,75 62,82 66,55 78,57| 78,23| 75,80/100,00| 61,25 26,16
SIS IV ECETOCINPE 31,78 34,92 47,96| 52,18 59,17| 62,33| 54,82 64,60(100,00f 37,17
CIel Y M BRI CENKE 12,62| 15,87 18,33| 19,69| 19,49 22,03| 16,50, 24,00| 32,34| 100,00

Tabulka 3: Podobnost spekter ze vzorku BCB1_1
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Spektra jsou sefazena tak jak byla méfena v prubchu Casu. S ohledem na to, Ze vime, Ze spektra
v tabulkach byla méfena po sob¢, zname tim jejich spravné potadi a predpokladame, Ze nejvetsi
podobnost by méla byt vzdy se sousedicimi spektry a postupné se s rostouci Casovou
vzdalenosti zmensovat. V tabulkach se mizeme ptresvédéit, Zze vysledky odpovidaji tomu, co

bylo teoreticky ocekévano.

Pokud se podivame na hodnoty 100 % na hlavni diagondle a podivame se na hodnoty napravo,
nalevo, nad i pod tyto hodnoty, jasné uvidime, Ze podobnost mezi spektry se snizuje s rostouci
vzdalenosti od hlavni diagonaly. Nejmens$i podobnost je potom mezi prvnim a poslednim

spektrem, tj. mezi levym spodnim a pravym hornim rohem tabulky.

Zde ziejmée dojde opravnéné k namitce, ze na nékolika mistech tabulky tomu tak neni a ze se
zde vyskytuji mirné odlisné hodnoty. A to piesto, ze je pokles podobnosti smérem od hlavni

diagonaly do okraji zcela ziejmy a v obecné plati.

Je tomu skute¢n¢ tak a vysvétleni je zcela prosté — na vygenerovani tabulek byla pouzita data
zpracovana pouze prvnim (plné automatickym) stupném detekce. Tj. nebyla pouzita ani
poloautomaticka ani manualni korekce vysledki (druhy a treti stupeii analyzy spektra, viz. popis
Biospeanu). V pfipadé dodate¢né poloautomatické a ndsledné manuélni korekce by byl vysledek

mnohem bliz§i k idealnimu stavu.

Duvodem pro¢ jsem nepouzil druhy a tfeti stupen je ten, aby byla demonstrovana schopnost
vypotadat se automaticky i s pomémé nekvalitnimi spektry. Analyzovana spektra pfitom
obsahovala pomérné¢ velké mnozstvi Sumu a protoZze nebyla provedena zminéna dodatecna

korekce, miizeme odchylky v radu jednotek procent povazovat za velmi uspokojivé.

Pro stouravého Ctenafe zduraznuji, ze u kazdé tabulky se jedna o ¢asosbérna spektra ziskana z
jediného vzorku, tj. jejich podobnost je opravdu vysoka. V praxi uz shoda kolem 40 % prakticky
na jistou tika, ze spektra jsou ptibuzna a odchylky v fadech jednotek procent miize zplsobit i
pouha odchylka pfi méteni, kdy se mensi piky ztrati v Sumu spektrometru.

Pro zcela jednoznacnou odpovéd na otazku presnosti detekce pikli by muselo byt méfeni

provadéno na skupiné spekter, ktery by musela byt idealné kvalitni. Takovou skupinu spekter

ovSem k dispozici nemam.

I ptes problémy s kvalitou spekter a lokalni odchylky mizeme na zdklad¢ vysledkd porovnani
prohlasit, ze data z uvedenych tabulek podala pomérné silny dikaz o tom, Ze pouzité feSeni je

funk¢ni a aplikace Biospean pracuje tak jak ma.
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Pro samotné vyfeSeni tkolu (detekce stadia fermentacni reakce podle spektra) se tedy Biospean
osveédcil. Ve vétsine pripadt nejvetsi ukazoval podobnost praveé s referencnimi spektry, ktera

byla nejblize k testovanému vzorku. Podle nejpodobnéjsich spekter bylo mozné fazi urcit

vvvvvv

stadii.

Druhé, jesté efektivnéjsi, feSeni bylo zaloZeno na vyuziti a porovnani virtualnich spekter. Zde
jsem vytvoril pfimo virtudlni spektra odpovidajici jednotlivym fazim. Pro kazdou fazi kazdé
skupiny spekter jsem vytvofil jedno charakteristické virtudlni spektrum. Takto bylo ziskano

osmnact virtualnich spekter. Ty jsem nasledné porovnéval s testovanymi vzorky.

Vysledek byl vyborny. Sporné detekce u pfechodi mezi fazemi byly vyrazné€ potlaceny a
piesnost spravné detekce byla vyrazné zvySena. Pokud byl test provadén soucasné¢ ob&ma

metodami, byla detekce faze prakticky bezchybna.

Zavér celého pokusu tedy je, ze Biospean lze ucinné pouzit pro detekci konkrétniho stadia
znamé reakce, pokud mame k dispozici referencni vzorky. K identifikaci 1ze navic pouzit dvé na
sob¢é relativné nezavislé metody (porovnavat ptimo referenéni spektra nebo pouzit virtualni

spektra), které se mohou vhodné dopliovat, coz vysledky jesté zpiesnuje.

6.12.2 Identifikace spor rodu Fusarium
Druhym feSenym problémem byla identifikace znakd shodnych pro jednotlivé druhy spér rodu
Fusarium. Tento problém je soucasti rozsahlejSiho vyzkumu, které pracovisté na TU Viden

tesilo jiz dfive [Marchetti-Deschmann at al., 2012].

K dispozici byla zmétena spektra riznych druhtt spoér rodu Fusarium. Celkem 735 spekter
ziskanych ze 245 vzorkt z Sesti riznych druhti spor. Spektra byla ziskana z riznych lokaci a
spory rostly na riznych druzich obilnin (jeCmen, pSenice, oves), jeden ze vzorkd i na vlasskych
ofesich. Méfeni méla riiznou kvalitu, vzorky bohuzel obsahovaly pomémé dost Sumu a samotna
data ze spekter byla k dispozici ve tfech variantach s riznym zplsobem oSetfeni Sumu (bez

upravy, vyhlazeny Sum, ofez na baseline).

Ukolem tedy bylo najit zptisob jak pritadit testovany vzorek ke konkrétnimu druhu spér. Jinymi
slovy najit zptsob, jak identifikovat znaky spolecné pro jednotlivé druhy spor napti¢ riznym

prostfedim, ve kterém byly ziskany a z nich vytvofit soubory znakil (virtualni spektra), kterymi

— 08 —



Biospean

by bylo mozné spory identifikovat. Zde se jako velice uc¢inna ukazala funkce, kterd byla
vytvofena pro hledani spole¢nych pikii pro vice spekter zaroven. Jejim rozSifenim vznikl

generator virtualnich spekter.

Nicméné pii prvnich pokusech se piilis nedafilo najit vhodné priniky. Nekteré skupiny spekter
vykazovaly n€kolik podobnych znakl pro dany druh spor, ale u jinych skupin byl problém najit
vitbec néco. VétSinou se dafilo najit podobnosti az poté, co jsem ze skupiny vyjmul nejméné
kvalitni spektra. Hlavni problém spocival v samotnych spektrech, konkrétné ve velké trovni
Sumu a nedostatecné intenzité¢ pik. Problém byl zcela ziejmy uz ze samotnych spekter — dvé
spektra ze stejného vzorku zméfena dvéma riznymi studenty vypadala velice odliSn€. Proto
bylo tfeba vymyslet néco, co by dodalo detekci jistou toleranci a robustnost, schopnost

vyporadat se i se Spatnymi daty.

Jako fungujici feSeni se ukazala uprava funkce pro hledani prinikt, kterda byla ponckud
,oslabena“ ve striktnosti vyhledavani. Byl pfidan uzivatelsky nastavitelny pomér pro detekci,
zadavany jako procentualni hodnota, ktery umoznil oznacit i piky, které se vyskytuji ve vétSiné
spekter, ale nemusi nutné byt ve vSech. Napf. nastavenim hodnoty tolerance na 80 % je mozné

oznacit vSechny piky, které jsou alespon v 80 % spekter.

Pro otestovani identifikace jednotlivych druhti spor jsem tedy vytvofil takovato virtualni spektra
se shodami piki 100 %, 80 %, 60 % a 40 %. Pro kazdy druh spor tedy byly vytvoreny Ctyfi
virtualni spektra, pomoci nichZz jsem potom testoval, zda je mozné testované spektrum

dostate¢né presné€ rozpoznat.

Vysledky vyhledavani ukazaly, ze toto feseni je mozné, shoda vzorktl proti virtualnim spektrim
byla velice dobra a dafilo se spravné identifikovat naprostou vétSinu rozeznavanych spekter,
pticemz virtualni spektra s citlivosti od 60 % vySe se ukézala pro detekci konkrétniho druhu
jako zcela postacujici. Problém byl jen se spektry spor, které rostly na vlasskych ofesich. Zde se
nasla jen minimalni shoda s ostatnimi vzorky (které pochazely z obilovin) a identifikace vzorku
byla velice obtiznd. Zde mlzeme pouze konstatovat skutecnost, ze kvalitni vysledky vyzaduji
kvalitni vstupni data a ani sebelepsi software nedokaze spocitat spravné vysledky ze Spatnych

dat.

Tento experiment prokazal, Zze Biospean je schopen vyhledavat charakteristické znaky pro celé
skupiny spekter, vypotadat se do jisté miry i s niz$i kvalitou spekter, vytvaret z takovych skupin
virtudlni spektra charakterizujici napf. konkrétni druhy organizmid (spor, bakterii) a

identifikovat nové vzorky za pomoci téchto uméle vytvorenych virtualnich spekter.
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6.12.3 Softwarové vyhodnoceni tandemovych hmotnostnich spekter (MS/MS)
v ramci studia IgA nefropatie

IgA nefropatie, znama také jako Bergerova choroba, je nejcastéj$i primarni chronickou
glomerulonefritidou na svété a byva castou pric¢inou transplantace ledvin. Ackoliv byla tato
nemoc popsana jiz v roce 1968, jeji detailni molekuldrni mechanismus je stale nejasny. Pacienti
trpici IgA nefropatii produkuji molekuly IgAl, které jsou -charakteristické aberantni
O-glykosylaci v pantové oblasti proteinu. Podstatou této aberance je deficience galaktosy. Takto
abnormaln¢ glykosylované molekuly IgAl jsou rozpoznavany imunitnim systémem a tvofi
imunokomplexy, které se ukladaji v glomerularnim mesangiu ledvin a zpisobuji jejich

poskozeni.

Vyzkumem této choroby se na KBC PfF UP zabyva v ramci své diplomové a navazujici
disertacni prace kolega Mgr. Vojtéch Franc [Franc 2011]. S nim jsem také spolupracoval na

feSeném problému.

Mym ukolem bylo vyvinout softwarové feSeni interpretace tandemovych hmotnostnich spekter
ziskanych fragmentaci rozdilné O-glykosylovaného tryptického peptidu z pantové oblasti
tézkého fetézce IgAl. Zminény trypticky peptid obsahoval 12 potencidlnich O-glykosylac¢nich
mist a vykazoval zna¢nou miru mikroheterogenity. Pocet O-glykand vazanych na jednotlivych
isomerech peptidu byl v rozmezi od jednoho az po Sest glykanii, pficemz na kazdém
potencialnim misté se mohl vyskytovat monosacharid N-acetylgalaktosamin (GalNAc),
disacharid GalNAcGal nebo mohlo byt misto neobsazeno. Interpretacni problém MS/MS
spekter spocival v tom, Ze kazdy jednotlivy fragmentovany peptid s urcitym poctem O-glykant
se skladal z n¢kolika isobarickych isomeri (peptid se stejnou hmotou, ale rozdilnym umisténim

O-glykant), jejichz fragmenty byly obsazeny v jednom fragmentacnim spektru.

To predstavovalo z pohledu manualni interpretace prakticky neteSitelny problém. Na zakladé¢
manualni intepretace MS/MS spekter expertem byl pocet potenciadlnich mist O-glykosylace
zredukovan na 6, nicméné pocet fragmentl jednotlivych isoforem, které mohly teoreticky
vznikat v MS/MS spektrech byl natolik vysoky [Obr 42], ze tento analyticky problém mohl

vyfesit pouze pocitac.

Prvnim krokem pocitacové analyzy byl vypocet vS§ech moznych kombinaci. Struktura kazdého
isomeru v MS/MS spektru mohla byt teoreticky popsana sedmi klicovymi fragmenty. Pomoci
skriptu byly vygenerovany vSechny kombinace moznych isomert (celkem 262) a u kazdého z

nich bylo vypocteno sedm fragmenti, které vznikly.

- 100 -



Biospean

i-:—v{p—s{%{p—P—Sw{péfp—%-]:T-I:p—m%‘{p—sfpfs{cf I}?zfv{l?fS-I:%-I:PfP*E{P*E{P*%fT{P*P*T-I:Pfs-l:l?fs-l:c-l:

Y25 Y23 Yzi¥zo Yi7 Y15 Yi3¥i2 Yo Y7 YsY¥Ys Y5 Ya3 Ya1¥ao Yi7 Yis Yi3¥1o Yo Y7 Ys5Y,u

i_-:fV{PfS-I:%-I:PfP7%{?7%{P7§£¥{P7P7T1:P7${P7S-|:C-|: JLP vip- S-I:%-I:P P- ?{P %-I:P st?-tp -p- r-tp sie-sict

Yas Yoz ¥Yu1¥a20 Y17 Yis Y13V Yo Y7 Y¥Ys¥a Yas Yoz Ya¥ao Yi7 Yis Yi13¥12 Yo Y7 Ys¥a

i_-pa—vtp—sf%-]:P—P—%{P—E{P—%trfpfpfgtpfsfpfsfct 1.92—\1{9—sf%fp—P—%tp—éfp—gtrtp—mrtp—s@—sJEc{

Y25 Ya3 ¥21¥20 Yi7 Y15 Yis¥i2 Yo Y7 V¥s5¥s Yas Yoz Yui¥ao Yi7 Y15 VYi3¥iz Yo Y3 YsYa

s 2 % o 8o ”

{p-vip-strip-p-Tip- S-I:P S-]:T-I:P p-Tip-ste-stct  {p-vip-siTie-p- %{P -sip- s{:r-{-_p P-TpP- s{P stct

Y25 Ya3 Y21¥20 Yi7 Y15 Y13V Yo Y1 Y¥Ys¥Ya4 ¥Yis Va3 Yai¥ao Yi7 Yis ¥Yi3Yi2 Yy ¥y ¥Ys5V¥y

{p vip- s-t%-kp P %{p E{P %tT-I:P p-T4P-StP-sict {p—v{P s{%{p -P %{p EEI-]:P s-]:?-]:p p-T{p-s{p-sict

Yos Yoz ¥2i¥20 Vi7 Yis ¥Yi3¥i2 Yo Y7 ¥s¥s ¥Yos Yoz ¥Ya1¥o Y17 Yis Yi3Yi2 Yo Y7 Y¥Y5¥,

4-2

I:—VJEP—S-I:%{P—P—%{P—%{P—%{:T{P—P—T{P—S-{:P—s-I:c-]: {p-vip-st -I:P*P*%I:PfE-I:PfgtT-I:PfPfT-I:PfS-I:Pfs-I:C-I;

Y25 Y23 ¥Ya1¥2o Y17 Y15 Yi3¥i12 Yo Y7 Ys5¥s Yas Yoz Yai¥ao Yi7 Yis Y13V Yo Y7 VYsYa

Obr 42: Nékteré z teoreticky mozZnych isoforem

Na hlavni struktuie se miize na celkem Sesti riiznych mistech navazat GalNAc (¢tverecek) nebo GalNAcGal (Ctverecek
s koleckem). Po interpretaci MS/MS spekter expertem, ktery provedl vybér potencialné zajimavych kombinact (mozné
pocty GalNAc a GalNAcGal), byl vytvoren pocitacovy skript, ktery byl pouzit pro vygenerovani 262 teoreticky
moznych isoforem. Ciselné kody X-Y (napt. 4-2 v druhém sloupecku) znaci celkovy pocet vsech vazeb (X) a pocet
vazeb s GalNAcGal (7).

Z téchto sedmic byla skriptem vygenerovana databaze 262 teoretickych MS/MS spekter,
pficemz kazdé obsahovalo sedm fragmentt, které vznikly z pfislusného isomert. Kazdy z
teoretickych isomerd byl tedy reprezentovano jednim virtudlnim spektrem, které obsahovalo
pravé sedm virtualnich pikd, které odpovidaly sedmi fragmentim vzniklym z rozstépeného

isomeru.

Tato knihovna 262 virtualnich MS/MS spekter byla vloZena do programu Biospean a porovnana
s 16 realnymi fragmentacnimi spektry laboratorné¢ zmeéfenymi na hmotnostnim spektrometru.

Tim byl problém pieveden na porovnani dvojic spekter, coz Biospean dokaze snadno fesit.

Pii porovnavani bylo vyuzito pouze jednostranné shody, pficemz se testovalo kolik pikt z
virtualniho spektra se shoduje s piky ze spektra redln¢ho. Shoda 100 % nebo této hodnoté velmi
blizka (pokud ptihlédneme k mozné numerické odchylce piku o + 0,5 m/z) znamenala, ze vSech
sedm pikd z virtualniho spektra ma protéjsek ve spektru realném. Pokud software nalezl pti
porovnani redlného spektra a virtualniho spektra vSech sedm klicovych fragmentd [Obr 43],
které odpovidaly teoretické isoformé, byla existence této varianty pfijata jako velmi

pravdépodobna.

-101 -



Biospean

vojta-vyhlazeno-06.txt
| Up | | Down | | Remove
1 I I's000 1 1 | 10000
vojta.2.0.2.0.1.0.txt
Up || Down | | Remove
[o 1 ! I's000 ! 1 | 10000
vojta.2.0.1.2.0.0.txt
| Up | | Down | | Remove
[ 1 1 1’5000 | | 10000
vojta.0.2.2.0.1.0.txt
| Up || Down | | Remove |
[o | | ! | 5000 ! ! 110000

Obr 43: Porovnani realného spektra s virtualnimi spektry obsahujicimi fragmenty

Obrazek demonstruje graficky shodu na pozicich pikii mezi realnym spektrem (nahore) a tfemi virtualnimi spektry,
které reprezentuji teoreticky vypoctené fragmenty. Kazdé z virtudlnich spekter reprezentuje jeden z teoreticky
moznych isomeri a obsahuje sedm fragmenti, které by vznikly jeho rozstépenim. Na obrazku z Biospeanu je videt, zZe
v redalném spektru se soucasné vyskytuji fragmenty ze vsech tri porovndavanych isomeri, tj. zdrojem fragmentii neni
jen jedina isoforma forma.

Kodové oznaceni virtudlnich spekter obsahuje Sestici Cisel, pricemz kazdé z Cisel reprezentuje jedno z moznych
vazebnych mist. Hodnota cisel oznacuje glykan navazany na daném misté (0 — nic, 1 — GalNAc, 2 — GalNAcGal).
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ProtoZze manualni porovnavani vSech 16 readlnych spekter s 262 virtudlnimi nebylo pfilis
prehledné, vytvoftil jsem specialni skript, ktery vyuzil interni funkce Biospeanu a pomoci ného
jsem vygeneroval pfehlednou tabulku o 16 sloupcich (realna spektra) a 262 tadcich (virtualni
spektra), kde bylo pomémé snadné nalézt podobnost jednotlivych redlnych spekter se spektry
virtualnimi.

Tato piehlednd tabulka uz kolegovi umoznila snadno dokoncit analyzu celého problém.
Z vysledkti vyplynulo, ze v redlné situaci se muze objevit jen Cast z teoreticky moznych

kombinaci isoforem.

Vysledky tohoto vyzkumu jsou publikovany v Clanku FElucidating heterogeneity of IgAl
hinge-region O-glycosylation by use of MALDI-TOF/TOF mass spectrometry: role of cysteine

alkylation during sample processing, ktery je Prilohou E této prace.

6.13 Shrnuti

Software Biospean ukazal pfi testech, Ze je pouzitelny pro ucely, ke kterym byl vytvoien. Testy
potvrdily schopnost porovnavat spektra na zaklad€ pozic pikd. Vysledky pokust s detekei stavu
fermentace také ukazaly, Ze porovnavani je v poradku jak po kvantitativni, tak po kvalitativni

strance — jednotliva spektra vykazovala nejvétsi podobnost prave s ¢asove sousednimi spektry.

Zajimavé bylo u pouziti Biospeanu zplsobem, ktery nebyl pii jeho vytvafeni zamyslen.
Predevsim se jedna o vyuziti virtualnich spekter. A to jak pfi detekci faze reakce pomoci MS
spektra a pfi hledani spolecnych znakil ve spektrech spor Fusarium, tak predevsim pii analyze
spekter IgA nefropatie. Vyuziti generatoru virtualnich spekter u prvnich dvou a predevsim
externiho skriptu v pfipad€ IgA pro vytvoteni virtudlnich spekter, kterd byla potom Biospeanem
analyzovana, demonstrovalo schopnost mnohem univerzalnéjSiho vyuziti Biospeanu, nez bylo z

pocatku zamysleno.
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6.14 Publikace

Poznatky ziskané vyuzitim softwaru Biospean byly v dobé odevzdani této prace zaslany k

recenzi v podobé ¢lanku:

Franc V, Rehulka P, Raus M, Stulik J, Novak J, Renfrow MB, Sebela M. Elucidating
heterogeneity of IgA1 hinge-region O-glycosylation by use of MALDI-TOF/TOF mass

spectrometry: role of cysteine alkylation during sample processing. J. Proteomics

revidovana verze byla zaslana k recenzi 19. ¢ervna 2013

Chalupova J, Raus M, Sebela M. Identification of fungal microorganisms by
MALDI-TOF mass spectrometry. Biotechnology Advances

k recenzi zaslano 18. ¢ervna 2013
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7 Zaver

Predlozend disertacni prace je zameéfena na vyuziti informatiky k teSeni uloh z oblasti
hmotnostni spektrometrie, resp. na vytvofeni vhodnych softwarovych nastrojii. Reseny byly
ukoly ze tii specifickych oblasti — teoreticka predikce Stépeni proteinti (ProteinCutter), vypocet
rychlosti biosyntézy cytokininti (Izotop) a analyza a porovnani hmotnostnich spekter

(Biospean).

Prvni z fesenych tiloh byla teoreticka predikce $tépeni proteint. Pozadavek znél na schopnost
teoreticky vypocitat na zakladé predlozeného proteinového fetézce a znalosti pravidel Stépeni
(enzym) vSechny mozné produkty S§t€peni a vypocist jejich chemicko-fyzikalni vlastnosti. Tyto
vypoc¢itané vysledky mély byt porovnavany s vysledky z laboratornich méfeni a byt pouzity k

identifikaci konkrétnich $tépiti na zaklad¢ jejich hmotnosti.

Vsechny tyto pozadavky velmi spé$né splnila aplikace ProteinCutter. Vysledna aplikace v
jednotném a snadno pouzitelném rozhrani spojuje schopnosti, které byly dosud dostupné jen pfi
pouziti n€kolika riznych aplikaci. Navic dodava i schopnosti, které jiné aplikace nemaji
(konkrétni Stépici enzymy, moznost zvolit si vlastni pravidla $tépeni, simulace vynechanych
Stépeni) a pridava piresnost fyzikalné-chemickych veli¢in. Pfesnost a tplnost predikovanych
$tépla byla ovéfena na zkoumanych laboratornich vysledcich a praktické pouziti ukazalo, Ze jde

o0 uzite¢ny vyzkumny nastroj odpovidajici modernim pozadavkim.

Aplikaci ProteinCutter tedy mizeme oznacit za uspé$nou a v podstaté i kompletné pokryvajici
potieby, protoze ani z hlediska uzivatelli nejsou dalsi pozadavky na vylepSeni, Upravy ci
rozsifeni.

Druhym feSenym ukolem byl néstroj pro vypocet rychlosti biosyntézy, konkrétné cytokinintl, z
laboratorné ziskanych dat (metodou deuterium in vivo labeling). Pozadavkem bylo vylepseni
nevyhovujiciho feseni, které vyuzivalo tabulku v tabulkovém kalkulatoru a které sice bylo
spravné, ale pomalé na praktické pouziti. Primarnim pozadavkem pak byla mozZnost zpracovat

data hromadné, coz bylo u ptedchoziho feSeni neproveditelné.

K tomuto ucelu byla vytvofena webova aplikace Izotop. Z hlediska funk¢nosti nebo metody
vypoctu nepiinasi Izotop nic vyznamného, nicméné jeho pifinos spocivd v zobecnéni a v
univerzalnéjsim feseni, které umoziuje pracovat efektivnéji. Hlavnimi piinosy je tedy moznost
zpracovavat data snadno, hromadné a provadét pfimy import vstupt a export vysledkii pomoci

souborda.
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Ackoliv samotna aplikace je relativn¢ jednoduchéd a vznikala k jednordzovému ucelu, splnila

ucel, pro ktery byla vytvotena a je zde uvedena z diivodu publikovaného ¢lanku.

Tretim feSenym ukolem bylo vytvofeni softwaru pro amalyzu a porovnani hmotnostnich
spekter. Primarni cil byl poskytnout alternativu ke komer¢nimu softwaru jako je napf. Biotyper.
Software mél byt schopen analyzovat hmotnostni spektrum, oznacit piky a porovnat toto

spektrum se vzorky dalSich spekter v databazi.

Vysledkem je aplikace Biospean. VSechny pozadované schopnosti se podaftilo realizovat a navic
doplnit tfadu dalSich, které vyrazné zvysily uzitnou hodnotu této aplikace. Z vyznamnych
rozsifeni je tieba zdlraznit schopnost prace s virtudlnimi spektry (jak jejich generovani, tak
zpracovani), schopnost porovnavat velky pocet spekter a hledat znaky spolecné pro vSechna
zvolend spektra. Vyznamnou pomoci jsou i organizacni nastroje. Kazdy uzivatel mize sva
spektra Clenit do kategorii, provadét porovnani jen nad urCitymi skupinami, ale navic i svoje
spektra sdilet se svymi kolegy. To umoznuje pouziti Biospeanu jako nastroje pro skupinovou

praci vyzkumného tymu.

Ackoliv je Biospean v dobé odevzdani této prace stale jesté v testovacim provozu a probiha
shromazd’ovani zkuSenosti z praktického pouZzivani, je mozné ho oznacit za tispé€Sny minimalné
po strance splnéni pozadovanych cili. Ukoly, které na ném byly béhem testi feSeny podaly
pomérné presvédcivé dikazy o tom, ze aplikace funguje opravdu spravné (detekce stadia
reakce). Navic se ukazalo (napf. pii studiu spekter z IgA nefropatie), ze aplikace ma potencial i

pro mén¢ konvencni zptisoby vyuZiti a rezervy pro dal$i evoluci.

I v ptipadé Biospeanu lze tedy prohlasit, Ze aplikace tispesné splnila pozadavky. Navic umi i to,
co v puvodnim navrhu zamysleno nebylo. J4 sam bych tuto aplikaci nechtél ani zdaleka
prohlasit za uzavienou kapitolu v okamziku, kdy bude tato disertace odevzdana a obhajena.
Neni divod nepokraCovat v dal§im vyvoji. Aplikace ma slibny potencial pro dalsi rozvoj do
budoucna. Rozhodné by neméla skoncit jako polozka v univerzitni knihovné, ale méla by byt

dale vyuZzivana jako podplrny nastroj pro dalsi vyzkum.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AJAX

Apache

ASCII

BSD

CSS

CSvV

HTML

ISO

LAMP

MALDI

OO/LO Calc

Asynchronous JavaScript and XML - Skupina technologii, kterd umoziuje
vytvaret webové stranky tak, aby se chovaly jako bézné aplikace, tj. bez

nutnosti znovunacteni

Nejrozsitenéjsi HTTP server, aplikace, ktera poskytuje webové stranky -
navstévnik posild ze svého webového prohlizece ptikaz k zobrazeni webové
stranky (umisténé na konkrétnim serveru) a Apache (¢i jiny HTTP server)

stranku sestavi a odesle do webového prohlizece.

American Standard Code for Information Interchange - Standardizovana

koédovaci tabulka se znaky anglické abecedy.

Berkeley Software Distribution - Operacni systém Unixového typu. Dnes je
zékladem pro celou rodinu operacnich systémt (FreeBSD, NetBSD,

OpenBSD, Mac OS X, Solaris).

Cascading Style Sheets je jazyk pro zapis formatovacich styli pro webové

stranky.

Comma-Separated Values je jednuduchy textovy format pro zapis dat ve
formé tabulky. Jednotlivé polozky v tadku jsou oddéleny carkou, radky

bunék jsou umisténé na samostatny textovy radek.

HyperText Markup Language je znaCkovaci jazyk pro hypertextové

dokumenty, dnes vyuzivany ve formé webovych stranek.
Veli¢ina udavajici citlivost snimace digitalnich optickych pfistroji (fotaky
mobili, fotoaparaty, digitalni zrcadlovky, digitalni videokamery).

Zkratka pro nejrozsitenéjsi platformu pro provoz webovych stranek - Linux,

Apache, MySQL, PHP (n¢kdy uvadén i Perl nebo Python)

Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - ionizace laserem za
pfitomnosti matrice vyuzivand u hmotnostnich spektrometri typu

MALDI-TOF

OpenOffice / LibreOffice Calc - tabulkovy kalkulator ktery je piimym

konkurentem Microsoft Office Excelu.
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PHP

SQL

TOF

XHTML

XML

PHP: Hypertext Preprocessor - skriptovaci interpretovany jazyk vychazejici
z jazyka Perl, ktery je v soucasnosti nejpouzivanéjsim nastrojem pro tvorbu

dynamickych webovych stranek.

Structured Query Language - standardizovany dotazovaci jazyk pro praci s
databazovymi systémy. Rada databazovych systémil obsahuje jméno tohoto

jazyka - MySQL, PostgreSQL, MSSQL...

Time of Flight - detekce doby letu pouzivana v hmotnosnich spektrometrech

MALDI-TOF ve spolupraci s ionizaci MALDI

eXtensible Hyperlext Markup Language - Znackovaci jazyk pro webové
stranky velmi podobny jazyku HTML, je ovSem striktn€j$i v dodrzovani

konvenci jazyka XML

Extensible Markup Language - Velice obecny znackovaci jazyk, ktery je ve

standardizované podob¢ vhodny pro uchovani a vyménu dat
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Mgr. Martin Raus
Trvalé bydliste
E-mail
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Rodinny stav
Vzdélani
2008 — dnesek

srpen 2008
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kvéten 2002
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1989 — 1998

Pracovni zkuSenosti

Pod Straznici 412, Velké Opatovice 679 63
martin_raus@post.cz
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svobodny

doktorské studium, obor Biochemie, KBC PiF UP v Olomouci
disertani prace: Softwarova analyza a predikce v hmotnostni
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dosazen magistersky titul v oboru Informatika

diplomova prace: Webova hra pro mnoho hraci

dosazen bakalarsky titul v oboru Informatika

bakalaiska prace: Rozsirujici modul programu na vizualizaci gramatik
a automatii

magisterské studium, obor Informatika, KMI PfF UP v Olomouci
sloZzena maturitni zkouSka

Ctyfleté gymnazium, obor s rozSifenou vyukou informatiky,
Gymnazium Jevicko

Zakladni skola Velké Opatovice.

V ramci doktorského studia jsem absolvoval tfimésicni studijni stdZ na Fakulté technické

chemie, TU Viden, Rakousko v obdobi listopad — prosinec 2012 a tinor — duben 2013.

2008 — 2012

2007 — soucasnost

ucitel informatiky a spravce sit¢, Gymnaziu Jevicko
vyuka predmétu ZPP (zéklady prace s pocitacem) na Katedie
biochemie PiF UP
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Publikace

publikované ¢lanky z oblasti biochemie/bioinformatiky

Chalupova J, Raus M, Sebela M. Identification of fungal microorganisms by MALDI-TOF mass
spectrometry. Biotechnology Advances

v recenzi (zaslano 18.6. 2013)

Franc V, Rehulka P, Raus M, Stulik J, Novak J, Renfrow MB, Sebela M. Elucidating
heterogeneity of IgAl hinge-region O-glycosylation by use of MALDI-TOF/TOF mass
spectrometry: role of cysteine alkylation during sample processing. J. Proteomics,
v recenzi (revidovand verze zaslana 19.6. 2013)

Raus M., Kopeény D., Sebela M. (2013) Program application for the prediction of results of
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the enzyme for its possible application in proteomics. J. Mass Spectrom. 44 (11), 1587-1595
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Prispévky na konferencich

Franc V, Rehulka P, Raus M, Stulik J, Novak J, Renfrow MB, Sebela M. Analysis of
heterogeneous hinge-region O-glycosylation of human IgAl using MALDI-TOF/TOF mass
spectrometry. 11th Discussions in Structural Biology, Academic and University Center, Nové
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Identification of N-glycosylation in prolyl
endoprotease from Aspergillus niger

and evaluation of the enzyme for its possible
application in proteomics’

Marek Sebela,?* Pavel Rehulka,>P Jaromir Kabrt,® Helena Rehulkova,?
Tomas Ozdian,® Martin Raus,? Vojtéch Franc® and Josef Chmelik®

An acidic prolyl endoprotease from Aspergillus niger was isolated from the commercial product Brewers Clarex™ to evaluate its
possible application in proteomics. The chromatographic purification yielded a single protein band in sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis providing an apparent molecular mass of 63 kDa and a broad peak (m/z 58 061) in linear
matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) time-of-flight (TOF) mass spectrometry (MS) indicating the glycoprotein
nature of the enzyme. Indeed, a colorimetric assessment with phenol and sulfuric acid showed the presence of neutral sugars
(9% of weight). The subsequent treatment with N-glycosidase F released a variety of high-mannose type N-glycans, which were
successfully detected using MALDI-TOF MS. MALDI-TOF/TOF tandem MS analysis of glycopeptides from a tryptic digest of prolyl
endoprotease unraveled the identity of the N-glycosylation site in the primary structure. The data obtained also show that the
enzyme is present in its processed form, i.e. without putative signal and propeptide parts. Spectrophotometric measurements
demonstrated optimal activity at pH 4.0-4.5 and also high thermostability for the cleavage at the C-terminal part of proline
residues. In-solution digestion of standard proteins (12-200 kDa) allowed to evaluate the cleavage specificity. The enzyme acts
upon proline and alanine residues, but there is an additional minor cleavage at some other residues like Gly, Leu, Arg, Ser and
Tyr. The digestion of a honeybee peptide comprising six proline residues (apidaecin 1A) led to the detection of specific peptides

terminated by proline as it was confirmed by MALDI postsource decay analysis. Copyright (©) 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: Aspergillus niger; Brewers Clarex; digestion; glycan; MALDI-TOF; proline; prolyl endoprotease
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Introduction

The filamentous fungus Aspergillus niger, a member of the black
aspergilli,"! is known as an infectious agent causing invasive pul-
monary aspergillosis, particularly in immunosuppressed patients
such as transplant recipients. This fungal disease that usually de-
velops after inhaling airborne conidia is very devastating, resulting
in high mortality.2-4

In contrast, A. niger has a great significance for biotechnology.
In Asia, it is widely used in the manufacture of local fermented
foods and beverages."?) However, the most beneficial use of
the fungi resides in the production of enzymes and organic
acids by fermentation, which has a long tradition. Many of these
products have obtained “generally regarded as safe” status.l®
A. niger exhibits a remarkably versatile metabolism. It can grow on
solid or in liquid media under various environmental conditions.
In their natural habitat, A. niger strains secrete large amounts
of enzymes to release nutrients from biopolymers, and this
property has been exploited by industry.”! A. niger is also used
for the production of recombinant proteins!® and it has a big
potential for bioremediation due to its ability of degrading a
range of xenobiotics through various oxidative, hydroxylation
and demethylation reactions.!”» The genomic DNA sequences of
A. niger strains ATCC 1015, ATCC 9029"% and CBS 513.88'"
which is an early ancestor of ATCC 1015 used in industrial enzyme
production, have recently been published. This achievement will

definitely facilitate the development of new products, improved
strains and more efficient industrial fermentation processes.'"!

A few years ago, A. niger strain CBS 513.88 was used as a host
for the overproduction of a proline-specific endoprotease (PSE),
which had previously been identified in an A. niger strain using
N-benzyloxycarbonyl-glycyl-prolyl-p-nitroanilide (Z-Gly-Pro-pNA)
asachromogenic peptide substrate for activity screening in molds.
PSE hasan acidic pH optimum and preferentially cleavesits peptide
and protein substrates at the C-terminus of proline residues.[>3!
Peptide bonds C-terminal of alanine can also be cleaved, but witha
lower efficiency.l'? As large amounts of pure PSE can be produced
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relatively cheaply, the enzyme has found its current application in
debittering of protein hydrolyzates!'? and prevention of chill-haze
in beer by degradation of proline-rich proteins.['¥

Proline-specific peptidases have been studied in many or-
ganisms and they include endopeptidases (postproline cleaving
enzyme and proline-specificendopeptidase), N-terminal exopepti-
dases (postproline dipeptidyl aminopeptidase, proline iminopep-
tidase and aminopeptidase P), C-terminal exopeptidases (pro-
lylcarboxypeptidase and carboxypeptidase P) and dipeptidases
(prolyl dipeptidase and proline dipeptidase).’>~'”! To our best
knowledge, their use in mass spectrometry (MS) of proteins and
peptides is not frequent.!"®

In this work, the commercial product Brewers Clarex™ 1'%
was used to obtain PSE. The enzyme was purified by liquid
chromatography, and its molecular and kinetic properties were
characterized by biochemical methods. Stability against autolysis
of the enzyme was tested by incubating in solutions of different
pH values, followed by mass spectrometric analyses of the au-
tolyzates. For the analysis of N-glycosylation, PSE was treated with
N-glycosidase F and the released N-glycans were subjected to
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-
TOF) MS and tandem MS/MS on a TOF/TOF instrument. To
demonstrate PSE applicability in protein analysis, standard pro-
teins of molecular mass from the interval 12-200 kDa were
subjected to in-solution digestion with PSE in 50 mm am-
monium acetate. The resulting peptide mixtures were an-
alyzed by MALDI-TOF MS and MALDI-TOF/TOF MS/MS. All
these analyses confirmed the previously reported cleavage
specificity, which is reflected in the predominant produc-
tion of peptides C-terminated by proline and alanine. In ad-
dition, a minor action on other amino acid residues was
found.

Materials and Methods

Chemicals

Unless otherwise specified, the chemicals used were purchased
from Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Germany). Brewers Clarex
was from DSM Food Specialties (Seclin, France). Z-Gly-Pro-pNA
was purchased from Bachem (Weil am Rhein, Switzerland). Tris
base was obtained from MP Biomedicals (Aurora, OH, USA). A
recombinant N-glycosidase F from Elizabethkingia meningoseptica
(Calbiochem brand, Cat. No. 362 185), with a specific activity of
25000 U mg~', was purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
Protein standards used in MALDI-TOF peptide mass fingerprinting
(PMF) [horse heart cytochrome ¢, hen egg lysozyme, horse heart
myoglobin, bovine carboanhydrase, bovine serum albumin (BSA),
baker’s yeast alcohol dehydrogenase and g-amylase from sweet
potato] were from Sigma-Aldrich Chemie. MALDI matrices were
from Bruker Daltonik (Bremen, Germany). A synthetic honeybee
peptide apidaecin 1A was provided by Dr Marek Petrivalsky, Faculty
of Science, Palacky University.

Enzyme purification

PSE was purified from Brewers Clarex (20ml) by two steps
of low-pressure liquid chromatography performed at 0-5°C.
First, the liquid commercial product was dialyzed against 2 x 3
| of 20mm Tris buffer, pH 8.0 (buffer A) at 4°C overnight.
After centrifugation at 10000g for 20 min, the dialyzate was
loaded onto a Macro-Prep High Q (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

column, 2.5cm internal diameter (i.d.) x 30cm, previously
equilibrated with buffer A and operating at a flow rate of 2 ml
min~'. The ionex column was connected to a low-pressure
chromatographic system consisting of a peristaltic pump P-1, a
gradient mixer GP-250, a single path monitor UV-1 operating
at 280 nm, a fraction collector Frac-920 and a two-channel
recorder REC-112 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). After a
washing step to remove unbound impurities (buffer A), the
retained proteins were eluted by 50 ml of linear gradient of
0-1 m NaCl in buffer A. Fractions containing PSE activity were
pooled and dialyzed against the buffer A at 4°C. The dialyzate
was concentrated to a volume of 10 ml by ultrafiltration using a
10-kDa cutoff filter (Millipore, Bedford, MA, USA). The subsequent
gel chromatography was performed on a Sephacryl S-200 HR
(GE Healthcare) column, 2.5 cm internal diameter (i.d.) x 50 cm,
equilibrated with the buffer A and operated at a flow rate of 1 ml
min~'. Active fractions were pooled and dialyzed against 0.1%
(v/v) formic acid. After concentration as above aliquots of the
enzyme solution were frozen and lyophilized. The final enzyme
preparation was stored at —80 °C.

Determination of enzyme activity and protein assay

Spectrophotometric determination of PSE activity was performed
with Z-Gly-Pro-pNA as a substrate using a modification of the
previously published protocols.2%2" The standard reaction
mixture, thermostated at 37 °C, contained 0.1 M citric acid/0.2
M disodium phosphate buffer, pH 5.0, 20% (v/v) acetonitrile and
50 ul of 30 mm Z-Gly-Pro-pNA solution in dimethylsulfoxide, all
in a total volume of 1.48 ml. The cleavage reaction was initiated
by the addition of 20 ul of the enzyme solution. The release
of p-nitroaniline by PSE reaction was monitored by increased
absorbance at 410 nm taking a molar extinction coefficient of
8800 m~! for calculations.”?®2" One activity unit (1 nkat) is
defined here as the enzyme activity that liberates 1 nmol of
p-nitroaniline in 1s under described reaction conditions. Mcll-
vaine’s buffers,1??! pH 3.0-7.0, made by mixing 0.1 mcitric acid and
0.2 m disodium phosphate in a proper ratio, were used for activity
assay in determining the pH optimum for PSE. Thermostability of
the enzyme was evaluated by monitoring the changes in activity
upon incubating enzyme aliquots (in the assay buffer, pH 5.0) at
temperatures from 30 °C up to 50 °C for 30 min, followed by rapid
cooling in water-ice bath. Protein content was determined using
bicinchoninic acid?¥! with BSA as a standard.

Molecular mass determination

One-dimensional sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) was run using 10% T running and
4% T stacking gels (2.6% C),'**! where T and C represent the
total acrylamide concentration and crosslinking ratio, respectively.
MALDI-TOF MS for intact molecular mass determination was
performed on a Microflex LRF20 MALDI-TOF mass spectrometer
(Bruker Daltonik) equipped with a MicroScout ion source and a
337-nm nitrogen laser. Prior to analysis, enzyme samples were
dialyzed against 25 mm ammonium bicarbonate and lyophilized.
After dissolving in deionized water to obtain a protein solution
of 10mg ml~", 1ul of sample was mixed with 3 ul of matrix
[10mg ml~" sinapinic acid in acetonitrile/0.1% trifluoroacetic
acid (TFA), 1:1, v/vl]. Aliquots (0.6 ul) were placed onto an MSP
AnchorChip™ 600/96 target plate (Bruker Daltonik) previously
modified by a thin layer of sinapinic acid?®! and allowed to dry.
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Spectra were acquired in the linear mode for positive ions and
calibrated externally using the following molecular ions of BSA
(average masses): [M+HIt m/z 66431; [M+2HI** m/z 33216;
dimer [M+H]* m/z 132 859. Parameters of the instrument were as
follows: an acceleration voltage of 20.0 kV, an extraction voltage
of 18.0kV, a lens voltage of 8.7kV and a delayed extraction of
1000 ns.

MALDI-TOF MS

Aliquots (1 nmol) of protein standards in 930ul of 50 mm
ammonium bicarbonate were mixed with 20ul of 100 mm
dithiothreitol (DTT) and incubated at 70°C for 15 min. After
cooling to laboratory temperature, 20 ul of 200 mm iodoac-
etamide was added and the mixture was kept in the dark at
laboratory temperature for 30 min. The alkylation reagent was
quenched by adding 30 pl of 100 mm DTT and subsequent in-
cubation at laboratory temperature for 10 min. The alkylated
protein solutions were evaporated on a vacuum centrifuge
Concentrator plus (Eppendorf, Hamburg, Germany). The solid
residues were dissolved in 1 ml of 50 mM ammonium acetate
and digested with 100 pmol PSE at 37 °C overnight. In-solution
tryptic digestion of 100ug PSE after reduction/alkylation as
above was performed in 50 mm ammonium bicarbonate us-
ing a trypsin-to-PSE ratio of 1:20. Aliquots of the digests
(Toul) were mixed with 10 ul of 0.1% (v/v) TFA. Then a de-
salting operation was performed using ZipTip Cig pipette tips
(Millipore) and indirect elution according to manufacturer’s pro-
tocol. Alternatively, the digestion of standard proteins by PSE
was performed in 50 mM ammonium acetate without prior re-
duction/alkylation. Positive-ion mass spectra of peptides were
measured in the reflectron mode on the Microflex mass spec-
trometer using an acceleration voltage of 19kV, an extrac-
tion voltage of 16.1kV, a lens voltage of 9.1kV, a reflectron
voltage of 20kV and a delayed extraction of 250 ns. MALDI
probes were prepared using the dried droplet method with an
a-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix (CHCA).?®! The instru-
ment was calibrated externally using a mixture of peptide stan-
dards (Bruker Daltonik). The acquired spectra were processed by
flexAnalysis 2.4 and Biotools 3.0 software (Bruker Daltonik). Pro-
tein identification was achieved using the database search engine
Mascot Server 2.2 (Matrix Science, London, UK) and nonredun-
dant protein databases SwissProt and NCBInr (versions available
in March 2009). For the database search in PMF, PSE cleavage
specificity was set at the C-termini of proline and alanine in
Mascot configuration. Other search parameters were as follows:
no taxonomic restriction; one missed cleavage; variable modifica-
tion—methionine oxidation; fixed modification-carbamidomethyl
cysteine; peptide tolerance-150 ppm; [M+H]"; monoisotopic
masses. Postsource decay (PSD) MALDI-TOF experiments were per-
formed as described previously.'?”! PSD spectra were processed by
the software flexAnalysis 2.4, Biotools 3.0 and RapiDeNovo (Bruker
Daltonik).

Tandem MS

MALDI-TOF/TOF measurements in the positive reflectron mode
were performed with an ABI 4800 Proteomics Analyzer (Ap-
plied Biosystems, Framingham, MA, USA). The instrument was
equipped with a neodymium-doped :yttrium aluminium garnet
laser (355 nm) of 3-7 ns pulse and 200-Hz firing rate. Both MS and
MS/MS spectra were acquired using dual-stage reflectron mirror.

Accelerating voltages applied for MS and MS/MS measurements
were 20kV and 8 kV, respectively. In MS/MS mode, a collision
energy of 1kV was applied and air was used as a collision gas.
For measurements of protein digests, the matrix solution was
CHCA (5 mg ml™") dissolved in acetonitrile/0.1% TFA (3:2, v/v);
a mixture of six standard peptides was used for external cali-
bration. Aliquots of in-solution digests desalted using ZipTip C;g
(Millipore) were spotted onto the previously deposited matrix
layer and left to dry. MS and MS/MS data were further processed
using 4000 Series Explorer (Applied Biosystems). Peak lists were
created using Peaks to Mascot tool included in this software and
submitted to a local database search engine Mascot. The follow-
ing search parameters were used: database—SwissProt (version
56.5 of 25.11.2008); taxonomy-all entries; enzyme-none; allowed
missed cleavages —0; fixed modifications—carbamidomethyl cys-
teine; variable modifications—none; peptide tolerance —30 ppm;
MS/MS tolerance —300 mmu; peptide charge-(+1); monoisotopic
masses and instrument—MALDI-TOF/TOF.

Carbohydrate analyses

Neutral sugar content was estimated by an established colori-
metric method with phenol and sulfuric acid.?®! Enzyme samples
containing 500-1000 g of protein in 0.1 ml water were mixed
with 1 mlof 5% (w/v) phenoland 5 ml of sulfuric acid. Aftera 30-min
incubation at laboratory temperature, the absorbance at 490 nm
was read against blank. Calibration was made using 10-100 ug of
mannose. Enzymatic deglycosylation of PSE was performed at pH
7.5 using N-glycosidase F under reducing conditions and in the
presence of detergents according to manufacturer’s instructions.
Control mixture did not contain the glycosidase. After incubation
at 37 °C, the released N-glycans were separated from the reaction
mixture by ultrafiltration using 10-kDa cutoff Microcon centrifu-
gation cartridges (Millipore). The filtrate was desalted on porous
graphitized carbon material obtained from Hypercarb SPE car-
tridges (Thermo Fisher Scientific, Walthan, MA, USA) and packed
into GELoader pipette tips (Eppendorf) using C8 disc as a frit to re-
tain the carbon sorbent. The desalting procedure was carried out
essentially as previously described.”” MALDI-TOF mass spectra
of the purified N-glycans were acquired on the Microflex instru-
ment operating in the reflectron mode for positive ions with the
same voltage parameters as given above for measuring peptides.
MALDI-TOF/TOF MS and MS/MS were performed on the ABI 4800
Proteomics Analyzer operating in the reflectron mode. The 2,5-
dihydroxybenzoic acid (DHB, 20 mg ml~" in acetonitrile/0.1% TFA,
1:2,v/v) or 6-aza-2-thiothymine (ATT, 1 mgml~" inethanol/20 mm
diammonium hydrogencitrate, 1:1, v/v) were used as matrices.
Sample preparation was carried out by the dried droplet method
using direct mixing on the target (0.5 pl sample plus 0.5 pl matrix
solution).

Results and Discussion
Chromatographic purification of PSE

Brewers Clarex was a pale brown solution of high density (it
probably contains a stabilizer-thickener like e.g. glycerol) and pH
4.2. The protein content was 100 mg ml~". Enzyme activity of PSE
in the commercial product was 11.7 nkat ml~" (measured using
Z-Gly-Pro-pNA as a substrate) giving a specific activity value of
0.12 nkat mg~". Prior to chromatography, the crude enzyme was
dialyzed against solutions of different pH values and the dialyzates
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Table 1. An overview of PSE purification from 20 ml of Brewers Clarex

Specific activity Enrichment
Purification step Volume (ml) Total activity (nkat) Total protein (mg) (nkat/mq) factor (fold) Yield (%)
Brewers Clarex 20 234 2000 0.117 1 100
lonex chromatography 100 230 1800 0.128 1.09 98
Gel chromatography 60 179 1040 0.172 1.47 76

with BSA as a standard./?*!

Enzyme activity was assayed spectrophotometrically with Z-Gly-Pro-pNA as a substrate.?%2"! Protein content was estimated using bicinchoninic acid

kept at 4 °C for 7 days before repeated activity assay to evaluate
stability. PSE was found stable in 0.1% (v/v) formic acid, 20 mm
Bistris-HCl, pH 6.0 and in buffers of basic pH like 20 mm Tris—HCI, pH
8.0 or 50 mm ammonium bicarbonate, pH 8.0. Based on theoretical
pl values of around 4 deduced from the translated amino acid
sequence (GenBank/EMBL accession no. AX458699-calculated
without the signal peptide at the positions 1-22 and propeptide
at 23-41) and described in the literature,'? the low-pressure
chromatography on Macro-Prep High Q anion exchanger at pH
8.0 was the purification step of first choice. PSE was bound to the
ion exchanger and eluted with a linear salt gradient. The second
purification step involved gel chromatography on Sephacryl S-200
HR. The final PSE preparation had a specific activity of 0.17 nkat
mg~’, an enrichment factor of 1.5 and a yield of 76% (Table 1). This
clearly shows that Brewers Clarex represents a solution of highly
pure enzyme. The low enrichment factor value achieved would
indicate that the minor nonactive impurities probably originated
from PSE autolysis (results discussed subsequently). The final
enzyme preparation was dialyzed against 0.1% (v/v) formic acid,
concentrated using ultrafiltration (a 10 kDa cutoff filter) and stored
as a white lyophilizate at —80 °C.

Characterization of PSE properties

Homogeneity of the final enzyme preparation was checked by
SDS-PAGE, which showed a single fuzzy band corresponding
to an apparent molecular mass of 63 kDa (Fig. 1, inset). A very
similar band of 60 kDa was independently obtained by size-
exclusion chromatography on a Superdex 200 HR column (GE
Healthcare) performed following a protocol already described.”
The original Brewers Clarex contained impurities as demonstrated
by additional bands on SDS—PAGE gels (Fig. 1, inset). However,
MALDI-TOF PMF of these impurities after in-gel digestion by
modified trypsin confirmed the presence of PSE fragments (results
not shown).

Proteinintactmass measurementusing MALDI-TOF MS revealed
two major peaks at m/z 29027 and 58061, characterized by a
low resolution, which could be assigned to doubly charged and
singly charged molecular ions of PSE, respectively (Fig.1). The
width of the peaks suggested a certain degree of glycosylation,
which probably influenced the migration of PSE samples in
SDS-PAGE. MALDI-TOF PMF on Microflex after in-gel tryptic
digestion confirmed the identity of PSE (Fig.2). The protein
was assigned to the accession number XP_001392567 in the
NCBInr protein database (this amino acid sequence differs
only in a few amino acids from that translated from the
nucleotide sequence deposited under the accession number
AX458699); 20 matched peptides covered 38% of the amino
acid sequence and the probability-based score was 118. MS/MS
spectra of precursor peptides with m/z 2129.0, 2200.0 and 2271.1
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Figure 1. Molecular mass determination of PSE. MALDI-TOF MS of intact
PSE (main panel) was performed on the Microflex LRF-20 instrument
operating in the linear mode for positive ions. Sinapinic acid was used
as a matrix. The inset shows a scan of two SDS-PAGE gels run with PSE
samples; lanes from the left: protein standards with the indicated molecular
mass (kDa), Brewers Clarex (8 ug protein), the same protein standards and
purified PSE (5 ng). The gels were stained by Bio-Safe Coomassie (Bio-Rad).
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Figure 2. MALDI-TOF PMF of purified PSE. After previous reduction and
alkylation,a sample of PSE in 50 mM ammonium bicarbonate was subjected
to in-solution digestion by modified trypsin. The main panel shows a
MALDI-TOF mass spectrum of the digest that was acquired on the ABI 4800
Proteomics Analyzer operating in the reflectron mode for positive ions
(CHCA matrix). The inset shows a magnification of the spectrum region
with well pronounced signals of glycopeptides where the mass differences
of 162 Da (representing one hexose unit) are indicated by double-headed
horizontal arrows.
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yielded the sequences TTGEAYFEQLLDHHNPEK, ATTGEAYFEQLLD-
HHNPEK and AATTGEAYFEQLLDHHNPEK (not shown). At the same
time, no peptide was registered originating from the putative
signal and propeptide sequences.!'? This would indicate that the
enzymeis presentin Brewers Clarexin its processed form-amature
peptidase unit (MEROPS database, http://merops.sanger.ac.uk/,
accession number MER093133), which is released from the
zymogen by an activation cleavage. The presence of variable
N-termini might suggest an autocatalytic role of PSE in the
activation processing. The enzyme has been reported to cleave
peptide bonds C-terminal of alanine, but with a lower efficiency
when compared to its action on proline.'?

With respect to the possible glycosylation, neutral sugar content
of PSE was estimated using a spectrophotometric method with
phenol and sulfuric acid, which provided an average value of
9% (w/w). Taking the molecular mass of 58 kDa from MALDI-MS
into consideration, a difference of about 5 kDa can be calculated,
which is in rough accordance with the predicted molecular mass
of 54 kDa of the processed enzyme. The amino acid sequence of
PSE comprises seven potential N-glycosylation sites suggesting
a possible N-glycosylation. Indeed, a ladder of glycopeptides
was observed in tryptic digest of the enzyme with m/z values
gradually increasing between 1872 and 4952 by a mass difference
of 162 Da (illustrated in Fig.2, inset). The observed difference
clearly indicated the presence of variable hexose units referring
to high-mannose type glycans. MS/MS analysis of glycopeptides
with m/z 2358.9, 2521.0 and 2683.0 yielded the same fragment
ion corresponding to the peptide sequence (K)-LQFDNSTR-(S),
which allowed localization of the respective N-glycosylation site
(underlined). This peptide containing one N-acetylglucosamine
residue was alsoregistered as a peak with m/z 1183.6 (confirmed by
MS/MS). So far no information on PSE glycosylation has appeared
in the literature.

Enzymatic deglycosylation of PSE by a recombinant N-
glycosidase F provided a molecular mass of 54 kDa in SDS-PAGE
(Fig. 3, inset). Autolytic fragments of PSE, which appeared in
the reaction mixture, were also deglycosylated as demonstrated
by the observed mass difference. The released N-glycans were
recovered from the reaction mixture using porous graphitic car-
bon, eluted by 25% acetonitrile and analyzed by MALDI-MS.
Figure 3 shows a mass spectrum of PSE-derived N-glycans ac-
quired in the reflectron mode for positive ions using DHB as a
matrix" (similar spectra were recorded using ATT32)). All sugars
were registered in the form of sodium adduct peaks [M+Na]*
accompanied by minor peaks of potassium adducts [M-+K]*.
The corresponding mass list was analyzed by the GlycoMod
software®3! (http://www.expasy.ch/tools/glycomod) resulting in
high-mannose type structures®*3! containing 0-21 hexose units
in addition to the pentasaccharide core structure (GIcNAc), (Man)s.
The glycan type was additionally confirmed by MALDI-TOF/TOF
MS/MS analysis of the peak with m/z 1419.49 (not shown). When
measuring the same sample in the negative reflectron mode with
ATT as a matrix, the following peaks were observed (m/z val-
ues): 989.30, 1151.37,1313.44,1475.50, 1637.55,1799.62, 1961.67,
2123.73 and 2285.78. Based on GlycoMod interpretation, such
peaks belong to deprotonated high-mannose type sugars of a
general formula (GIcNAc),(Man)3(Hex),, where n = 0-8, plus
one phosphate group. MS/MS spectra of the negatively charged
sugars confirmed the presence of phosphorylation by record-
ing m/z 79/97 phosphate-specific ions (not shown). In summary,
PSE contains high-mannose type N-glycans that are partially
phosphorylated.
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Figure 3. Analysis of neutral N-glycans released from PSE by N-glycosidase
F. The main panel shows a MALDI-TOF mass spectrum of PSE-derived
glycans that was acquired using the ABI 4800 Proteomics Analyzer
operating in the reflectron mode for positive ions (DHB matrix). The
mass differences of 162 Da (representing one hexose unit) are indicated
by double-headed horizontal arrows. The inset demonstrates evaluation
of the performance of N-glycosidase F by SDS-PAGE; lane 1: protein
molecular weight marker (from the top —97.4, 66.2, 39.2, 26.6, 21.5 and
14.4 kDa), lane 2: deglycosylated PSE (1 ug) and lane 3: untreated PSE
(1 ug). The gels were stained by Bio-Safe Coomassie (Bio-Rad).
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Figure 4. PSE activity under various pH conditions. Based on the measured
profile, PSE shows optimal activity at pH 4.0-4.5. Spectrophotometric
activity assays were performed using Z-Gly-Pro-pNA as a substrate.

For kinetic determination of pH optimum, Mcllvaine’s buffers of
pH 3.0-7.0 were used. The enzyme showed highest activity at pH
4.0-4.5 (Fig. 4), which is in agreement with previously published
data.'? Interestingly, PSE exhibited high thermostability. When
dissolved in Mcllvaine’s buffer, pH 5.0, the enzyme could be
incubated at 65 °C for 30 min without any loss of activity.

PSE autolyzate and its analysis

PSE autolysis was evaluated by incubation of the enzyme in
solutions of various pH values with the subsequent measure-
ments of MALDI-TOF mass spectra of the released peptides.
PSE solutions (1.5 um) were made in 0.1% (v/v) formic acid (pH
2.4), 50 mM ammonium acetate (pH 4.5) and 50 mm ammonium
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Figure 5. Mass spectrometric analysis of PSE autolysis. (A) MALDI-TOF
PMF of an autolyzate obtained by PSE incubation in 50 mM ammonium
acetate. The fingerprint spectrum was acquired on the ABI 4800 Proteomics
Analyzer operating in the reflectron mode for positive ions (CHCA matrix).
(B) MALDI-TOF/TOF tandem MS of the peptide (A)-YFEQLLDHHNP-(E) from
the PSE autolyzate. The peptide was observed atan experimental m/zvalue
of 1412.65 in the peptide mass fingerprint of the autolyzate (compare with
A).The spectrum was measured on the ABI 4800 Proteomics Analyzer using
CHCA as a matrix. Fragment ions are appropriately labeled; single capital
letters denote immonium or internal fragment ions.

bicarbonate (pH 8.0) and incubated at 37 °C overnight. For pre-
diction of results, a web application Protein Cutter (available at:
http://biochemie.upol.cz/software/proteincutter) was developed,
which cleaves in silico a user-entered protein sequence with PSE
(taking the published cleavage specificity P-X and A-X intoaccount)
and computes the masses of the generated peptides. The software
certainly allows to choose another common proteolytic enzyme
or user-entered cutting rules. No autolysis was observed in the
diluted formic acid (pH 2.4) and ammonium bicarbonate (pH 8.0).
Conversely, PSE was subjected to a significant autolysis when in-
cubated at the pH optimum. Figure 5(A) shows a peptide mass fin-
gerprint of PSE autolyzate obtained in 50 mm ammonium acetate
(pH 4.5). However, except for the peptides with m/z 1050 and 1412,
the measured masses did not agree with the calculated prediction
indicating the presence of nonspecific peptides in the autolyzate.

To obtain further information with respect to the cleavage
specificity of PSE, a series of MS/MS experiments were per-

formed. Collision-induced fragmentation of the autolytic peptides
performed on a MALDI-TOF/TOF instrument provided peptide
sequence data, which are summarized in Table 2 and illustrated
by an example of MS/MS spectrum in Fig. 5(B). The results clearly
indicate that PSE shows a broad cleavage site preference involving
not only the sites P-X and A-X as has been previously published,'?!
but also the C-termini of other amino acids: Gly, lle, Asn, GIn, Arg,
Serand Tyr.

MALDI-TOF PMF and MS/MS analysis of proteins and peptides
digested with PSE

The applicability of PSE for specific cleavage of protein samples
was tested using a set of protein standards with molecular masses
spanning the interval of 12-200 kDa. In the first trial, the proteins
were subjected to in-solution digestion (the molecular mass of
60 kDa of PSE precluded in-gel digestion) that was performed
without prior reduction/alkylation in 50 mm ammonium acetate
at 37 °C overnight. Then aliquots of the digests were transferred
on the target plate (a MicroScout 600 um AnchorChip™ from
Bruker Daltonik), mixed with CHCA matrix and dried out for
MALDI-TOF PMF. Figure 6 shows a typical fingerprint mass
spectrum of myoglobin digested with PSE. From the other spectra,
especially those digests obtained from carbonic anhydrase, BSA
and alcohol dehydrogenase were rich in peptides (not shown).
To perform database search using the program Mascot Server
2.2, a cleavage specificity of PSE directed toward the C-termini of
proline and alanine was set up in Mascot Configuration: Enzymes.
The acquired mass spectrum of myoglobin was evaluated by
searching the respective peak list against the database SwissProt.
Myoglobin was assigned unambiguously (accession no. P68082
i.e. MYG_HORSE), when 13 peptides were identified giving a
sequence coverage value of 65% and a score of 156. Bovine
carbonicanhydrase was correctly assigned to SwissProt (accession
no. P00921 i.e. CAH2_BOVIN) only when the taxonomy was
restricted to mammals. Then ten peptides were identified, the
sequence coverage was 49% and score 73. Fingerprints of the
other standard proteins comprised numerous unspecific peptides
and for that reason, their direct identification by database search
was unsuccessful.

In the second experiment with protein digestion, samples
were reduced and alkylated at a weakly basic pH of 8.0, then
transferred to pH 4.5 and digested with PSE in a molar ratio
of protein-to-PSE of 10:1 at 37 °C overnight. After a reversed-
phase purification using ZipTip Cig, the digests were treated
with CHCA matrix using the dried droplet method and finally
MALDI-TOF mass spectra and MS/MS spectra were measured.
In general, mass spectra containing many peaks were obtained
and several of the most intense peaks were selected for MALDI-
TOF/TOF tandem MS. A summary of MS/MS identified peptides
is provided in Table 3. The results show that the cleavage after
proline and alanine residues sometimes occurs together with a
minor PSE action on several other amino acids. In addition to
those cleavage sites uncovered using PSE autolyzate, several new
targets were found (C-termini of Asp, Lys, Leu and Met). That
is why the MS/MS analysis of PSE-derived peptides is necessary
step for correct interpretation of obtained data. In contrast, the
action on nonspecific position of analyzed proteins can aid in the
proteomic analysis of protein sequences (or their parts) that are
not accessible using standard proteomic approach involving, e.g.
trypsin as digestion enzyme.

The digestion performance of PSE was also evaluated using
a proline-rich peptide apidaecin 1A, naturally occurring in
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Table 2. MS/MS sequencing of PSE autolytic peptides

No. Sequence Observed mass (Da)?? Calculated mass (Da) Difference (Da)
1 (Q)-YDPWRDS-(G) 938.387 937.393 —0.014
2 (G)-AVEHFDDFA-(A) 1050.438°¢ 1049.445 —0.015
3 (N)-TTRLIWTNG-(Q) 1061.564 1060.567 —0.009
4 ()-WTNGQYDPWR-(D) 1322.587 1321.584 —0.005
5 (A)-YFEQLLDHHNP-(E) 1412.651 1411.652 —0.008
6 ()-WTNGQYDPWRDS-(G) 1524.644 1523.643 —0.007
7 (N)-TTRLIWTNGQYDP-(W) 1564.769 1563.768 —0.007
8 (N)-EVKQIKEWVEEYY-(A) 1742.854 1741.856 —0.010
9 (N)-EVKQIKEWVEEYYA-(—) 1813.897 1812.893 —0.004
10 (G)-TFSQRYWWSTEYWGGP-(G) 2050.900 2049.901 —0.008
1 (N)-TTRLIWTNGQYDPWRDS-(G) 2109.018 2108.008 0.003

software.
@ Monoisotopic mass, [M-+H]".

¢ Isobaric with a predicted peptide (A)-VEHFDDFAA-(V).

The peptides were individually selected from peptide mass fingerprint of PSE autolyzate (Fig. 5(A)) and then subjected to the collision-induced
dissociation by air on 4800 Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF mass spectrometer. The MS/MS data were processed using 4000 Series Explorer

b Further peptides matching the sequence: m/z 906.395, 1181.523, 1434.629, 1450.611, 1546.757,1721.775 and 1937.829.
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Figure 6. MALDI-TOF PMF using PSE. Horse heart myoglobin was in-
solution digested with PSE without prior reduction/alkylation. The
presented mass spectrum of peptides was acquired on the Microflex
LRF-20 instrument operating in the reflectron mode for positive ions.
CHCA was used as a matrix.

bee hemolymph, where it has an important role in humoral
defense against microbial invasion.*®! The apidaecin 1A sequence
consists of 18 amino acids including six proline residues
(GNNRPVYIPQPRPPHPRI). In MALDI-TOF MS, the peptide provides
a positive quasimolecular ion [M+H]™ with m/z 2108.2. An aliquot
ofapidaecinin 50 mMammonium acetate was in-solution digested
in a molar ratio of peptide-to-PSE of 5:1 at 37 °C overnight. The
digest was concentrated in vacuum centrifuge and purified by
ZipTip Cqi5. MALDI-TOF mass spectra showed specific peptides
with m/z 522.3, 557.3, 594.3, 716.4, 1029.5 and 1254.7 (Fig.7) in
accordance with a prediction by the web application Protein
Cutter. The cleavage peptides were analyzed by MALDI PSD
yielding the sequences HPRI, GNNRP, QPRPP (inset in Fig. 7; m/z
594.3), VYIPQP, GNNRPVYIP and GNNRPVYIPQP, respectively. This
clearly demonstrated that the enzymatic cleavage took place at
the C-terminus of almost every proline residue. Predicted small

dipeptide and tripeptide fragments could not be assigned reliably
because of high signal background in the area of matrix adducts
formation.

Conclusions

A. niger PSE with an acidic pH optimum was isolated from
Brewers Clarex. Our purification procedure represents a protocol
forremoving additives and autolytic products from the commercial
material. During characterization of the final enzyme preparation,
a significant degree of glycosylation was discovered. Mass
spectrometricanalysis of PSE-derived glycopeptidesand N-glycans
released by the use of N-glycosidase F allowed determination of
sugar structures. PSE contains high-mannose type N-glycans that
are partially phosphorylated. The enzyme was found useful for
proteomic research involving protein sample digestion. Due to its
relatively high molecular mass and significant glycosylation, the
enzyme is applicable for in-solution digestion only. The cleavage
specifity of PSE covers a major action on the C-termini of proline
and alanine residues, which is accompanied by a minor action on
other cleavage sites. For this reason, the use of PSE for MALDI-
TOF PMF seems to be problematic but there is a potential of
its applicability in tandem MS of peptides including de novo
sequencing, for example in shotgun proteomics?”! of samples
containing proline-rich proteins. Nonspecific peptides released by
PSE digestion may provide benefits in studying posttranslational
modifications especially in such cases where the modification site
is not present on a properly sized tryptic peptide.
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Table 3. MS/MS sequencing of peptides derived from PSE digestion of protein standards

Identified protein/accession no. Sequence Observed mass (Da)? Calculated mass (Da) Difference (Da)
Cytochrome ¢/P00004 (P)-NLHGLFGRKTG-(Q) 1199.674 1198.657 0.010
(L)-MEYLENPKKYIP-(G) 1524.786 1523.769 0.009
(L)-IAYLKKATNE-(—) 1150.650 1149.639 0.004
Lysozyme C/P00698 (G)-KVFGRCELA-(A) 1079.577 1078.559 0.010
(P)-GSRNLCNIP-(C) 1030.521 1029.503 0.011
Myoglobin/P68082 (P)-ETLEKFDKFK-(H) 1284.689 1283.676 0.005
(P)-ETLEKFDKFKHLKTEA-(E) 1964.056 1963.041 0.007
(A)-SEDLKKHGTVVLTALG-(G) 1667.938 1666.925 0.006
(G)-GILKKKGHHEA-(E) 1217.717 1216.704 0.005
(S)-HATKHKIP-(I) 931.552 930.540 0.005
(P)-IKYLEFISDA-(1) 1198.639 1197.628 0.004
(A)-IIHVLHSKHP-(G) 1180.703 1179.688 0.008
Carbonic anhydrase 2/P00921 (P)-EHWHKDFP-(1) 1095.501 1094.493 0.000
(P)-IANGERQSPVDIDTK-(A) 1642.841 1641.832 0.001
(P)-IANGERQSPVDIDTKAVVQDP-(A) 2252.160 2251.144 0.008
(P)-LKNRQVRG-(F) 970.592 969.583 0.001
(P)-LKNRQVRGFP-(K) 1214.714 1213.704 0.002
Serum albumin/P02769 (A)-SIQKFGERA-(L) 1035.563 1034.551 0.005
(S)-VARLSQKFP-(K) 1045.621 1044.608 0.006
(A)-RLSQKFP-(K) 875.508 874.502 —0.001
Alcohol dehydrogenase 1/P00330 (P)-LVGGHEGAGVVVG-(M) 1150.651 1149.614 0.029
(P)-LVGGHEGAGVVVGM-(G) 1281.693 1280.655 0.031
(K)-IGDYAGIK-(W) 836.475 835.444 0.023
(S)-IGGEVFIDFTK-(E) 1225.676 1224.639 0.029
(M)-EKGQIVGRY-(V) 1049.602 1048.567 0.028
Beta-amylase/P10537 (S)-GLTYLRLSDDLLQTD-(N) 1722.897 1721.884 0.006
(D)-ELMEATKGSRPFPWYDVTDMPVD- 3301.543 3300.474 0.061
GSNPFD-(—)
(P)-FPWYDVTDMPVDGSNPFD-(—) 2101.879 2100.877 —0.006

reported in the table. Accession numbers refer to SwissProt database.
2 Monoisotopic mass, [M+H]*.

Peptides were selected from MALDI-TOF MS spectra of digests purified using ZipTip Cig pipette tips and then subjected to the collision-induced
dissociation by air on 4800 Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF mass spectrometer. Only signals confirmed by successful MS/MS analysis are
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Figure 7. In-solution digestion of apidaecin 1A by PSE. The main panel
shows a MALDI-TOF mass spectrum of a PSE digest of apidaecin that was
acquired using the Microflex LRF-20 instrument operating in the reflectron
mode for positive ions (CHCA matrix). The inset displays a PSD spectrum
of the peptide fragment with m/z 594.23, which yields the sequence
(P)-QPRPP-(H) [Correction made here after initial online publication]. The
complete apidaecin 1A is characterized by the amino acid sequence
GNNRPVYIPQPRPPHPRI.
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1. Uvod

Proteiny jsou biologické makromolekuly s rozmanitou
funkci. Jedna se o linearni polymery v genech kodovanych
L-o-aminokyselin propojenych vazbami do polypeptidove-
ho fetSzce'. Prvenstvi v rozpoznani této zakonitosti se
piipisuje némeckému chemikovi Franzi Hoffmeisterovi’.
Poradi aminokyselin vytvafi aminokyselinovou sekvenci
a uréuje jedine¢nou primarni strukturu®. Jde o formu biolo-
gického kodu, ktery skryva fyzikalné-chemické predpokla-
dy a zakonitosti pro budovani vysSich struktur daného
proteinu (struktura sekundarni, terciarni pfipadné kvarter-
ni)*. Toho se vyuzivé pii ptedpovédi (predikei) prostoroveé-
ho usporadani polypeptidového fetézce (angl. ,,protein
folding™). Kromé strukturnich informaci je z amino-
kyselinové sekvence mozné vy¢ist také informace ve vzta-
hu k biologické funkci proteinu, napi. charakteristicky
motiv pro vazbu koenzymu’. Uréovani proteinovych sek-
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venci a vyuziti jejich znalosti pro identifikaci proteinti ve
vzorku patii k predmétim védecké discipliny zvané prote-
omika'. V textu jsou v historické posloupnosti shrnuty
pfistupy pro analyzu aminokyselinovych sekvenci a pfed-
stavena internetova programova aplikace pro predpovéd
vysledkti  §tépeni proteind  proteolytickymi enzymy
(vyuziva se pii sekvencovani hmotnostni spektrometrii)
a vypocet biochemickych parametra proteinti z aminoky-
selinové sekvence.

2. Sekvencovani proteini s pouZitim
chemickych ¢inidel

Metodice uréovani sekvence proteinu (= sekvenco-
vani) byla v biochemii vénovana znacna pozorost. Za
prvoradou osobnost v této souvislosti je pravem povazo-
van britsky biochemik Frederick Sanger, ktery urcil upl-
nou aminokyselinovou sekvenci inzulinu®. Pouzil tzv. San-
gerovo ¢inidlo (2,4-dinitro-1-fluorbenzen, DNFB; obr. 1),
které reaguje s pfistupnymi aminoskupinami proteinu,
zvlasté s aminoskupinou na tzv. N-konci (prvni aminoky-
selina v poradi). Peptidy vzniklé hydrolyzou inzulinu San-
ger podrobil dvojrozmémé separaci a ziskal peptidovou
mapu (angl. ,.fingerprint™ — otisk prstu). Peptid obsahuyjici
N-konec byl rozpoznan podle zlutého zbarveni vzniklého
znacenim s DNFB. Opakovanim této procedury pii rozdil-
nych podminkach pocateéni hydrolyzy Sanger urcil sek-
venci mnoha peptidu a jejich skladanim do delsich sekven-
ci dospél k vysledku™'’. Ur&eni sekvence inzulinu bylo
klicové 1 pro myslenky a dukazy ohledné kodovani protei-
nt v molekule DNA''. Svédsky biochemik Pehr Victor
Edman v 50. letech 20. stol. publikoval nékolik praci, kde
popsal pouziti ¢inidla fenylisothiokyanatu (PITC, Edma-
novo &inidlo; obr. 1)'%" které reaguje v mirné bazickém
prostiedi s N-koncovou aminoskupinou proteinu ¢i pepti-
du. V kyselém prostiedi se znacena aminokyselina odstépi
jako anilinothiazolinonovy derivat, latka je extrahovana do
organického rozpoustédla a kyselinou pfevedena na stabil-
ni fenylthiohydantoinovy derivat piislusné aminokyseliny
identifikovatelny nejlépe kapalinovou chromatografii.
Tento postup je mozné opakovat i pro dalsi v sekvenci
nasledujici aminokyseliny (Edmanova degradace). Jako
maximalni mozny pocet proveditelnych cykli se udava
&islo 5060 (cit."). Nevyhodou je chemické blokovani N-
konce nékterych proteini a peptidii nebo jeho nepfistupné
skryti v molekule a dale nemoznost uréit polohu disulfido-
vych vazeb. Cyklicky sled reakci bylo mozné dobie auto-
matizovat, na trhu se tak od konce 60. let 20. stoleti obje-
vily automatické sekvenatory'*". Nutno dodat, e je moz-
né provadét 1 C-koncové sekvencovani s chemickym zna-
¢enim C-koncové aminokyseliny difenylfosforylisothio-
kyanatem (DPPITC, obr. 1) a jejim od$tépenim ve formé
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Obr. 1. Chemicka ¢inidla pro sekvencni analyzu proteini: 2,4-dinitro-1-fluorbenzen (DNFB), fenylisothiokyanat (PITC) a difenyl-

fosforylisothiokyanat (DPPITC)

thiohydantoinového derivatu. Pouziti je vSak méné casté
nebot’ vyzaduje vétsi mnozstvi vzorku'®.

3. Sekvencovani proteini hmotnostni
spektrometrii

Pouziti Edmanovych sekvenatorti bylo bézné do polo-
viny 90. let 20. stoleti. To vSak jiz probihal nastup hmot-
nostni spektrometrie (MS) peptidd a proteint, ktera se
nakonec v oblasti analyzy aminokyselinové sekvence
prosadila. V roce 2008 sekvenatory zmizely z komeréniho
trhu piistroja'”. Klidovym predpokladem pokroku byl ob-
jev tzv. meékkych (angl. ,,soft™) ioniza¢nich technik pro
kych molekul a makromolekul pii zachovani struktury —
tedy bez fragmentace. Jde o ionizaci elektrosprejem (angl.
electrospray ionization; zkratka ESI) a laserovou desorp-
ci a ionizaci s ucasti matrice (angl. ,,matrix-assisted laser
desorption/ionization®; zkratka MALDI). Princip ESI byl
rozpracovan jiz v 60. letech 20. stoleti'®. Systematické
prace na jejim pouziti pro velké biologické molekuly
(napf. proteiny) byla ocenéna Nobelovou cenou za chemii
pro amerického védce Johna Bennetta Fenna v roce 2002.
Profesor Fenn a spol."” v pribéhu 80. let 20. stoleti vyvi-
nuli postup, ve kterém je ziedény roztok makromolekuly
sprejovan z kovové jehly mikrostiikacky nebo pokovené
kapilary, na kterou je pfivedeno vysoké elektrické napéti
v fadu kilovolti. Nabité kapicky vzniklé za atmosférické-
ho tlaku jsou vysuSovany proudicim inertnim plynem.
Rozpoustédlo se postupné odpaiuje a uvolnuji se ionty,
které jsou tlakovym rozdilem vtazeny do hmotnostniho
analyzatoru pistroje®’. Objev MALDI byl ocenén Nobelo-
vou cenou za chemii pro japonského védce Koi¢i Tanaku,
a to taktéz v roce 2002. Jeho tym zjistil, ze jemny prasko-
vy kobalt s glycerolem usnadiiuje ionizaci analytu®'. Ne-
sporny je vSak 1 prispévek némeckych védci (Michael
rovou desorpci a ionizaci molekul v pfitomnosti malé or-
ganické slouceniny jako matrice® a pozdgji popsali pouziti
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této ionizaéni techniky i pro proteiny®. Pti technice MAL-
DI je vzorek krystalovan spolu s velkym nadbytkem matri-
ce (puvodni matrici byla kyselina nikotinova). Na vzorek
s matrici dopadaji kratké pulsy laserového svétla a dojde
k odpareni zasazené cCasti. Nadbytek matrice absorbuje
energii laseru, rychle se Sifici oblak matrice v plynné fazi
unasi molekuly analytu do vakua v hmotnostnim analyza-
toru a usnadiiuje p¥itom proces jejich ionizace?.

Pro uréovani aminokyselinové sekvence pomoci MS
jsou k dispozici nasledujici moznosti: /) peptidové mapo-
vani; 2) sekvencovani peptidi tandemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS; vyuziva se fragmentace v okoli
peptidové vazby) a 3) ,,top-down* sekvencovani intaktnich
proteint (jednoduchy cesky ekvivalent anglického terminu
neni, vysvétleni nize). Peptidové mapovani (angl. ,,peptide
mass fingerprinting”, PMF) je zalozeno na §tépeni protei-
nu specifickymi proteolytickymi enzymy (napf. trypsinem
nebo peptidasami Glu-C, Arg-C aj.) a méfeni molekulové
hmotnosti peptidi na MALDI piistrojich (obr. 2). Sada
hmotnostnich ¢isel slouzi jako peptidova mapa pro identi-
fikaci proteinu vyhledavanim v databazi sekvenci na za-
klad srovnani s predpovédi $tdpeni**?’. Skutetné sekven-
covani peptidi vzniklych chemickym ¢i enzymovym §té-
penim proteinti vyuziva ¢teni posloupnosti aminokyselin
z odpovidacich hmotnostnich rozdili v ramci urcité série
fragmentu, které vznikaji béhem MS/MS méfeni v kolizni
cele MALDI i ESI pristroje pii srazkach prekurzorového
peptidu s &asticemi kolizniho plynu®®. Podobnou aviak
principialné odlisnou variantou je samovolny rozpad za
iontovym zdrojem (angl. ,post-source decay, PSD) na
MALDI piistrojich?”. Neni-li sekvence studovaného pro-
teinu uloZena v databazi, jde o tzv. de novo sekvencovani
(obr. 2). Pro zcela neznamé proteiny se de novo sekvenco-
vani kombinuje s identifikaci na zakladé podobnosti se
znamymi proteiny pomoci algoritmu BLAST (angl. ,,basic
local alignment search tool* — nastroj pro bézné vyhleda-
vani podobnych sekvenci v databazich, ktery vychazi z
identifikace kratkych homolognich subsekvenci bez mezer
s naslednym rozsifovanim vyhledavani v okoli subsekven-
ci s cilem ziskat lokalné sefazené sekvence, do nichz mo-
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denaturovany protein

protein v kousku polyakrylamidového gelu
po separaci 1-D nebo 2-D elektroforézou

proteolyza -4———

peptide mass fingerprinting MS na pristroji
(peptidové mapovani)
MALDI-TOF
shoda
identifikace proteinu -e———  vyhledavani v databazi
neshoda
MS/MS na pristrojich
sekvencovani pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF-TOF
MALDI-QqTOF
nebo ESI-QqTOF
shoda

identifikace proteinu

de novo &teni dat (uréeni kompletni
nebo ¢astecné sekvence peptidu, tzv.
tagu) a vyhledavani BLAST

S

Ize opakovat pro vice uréenych
peptidovych sekvenci &i tagu

pfi opakované neshodé
je tfeba vyzkouset napr.

-+——— vyhledavani v databazi

neshoda

jiny proteolyticky enzym

Obr. 2. Bézna strategie sekven¢ni analyzy proteini pomoci hmotnostni spektrometrie. Schéma nezahrnuje tzv. ,top-down™ strategii
sekvencovani, kdy je Cisty intaktni protein fragmentovan v hmotnostnim spektrometru. Zkratky pro MS pfistroje vysvétleny v oddile 3,
dale TOF — , time-of-flight tj. analyzator doby letu, Q — kvadrupolovy analyzator, q — kvadrupolova kolizni cela

hou byt vlozeny mezery)®®. Nejnov&jsi zélezitosti je ,,top-
down“ sekvencovani, které poskytuje sekvenéni informaci
na zakladé fragmentace Cistého intaktniho proteinu nikoli
peptidi. Existuji varianty v zavislosti na pouzitém pfistro-
i, kdy se principialné 1isi proces fragmentace (ECD — di-
sociace zachytem elektronu, angl. ,.electron capture disso-
ciation®, na pristrojich s iontovym cyklotronem a Fourie-
rovou transformaci; ISD — rozpad v iontovém zdroji, angl.
in-source decay*, na MALDI piistrojich a ETD — disocia-
ce prenosem elektronu, angl. ,.electron transfer dissociati-
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on“, na piistrojich s iontovou pasti)®®>'. Dnes b&zné sek-

vencovani pomoci hmotnostni spektrometrie ma svoje
nevyhody, z nichz nékteré 1ze piekonat pokrocilou techno-
logii na $pickovych pfistrojich. U tandemové hmotnostni
spektrometrie jsou to napi. nejednoznacnost danad vysky-
tem izobarickych aminokyselin (I/L, K/Q) a problematické
vysledky pii ziskani netGplnych fragmentacnich spekter
vlivem uréitych aminokyselinovych modifikaci®?.
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4. Neprimé urcovani aminokyselinové sekvence
a bioinformatika

Aminokyselinovou sekvenci proteinu lze odvodit také
nepifimo na zakladé kodujici genové sekvence.
K amplifikaci uréitého genu potiebujeme polymerasovou
fetézovou reakci (PCR) s oligonukleotidovymi pri-
mery*>**, dale klonovani amplikonu do vhodného plasmi-
du®™ a DNA sekvencovani®®. Vysledek se nakonec ziska
prekladem zjisténé nukleotidové sekvence genu pomoci
abecedy genetického kodu®’®, Rozmanité projekty sek-
vencovani genu a genomu (genom = uplna geneticka infor-
mace organismu, tj. soubor vSech gentt) zacaly od prelomu
70. a 80. let 20. stoleti rychle plnit nejen databaze geno-
vych sekvenci, ale 1 proteinové databaze. Genomika vyuzi-
va pro ¢teni malych genomu (do 7000 bp) tzv. ,,shotgun®
sekvencovani (Cesky ekvivalent se neuziva), kdy rozbitim
genomové DNA na nahodné fragmenty ziskame velké
mnozstvi materialu pro analyzu. Sekvencovani se provadi
opakovang, aby prectené fragmenty (angl. ,reads”)
v dostatecném mnozstvi piesahovaly a z téchto piesahi
bylo moné sestavit sekvenci celého genomu®. Pro roz-
sahlé genomy se vyuziva umélych bakterialnich chro-
mosomu (angl. ,bacterial artificial chromosome®, BAC),
coz jsou plazmidy obsahujici fragmenty genomové DNA
studovaného organismu o obvyklé velikosti 150-350 kbp
(cit.**). Postupna sekvenéni analyza BAC klont (angl.
,.clone-by-clone”, CBC) je souborem dil¢ich ,,shotgun
projekti. Pro vlastni uréeni sekvence se uziva tzv. pyro-
sekvencovani'! (reakéni smés obsahuje fadu enzymii pro
katalyzu reakei navazujicich na reakci DNA polymerasy
a produkujicich v kone¢né fazi fluorescencni svétlo jako
dusledek piipojeni nukleotidu v nartstajici sekvenci), nyni
bézné v tzv. 454 pikolitrové varianté zavedené firmou
454 Life Sciences®.

S rostoucim mnozstvim dat v centralizovanych data-
bazich se zrodila i nova védecka disciplina. Bioinformati-
ka byla puvodné uzce spojena s genetikou a genomikou,
a to diky genomovym projektim a vysledkiim automatizo-
vaného Cteni a skladani ¢aste¢nych sekvenci komplemen-
tarnich DNA (angl. ,.expressed sequence tags™;ESTs)*.
S exponencialnim piivalem novych sekvenci bylo tfeba
databaze nejen udrzovat a budovat uzivatelska rozhrani
pro vkladani, sdileni a poskytovani sekvenénich dat (napf.
internetova aplikace Entrez organizace National Center for
Biotechnology Information, NCBI, pii National Institutes
of Health, NIH, v Bethesd¢, Maryland, USA44), ale zacit
data opatfovat anotacemi, analyzovat a interpretovat. Dnes
je ukolem bioinformatiky nejen vyvijet vhodné nastroje
a sluzby pro pfistup, pouzivani a spravu databazi biologic-
kych informaci (sekvence, struktura, funkce), ale zejména
konstrukce novych algoritmu, vypocetnich a statistickych
procedur, programii a teorii pro vysvétlovani vztahtt mezi
jednotlivymi zaznamy v databazi. V piipadé proteinu se
zajem soustiedi na problematiku sekvenéni homologie,
sdruzovani sekvenci do proteinovych rodin a nadrodin
(angl. ,,superfamily*), predpoveéd prostorové struktury,
posttranslacnich modifikaci a funkce, porovnavani struk-
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turnich domén, strukturni modelovani nebo popis protein-
proteinovych interakci®’.

5. Databaze sekvenci

Prostrednictvim Internetu je dostupna rada databazi
nukleotidovych nebo aminokyselinovych sekvenci, které
se obsahoveé déli na primarni, kompozitni, sekundarni
a ostatni (specializované)'*®. Pokud jde o proteiny, obje-
vuje se také déleni na databaze s vysokou urovni péce
a ovéfovani (angl. ,,curated”), souborné (angl. ,,omnibus‘),
pocitacove prelozené (angl. ,,translated) a ostatni. Primar-
ni databaze obsahuji pouze sekvence s anotaci. Hlavnimi
primarnimi zdroji pro nukleové kyseliny jsou GenBank
(americka, spravuje NCBI), ENA (,,European Nucleotide
Archive“)/EMBL-Bank (,,European Molecular Biology
Laboratory Nucleotide Sequence Database) a DDBJ
(,DNA Data Bank of Japan“)"*, pro proteiny pak napf.
PIR, SWISS-PROT, TrEMBL, PSD-Kyoto, PRF a NRL-
3D. V kompozitnich databazich jsou spojena data z vice
zdrojii, coz umoznuje provadét efektivni vyhledavani,
zvlasté pokud jsou dozorem eliminovana nadbyte¢na opa-
kovani sekvenci (redundance)'. Jako typické piiklady
kompozitnich databézi lze uvést pro proteiny NCBInr'
(spojuje data z GenBank — pieklady, GenPept, PDB, PIR,
PRF, SWISS-PROT, T:tEMBL), MSDB* j _Mass
Spectrometry  protein  sequence  DataBase  (data
z GenBank — pieklady, PIR, SWISS-PROT, TrEMBL,
NRL-3D; aktualizovana do r. 2006) a OWL* (PIR,
SWISS-PROT, GenBank-pieklady, NRL-3D).

Sekundarni databaze obsahuji informace ziskané bio-
informatickou analyzou sekvenci v primarnich zdrojich.
Z nich je populami databaze PROSITE™ popisujici funké-
ni mista v proteinech (napf. vazebna mista, aktivni mista
enzymu), strukturni domény nebo proteinové rodiny. Ze
specializovanych databazi je mozné zminit napt. databazi
ENZYME®' na serveru Expasy (,,Expert Protein Analysis
System*), ktera je s databazemi SWISS-PROT, PROSITE
a SWISS-2DPAGE mimo jiné informac¢ni zdroje spravo-
vana organizaci SIB (,,Swiss Institute of Bioinformatics®),
nebo databazi PDB’? (,,Protein Data Bank*) spravovanou
konsorciem RCSB (,,Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics®) a zamértujici se predevsim na trojrozmér-
né struktury proteini. Na pocatku roku 2012 bylo v PDB
témet 80 000 struktur (v roce 2004 to bylo 24 000 struktur,
v roce 2000 pouhych 5000), coz je sice ohromné cislo, ale
v kontrastu s vice nez stovkou milioni sekvenci
v GenBank stale zanedbatelné (obr. 3). V databazi NDB>
(,,Nucleic Acid Database™; The State University of New
Jersey, USA) bylo pocatkem roku 2012 asi 5800 struktur
nukleovych kyselin. Zminku si jist¢ zaslouzi 1 databaze
MEROPS*, ktera je vénovana proteolytickym enzymiim
(peptidasam), jejich substratim a inhibitorim. Databazi
spravuje The Wellcome Trust Sanger Institute v Hinxtonu,
Velka Britanie.

Proteinova databaze SWISS-PROT> byva &asto po-
vazovana za nejlepsi piinejmensim pokud jde o kvalitu
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Obr. 3. Exponencialni narust poétu zaznamu v databazi PDB
v poslednich dvaceti letech

anotaci (pfistupova Cisla, taxonomie, literatura, funkce,
vlastnosti, odvozena data aj.). Ma dnes vice nez 500 000
zaznamu s minimalni redundanci. Jeji sekvence pochazeji
z databaze PIR* (,,Protein Information Resource®; Geor-
getown Medical Center, USA), ktera je komplexné;si
a aktualngjsi'. SWISS-PROT databaze vznikla v roce 1986
a piivodné jeji fungovani zaji§tovala univerzita v Zenevé,
Svycarsko, spolu s tehdejsim piedchiidcem dnesni organi-
zace EBI (,,The European Bioinformatics Institute). Je to
databaze s vysokou urovni péée a manualné anotovanymi
sekvencemi. Spolu s automaticky anotovanymi pieklady
nukleotidovych sekvenci v ENA (EMBL-Bank), které
tvori proteinovou databazi TrTEMBL (zavedena 1996), je
SWISS-PROT soucasti velké databaze UniProt Knowled-
ge Base (UniProt KB)”’ a je v pé¢i konsorcia instituci EBI,
SIB a PIR. Souborna databaze NCBInr je cenéna pro svou
aktualnost, nebot’ se v ni objevuji 1 preklady nejnovéjsich
koduyjicich nukleotidovych sekvenci (CDS) z databaze
GenBank. V souvislosti s GenBank je tfeba zminit jesté
odvozenou referenéni databazi Refch5 8 (,,Reference
Sequence Collection®) spravovanou stejnou organizaci
(NCBI). RefSeq je neredundantni soubor sekvenci DNA,
RNA a proteintii s vysokou urovni péce. Obsahuje vzdy
jeden priklad biologické molekuly pro vybrané modelové
organismy (na poc¢atku roku 2012 jich bylo zhruba 17 000
— v GenBank je zastoupeno vice nez 380 000 organismi)
#59  oddslenym piistupem pro genomovou DNA, tran-
skripty a proteiny z téchto transkripti. Pristupova cisla
v RefSeq maji prefix, ktery ukazuje, zda jiz byla sekvence
ovéfena prislusnym oddélenim NCBI. Zkontrolované za-
znamy maji prefix NP, ostatni maji prefix XP.
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6. Programova aplikace pro predpovéd
vysledki $tépeni proteinu

6.1. Predstaveni aplikace

Programova aplikace Protein Cutter (nazev podle
angl. slovesa ,cut® t. krajet, Stipat; http://
biochemie.upol.cz/software/proteincutter), kterou bychom
chtéli predstavit, byla vyvinuta pro piedpovéd primarni
struktury peptidt vzniklych §t€penim proteini pusobenim
proteolytickych enzymi s predpokladanym pouzitim
v biochemii a proteomice. Umoziiuje zadat vstupni data
(aminokyselinovou sekvenci proteinu nebo nukleotidovou
sekvenci odpovidajiciho genu), kde chceme provést Stépe-
ni a stanovit pravidla, podle kterych budou generovany
teoretické peptidy. Vystupem jsou aminokyselinové sek-
vence peptidi, které dle zadanych pravidel teoreticky mo-
hou vzniknout. Ziskana 1 vkladana data jsou vizualné dopl-
néna hodnotami fyzikalné-chemickych parametrii pocita-
nymi na zakladé aminokyselinovych sekvenci (molekulova
hmotnost, isoelektricky bod aj.). Ze starSich srovnatelnych
aplikaci je mozné zminit napi. programy portalu Ex-
PASy*: PeptideMass (http://web.expasy.org/peptide_mass/)
a PeptideCutter (http://web.expasy.org/peptide cutter/),
dale MS-Digest (http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-
bin/msform.cgi?form=msdigest) nebo Protein Calculator
(http://www .scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html). VSech-
ny tyto aplikace umoznuji predpovéd’ (predikei) vysledka
Stépeni a vypis teoretickych peptida (véetné molekulovych
hmotnosti) po uzivatelském vybéru proteolytického enzy-
mu a zadani predpokladanych modifikaci v amino-
kyselinové sekvenci, avsSak postradaji nékteré moznosti,
které jsme jako piidanou hodnotu vlozili do aplikace Pro-
tein Cutter. Bézn¢ chybi informace o isoelektrickém bodu
(vyjimkou je program Protein Calculator), neni mozné
vkladat nukleotidové sekvence DNA ¢i mRNA pro predik-
ci peptida prislusného translaéniho produktu, nejsou po-
skytovany informace o zastoupeni jednotlivych aminoky-
selin, indexu GRAVY (&islo pocitané na zakladé zastoupe-
ni hydrofilnich a hydrofobnich aminokyselin, angl. ,,grand
average of hydropathicity) aj. Kromé toho neni bézné
definovat vlastni pravidla $tépeni a omezené je 1 tfidéni
a filtrovani vysledki. Nova aplikace umoziuje i vizualiza-
ci zastoupeni jednotlivych aminokyselin a piidava moz-
nost pokracovat v teoretickém ,.$tépeni” jednotlivych ge-
nerovanych peptidi s novymi uzivatelskymi pravidly si-
mulujici &nnost smési proteolytickych enzymi. Ugelem
nebylo konkurovat licencovanym programim dodavanym
k hmotnostnim spektrometrim pro proteomické aplikace
nebo jinym lokaln¢ instalovanym programum, jako je
napf. volng distribuovany mMass®*. Program mMass je
primarné uréeny jako podpora pro MS proteinti a peptidu
a v aktualni verzi 5.0 umoziuje kromé prace
s hmotnostnimi spektry mj. editovani sekvenci (véetné
predikce $tépeni), vkladani aminokyselinovych modifikaci
nebo fragmentaci peptidi simulujici vysledky MS/MS
analyzy. Je vSak specializovany a nedovoluje tak ziskani
informaci vyuzitelnych v jinych oblastech studia proteinu.
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6.2. Prace s aplikaci

Zpracovani dat probiha ve ¢tyfech krocich — vlozeni
dat, nastaveni moznosti vypoctu, definovani pravidel sté-
peni a nastaveni filtri vystupu. Vlozeni dat je mozné pro-
vést bud manualné, zapsanim proteinové sekvence do
formulafe, nebo importem ze vstupniho souboru. Format
vstupu odpovida béznym zvyklostem, tj. jde o fetézec jed-
nopismennych zkratek aminokyselin. Pii nacitani dat zvla-
da aplikace soubory ve formatu FASTA a TXT (prosty
text, angl.,,plain-text™). Pfi zadani pofadi aminokyselin
(nukleotidové sekvence jsou automaticky ptelozeny klik-
nutim na tlacitko ,,Rewrite DNA seq.” — prepsat DNA
sekvenci) jsou vedle okna formulafe (obr. 4) zobrazovany
hodnoty parametrii vypocitanych z vlozené sekvence: mo-
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noisotopova a pramérna molekulova hmotnost, celkovy
pocet aminokyselin, indexy GRAVY (pozitivni hodnota —
hydrofobni protein/peptid, negativni hodnota — hydrofilni
protein/peptid) a NPS (zastoupeni hydrofobnich aminoky-
selin v rozmezi 0—1), hodnota isoelektrického bodu. Udaje
se aktualizuji automaticky a v piipadé vlozeni chybného
symbolu je uzivatel na tuto chybu upozornén. K vlozené-
mu fetézci lze volitelné zobrazit 1 statistiku (Cast
»Statistics™), ktera uvadi kvantitativni zastoupeni jednotli-
vych aminokyselin (v tabulce i graficky) a také si nechat
zobrazit pozice jednotlivych uzivatelem zvolenych amino-
kyselin (¢ast ,, Visualizer™).

Druhym krokem je nastaveni moznosti vypocti. Apli-
kace poskytuje moznost nastavit, zda bude vypocitavana ioni-
zovana & neutralni forma peptidu ( [M+H]", M, [M-H] ),

MANUAL | SOURCE DATA

PROTEIN CUTTER

HoMmEe |

| AuTHORS & COPYRIGHTS

Sequence string

GPFALPQNGLPIVLARKPE

ALFLTLFAGSLFLYFLRCLISQRRFGSSKLPLPPGTMGWPYVGETFQL YSQDPNVFFQSKQKR
YGSVFKTHVLGCPCYMISSPEAAKFVLY TKSHLFKPTFPASKERMLGKQAIFFHQGDYHAKLR
KLVLRAFMPESIRNMVPDIESTAQDSLRSWEGTMINTYQEMKTYTFNVALLSIFGKDEVLYRE
DLKRCYYILEKGYNSMPVNLPGTLFHKSMKARKELSQILARILSERRONGSSHNDLLGSFMGD
KEELTDEQIADNIIGVIFAARDTTASVMSWILKYLAENPNVLEAVTEEQMAIRKDKEEGESLT
WGDTKKMPLTSRVIQETLRVASILSFTFREAVEDVEYEGYLIPKGWKVLPLFRNIHHSADIFS
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Mono: 52215.7804

Avg: 52249.5381

Length: 460

HdrPath (GRAWVY): -0.2107
NPS: 0.3826

pl (Isoel.point): 8.9387

‘ Rewrite DNA seq. ‘

‘ Prochéazet.. ‘

‘ load from file |

ml Click to show/hide Visualizer ‘

Statistics | compute Statistics |

jonization mode O[M+H] ® [M] O [M-H]

Cys modification (fixed) ‘none 2 ‘
Met oxidation {variable) [l

missed cleavage ‘E‘

Cutting rules cut by enzyme [none ¢
add new cutting rule ‘before oy HEladd ru\e‘
defined rules between RA |ml

before A |m|
[R-a,-4

Mono Mass

\more than < \ Imno

l

Avg.Mass ‘more than - less than

e ‘ more than [1000

and less than |2000

Length |more than ¢|[10

]

Hydropathicity ‘ none

~
-

NPS s ‘

|none

Isoel.point s ‘

|none

|compute cutl reset form‘

Obr. 4. Priklad vstupniho okna programu Protein Cutter s vlozenou aminokyselinovou sekvenci proteinu a zadanim uzivatelem

zvolenych pravidel $tépeni
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dale fixni modifikace cysteinu (bez modifikace, karbami-
domethylace CysCAM ¢&i karboxymethylace CysCM) a
také variabilni oxidace methioninu na methioninsulfoxid
(hmotnostni nartst o 16 Da). Vyznamnou volbou je potom
moznost nechat vypocitat také vynechana $tépeni (,,missed
cleavages™), kdy aplikace vypoéte vSechny mozné kombi-
nace peptidi, které mohou vzniknout pii opomenuti jed-
notlivych §tépnych mist proteolytickym enzymem (napf.
z dtivodu prostorové nepiistupnosti). V grafickém rozhrani
je mozné nastavit az Ctyfi vynechana S§tépeni a vnitini
funkce umi neomezeny pocet, nicméné pro praxi maji vy-
znam hodnoty 0, 1 a 2.

Ve tietim kroku je nutné definovat pravidla pro stépe-
ni (specifiénost enzymu vici aminokyselinovym zbytkim
v proteinech). Z pripravené nabidky se vybere konkrétni
proteolyticky enzym, kde je znama specifi¢nost $tépeni
(aplikace si pravidla nastavi automaticky), nebo je mozné
si zvolit vlastni pravidla, tedy vybrat aminokyseliny, kde
Ize §tépeni predpokladat. K rychlému vybéru je piipraveno
devatenact nejcastéji pouzivanych enzymi, pro uzivatelské
zadani jinych pravidel $tépeni je k dispozici jednoduché
rozhrani. V poslednim kroku se provadi nastaveni filtri
vystupu. Pouzije se rozhrani, které umozni zadat, jaké
peptidy (aminokyselinové sekvence) budou zobrazeny. Pro
kazdy z Sesti parametri pocitanych ze sekvence je mozné
nastavit intervaly hodnot ,,vét$i nez”, , mensi nez* nebo
rozsah ,,0od — do®“. Ve vypisu se potom objevi jen ty amino-
kyselinové sekvence peptidi, které splni v§echny podmin-
ky definované ve filtrech (obr. 4).
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Vystupem z vypoctu je tabulka s aminokyselinovymi
sekvencemi teoretickych $tépnych peptida (obr. 5).
U kazdého peptidu jsou dale zobrazeny hodnoty (piipadné
filtrované hodnoty) vypocitanych parametri, jmenovité
monoizotopova hmotnost (angl. ,,monoisotopic mass®),
pramérna hmotnost (angl. ,,average mass®), délka fetézce,
index GRAVY, index NPS a isoelektricky bod.
U hmotnostnich parametri se na zakladé nastaveni moz-
nosti vypodtu (viz vyse) zapocitavaji modifikace methioni-
nu a cysteinu. Pro potieby uzivatele je mozné nechat vy-
stup sefadit vzestupné nebo sestupné podle hodnot jednot-
livych parametri. K dispozici je i zobrazeni dat vhodné
pro tisk s moznosti skryti zadavaciho formulare. Kazdy
z teoretickych peptidi 1ze podrobit dal§imu teoretickému
Stépeni, je tedy mozné simulovat soucasné pusobeni vice
proteolytickych enzymu.

6.3. Technologie aplikace

Uzivateli sta¢i jakykoliv moderni prohlize¢ a funkéni
pripojeni k Internetu. Aplikaci neni mozné provozovat bez
pfistupu k pfislusnému serveru, ten v§ak muze byt instalo-
van lokalné. Samotna aplikace ma z technického hlediska
dveé Casti — Cast na strané uzivatele (to, co vidime v prohli-
zeCl) a Cast na strané serveru, ktera realizuje samotné vy-
pocty.

Céast na strand uzivatele je grafickym vystupem ze
serverové Casti. Toto tzv. uzivatelské rozhrani je validova-
no dle standardi W3C, coz zajistuje spravné zobrazeni ve

Sort by: |position| |a\phabetica|ly\|monoisotopic mass\ |average mass\ \Iength| |hydropathicity\ \E\ |isoe|.point|

Fragment string Mono.mass Avg.mass NPS Isoel.point
61 AEGVETALKL 1029.5706 1030.1868 10 0.3400| 0.3000 4,2475 | cut this peptide
l4s AFILEPIQGE 1115.5862 1116.2797 10 0.4900 | 0.5000 3.6155 | cut this peptide
213 ALGGGILPVS AVL 1165.7070 1l66. 4269 13 1.86592|0.5385 5.9250 | cut this peptide
145 AAFILEPIOG E 1186.6234 1187.3585 11 0.6091 | ©.4545 3.6155| cut this peptide
156 AGVVIPPDGY LK 1227.6863 1228, 4544 12 0.4833| 0.5833 6.1456 | cut this peptide
32 AFYNDRFPVF 1274, 6084 1275.4294 10 0.0000 | 0.6000 6.1465 | cut this peptide
5 AVNQGHCHPK ILK 1443,7768 1444,7246 13 -0.4923| 0.3077 9.4175 | cut this peptide
47 ALFGYDMVLP MNTG 1527.7101 1528.8138 14 0.6286| 0.4286 3.7750| cut this peptide
1Mo: 1543,7050 | 1Mo: 1544,8132
2Mo: 15589.6999 | 2Mo: 1560.8126
132 AIERIFKEKG DRV 1559.8783 1560.8175 13 -0.7615|0.3077 9.2064 | cut this peptide
18 ALHDOADRLT VSSR 1567. 8066 1568.7107 14 -0.6857|0.2143 7.1247 | cut this peptide
182 ADEIQTGLAR TGKML 1602, 8399 1603. 8609 15 -0.2333|0.2000 6.2922 | cut this peptide
1Mo: 1618.8348 1Mo: 1615.8603
168 AVRDLCSKYN VLMI 1623.8476 1624.98598 14 0.6571 | 0.4286 8.2746 | cut this peptide
1Mo: 1639.8425| 1Mo: 1640.9852
132 ATIERIFKEKG DRVA 1630.9154 1631.8954 14 -0.5786| 0.2857 9.2064 | cut this peptide
130 AEAIERIFKE KGDRV 1759. 9580 1781.0118 15 -0.7733|0.2667 6.4399 | cut this peptide
197 ACDWEDVRPD VVILGK 1813.9032 1815. 0809 16 -0.0063|0.4375 4.0647 | cut this peptide
130 AEAIERIFKE KGDRVA 1830. 9951 1832. 0907 16 -0.6125|0.2500 6.4399 | cut this peptide
1 SGYSAVNQGH 1837.9257 1839.1091 17 -0.5706|0.2941 9.3084 | cut this peptide
CHPKILK
32 AFYNDRFPVF AEYLT 1851.8832 1853. 0644 15 0.0067 | 0,5333 4.1860 | cut this peptide
71 ARKWGYEKKK IPNDE 1860, 9846 1862.1154 15 -2.1333| 0.2667 9.9296 | cut this peptide

Obr. 5.
hmotnosti peptida
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vSech modernich internetovych prohlizecich. Graficka cast
je vytvorena v jazycich XHTML, CSS a JavaScript. Dyna-
mické funkce potom vyuzivaji knihovnu JQuery (MIT/
GPL licence, jazyk JavaScript), ktera aplikaci umoziuje
pouzit technologie AJAX. Pro kresleni grafu se vyuziva
knihovna phpMyGraph (svobodna licence, jazyk PHP5).

V rozhrani jsou pouzity technologie oznacované jako
Web2. Ty opoustéji klasickou koncepci webu, kdy kliknuti
na aktivni prvek vyzaduje opétovné nacteni stranky. Apli-
kace typu Web2 komunikuji s webovym serverem tzv. ,,na
pozadi* a provadéji zmény v obsahu stranky bez opakova-
ného nacitani. Uzivatel tak ma pocit, ze pracuje s béznou
(nikoliv webovou) aplikaci. Takto funguji napi. naseptava-
Ce (angl. ,autocomplete”) nebo internetové mapy.
V samotném Protein Cutteru se toto projevuje napi. pii
automatickém pocitani veli¢in vstupniho fetézce, pii signa-
lizaci chybného vstupniho znaku, nebo pii nastavovani
pravidel Stépeni a filtri. Technologie Webu2 tak davaji
aplikaci v fad¢ smera zajimaveé vlastnosti.

Serverova ¢ast aplikace je vytvofena ve skriptovacim
jazyku PHPS5. Pro jeji fungovani je nutné pouzit webovy
server podporujici jazyk PHP5. Nejvhodnéjsim typem
takového webového serveru je samoziejmé Apache (ktery
je také vyuzivan), nicméné€ je mozné pouzit i jiny. Pro
samotny béh neni tfeba na serveru ani v konfiguraci PHP5
provadét zadna nestandardni nastaveni nebo upravy. Pii
tvorbé aplikace bylo pro vypocetni jadro pouzito objektové
programovani a doslo pii tom k oddéleni vzhledu od vypo-
cetniho jadra (logiky) aplikace. To do budoucna otevira
moznost pouzit jiz vytvoiené funkce i pro jiné aplikace
a to bud’ bez uprav, nebo jen s malymi upravami v kodu.

6.4. Cim je aplikace zajimava

Aplikace v sob¢ spojuje mnozstvi funkei, které dosud
byly umistény v nékolika nezavislych aplikacich. To
umoznuje ziskat potfebné informace jedinym vypoctem
ana jednom misté. Vyhodou je 1 spravnost vypocitavanych
parametrd. Ruzné uz existujici aplikace davaji pii feseni
stejnych vypoéta rozdilné vysledky. Autofi proto dbali na
to, aby vypoéty byly co nejspravng;jsi. Konstanty, vzorce
a algoritmy pouzité pii vypocétech parametra teoretickych
Stépnych peptidi byly proto ovéfeny z vice zdroji. Vy-
znamnym prvkem je univerzalnost. Uzivateli se nabizi
moznost nadefinovat si vlastni pravidla Stépeni proteinu,
coz obdobné aplikace neumoziiuji. Takto bylo napiiklad
zatazeno §tépeni proteinii pusobenim prolylendoproteasy
z Aspergillus niger, piiéemz predikce ukazala vybornou
shodu s experimentalnimi vysledky®. Mezi dalsimi pied-
nostmi aplikace lze uvést i uzivatelské prostiedi. Vzhled
aplikace samoziejme neni pro ziskané vysledky podstatny,
ale vuci uzivateli je ohleduplné, aby rozhrani bylo snadno
pouzitelné a umozniovalo rychlé ziskani zadanych informa-
ci. Webové rozhrani aplikace bylo proto navrzeno i s ohle-
dem na piehlednost a uzivatelskou privétivost.
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7. Zavér a moznosti dalSiho vyvoje aplikace

Aplikace Protein Cutter je osvédcenym nastrojem pro
vypoéty vysledka proteolytického Stépeni proteinu a vy-
hodnocovani hmotnostnich spekter peptidi z proteo-
lytickych digestd®. Je tak vhodnym pomocnikem pro vy-
zkumnou praci v oblasti biochemie proteinti a proteomiky.
V ramci pokracujiciho vyvoje je planovano doplnéni dal-
sich funkci. Muze se jednat napfi. o piidani dalSich uziva-
telsky volenych vypoctd nebo o rozsifeni poctu predvole-
nych proteolytickych enzymil. Zajimavym zdokonalenim
by bylo napojeni aplikace na externi databaze proteini.
V technické ¢asti aplikace jsou také moznosti pro vylepse-
ni grafického rozhrani a optimalizaci zdrojovych kodu
s cilem zvysit vykon. Uzivatelé by urcité do budoucna
uvitali 1 lepsi vystup pro tisk a moznost ulozit si vypoétena
data ve formé souboru (hodnoty oddélené carkou, angl.
,,Comma-Separated Values®, CSV). Pro S$ir§i vyuziti je
zvazovano 1 zpfistupnéni funkci vypocetniho jadra pro jiné
aplikace (vzdalené volani procedur; angl. ,,Remote Proce-
dure Call*, RPC).

Autori timto  dékuji MSMT za podporu projektu
ED0007/01/01 Centrum regionu Hand pro biotechnologic-
ky a zemédelsky vyzkum.
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M. Raus, D. Kopeény, and M. Sebela (Depariment
of Biochemistry and Centre of Biotechnological and Agri-
cultural Research, Faculty of Sciences, Palacky Universi-
ty, Olomouc): Program Application for the Prediction
of Results of Protein Digestion by Proteolytic Enzymes

Here we introduce the Protein Cutter (http:/
biochemie.upol.cz/software/proteincutter), a web applica-
tion for the prediction of results of protein digestion by
proteolytic enzymes, which is accessible over the Internet
network. In the beginning, previous and current approach-
es for protein sequencing are summarized. This includes
the use of dinitrofluorobenzene and substituted isothiocya-
nate reagents as well as mass-spectrometry-based strate-
gies and translation of genomic sequences. The following
text characterizes bioinformatics as a modern scientific
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discipline, which solves problems arising from the man-
agement and analysis of biological data. The most im-
portant nucleotide and amino acid sequence databases are
described together with the databases of DNA and protein
structures. The program Protein Cutter, which is described
in detail with respect to its design and technology, allows
predicting peptide sequences generated by proteolytic di-
gestion of a protein (represented by a user-entered amino
acid or coding nucleotide sequence). In addition to other
comparable applications, Protein Cutter offers more com-
plex information calculated from amino acid sequences
(i.e. molecular mass, amino acid composition, isoelectric
point, hydropathicity index etc.), it works with nucleotide
sequences upon automatic translation, it is open and
friendly for user-entered cutting rules and provides more
options for the filtration and sorting of results.
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Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i. v ramci 4. vyzvy Operaéniho programu Praha — Konkurenceschopnost

realizoval projekt

Prazska infrastruktura pro strukturni biologii a metabolomiku (PISBM)
CZ.2.16/3.1.00/24023.

Vytvorenim nového vyzkumného centra jsou do stavajici infrastruktury biologického arealu Akademie véd
v Praze 4-Kréi implementovany $pickové technologie instrumentalni analyzy, nezbytné pro udrzeni strukturné-
biologickych a biomedicinalnich védeckych skupin na trovni srovnatelné s vyspélymi staty. V ramci realizace
projektu byl instalovan NMR spektrometr s protonovou pozorovaci frekvenci 700 MHz a hmotnostni spektro-
metr s iontové cyklotronovym hmotnostnim analyzatorem (FT-ICR-MS) s magnetickym polem 12 T. Rovnéz
byl rozsiten stavajici NMR spektrometr 600 MHz o spojeni s kapalinovou chromatografii, extrakci na pevné
fazi a hmotnostni spektrometrii (HPLC-SPE-NMR-MS). Nedilnou soucasti realizace projektu byla nezbytna
rekonstrukce a modernizace objektu L v arealu Akademie véd v Praze 4-Kr¢i.

Partnery projektu, jehoz finanéni objem presahl 94 miliona korun, jsou Vysoka skola chemicko-technologicka
v Praze, Univerzita Palackého v Olomouci a Univerzita Karlova v Praze. Prabéeh realizace projektu je mozno
sledovat na strankach: http://ms.biomed.cas.cz/oppk.php nebo http://www.biomed.cas.cz/mbu/cz/oppk.php.
Zde naleznete 1 aktualni informace o programu slavnostniho otevieni infrastruktury, které probéhne v poloviné

ledna 2013.
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Abstract: An improved method for determining the relative biosynthetic rate of isoprenoid
cytokinins has been developed. A set of 11 relevant isoprenoid cytokinins, including zeatin
isomers, was separated by ultra performance liquid chromatography in less than 6 min. The
iP-type cytokinins were observed to give rise to a previously-unknown fragment at m/z 69;
we suggest that the diagnostic (204-69) transition can be used to monitor the biosynthetic
rate of isopentenyladenine. Furthermore, we found that by treating the cytokinin
nucleotides with alkaline phosphatase prior to analysis, the sensitivity of the detection
process could be increased. In addition, derivatization (propionylation) improved the ESI-
MS response by increasing the analytes' hydrophobicity. Indeed, the ESI-MS response of
propionylated isopentenyladenosine was about 34% higher than that of its underivatized
counterpart. Moreover, the response of the derivatized zeatin ribosides was about 75%
higher than that of underivatized zeatin ribosides. Finally, we created a web-based



Molecules 2010, 15 9215

calculator (IZOTOP) that facilitates MS/MS data processing and offer it freely to the
research community.

Keywords: cytokinin; deuterium labelling; biosynthetic rate; UPLC; MS

1. Introduction

The cytokinins are a group of plant hormones that play a central role in the regulation of cell
division and differentiation. They control processes as diverse as apical dominance, root formation,
leaf senescence, stomatal behavior, and chloroplast development [1]. Although their biological
significance has been known for decades, the basic molecular mechanisms of cytokinin action have
only recently been elucidated [2]. Structurally, cytokinins are adenine derivatives containing either an
isoprenoid or an aromatic chain at the N6 position of the adenine ring. They mainly occur as free
bases, nucleosides, nucleotides, and as a number of sugar conjugates substituted at the N7 and N9
positions of the purine ring (N-glucosides) or at the hydroxylated side chain (O-glucosides). However,
only the free bases are thought to have significant biological activity. Accordingly, the interaction
between the cytokinin ligand and its receptor is strongly influenced by the character of the side-chain.
Nevertheless, cytokinin-receptor assays have shown that at least some receptors also respond to
nucleosides and nucleotides [3].

The first dedicated step in cytokinin biosynthesis - N-prenylation of adenosine 5’-phosphates
(AMP, ADP or ATP) with dimethylallyl diphosphate or hydroxymethylbutenyl diphosphate as side-
chain donor - is catalyzed by the appropriate isopentenyltransferase (IPT; EC 2.5.1.27). The substrate
specificity of IPTs varies depending on their origin and the species from which they are derived. In
Arabidopsis thaliana, 1PTs predominantly use ADP or ATP rather than AMP as prenyl acceptors,
forming isopentenyladenosine 5’-diphosphate and 5’°-triphosphate [4,5]. The isopentenyl side-chain
can subsequently be frans-hydroxylated by cytochrome P450 monooxygenases to form trans-zeatin-
type nucleotides [6]. In addition, tRNA IPTs, another group of cytokinin-generating enzymes, catalyze
the prenylation of specific tRNAs and are responsible for the production of cis-zeatin-type
cytokinins [7].

Plant tissue extracts are complex multi-component mixtures that contain cytokinins in minute
quantities (fmol to pmol per gram of fresh weight) along with other compounds with similar structures
and/or physico-chemical properties. Therefore, mapping the cytokinin composition of plants requires
the use of sensitive and highly sclective analytical methods. Hyphenated techniques such as ultra
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) and capillary
electrophoresis-tandem mass spectrometry (CE-MS/MS) have revolutionized trace analysis of
cytokinins [8]. These methods combine a high-resolution separation system with a powerful detection
and characterization technique. A high resolving power is necessary to separate cytokinin isomers,
which differ significantly in their biological activity; mass spectrometric detection is essential because
the sample matrix contains potentially interfering compounds at much higher concentrations than the
target analytes.
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The most common method to assess biosynthetic activity in biological systems involves the use of
labeled precursors. Previously, both radioactive and stable-isotope precursors have been applied to
elucidate cytokinin biosynthesis in various plant species [9,10]. Because the downstream analyses,
scintillation and mass spectrometry, are very sensitive, labeled precursors can be added to the
biological material at very low concentrations. This represents a significant advantage over classic
feeding experiments, which use labeled precursors in concentrations high enough to trigger the
activation of catabolic or interconversion enzymes and thus alter the metabolism of the studied
compounds. Astot and co-workers used an alternative method —in vivo deuterium labeling [11]. By
growing plants on liquid cultivation media containing 30% D,0, deuterium was incorporated into
general metabolic pathways and newly synthesized molecules thus labeled without altering their steady
state levels [12]. The cytokinins were then isolated and the extent of their labeling was analyzed by
liquid chromatography/frit-fast atom bombardment mass spectrometry. To increase the hydrophobicity
of the target molecules, cytokinins were derivatized by propionylation prior to the final analysis [13].
A modified version of this approach, in which fast-atom bombardment was replaced by electrospray
ionization, was subsequently used to study the crosstalk between auxins and cytokinins [14]. In the
work described in this paper, we have focused on isoprenoid cytokinin bases, nucleosides and
nucleotides (Table 1). We improved the method described above by using ultra performance liquid
chromatography to separate 11 relevant cytokinins, including zeatin isomers.

Table 1. Structures, common names and abbreviations of the compounds used in this study.

HN—R1
N7 | N
NP
V)
R2
R, R, Common name Abbreviation
H isopentenyladenine iP
CH,
/S — < R isopentenyladenosine iPR
—H,C  CH,
RMP isopentenyladenosine-5"-monophosphate  iPMP
H,C—OH H trans-zeatin tZ
—HZC/ o \CHS R trans-zeatin riboside tZR
RMP  trans-zeatin riboside-5'-monophosphate ~ tZMP
CH, H cis-zeatin cZ
—H,C _HZC—OH R cis-zeatin riboside c¢ZR
RMP  cis-zeatin riboside-5"-monophosphate cZMP
H2:C_OH H  dihydrozeatin DHZ
—H,C CH, R dihydrozeatin riboside DHZR

H: hydrogen; R: -D-ribose; RMP: 3-D-ribose-5"-monophosphate.
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In addition, by treating the cytokinin nucleotides with alkaline phosphatase followed by
immunoaffinity purification of the dephosphorylated ribosides, we increased the sensitivity of the mass
spectrometric detection. This method was used to measure the rate of synthesis of selected isoprenoid
cytokinins isolated from the cytokinin-overproducing Arabidopsis line PGA22, and the results so
obtained were compared to those obtained using an alternative method based on the analysis of
underivatized cytokinins. Finally, we created a web-based calculator to process mass spectrometric
data and convert them to tracer:tracee ratios (t/t), as described by Astot et al. [11].

2. Results and Discussion
2.1. Implementation of ultra performance liquid chromatography expedites cytokinin analysis

As analytical methods evolve, it becomes necessary to perform increasing numbers of separations.
To make it easier to cope with this growing need, we sought to improve on the current HPLC method
for the separation of propionylated cytokinins [11]. Generally, there are three main approaches to
reducing the time required for a given LC separation: (i) the use of monolith columns, (ii) liquid
chromatography at high temperatures and (iii) liquid chromatography at ultra-high pressures using
columns packed with sub-2-micron particles (UPLC) [15]. We have previously used UPLC with a
50 mm column (BEH CI18, 50x2.1 mm; 1.7 um particle size; Waters) and 15% ammonium
formate/methanol as the mobile phase buffers to separate 21 underivatized cytokinins [17]. However,
isomer co-clution made it impossible to separate propionylated cytokinins under these
chromatographic conditions. The various isomers of the zeatin-type cytokinins have identical
molecular masses and give rise to identical basic fragments under MS/MS conditions, highlighting the
need for efficient methods for their chromatographic separation.

On the basis of this experience, we sought to develop a UPLC method using the same 50 mm
column for the separation of propionylated cytokinins. A gradient elution program was designed using
the Acquity UPLC columns calculator (Masslynx v.4.1, Waters) and slightly adjusted to achieve a
baseline separation of 11 isoprenoid cytokinins, including free bases, nucleosides and nucleotides. The
HPLC method previously used for such separations employed a 150 mm column and took 56 min; the
new UPLC method uses a 50 mm column and has a chromatographic separation time of less than
6 min. The gradient elution buffers used in this method (water and acetonitrile) typically contain 3% of
added formic acid [16], which causes ion-source pollution. This decreases the sensitivity of the mass
spectrometer and necessitates daily cleaning of the ion-source. By reducing the formic acid content of
the mobile phase to 0.7%, we were able to significantly reduce the contamination of the mass
spectrometer ion-source without affecting the quality of the chromatographic separation. Decreasing
the formic acid content of the mobile phases to less than 0.7% or raising their pH resulted in the loss of
chromatographic resolution. Although the selectivity of this chromatographic system differs from that
of the system developed for the separation of underivatized cytokinins, both approaches can be used to
separate 11 cytokinins in less than 6 min (Figure 1).
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Figure 1. Separation of a mixture of cytokinin standards by ultra-performance liquid
chromatography (UPLC). The figure shows reconstituted mass chromatograms of 11
underivatized (A) and 11 propionylated (B) cytokinins; each trace represents one MRM

transition. The mixture contained 1 pmol of each metabolite.
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2.2. Mass spectrometric detection

9218

We began by recording positive electrospray-ionization mass spectra for all 11 propionylated
cytokinins. The background-subtracted ESI+ spectra of all of the studied compounds contained base
peaks corresponding to the quasi-molecular ions [M+H]+ and no adduct formation was observed under
the acidic conditions (data not shown). Moreover, the fragmentation patterns were consistent with
previously acquired FAB MS spectra [13]. However, we observed a previously neglected sidechain

fragment at m/z 69 in the spectra of various iP-type cytokinins, including the free bases, ribotides,
ribosides and glucosides (Figure 2).
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Figure 2. Collision mass spectrum of isopentenyladenine and its fragmentation pattern.
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To confirm the identity of this fragment we performed an exact mass determination of the
fragments of isopentenyladenine (iP) and its deuterium-labeled counterpart (Ds-iP) by quadrupole-
time-of-flight mass spectrometry. We reasoned that if unlabelled iP gives a side-chain fragmnent at m/z
69, D¢-iP should give rise to an analogous fragment at m/z 75 due to the incorporation of six deuterons
into the terminal methyl groups of the isopentenyl moiety. The results obtained are summarized in
Table 2.

Table 2. The identification of an isopentenyladenine side-chain fragment by exact mass
determination using a Q-TOF mass spectrometer. Experimental values are compared to
those calculated from the fragments' chemical formulae. The difference between the two
values (in ppm) was calculated as a measure of fidelity.

Features iP D¢-iP
Selected fragment formula CsHy' CsH;Dg'
Experimental m/z 69.0703 75.1081
Calculated m/z 69.0704 75.1081
Difference (ppm) -1.4 0.0

The diagnostic transition 204-69 could potentially be used to monitor the labeling of
isopentenyladenine with deuterium. It is better suited for this purpose than is the 204-136 transition,
whose magnitude reflects the extent of deuterium incorporation into the adenine moiety rather than the
labeling of the sidechain; while labeling of the adenine moiety may be of interest in other contexts, it is
not relevant in studies of cytokinin biosynthesis. The diagnostic quasi-molecular ion — fragment ion
transition at m/z 69 was observed in the mass spectra of other iP type cytokinins and so may be of use
as a general indicator of deuterium labeling in these species. Because the focus of this study was on the
primary products of cytokinin biosynthesis, i.e. cytokinin nucleotides and their ribosides, we did not
investigate the extent of deuterium incorporation into the free bases.

The in vivo deuterium labeling method exploits the ability of intact plants to take up the tracer,
which easily penetrates all cell compartments and enters the general metabolic pathways, giving rise to
labeled precursors. Astot and co-workers showed that the extent to which deuterium is incorporated
into the main structural components of the cytokinins depends on the relative biosynthetic rates of the
different pathways that produce them (note that “biosynthetic rate” here and throughout this paper
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refers to the measured degree of labeling of the compound rather than the exact rate of its biosynthesis)
[11]. Labeling was observed in the propionyl ribose, the cytokinin base, and the isoprenoid side-chain.
Since the first step in cytokinin biosynthesis is the prenylation of ADP and/or ATP leading to the
formation of isopentenyladenosine-5'-diphosphate and/or isopentenyladenosine-5'-triphosphate [4,5],
we selected the quasi-molecular ion of pro-iPR at m/z 504 as the precursor ion and the free base
fragment at m/z 204 as the product ion for multiple reaction monitoring of isotopomer 10 (the
isotopomer with lowest m/z), to exclude the signal of the ribose moiety. The isopentenyl moiety can be
trans-hydroxylated by cytochrome P450 monooxygenases to form trans-zeatin-type nucleotides [6].
The rate of biosynthesis of the zeatin-type cytokinins was monitored using the analogous m/z 576-276
diagnostic transition for the 10 isotopomer. This transition corresponds to the dissociation of pro-zeatin
riboside to its aglycone. An overview of the diagnostic transitions examined in this work is given in
Table 3.

Table 3. Diagnostic transitions used to measure the rate of synthesis of selected cytokinins.

Derivatized cytokinins Underivatized cytokinins
.. Diagnostic .. Diagnostic
Cytokinin Isotopomer transition Cytokinin Isotopomer transition
1y 504-204 Iy 336-204
. I, 505-205 . I, 337-205
pro-iPR L 506-206 IPR L 338-206
I; 507-207 I; 339-207
Iy 576-276 Iy 352-220
1, 577-277 1, 353-221
pro-ZR L 578-278 ZR A 354222
I; 579-279 I; 355-223

2.3. Enzymatic treatment of cytokinin nucleotides improves the sensitivity of mass spectrometric

detection

Generally, cytokinin nucleotides can be analyzed by LC-MS either as intact monophosphates [16,17]
or as the corresponding ribosides, prepared by treatment with alkaline phosphatase (AP) [18]. The
ribosides can be further purified by immunoaffinity chromatography using a broad-spectrum
monoclonal anti-cytokinin antibody that recognizes free bases, 9-ribosides and 9-glucosides but not the
nucleotides (L. Spichal, unpublished data). To determine which approach gives the best sensitivity, we
prepared two sets of cytokinin standards (5 nmol of tZMP and iPMP). The first set of samples (five
replicates) was treated with alkaline phosphatase, the reaction products were purified by
immunoaffinity chromatography (IAC) and the eluate was evaporated to the dryness. The second set of
samples was directly evaporated to dryness and both sets were derivatized by propionylation [13]. All
samples were re-dissolved in the initial mobile phase and 0.5 pmol of each analyte was injected onto
the chromatographic column. The samples were analyzed by the UPLC-MS/MS method described
above and the signals corresponding to the first isotopomer (10) in each case were compared (Figure 3).
The signals of iPMP and tZMP treated with alkaline phosphatase were about 42% and 67% higher than
those of the non-treated nucleotides, respectively, which is in good agreement with our previously
published data on the quantitative analysis of cytokinins [16]. Generally, the ESI response is higher for
more hydrophobic molecules because they have a greater affinity for the droplet surface [19]. Because
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cytokinin ribosides are more hydrophobic than cytokinin monophosphates, their detection limit is
almost 5-fold lower [16]. Moreover, propionylation of cytokinin ribosides gave slightly higher yields
(data not shown). On the other hand, the recovery of IAC ranges between 30 and 70% [17]. Altogether,
the data indicate that the use of enzymatic treatment and purification by IAC significantly improves the
ESI-MS signal. Additionally, when AP treatment is omitted, only the monophosphates are detected
and analyzed. However, experiments using recombinant [PTs suggest that the primary products of CK
biosynthesis are isopentenyladenosine 5°-diphosphate and 5°-triphosphate [4,5]. AP will cleave all of
the various forms of the nucleotides (i.e. mono-, di-, and tri-phosphates), making it possible to analyze
all of them at once; while this approach is obviously less informative than an analysis of the individual
nucleotides, it is very convenient and efficient. We recently published a HPLC-MS method for the
determination of underivatized intact cytokinin nucleotides in human leukemia cells [20]. However,
the sensitivity of this method is restricted by the poor ionization efficiency of cytokinin di- and tri-
phosphates. Moreover, an efficient procedure for the purification of cytokinin nucleotides isolated
from plant tissue remains to be developed; current purification methods offer recoveries ranging from
34% to 65% [16,17]. It is evident that despite ongoing progress in method development, an optimal
technique for the analysis of individual cytokinin nucleotides isolated from plant tissue is not
yet available.

Figure 3. Cytokinin nucleotides analyzed by UPLC-MS/MS as intact monophosphates and
after AP treatment. 0.5 pmol of each cytokinin was injected onto the chromatographic
column and detected by MS using multiple reaction monitoring mode. The intensities of
the mass spectrometric signals corresponding to the first isotopomer (10) are shown.
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2.4. Application of the new method

The newly-developed UPLC-MS/MS method was employed for the analysis of the relative rate of
biosynthesis of cytokinins in the cytokinin-overproducing Arabidopsis line pga22, which carries the
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AtIPT8 gene under the control of the 17-B-estradiol-inducible promoter/enhancer [20]. It has
previously been reported that over the course of a 24-hour induction period, iPMP and iPR levels in
this mutant increased more than 19- and 38-fold, respectively, but only minor increases in the levels of
zeatin-type monophosphates and ribosides were observed [20]. Three-week-old Arabidopsis seedlings
were incubated in liquid growth medium enriched with 30% deuterium oxide with 0 (control) or 5 uM
17-B-estradiol for 24 hours, after which the nucleotides were extracted, subjected to AP treatment and
purification by IAC, and analyzed. Cytokinins including iPNP, tZNP, iPR and tZR, showed significant
deuterium enrichments, i.e. increased ratios of labeled to unlabeled cytokinin after correcting for the
natural isotope distribution (tracer/tracee ratio; Figure 4).

Figure 4. The biosynthetic rate (tracer:tracee ratio) of iP-type nucleotides (IPNP), tZ-type
nucleotides (tZNP), iPR and tZR isolated from Arabidopsis line pga22 plotted against the
incubation time. Data were acquired in MRM mode and include corrections to compensate
for the natural isotope distribution.
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As expected, induction of AtIPTS8 expression triggered an increase in the biosynthetic rate. The iP-
type nucleotides (iPNP) were more extensively labeled than were the tZ-type nucleotides (tZNP)
throughout the experiment. This is consistent with iPNPs being the primary products of IPT action and
tZNP being synthesized from them by trans-hydroxylation. In addition, both ribosides were less
extensively labeled than their phosphorylated counterparts, confirming that in vivo dephosphorylation
occurs at a relatively late stage in cytokinin biosynthesis. Interestingly, the absolute t/t-ratios were
similar to those obtained in a bacterial IPT overexpression system [12]. The tracer:tracee ratio of the
cis-Z-type cytokinins remained at the basal level throughout the experiment (data not shown).

2.5. Comparison to existing methods

Finally, we compared the newly-developed UPLC-MS/MS method to that developed by Dobrev
and co-workers, [21] which was designed for the analysis of underivatized cytokinins. The
underivatized cytokinins were resolved on a BEH C18 chromatographic column (50 x 2.1 mm, particle
size 1.7 um; Waters) using 15 mM ammonium formate (pH 4) and methanol as mobile phase buffers
[17]. The diagnostic transitions utilized for mass spectrometric detection of derivatized and
underivatized cytokinins are summarized in Table 3. A quasi-molecular ion of the protonated riboside
was selected as the precursor ion, and the most intense fragment (a free base) was selected as the
product ion for multiple reaction monitoring of isotopomer 10. This diagnostic transition allowed us to
exclude signals arising from the ribose moiety. The response of underivatized iPR was about 34%
lower than that of its propionylated counterpart. The response of the underivatized zeatins was about
75% lower than those of propionylated zeatins (Figure 5). The difference between the values obtained
for both cytokinin types reflects the fact that the different analyte molecules incorporate different
numbers of propionyl groups during derivatization: whereas iPR carries propionyl groups on the ribose
moiety only, zeatins carried an additional one on the hydroxylated side-chain. Derivatization increased
the ESI response of the analytes by augmenting their hydrophobicity and also increased their
molecular mass. This increase in mass shifted the signals arising from the derivatized molecules into
an m/z region with relatively little chemical noise, resulting in a slightly higher MS-response. The
sensitivity of MS detection is very important when designing specific biological experiments.
Previously, at least 1 g of fresh plant tissue was required for measurements of the cytokinin
biosynthetic rate [22], which is problematic when valuable information on tissue and organ specific
cytokinin biosynthesis is desired. For the sake of comparison, the concentrations of the auxins (another
class of phytohormones) in plant tissues are more than ten times higher than those of cytokinins and
consequently, only a few miligrams of fresh plant material is necessary for accurate measurements of
the biosynthetic rate of auxins, making experimental resolution of auxin concentrations at the cellular
level possible [23]. Although, the proposed UPLC-MS/MS method for cytokinins cannot be used for
analysis at the cellular level, the organ level would be attainable if one were to use other, larger plants
than Arabidopsis. Derivatization thus increases the sensitivity of mass spectrometric detection to the
point that much less plant tissue is required for analysis.

Both approaches, with or without derivatization, can be used to measure the relative biosynthetic
rate of cytokinins. In both cases, analysis of peaks corresponding to the loss of the ribose moicty
should yield similar results. To confirm this assumption we measured the relative biosynthetic rates of
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iPNP and iPR in the pga22 line by both methods. Cytokinins were isolated by harvesting Arabidopsis
seedlings 6 hours after chemical induction of AtIPTS8, fractionating them to separate the ribosides from
the nucleotides, treating the latter with AP, and finally purifying them by IAC. The results are
summarized in Table 4.

Figure 5. Comparison of ESI-MS response. 10 pmol of derivatized and underivatized
cytokinin standards were analyzed using UPLC-MS/MS. Peak areas (arbitrary units) of the
first isotopomer are compared. Error bars indicate the standard deviation (n = 4).
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Table 4. The relative biosynthetic rate (t/t) of iP-type nucleotides (iPNP) and
isopentenyladenosine (iPR) isolated from Arabisopsis seedlings 6h after chemical

induction of AtIPT8.
. Derivatized Underivatized
Cytokinin . .
Rate of synthesis (t/t) SD Rate of synthesis (t/t) SD
iPNP 1.6843 0.2099 1.7961 0.1750
iPR 1.2965 0.1334 1.4538 0.1525

As expected, no significant differences were observed in the relative biosynthetic rates of iP-type
cytokinins. Both UPLC-MS/MS methods are rapid, achieving complete separation in less than 6 min.
Sample preparation remains the most time consuming part of the entire method; the derivatization in
particular requires at least 10 hours (encompassing derivatization, incubation, and concentration in
vacuo). Nonetheless, this step is worthwhile because it greatly increases the sensitivity of the mass
spectrometric detection. Since all of the relevant cytokinin metabolites are well resolved by UPLC, it is
possible to analyze the whole set at once if necessary. The method desribed in this paper could
potentially be used to analyze deuterium enrichment in all of the various kinds of cytokinins, including
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nucleotides, ribosides, free bases and glucosides, provided that one could obtain enough material. In
this work, we decided to study the rather small plant Arabidopsis thaliana, which is a very popular
model organism in plant sciences. However, due to the low mass of the plant seedlings and the
relatively low levels of physiologically active CK bases, we chose to focus exclusively on nucleotides
and ribosides in this instance.

We have also created a web-based calculator (IZOTOP), which helps the user to convert signals
obtained by MS/MS measurements into relative biosynthetic rate (t/t ratio) values. The procedure used
in performing these calculations was adapted from the work of Astot et al. [11]. This calculator is
freely available (www.biochemie.upol.cz/software/izotop).

3. Experimental
3.1. Chemicals

Authentic cytokinin standards were purchased from Olchemim (Olomouc, Czech Republic), formic
acid from Merck (Darmstadt, Germany), and DEAE-Sephadex A-25 from GE Healthcare (Uppsala,
Sweden). Deionised (Milli-Q) water was obtained from a Simplicity 185 water system (Millipore,
Bedford, MA, USA). All other chemicals were of analytical grade or higher purity and were purchased
from Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Germany).

3.2. Biological material

Arabidopsis thaliana line pga22 carrying the A#/PT8 gene under the control of the 17-B-estradiol-
inducible promoter/enhancer [18] was grown in 250-mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of full
Murashige and Skoog (MS) basal growth medium, 3% sucrose, pH 5.6 (25 seeds per flask). The flasks
were agitated and maintained at 23 °C under long day conditions with 18 h light and 6 h darkness.
After three weeks, the plants were transferred to half-strength MS medium containing 1.5% sucrose,
30% deuterium oxide and 0 or 5 uM 17- B -estradiol to induce cytokinin biosynthesis.

3.3. Sample preparation

Samples were extracted and purified essentially as outlined by Novak et al. [18]. Briefly, frozen
plant material (500 mg fresh weight) was homogenized using an MM 301 vibration mill (Retsch,
Haan, Germany) at a frequency of 30 Hz for 2 min and extracted overnight in methanol—chloroform—
formic acid—water (12:5:1:2, v/v/v/v). The extract was first passed through a cation (SCX-cartridge)
and then an anion [DEAE-Sephadex combined with an SPE(CI18)-cartridge] exchanger to yield
fraction 1, which contained the cytokinin free bases, ribosides, and glucosides, and fraction 2, which
contained the riboside-5'-phosphates. Fraction 2 was first treated with alkaline phophatase (4U/sample,
37 °C, 60 min) and both fractions were further purified by immunoaffinity chromatography based on
generic monoclonal anticytokinin-antibodies. For propionylation, the samples were dissolved in 10 puL
of dimethylformamide. 6 plL of N-methylimidazole and 2 pL. of propionic anhydride were added and
the reaction mixtures were heated at 37 °C for 60 min, after which they were evaporated under
reduced pressure.
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3.4. HPLC-Q-TOF MS identification

A hybrid Q-TOF micro™ mass spectrometer (Waters MS Technologies) was used for the high-
resolution identification and confirmation of the side-chain fragments at m/z 69 and m/z 75.
Electrospray ionization in the positive ion mode was used with the following parameters: source
block/desolvation temperature, 100 °C/350 °C; capillary/cone voltage, 2500/25 V; and spray/cone gas
flow (N3), 500/50 L/h. In the product ion scan of the selected precursors (m/z 204 and m/z 210), data
were acquired in the mass range m/z 50-250, with a cycle time of 33 ms, a scan time of 2.0 s, and
collision energy of 40 eV, 50 eV and 60 eV. For the exact mass determination experiments, a lock
spray was used for external calibration with a mixture of 0.1 M NaOH/10% formic acid (v/v) and
acetonitrile (1:1:8, v/v/v) as a reference. Accurate masses were calculated and used for the
determination of the elementary composition of the analytes with fidelity of 5 ppm.

3.5. UPLC-MS/MS

An Acquity UPLC™ System (Waters, Milford, MA, USA) coupled to a Xevo triple-stage
quadrupole mass spectrometer (Waters MS Technologies, Manchester, UK) was utilized for the
cytokinin measurements. The system was controlled by Masslynx software (version 4.0, Waters,
Manchester, UK).

Derivatized cytokinins were separated on a chromatographic column (BEH CI18, 50 x 2.1 mm,
particle size 1.7 um; Waters) using 0.7% HCOOH in water and 0.7% HCOOH in acetonitrile as
solvents A and B, respectively. At a flow-rate of 0.5 mL min™', the following elution profile was used:
an isocratic step at 15% B for 0.5 min preceded a linear gradient from 15 to 45% B for 5.5 min. At the
end of the gradient there was a washing step at 100% B (for 2 min) and then the column was
equilibrated to the initial conditions for 1.9 min. The column was thermostated at 40 °C. Tandem mass
spectra of all cytokinins examined in this study were acquired by continuous infusion of 10~ mol L
solution in solvent A/solvent B (1:1, v/v) at a flow-rate of 15 uL min™ . The capillary voltage, cone
voltage, collision cell energy, and ion source temperature were optimized for each individual
compound. The mass spectrometer settings were as follows: a capillary voltage of 3 kV, a cone voltage
of 33 V, a source temperature of 120 °C, a desolvation temperature of 550 °C, a cone gas flow of
70 L h', a desolvation gas flow of 600 L h', collision cell energy of 19 eV, and a collision gas flow of
0.2 mL min™.

Underivatized cytokinins were separated on chromatographic column (BEH C18, 50 x 2.1 mm,
particle size 1.7 um; Waters) using 15 mM HCOOH (pH 4.0, adjusted by NH4OH) and methanol as
solvent A and B, respectively. At a flow-rate of 0.5 mL min™, the following elution profile was used:
an isocratic step at 10% B for 0.5 min preceded a linear gradient from 12 to 45% B for 3.5 min. At the
end of the gradient there was a washing step at 100% B (for 0.3 min) and then the column was
cquilibrated to the initial conditions for 1.2 min. The column was thermostated at 40 °C. The capillary
voltage, cone voltage, collision cell energy, and ion source temperature were optimized for each
individual compound. The mass spectrometer settings were as follows: a capillary voltage of 3 kV, a
cone voltage of 30 V, a source temperature of 120 °C, a desolvation temperature of 575 °C, a cone gas
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flow of 70 L h™', a desolvation gas flow of 600 L h™', collision cell energy of 19 ¢V, and a collision gas
flow of 0.2 mL min™.

4. Conclusions

We have developed a UPLC-MS/MS method for determining the relative rates of biosynthesis of
cytokinin-type phytohormones. The method is based on a rapid and efficient separation of derivatized
analytes by ultra-performance liquid chromatography combined with sensitive and selective mass
spectrometric detection. We show that the biosynthetic rate of isopentenyladenine can be measured
using a previously neglected diagnostic 204-69 transition. Cytokinin nucleotides are analyzed after
treatment with alkaline phosphatase, which enhances the sensitivity of the detection process. The new
method proved to be more sensitive than one based on the analysis of underivatized cytokinins,
although the relative synthetic rate values measured by the two both methods were similar. Finally, we
created a web-based calculator (IZOTOP) that facilitates MS/MS data processing and have made it
freely available to the research community.
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Priloha D — srovnani spekter fermentace (Biospean)

Priloha obsahuje vysledky porovnani hmotnostnich spekter jednotlivych stavii fermentace
(produkce penicilinu plisni Penicillium chrysogenum, viz. 6.12.1 Detekce stavu fermentace,

str. 95) vypoétené pomoci aplikace Biospean.

Kazda z nize uvedenych tabulek pfedstavuje jeden sledovany fermentacni experiment. Z téchto
experimentll byly v prub&hu ¢asu odebirany mensi vzorky bunék plisné, které byly analyzovany
hmotnostnim spektrometrem. Tim vznikla fada hmotnostnich spekter, které zachycuji jednotlivé

stavy procesu.

Z téchto posloupnosti spekter byly vytvoreny jednotlivé nize uvedené tabulky. Kazda z tabulek

tedy obsahuje spektra jedné fermentace, ale v riznych ¢asovych okamzicich.

Jednotlivé fadky a sloupecky predstavuji jednotliva spektra v potadi, v jakém byla v pribéhu
Casu postupné zméfena. Prusecik rfadku a sloupecku obsahuje podobnost spektra v fadku ku
spektru ve sloupecku. Podobnost mezi spektry A a B je procentualni hodnota, ktera udava, kolik

pikti ve spektru A ma odpovidajici pik ve spektru B. Podobnost A ku B je tedy jina nez B ku A.

Na hlavni diagonale tabulek, kde se porovnavaji hmotnostni spektra sama se sebou, jsou
hodnoty 100 % (shoda je Uplnd). S ohledem na to, Ze porovnavana spektra reprezentuji stavy
probihajici fermentace, je logické predpokladat, ze ¢im bude vétsi Casovy rozdil mezi odbéry

jednotlivych spekter, tim se budou vysledky podobnosti lisit.

Tento piedpoklad se skutecné potvrzuje — podobnost spekter mezi sebou se obecné smérem od
hlavni diagondly snizuje. Pokud si vybereme hodnotu na hlavni diagonale a podivime se na
zmeény hodnot v dalSich bunkach do vSech stran, zjistime, ze hodnoty maji obecné trend se
postupné¢ snizovat. Nejmensi hodnoty podobnosti nalezneme v levém dolnim a pravém hornim
rohu tabulky — tam se porovnavaji prvni spektra ze zacatku reakce s poslednimi spektry z konce

fermentace, proto jsou podobnosti nejnizsi.

V néekterych bunkach tabulek se vyskytuji odchylky, ktera klesajici fadu hodnot porusuji. To je
zpusobeno jednak nepfili§ vysokou kvalitou spekter (vysoky Sum, kvalita méfeni) a jednak tim,
ze pro rozpoznani pikti byla pouzita pouze automatickd detekce. V ptipadé¢ dodatecné
poloautomatické a pfipadné i manualni korekce (viz. 6.11.1 Nastaveni vlastnosti spektra, str. 87)

by vysledky byly lepsi.

Hodnoty porovnani jsem ponechal umyslné pouze v automatickém rezimu, protoze davaji
urcitou predstavu o efektivité i rezervach automatické detekce — algoritmus pocita podobnosti

spravné, nicméné kvalita spekter zptisobuje odchylky.



% 04 05 06 07 08 09 10 1" 12 13
13- N M EEET TICRIZY 100,00 20,95 8,75 8,54| 8,55 7,95 8,29 871 598 273
13- XM ECET TR 61,68 100,000 31,00 29,18 29,81 26,66/ 28,00/ 30,21| 19,33/ 10,10
1= XM ECET T 54,21 65,24/ 100,00| 81,71 84,39 80,59 76,48 77,20/ 55,89 24,55
=1 NMNEEET TICIe 45,79| 53,17| 70,74/ 100,00| 78,40 77,19| 67,43 70,81| 52,64 22,83
13- N M BEET T 45,33| 53,65 72,17| 77,44/100,00) 86,45 79,44 82,58 58,96 22,32
IO - NN BCET TR 42,52| 48,41 69,53| 76,92| 87,21/100,00| 78,26) 82,95 62,65 2545
IO - NI ECET TICINDE 45,79 52,54| 68,17| 69,43| 82,80 80,86/ 100,00, 83,04| 56,94 19,70
S1od AR EEETL T INEE 43,93 51,75 62,82| 66,55| 78,57| 78,23 75,80/100,00| 61,25/ 26,16
1ol A R EEET TP 31,78 34,92| 47,96) 52,18 59,17| 62,33 54,82| 64,60/ 100,00| 37,17
1= NN ECET TICENKY 12,62| 15,87| 18,33| 19,69 19,49 22,03| 16,50, 24,00| 32,34| 100,00

spektra skupiny BCB1_1

% 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1 12 13 14 i) 16 17
BCB1_6-sample_01 100,00 46,15 22,16 21,92 14,70 13,69 6,17 3,01 2,1 7,21 2,29 1,21 0,88 1,18 0,99 0,41 3,57

BCB1_6-sample_02 63,83| 100,00 56,29 37,44 26,52 26,62 15,74 9,03 7,08 8,69 6,56 5,17 4,23 2,13 1,98 1,64 1,43

BCB1_6-sample_03 39,36 72,31) 100,00 52,51 39,07 40,30 29,01 17,17 14,46 12,38 13,13 11,21 9,17 9,00 6,91 4,93 2,14

BCB1_6-sample_04 51,06 63,08 68,86/ 100,00 70,25 71,86 53,09 26,90 25,30 23,84 22,75 20,17 15,52 10,66 8,40 5,54 5,00

BCB1_6-sample_05 43,62 56,92| 65,27| 89,50, 100,00 93,92 71,60/ 38,76 35,24/ 30,50, 31,30, 27,24 21,69 17,06 11,36 7,60 6,43

BCB1_6-sample_06 38,30 53,85/ 63,47| 86,30, 8853 100,00f 69,44 37,88 34,79 30,68/ 3145 27,59 20,99 17,06 10,62 7,19 7,14

BCB1_6-sample_07 21,28 39,23 56,29 78,54 83,15 85,55 100,00 44,60 44,13 39,74 38,93 35,52 28,57 25,36 14,07 13,35 6,43

BCB1_6-sample_08 18,09 39,23 58,08 69,41 78,49 81,37 77,78 100,00 62,35 49,91 64,27 61,21 51,50 44,08 24,44 25,67 9,29

BCB1_6-sample_09 14,89 36,15 57,49 76,71 83,87 87,83 90,43 73,27 100,00 57,67 68,70, 56,72 47,27 43,36 24,69 25,05 13,57

BCB1_6-sample_10 41,49, 36,15 40,12 58,90/ 59,14 63,12 66,36 47,79| 46,99 100,00] 48,24 52,07 3968 3555 20,49 19,92 8,57

BCB1_6-sample_11 15,96 33,08 51,50 68,04 73,48 78,33 78,70 74,51 67,77 58,41| 100,00 81,38 69,14 60,43 32,84 33,47 15,71

BCB1_6-sample_12 7,45 23,08 38,92 53,42 56,63 60,84 63,58 62,83 49,55 55,82 72,06/ 100,00 79,54 63,98 38,77 40,86 10,71

BCB1_6-sample_13 5,32 18,46 31,14 40,18 44,09 45,25 50,00 51,68 40,36 41,59 59,85 77,76| 100,00 79,86 51,11 55,03 15,71

BCB1_6-sample_14 5,32 6,92 22,75 20,55 25,81 27,38 33,02 32,92 27,56 27,73 38,93 46,55 59,44| 100,00 56,05 50,10 22,86

BCB1_6-sample_15 4,26 6,15 16,77 15,53 16,49 16,35 17,59 17,52 15,06 15,34 20,31 27,07 36,51 53,79| 100,00 61,19 20,71

BCB1_6-sample_16 2,13 6,15 14,37 12,33 13,26 13,31 20,06 22,12 18,37 17,93 24,89 34,31 47,27 57,82 73,58/ 100,00 14,29

BCB1_6-sample_17 5,32 1,54 1,80 3,20 3,23 3,80 2,78 2,30 2,86 2,22 3,36 2,59 3,88 7,58 7,16 4,11 100,00

spektra skupiny BCB1_6
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45,69

40,17

60,15

67,33

65,18

44,32

17,71

18,39

15,50

17,31

17,13

21,29

18,37

13,04

27,08

69,94

100,00

56,58

68,60

62,11

68,05

46,91

43,51

51,52

42,65

63,60

66,83

68,30

51,14

20,57

21,26

15,50

17,31

18,35

22,81

21,43

16,25

35,98

81,01

70,20

100,00

85,51

84,47

85,06

58,81

58,89

62,94

58,18

75,48

84,16

81,70

60,98

16,57

14,94

10,82

11,54

12,54

14,45

11,73

9,15

15,67

48,73

40,69

40,88

100,00

51,86

61,83

33,41

37,74

38,23

33,54

60,15

68,32

63,84

47,73

18,86

14,94

9,36

9,23

12,84

17,49

16,84

14,19

26,11

68,04

57,31

62,82

80,68

100,00

84,65

54,23

55,05

60,37

53,42

82,38

85,64

79,91

55,30

16,57

13,79

8,77

8,46

10,40

13,31

12,50

11,21

16,83

50,00

46,99

47,34

71,98

63,35

100,00

42,79

48,56

49,18

43,69

76,63

85,64

82,59

54,92

10,86

10,92

6,43

8,46

9,79

14,45

12,76

10,76

21,47

60,44

58,74

59,35

70,53

73,60

77,59

100,00

79,57

75,99

73,50

85,82

80,20

83,48

76,89

15,43

13,79

7,60

7,69

10,70

14,45

14,54

11,44

18,76

56,33

51,86

56,58

75,85

71,12

83,82

75,74

100,00

72,26

71,01

85,44

83,66

85,71

82,58

14,86

13,22

8,48

8,46

11,01

15,97

13,52

12,59

23,40

62,03

63,32

62,36

79,23

80,43

87,55

74,60

74,52

100,00

71,01

90,04

88,61

88,84

77,65

16,57

12,64

7,89

8,08

11,62

14,83

14,29

13,73

23,40

61,39

59,03

64,90

78,26

80,12

87,55

81,24

82,45

79,95

100,00

90,04

91,09

89,29

87,50

15,43

13,22

8,19

7,69

9,79

12,55

11,99

10,98

17,99

49,68

47,56

45,50

75,85

66,77

82,99

51,26

53,61

54,78

48,65

100,00

88,12

86,16

60,61

14,86

12,64

7,89

6,15

7,95

10,27

9,44

8,24

13,93

43,04

38,68

39,26

66,67

53,73

71,78

37,07

40,63

41,72

38,10

68,20

100,00

74,55

53,03

13,14

12,07

7,60

6,54

9,48

11,41

11,22

9,15

15,67

46,20

43,84

42,26

69,08

55,59

76,76

42,79

46,15

46,39

41,41

73,95

82,67

100,00

59,85

11,43

10,92

5,56

6,15

9,17

12,17

10,46

8,92

12,38

37,03

38,68

37,18

60,87

45,34

60,17

46,45

52,40

47,79

47,83

61,30

69,31

70,54

100,00

spektra skupiny FbL-L



%

15

16

17

Fb_M-04
Fb_M-05
Fb_M-06
Fb_M-07
Fb_M-08
Fb_M-09
Fb_M-10
Fb_M-12
Fb_M-13
Fb_M-14
Fb_M-15
Fb_M-16
Fb_M-17
Fb_M-18
Fb_M-19
Fb_M-20
Fb_M-21
Fb_M-22
Fb_M-23
Fb_M-24
Fb_M-25
Fb_M-26
Fb_M-27
Fb_M-28

100,00

56,23

43,11

11,58

6,65

4,54

3,71

5,17

9,24

9,16

10,12

11,71

9,15

9,79

7,54

9,63

8,56

7,63

9,14

7,49

9,41

7,75

8,10

8,89

49,30

100,00

49,56

8,38

5,19

4,23

4,50

6,97

8,43

7,69

8,50

10,92

9,71

9,65

8,45

9,09

9,09

7,77

8,34

6,78

7,89

6,55

8,10

9,71

41,18

53,99

100,00

10,65

7,19

4,84

4,39

6,37

9,91

7,81

9,18

10,60

10,12

11,06

8,19

9,22

10,29

8,17

11,13

7,13

9,03

6,82

7,96

12,31

31,37

25,88

30,21

100,00

50,73

31,96

22,27

17,61

23,56

17,19

18,35

17,56

13,45

14,04

12,74

13,24

14,57

13,22

16,42

13,56

14,63

13,10

13,02

16,28

20,45

18,21

23,17

57,60

100,00

62,80

52,19

27,36

36,01

28,62

31,98

27,53

24,69

28,51

22,76

29,14

24,73

22,07

24,77

21,76

2417

20,72

22,72

23,12

12,61

13,42

14,08

32,78

56,74

100,00

77,39

30,15

38,69

32,81

35,09

29,11

28,99

29,22

25,62

30,88

27,41

24,66

24,50

23,19

23,66

22,33

23,30

21,20

9,24

12,78

11,44

20,48

42,26

69,35

100,00

36,32

40,29

36,31

39,41

31,17

33,70

32,20

29,91

34,63

28,61

26,98

26,75

25,80

26,08

25,00

26,77

23,12

14,57

22,36

18,77

18,30

25,05

30,54

41,06

100,00

45,38

36,99

40,35

30,38

33,29

31,21

29,00

33,69

26,07

24,52

27,42

25,21

26,46

21,93

26,77

27,09

19,33

20,13

21,70

18,20

24,50

29,13

33,86

33,73

100,00

62,22

69,23

69,46

57,28

56,17

48,37

50,00

46,26

47,00

46,09

40,07

42,37

41,04

40,96

43,09

22,69

21,73

20,23

15,72

23,04

29,23

36,11

32,54

73,63

100,00

81,65

77,22

75,03

67,80

63,20

61,63

56,28

58,45

55,36

53,98

53,56

51,87

53,69

51,85

21,01

20,13

19,94

14,06

21,58

26,21

32,85

29,75

68,67

68,44

100,00

81,49

75,03

7291

61,64

66,18

61,90

58,58

58,15

50,89

52,54

50,94

52,53

50,75

20,73

22,04

19,65

11,48

15,85

18,55

22,16

19,10

58,77

55,20

69,50

100,00

71,01

70,64

60,86

61,90

59,36

60,22

58,54

49,70

52,04

52,81

50,65

53,08

18,49

22,36

21,41

10,03

16,21

21,07

27,33

23,88

55,29

61,20

73,01

81,01

100,00

82,55

76,98

75,94

67,78

72,62

63,44

60,05

61,58

60,70

63,97

55,40

19,33

21,73

22,87

10,24

18,31

20,77

25,53

21,89

53,01

54,07

69,37

78,80

80,72

100,00

72,04

79,14

64,71

68,80

69,54

60,64

63,36

61,90

63,97

61,01

16,25

20,77

18,48

10,13

15,94

19,86

25,87

22,19

49,80

54,98

63,97

74,05

82,11

78,58

100,00

79,81

69,65

78,20

69,40

69,56

69,97

70,59

75,98

60,88

20,17

21,73

20,23

10,24

19,85

23,29

29,13

25,07

50,07

52,15

66,80

73,26

78,78

83,97

77,63

100,00

72,46

76,84

75,23

68,25

70,48

68,58

71,78

63,89

17,93

21,73

22,58

11,27

16,85

20,67

24,07

19,40

46,32

47,62

62,48

70,25

70,32

68,65

67,75

72,46

100,00

75,07

66,75

57,31

62,60

58,96

59,48

54,17

15,69

18,21

17,60

10,03

14,75

18,25

22,27

17,91

46,18

48,53

58,03

69,94

73,93

71,63

74,64

75,40

73,66

100,00

74,30

73,25

73,54

76,07

74,10

62,24

19,33

20,13

24,63

12,82

17,03

18,65

22,72

20,60

46,59

47,29

59,24

69,94

66,44

74,47

68,14

75,94

67,38

76,43

100,00

68,49

75,19

74,33

72,36

78,52

17,65

18,21

17,60

11,79

16,67

19,66

24,41

21,09

45,11

51,36

57,76

66,14

70,04

72,34

76,07

76,74

64,44

83,92

76,29

100,00

81,93

88,90

90,16

69,22

20,73

19,81

20,82

11,89

17,30

18,75

23,06

20,70

44,58

47,62

55,74

64,72

67,13

70,64

71,52

74,06

65,78

78,75

78,28

76,58

100,00

78,74

83,65

70,31

16,25

15,65

14,96

10,13

14,12

16,83

21,03

16,32

41,10

43,89

51,42

62,50

62,97

65,67

68,66

68,58

58,96

77,52

73,64

79,07

74,94

100,00

83,94

66,89

15,69

17,89

16,13

9,31

14,30

16,23

20,81

18,41

37,88

41,97

48,99

55,38

61,30

62,70

68,27

66,31

54,95

69,75

66,23

74,08

73,54

77,54

100,00

61,42

18,21

22,68

spektra skupiny Fb_M

26,39

12,31

15,39

15,63

19,01

19,70

42,17

42,87

50,07

61,39

56,17

63,26

57,87

62,43

52,94

61,99

76,03

60,17

65,39

65,37

64,98

100,00




%

Fb_N-06
Fb_N-08
Fb_N-09
Fb_N-10
Fb_N-11
Fb_N-12
Fb_N-13
Fb_N-14
Fb_N-15
Fb_N-16
Fb_N-17
Fb_N-18
Fb_N-19
Fb_N-20
Fb_N-21
Fb_N-22
Fb_N-23
Fb_N-24
Fb_N-25
Fb_N-26
Fb_N-27
Fb_N-30
Fb_N-31

100,00

10,19

7,22

16,15

2,76

6,12

15,41

20,64

18,07

8,22

9,77

9,06

10,85

10,24

9,83

11,62

10,35

9,17

11,32

11,20

10,42

11,52

11,95

12,79

100,00

30,25

18,97

15,19

18,82

19,03

26,16

20,05

11,19

13,16

11,07

15,57

9,87

11,72

15,35

13,16

10,05

13,54

14,93

11,60

10,99

11,95

12,40

41,36

100,00

25,38

32,54

30,12

26,28

31,69

27,97

22,55

22,93

19,46

26,18

20,48

21,36

22,41

21,40

21,52

17,81

19,84

18,15

17,10

15,66

24,42

22,84

22,35

100,00

15,98

24,00

38,67

29,36

18,56

8,57

6,95

6,88

5,42

7,86

5,86

6,85

8,07

7,23

7,61

6,68

6,55

7,85

7,58

5,43

23,77

37,25

20,77

100,00

63,06

31,42

29,65

26,73

19,23

22,56

21,31

25,24

19,56

21,17

22,61

18,07

15,87

16,70

19,65

18,82

16,58

14,48

10,08

24,69

28,89

26,15

52,86

100,00

47,73

37,50

31,68

18,18

17,86

19,97

21,70

17,73

17,77

20,75

15,09

14,29

16,14

18,47

16,81

16,06

15,49

19,77

19,44

19,64

32,82

20,51

37,18

100,00

40,70

30,69

14,86

13,16

16,11

17,69

13,35

12,67

15,98

13,16

12,87

12,62

13,36

12,61

12,74

11,78

27,52

27,78

24,60

25,90

20,12

30,35

42,30

100,00

65,84

32,52

35,71

35,74

45,75

36,20

35,73

40,66

34,74

33,69

36,92

38,11

31,09

33,33

30,81

28,29

25,00

25,51

19,23

21,30

30,12

37,46

77,33

100,00

46,33

53,38

50,17

61,08

52,29

50,28

54,56

47,54

45,33

48,79

49,71

46,22

48,52

42,59

18,22

19,75

29,12

12,56

21,70

24,47

25,68

54,07

65,59

100,00

71,62

58,72

66,27

64,17

57,66

55,60

60,88

62,61

52,13

51,28

49,41

50,61

45,96

20,16

21,60

27,54

9,49

23,67

22,35

21,15

55,23

70,30

66,61

100,00

69,63

75,24

70,75

66,73

64,94

65,09

62,26

55,66

56,19

54,79

53,75

48,65

20,93

20,37

26,19

10,51

25,05

28,00

29,00

61,92

74,01

61,19

78,01

100,00

83,96

73,67

78,83

77,39

69,47

65,08

60,30

66,80

63,19

59,86

54,71

17,83

20,37

25,06

5,90

21,10

21,65

22,66

56,40

64,11

49,13

59,96

59,73

100,00

60,33

63,89

68,05

56,67

55,38

51,76

58,15

53,61

48,69

46,30

21,71

16,67

25,28

11,03

21,10

22,82

22,05

57,56

70,79

61,36

72,74

67,62

77,83

100,00

76,37

71,16

69,12

73,19

63,64

64,83

64,54

64,92

56,73

20,16

19,14

25,51

7,95

22,09

22,12

20,24

54,94

65,84

53,32

66,35

69,97

79,72

73,86

100,00

80,08

70,35

69,66

68,09

74,85

70,42

65,10

59,76

21,71

22,84

24,38

8,46

21,50

23,53

23,26

56,98

65,10

46,85

58,83

62,58

77,36

62,71

72,97

100,00

62,81

60,67

68,46

73,87

65,04

62,65

62,63

22,87

23,15

27,54

11,79

20,32

20,24

22,66

57,56

67,08

60,66

69,74

66,44

76,18

72,03

75,80

74,27

100,00

79,01

68,46

72,10

65,38

66,49

59,93

20,16

17,59

27,54

10,51

17,75

19,06

22,05

55,52

63,61

62,06

66,35

61,91

74,06

75,87

74,67

71,37

78,60

100,00

70,50

68,17

66,72

65,62

57,07

23,64

22,53

21,67

10,51

17,75

20,47

20,54

57,85

65,10

49,13

56,39

54,53

65,80

62,71

69,38

76,56

64,74

67,02

100,00

80,16

72,94

76,96

67,85

22,09

23,46

22,80

8,72

19,72

22,12

20,54

56,40

62,62

45,63

53,76

57,05

69,81

60,33

72,02

78,01

64,39

61,20

75,70

100,00

72,10

70,33

67,85

24,03

21,30

24,38

10,00

22,09

23,53

22,66

53,78

68,07

51,40

61,28

63,09

75,24

70,20

79,21

80,29

68,25

70,02

80,52

84,28

100,00

79,76

72,39

25,58

19,44

22,12

11,54

18,74

21,65

22,05

55,52

68,81

50,70

57,89

57,55

65,80

68,01

70,51

74,48

66,84

66,31

81,82

79,17

76,81

100,00

74,75

27,52

21,91

20,99

11,54

16,96

21,65

21,15

53,20

62,62

47,73

54,32

54,53

64,86

61,61

67,11

77,18

62,46

59,79

74,77

79,17

72,27

77,49

100,00

spektra skupiny Fb_N



% 04 05 06 07 08 09 10 1" 12 13 14 15 16 17 19 20
Run_D-sample_04 100,00 36,00 23,08 13,71 10,36 4,59 4,42 3,45 3.1 3,54 3,43 3,64 3,75 3,44 3,27 0,98

Run_D-sample_05 11,69| 100,00 13,68 8,12 5,18 2,44 2,28 2,07 1,24 1,42 1,33 2,01 1,56 1,62 1,57 0,00

Run_D-sample_06 35,06 64,00 100,00 41,62 21,36 9,61 6,98 4,14 3,55 4,45 3,91 6,02 5,32 4,05 4,60 1,57

Run_D-sample_07 35,06 64,00 70,09 100,00 43,04 16,07 11,82 6,91 6,75 7,48 7,44 10,16 9,07 7,29 8,11 4,13

Run_D-sample_08 41,56 64,00 56,41 67,51 100,00 27,69 23,65 18,92 13,68 13,35 13,54 20,33 12,30 14,49 16,34 6,69

Run_D-sample_09 41,56 68,00 57,26 56,85 62,46) 100,00 59,83 43,78 35,97 45,80 39,28 50,19 35,56 38,20 47,34 13,58

Run_D-sample_10 40,26 64,00 41,88 42,13 53,72 60,26/ 100,00 63,67 47,34 52,98 46,62 63,74 44,1 49,54 58,47 10,43

Run_D-sample_11 32,47 60,00 25,64 25,38 44,34 45,48 65,67 100,00 38,99 40,55 33,84 55,08 32,74 44,68 57,99 7,87

Run_D-sample_12 45,45 56,00 34,19 38,58 49,84 58,11 75,93 60,64 100,00 81,60 73,78 73,40 68,30 74,67 72,64 29,92

Run_D-sample_13 45,45 56,00 37,61 37,56 42,72 64,99 74,64 55,39 71,67 100,00 76,84 70,14 68,82 65,75 68,40 27,56

Run_D-sample_14 46,75 56,00 35,04 39,59 45,95 59,11 69,66 49,03 68,74 81,50 100,00 7,77 80,92 71,43 63,32 26,57

Run_D-sample_15 37,66 64,00 41,03 41,12 52,43 57,39 72,36 60,64 51,95 56,52 54,53| 100,00 55,89 60,59 62,83 13,19

Run_D-sample_16 46,75 60,00 43,59 44,16 38,19 48,92 60,26 43,37 58,17 66,73 73,98 67,25 100,00 65,65 54,84 28,15

Run_D-sample_17 44,16 60,00 34,19 36,55 46,28 54,09 69,66 60,91 65,45 65,62 67,21 75,03 67,57 100,00 80,63 23,82

Run_D-sample_19 35,06 52,00 32,48 34,01 43,69 56,10 68,80 66,16 53,29 57,13 49,86 65,12 47,24 67,48/ 100,00 23,62

Run_D-sample_20 6,49 0,00 6,84 10,66 11,00 9,90 7,55 5,52 13,50 14,16 12,87 8,41 14,91 12,26 14,53/ 100,00

spektra skupinyRun_D
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*Detailed Response to Reviewers

RESPONSES TO REVIEWERS’ COMMENTS AND QUESTIONS
REVIEWER 1

GRAPHICAL ABSTRACT
I think that the graphical abstract is maybe too technical for the non-expert reader. It would be helpful if
the authors could somehow simplify it or embed a short explanation of the symbols shown.

The graphical abstract has been improved by adding both an explanatory sentence and legend to symbols
for the attached glycans.

RESULTS:

1. Line 309: However, we observed a glycopeptide population where Thr225 is not occupied by a
carbohydrate. Moreover, Ser230 and Thr236 are the 311 dominant sites of Gal-deficiency on this IgAl
myeloma protein. Based on the estimation of abundance using areas under the peaks, the two glycoforms
(5-3, 4-3) with unambiguous monosaccharide assigned at Ser230 represent a substantial part of the
studied sample (see Table 1) and match the previous analysis of this IgAl myeloma protein by use of
ECD MS/MS [6].

- The authors should try to discuss the biological properties (if known) of these alternatively glycosylated
forms.

Inflammatory responses triggered by IgAl or IgA2 are primarily mediated by the IgA-specific Fc
receptor, FcoRl, which is a transmembrane glycoprotein expressed on cells of the myeloid lineage
including eosinophils, neutrophils, monocytes, and macrophages. In a complex with FcoRl, IgA1 binds in
such a way that the Cy2 N-glycans of IgA1 may directly contact FcoRI and play a role in the FcoRI-1gAl
interaction (Herr, A. B. et al., Nature 2003; 423: 614-620). The hinge-region O-glycans clearly do not
participate in such an interaction as they are too distant from the site of contact between the two proteins.
Aberrant O-glycosylation of IgAl is involved in the pathogenesis of IgA nephropathy (IgAN) and the
closely related Henoch-Schonlein purpura nephritis. Interestingly, the aberrantly glycosylated molecules
are recognized by the immune system as evidenced by formation of specific antibodies (Suzuki H. et al., J.
Clin. Invest.2009; 119:16681677) and, consequently, circulating immune complexes are formed that can
deposit in the glomerular mesangium. Alternatively glycosylated forms of IgAl thus generate a different
immune response. Whether different glycoforms are better suited to particular immune functions at
particular immune sites is not clear (Barratt J. et al., Nephrology 2007; 12:275-284).

This was added into the text.

2. Line 341: Fig. 6 summarizes the isomeric species which scored high in our method for the most
abundant Gal-deficient O-glycoforms (see Table 1).

- Is it expected that these O-glycoforms will have distinct functions?

Because of an isomeric arrangement, physicochemical properties of the O-glycoforms will be different. At
the moment, we could only speculate about specific functions of different IgAl hinge-region O-
glycoforms. Their existence seems to be a consequence of biosynthetic processes that are still unknown.
Positions of O-glycans in IgAl are dependent on the variety of GalNAc-transferases expressed in IgA-
positive cells and their substrate specificities. Differential regulation of these enzymes may be implicated
in the production of isomeric O-glycoforms of IgAl.

DISCUSSION
1. Line 358-367:
- Please discuss on the anticipated effects of the macro- and micro heterogeneity of O-glycosylation



and of Gal-deficiency on the function of the myeloma proteins.

IgA has a significant role in mucosal immunity, particularly in the intestinal tract. Its production in the
mucosal compartments represents a process, which is important for homeostasis between the gut
commensal microflora and the local immunological environment. More specifically, IgA can neutralize
toxins and pathogenic microbes as well as restrict the gut commensal flora to the intestinal lumen
(Macpherson AJ et al., Mucosal Immunol. 2008, 1: 11-22). As differences in O-glycosylation of the hinge
region of IgAl should not influence the binding sites of antigens in the variable regions, we might expect
that all alternatively glycosylated IgAl molecules will have the same primary function (antigen
recognition) regardless of their macro- or microheterogeneity. It seems more important to consider the
consequence of the observed heterogeneity (at both levels) for pathogenesis of specific diseases. We
addressed this point in the answer to question 1 referring to Results.

2. Line 403: Previously published data obtained for the same protein (although different sample
preparation) by use of RPLC-FT-ICR.
- Indicate in more details the differences of this study vs. studies reported in [6]

In 2010, Takahashi et al., Mol Cel Proteomics 9:2545-57, reported the existence of a mixture of isomeric
and differently glycosylated O-glycopeptides based on results from ECD/ETD analyses of the most
abundant pIgAl (Ale) O-glycoforms. However, the authors have not analyzed the variable attachment
sites and did not perform a quantification study, which would provide relative abundance data for the
isomers. Later on, Takahashi et al., J Prot Res 2012; 11:692-702, described a detailed investigation of
isomeric O-glycoforms in pIgA (Mcel) as well as in IgAl from normal human serum. The quantification
of relative abundance was based on chromatographic data (peak areas) and the glycan attachment sites
were determined by interpretation of MS/MS spectra. Nevertheless, the range of the detected isomeric O-
glycoforms is significantly higher in the present study, where also the O-glycoforms 4-2, 4-3, 4-4, 5-3 and
5-4 were found to exist in many isomeric variants.

This paragraph was added into the text.

REVIEWER 2

(1) Throughout the paper, please, stay consistent in the name (and symbol) of the sample to which the
newly assessed data refer: In the lines 47 and 107 it is defined as a "Gal-deficient polymeric IgAl
myeloma protein" (designated by pIgAl or Ale) being a model for Gal-deficient IgA1 in IgAN. In other
places it is addressed simply as IgA1l. It is not clear for the reader how far these proteins are identical. In
this sense "IgA1" should be replaced by "pIgA1" in line 305.

Based on the suggested nomenclature for myeloma proteins, we introduced “IgAl (Ale) myeloma
protein” we used and as it may exist in a polymeric or monomeric form, we underscored the fact that it
was the polymeric form. In general, the term pIgAl should thus refer to the sample we used at the
beginning of the experimental work. After the pIgA sample had been resolved by SDS-PAGE, the protein
was no more polymeric and sensu stricto all digestions followed by MS analyses were started at the level
of IgAl heavy chain. A correction has been made as suggested and the whole text was checked
accordingly.

In the discussion part the data assessed for pIgA1 are compared to the data of ref. 6: Didn't the authors of
ref.6 use a slightly different sample so that one would expect certain differences in the glycopattern?
Please, make a brief comment on this point. It might be essential for evaluating the the significance of
these type of data (and interesting for the reader) to clearly work out what is the main variability in the O-
glycopattern when comparing different IgAl samples, e.g. plgAl from myeloma with IgAl in
nephropathy or other sources.



Thank you for this excellent comment. We specify in Materials & Methods (line 134) that the procedure
used for the preparation of pIgAl (Ale) in this work was the same as described in ref. [6]. Thus, we could
expect that both preparations were very similar if not identical. There was a difference observed in
comparison with ref. [6] as regards to relative abundance of the O-glycoforms with 5 and 4 occupied
glycosylation sites, which we attribute to the use of different ionization techniques in our work and ref.
[6]. Interestingly, when evaluating summarized percentage numbers for the most abundant O-glycoforms
from this work and the study by RPLC-FT-ICR MS [6], they are comparable. If a difference in O-
glycosylation between two different preparations of pIgAl (Ale) would occur, the described method has a
potential to recognize it.

(2) Did the authors find any sialylation of the glycans? (cf. line 45 and 135). The presence of SAs is
usually of high significance for biological processes. If SAs were not found, can the authors exclude that
the SAs got lost during sample preparation (cleavage by treatment under acidic conditions when using 0.1
% TFA; or loss by GELoader-tip washing and prefractionation?).

On page 2555 in Takahashi et al., Mol. Cell Proteomics 9:2545-57, it is stated that “IgA 1 (Ale) and other
IgAl myeloma proteins mimic the Gal-deficient IgAl in the serum of patients with IgAN as we have
demonstrated in previous studies (citations). This IgAl (Ale) myeloma protein is polymeric and Gal-
deficient, reacts with glycan-specific antibodies from sera of IgAN patients, and forms immune complexes
that can activate cultured mesangial cells (citations). However, unlike the Gal-deficient IgA1 in patients
with IgAN, IgA1l (Ale) has its O-glycans minimally sialylated. ” /n the light of this knowledge, we did not
consider the existence of a sialylation in our sample.

(3) In the eyes of this reviewer, the final part of the discussion (beginning from line 433) becomes to
some extent speculative in the sense that all these conclusions can hardly be derived from the data gained
here. There would be a need for additional in vitro data measuring the effect of GalNAc-transferase
activities when acting over various time intervals. This could be done by measuring time series using the
method proposed. (But this would probably be a topic for an extra paper.)

Yes, this is true, we fully realize that there are rather speculative tones in the mentioned part of the
Discussion section. But we discuss our results in context of a previous communication as it was necessary
to discuss suggestions and ideas by Takahashi et al., 2010 (ref. 6). To indicate clearly that such thinking
cannot stand firmly on results obtained in this work, we replaced at line 456 the words “we propose ...”
by “When thinking about biological relevance of our results, we hypothesize that ....".

Some formal points:

(-) Keywords: cysteine alkylation: is this a keyword one would look for ?

Because of the presence of Cys residues in the studied tryptic HR O-glycopeptides, the role of a
quantitative cysteine alkylation was found very important to prevent from a splitting of the corresponding
signals in MALDI-TOF/TOF MS analyses. For that reason we thought it would be a good idea to include
a phrase “cysteine alkylation” into the group of keywords. As suggested, new keywords “microgradient
separation” were now added as a substitute.

(-) Line 44: "change 3-6 O-glycans" to "3 to 6 O-glycans"

This has been corrected as suggested.

(-) Line 414: "within the off-line resulted" obviously, there are some words missing.

This has been corrected and the whole text checked for missing words.



(-) Line 469: We have introduced "a new approach"”. This is a too strong claim.

This has been changed to read “a modified approach”
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*Highlights (for review)

Franc V, et al.,
Elucidating heterogeneity of IgA1 hinge-region O-glycosylation by use of MALDI-

TOF/TOF mass spectrometry: role of cysteine alkylation during sample processing

Highlights

e This work focuses on the O-glycosylation of immunoglobulin A1 (IgA1)
o IgAl hinge-region glycopeptides were chromatographed using a microgradient device
e MALDI-TOF/TOF tandem mass spectrometry allowed assigning O-glycosylation sites
o The most frequent galactose-deficient sites were at Ser230 and/or Thr236

o The distribution of isomeric O-glycoforms is demonstrated using a new software



Significance

Franc V, et al.,

Elucidating heterogeneity of IgA1 hinge-region O-glycosylation by use of MALDI-

TOF/TOF mass spectrometry: role of cysteine alkylation during sample processing

Significance

In this work, we studied the O-glycosylation in the hinge region of human immunoglobulin Al
(IgA1l). Aberrant glycosylation of the protein plays a key role in the pathogenesis of IgA nephropathy.
Thus identification of the O-glycan composition of IgAl is important for a deeper understanding of
the disease mechanism, biomarker discovery and validation, and implementation and monitoring of
disease-specific therapies. We developed a new procedure for elucidating heterogeneity of IgAl O-
glycosylation. After running a polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing conditions, the
heavy chain of IgAl was subjected to in-gel digestion by trypsin. O-glycopeptides were separated
from the digest on capillary columns using a microgradient chromatographic device (replacing
commonly used liquid chromatographs) and subjected to MALDI-TOF/TOF mass spectrometry (MS)
and tandem mass spectrometry (MS/MS) involving post-source decay fragmentation. We show that
the complete modification of cysteines by iodoacetamide prior to electrophoresis is critical for
successful MS/MS analyses on the way to deciphering the microheterogeneity of O-glycosylation in
IgAl. Similarly, removal of the excess of the reagent is equally important. The acquired MS/MS
allowed assigning up to six O-glycosylation sites and identification of isomeric O-glycoforms. We
show that our simplified approach is efficient and has a high potential to provide a method for the
rapid assessment of IgA1 heterogeneity that is a less expensive and yet corroborating alternative to
LC-(high-resolution)-MS protocols. The novelty and biological significance resides in demonstration,
for the first time, of the distribution of the most abundant isoforms of HR O-glycopeptides of IgA1l. As
another new feature, we introduce a software solution for interpretation of MS/MS data of O-
glycopeptide isoforms, which provides the possibility of fast and easier data processing.
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ACN, acetonitrile; CHCA, a-cyano-4-hydroxycinnamic acid; DTT, dithiothreitol; ECD, electron
capture dissociation; ETD, electron transfer dissociation; FEP, fluorinated ethylene propylene; FT-
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Abstract

Determining disease-associated changes in protein glycosylation provides a better understanding of
pathogenesis. This work focuses on human immunoglobulin Al (IgAl), where aberrant O-
glycosylation plays a key role in the pathogenesis of IgA nephropathy (IgAN). Normal IgA1l hinge
region carries 3 to 6 O-glycans consisting of N-acetylgalactosamine (GalNAc) and galactose (Gal);
both sugars may be sialylated. In IgAN patients, some O-glycans on a fraction of IgA1 molecules are
Gal-deficient. Here we describe a sample preparation protocol with optimized cysteine alkylation of a
Gal-deficient polymeric IgA1 myeloma protein prior to in-gel digestion and analysis of the digest by
MALDI-TOF/TOF mass spectrometry (MS). Following a novel strategy, IgAl hinge-region O-
glycopeptides were fractionated by reversed-phase liquid chromatography using a microgradient
device and identified by MALDI-TOF/TOF tandem MS (MS/MS). The acquired MS/MS spectra were
interpreted manually and by means of our own software. This allowed assigning up to six O-
glycosylation sites and demonstration, for the first time, of the distribution of isomeric O-glycoforms
having the same molecular mass, but a different glycosylation pattern. The most abundant Gal-
deficient O-glycoforms were GalNAc,Gal; and GalNAcsGal, with one Gal-deficient site and
GalNAc;sGal; and GalNAc,Gal, with two Gal-deficient sites. The most frequent Gal-deficient sites

were at Ser230 and/or Thr236.
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1. Introduction

Immunoglobulin A (IgA) is the most abundantly produced antibody with an important role in
mucosal immunity. It occurs in two structurally and functionally distinctive subclasses IgA1 and IgA2
[1]. In contrast to IgA2, the hinge region (HR) of IgA1 (Fig. 1) contains two octapeptide repeats with
multiple Pro, Ser, and Thr residues and 3 to 6 O-glycan chains [2-4]. IgA1 O-glycans consist of N-
acetylgalactosamine (GalNAc) that may carry galactose (Gal) and/or sialic acid (Neu5Ac) giving rise
to several different IgAl O-glycoforms (Fig. 1) [5-9]. An abnormal glycosylation of serum
immunoglobulins and other glycoproteins has been observed in several human diseases [10-15]. In
1968, IgA nephropathy (IgAN) was described as a clinical entity [16] and has been since recognized
as the most common primary glomerulonephritis and an important cause of end-stage renal disease
[17-19]. Although the precise mechanism of IgAN pathogenesis is still being elucidated, it clearly
involves formation of immune complexes that contain IgAl with Gal-deficient O-glycans [10,20].
IgAN is diagnosed based on evaluation of renal biopsy; no alternative noninvasive diagnostic method
is currently available [21-23]. Patients with IgAN have elevated levels of circulatory IgA1l with Gal-
deficient O-glycans; these molecules are bound in pathogenic immune complexes (for review see:
[22,23]). Therefore, identification of the O-glycan composition of IgAl is important for a deeper
understanding of the disease mechanism, biomarker discovery and validation, and implementation and
monitoring of disease-specific therapies [24].

O-glycosylated isoforms from a single biological source show a distinct distribution of
heterogeneity with respect to the number and structure of glycan chains [25]. Many methodological
approaches have been employed for the analysis of aberrant O-glycosylation in IgA1 [26]. The Human
Disease Glycomics/Proteome Initiative associated with the Human Proteome Organisation recently
coordinated a multi-institutional study that evaluated methodologies with a wide use for defining N-
glycan content in glycoproteins [27]. Such activities have also been extended to O-glycans [28]. These
studies have shown that mass spectrometry (MS) is the most powerful tool for both identification and
quantification of N- and O-glycans. The possibility of a precise assessment of mucin-type O-glycans
has been successfully demonstrated using tandem mass spectrometry (MS/MS) with electron capture

dissociation (ECD) or electron transfer dissociation (ETD) [6,25,29-31].
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So far, two main strategies have been adopted to assess the heterogeneity of O-glycans in HR of
IgAl: lectin binding assays ideally combined with monosaccharide compositional analysis [32-34] and
MS analysis. Notably, only a few studies have shown a direct assignment of multiple sites of O-glycan
attachment [3,6,25,29]. There have been several reports based on matrix assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) [7,35,36], but there is
always a limitation in resolving power and mass accuracy. Every single O-glycoform of IgAl
represents a unique glycoprotein species with different abundance and possibly different biological
role. Microscale solid-phase extraction methods have been used in proteomics for sample desalting,
enrichment and fractionation. For that purpose, pipette tips with immobilized sorbents are used [37-
39]. Another easy and economical approach for peptide fractionation involves a simple microgradient
device for reversed-phase liquid chromatography (RPLC) coupled offline to MALDI-TOF MS [40].

In patients with IgAN, the O-glycosylation pattern includes Gal-deficiency but it is not fully
understood whether and how it occurs at specific sites [24]. MS analysis of IgA1 O-glycosylation is
complicated especially for two reasons. First, the O-glycosylation pattern of HR is rather complex.
Secondly, the tryptic peptide containing HR is relatively large (38 amino acids) and thus the molecular
mass of the corresponding O-glycopeptides usually exceeds 5 kDa. Recently, both glycan distribution
and specific native sites of Gal deficiency for the major O-glycoforms within a single sample were
elucidated by RPLC coupled to Fourier transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) MS with ECD
and ETD fragmentation. The sample was digested by a combination of trypsin and IgA1-specific
proteases to obtain shorter glycopeptides [6].

In this study, a polymeric IgA1 (pIgA1) myeloma protein [20] was used that mimics Gal-deficient
IgAl in IgAN. We developed a novel experimental approach with optimized sample preparation,
SDS-PAGE, in-gel tryptic digestion of the heavy chain of IgA1l, RPLC separation of the obtained
peptide mixture (using a simple microgradient device), and MALDI-TOF/TOF MS and MS/MS
analyses of O-glycopeptides. The most important steps were both reduction/alkylation of the protein
and RPLC separation of peptides. MALDI-TOF/TOF MS detected HR peptides with up to six O-
glycans and the subsequent MS/MS analyses determined the sites of occupancy for most of them. Our

data are consistent with recent results obtained using RPLC coupled online to FT MS [3]. The main
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advantage of the present approach is in its simplicity, robustness, low cost, speed and reliability. The
biological significance of this work resides in the demonstration of the distribution of HR glycopeptide
isoforms having the same molecular mass, but a different O-glycosylation pattern (site-specific

microheterogeneity).

2. Materials and methods

2.1. Chemicals and materials

High-quality solvents for liquid chromatography/MS and MALDI matrices were from Sigma-Aldrich
Chemie (Steinheim, Germany). POROS Oligo R3 50 um particles were obtained from PerSeptive
Biosystems (Framingham, MA, USA) and packed into GELoader pipette tips (Eppendorf, Hamburg,
Germany). Polyimide-coated fused silica capillaries (360 um o. d., 200 um i. d.; and 360 pm o. d., 50
um i. d.) were purchased from Agilent Technologies (Santa Clara, USA), AQ-C8 5 um particles and
AQ-C18 5 pm particles for laboratory filled columns were purchased from Dr. Maisch GmbH
(Ammerbuch, Germany). A microtight union (5/16-24, 360 um o.d., cat. no. P-772) was obtained from
UpChurch Scientific (Oak Harbor, USA), fluorinated ethylene propylene (FEP) tubing (1/16" x

0.25mm i.d.) was from Vici AG International (Schenkon, Switzerland).

2.2. Gal-deficient IgAl, cysteine alkylation, SDS-PAGE, and in-gel digestion

pIgAl myeloma protein (Ale) was purified as described previously [6]. This myleoma protein has
almost no sialic acid on the HR O-glycans. An aliquot (10 pl) of pIgA1 (Ale), 0.9 mg ml™', was mixed
with 4 pl of 10 mM dithiothreitol (DTT) in 100 mM NH4,HCO;. The mixture was incubated at 56 °C
for 30 min. The reduced pIgA1 was then alkylated in the dark for 30 min by the addition of 2.5 pul of
50 mM iodoacetamide (IAM) in 100 mM NH4HCO;. After the carbamidomethylation, the sample
solution was mixed in a volume ratio of 1:1 with 2x concentrated Laemmli sample buffer containing
200 mM DTT. Then the resulting excess of the reducing agent was quenched by adding 9 ul of 1 M
TIAM. Aliquots of this mixture (10.5 ul) were loaded on the top of a manually prepared discontinuous

polyacrylamide gel slab (4% T/3.3%C stacking gel; 10% T/3.3% C resolving gel); 100 mm x 100 mm
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x 1 mm in size. SDS-PAGE was performed by a standard method [41]. The separated antibody chains
were visualized by Bio-Safe™ Coomassie Stain (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). In-gel digestion of the

heavy chain by trypsin was conducted using a previous protocol [42].

2.3. On-tip desalting and fractionation of digests

For desalting of tryptic digests, GELoader tips filled with POROS Oligo R3 50 um particles were used
[37]. The outlet of a GELoader tip was carefully squeezed with a Combi Tip syringe (Eppendorf,
Hamburg, Germany) on flat surface and then 1 pl of POROS Oligo R3 suspension in acetonitrile
(ACN) was loaded into the GELoader tip. The tip content was wetted with 10 ul 80% ACN/0.1% TFA
(v/v) and equilibrated with 10 pl 2% ACN/0.1% TFA (v/v). A digest sample (40 pl) acidified with 5%
(v/v) TFA (using a volume ratio of acid to sample of 1:10) was passed through the equilibrated tip and
washed with 10 pl 2% ACN/0.1% TFA (v/v). Elution was achieved with 10 pl of 60% ACN/0.1%
TFA (v/v), the eluate evaporated in a vacuum centrifuge and dissolved in 50 pl of 0.1% (v/v) TFA.
Fractionation was done by a sequential elution of the retained sample using 12%, 24% and 35%
ACN/0.1% TFA solutions (v/v; 10 pl each). The fraction containing HR O-glycopeptides (24%
ACN/0.1% TFA) was subjected to MALDI-TOF/TOF MS for both O-glycopeptide profiling and

estimating the relative abundance of O-glycoforms based on the isotope cluster area.

2.4. Preparation of capillary columns and RPLC separation using simple microgradient device

Capillary columns were prepared as previously described [43], except that two stationary phases were
selected: either AQ-C8, 5 um, for filling up precolumns or AQ-C18, 5 um, for analytical columns. A
simple microgradient device was then used for RPLC separation of O-glycopeptide fractions from
tryptic digests (Supplementary Fig. 1). It consisted of a syringe infusion pump (Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA) with a 100-ul microsyringe (SGE, Melbourne, Australia) connected to a 250
mm long capillary (360 um o. d., 200 um i. d.) using a piece of FEP tubing [43]. The capillary was
connected to a home-made C8 precolumn (50 mm) through a 360-um microtight union. The
precolumn was finally connected using a second 360 um microtight union to a home-made C18

analytical column (75 mm). The whole system was first wetted with 40 ul of 80% ACN/0.1% TFA
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(v/v) and then equilibrated with 40 pl of 2% ACN/0.1% TFA (v/v) after aspiration of the appropriate
solvent into the microsyringe through capillary disconnected from the precolumn. Desalted sample
(dried and dissolved in 50 pl 0.1% TFA, v/v) was aspirated into the syringe and loaded on the
precolumn disconnected from the analytical column just for the sample loading process. The sample-
loaded precolumn was then washed (40 pl 2% ACN/0.1% TFA, v/v) and connected back to the
analytical column. Prior to sample separation, the microsyringe with connecting capillary was filled
consecutively by four ACN-0.1% TFA (v/v) mobile phases with gradually decreasing ACN content
(30% ACN/0.1% TFA — 40 pl, 20% ACN/0.1% TFA — 10 pl, 10% ACN/0.1% TFA — 10 ul, 2%
ACN/0.1% TFA — 18 pl). An S-shaped gradient of mobile phase was formed inside the microsyringe
as a result of the turbulent mixing of solvents during aspiration [44]. Finally the microsyringe (with
the attached capillary) placed in the syringe infusion pump was connected to the precolumn (that was
further connected to analytical column) and separation was started. The flow rate was 2 pl min™
during sample loading and 0.8 ul min" in all other cases. Eluate drops from the analytical column
were manually deposited in 20-s intervals (~0.3 ul) on MALDI targets 22 min after separation had
started. Immediately after eluate drop deposition, 0.5 pl of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA)
as a MALDI matrix, 5 mg ml" in 60% ACN/1 mM diammonium hydrogen citrate, was added for

crystallization.

2.5. MS and MS/MS analyses

MALDI-TOF/TOF MS and MS/MS analyses were performed in the positive mode on an ABI 4800
Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) equipped with a neodymium-
doped: yttrium aluminum garnet laser (355 nm) of 3-7 ns pulse and 200-Hz firing rate. Both MS and
MS/MS spectra were acquired using a dual-stage reflectron mirror. Accelerating voltages applied for
MS and MS/MS measurements were 20 kV and 8 kV, respectively. In MS/MS mode, a potential of 1
kV was applied and fragmentation was achieved by post-source decay [45]. The matrix composition is
provided above. A mixture of six standard peptides was used for external calibration. MS and MS/MS
data were processed using 4000 Series Explorer (Applied Biosystems) and further manually

interpreted using Data Explorer 4.8 (Applied Biosystems) software. The following parameters were set
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up for estimating the relative abundance of O-glycoforms: Integration Baseline Settings: Valley to
Baseline; Peak Detection Settings: %Centroid — 50, S/N Threshold — 6, Noise Window Width (m/z) —
250, Recalculate S/N from Cluster Area — Yes, Threshold after S/N Recalculation — 12, Spectrum

Resolution — 10000 for m/z 1000, 16000 for m/z 2000, 13000 for m/z 3000 and 13000 for m/z 6500.

2.6. Software inspection of MS/MS spectra of O-glycopeptides

A home-made software BIOSPEAN (generated by M. Raus at Palacky University in Olomouc for
intact cell/spore MS purposes) was used for a rapid inspection of the acquired MS/MS spectra. The
software is a web program application and will be published separately. BIOSPEAN utilizes Linux as
an operating system on the physical server, Apache as a web server software, MySQL as a database
engine and PHP as a scripting language. BIOSPEAN allows detection of peaks in a mass spectrum and
is able to evaluate its similarity with other spectra when searching over a spectral database. The
principle of peak detection resides in a local scanning of intensity values around a particular m/z
position taking the level of noise into consideration by adjusting signal-to-noise (S/N) ratio. The score
value (expressed as a percentage) for a comparison of an inspected spectrum with another spectrum is
derived from the number of identical peak positions found (assigned with an adjustable mass tolerance
with the corresponding penalization) divided by the total number of detected peaks in the inspected
spectrum. The two spectra may optionally be compared also in the opposite way and the score values

obtained are then averaged.
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3. Results

3.1. Subject of the study and experimental strategy

The following amino-acid residues in the HR of human IgAl have been identified as the
predominant sites of O-glycan attachment: Thr225, Thr228, Ser230, Ser232, Thr233 and Thr236 (Fig.
1) [3,6]. The range of O-glycosylation (3 to 6 O-glycans attached to 9 possible sites) and the
composition of O-glycans at each binding site result in a complex heterogeneity of human IgAl. To
elucidate this heterogeneity, it is necessary to include analyses of structural isomers of HR that occur
based on the alternative location of O-glycans and their chemical composition. These requirements
present a great challenge for current separation and detection methods. In this work, analysis of IgA
O-glycan heterogeneity involved five steps: (1) optimal reduction/alkylation of a pIgAl sample; (2)
SDS-PAGE for the separation of the heavy chain of pIgAl; (3) in-gel tryptic digestion of the heavy
chain; (4) fractionation and separation of the digest containing IgA HR O-glycopeptides using a
simple microgradient device; (5) analysis of the separated O-glycopeptides by MALDI-TOF/TOF MS

and PSD-MALDI-TOF/TOF MS/MS.

3.2. Preparation of IgA1 HR O-glycopeptides

Prior to the separation of heavy chain of pIgA1l by SDS-PAGE, the protein was reduced by DTT
and the free cysteine thiol groups were then modified by IAM. After SDS-PAGE, the heavy chain was
in-gel digested with trypsin (no further reduction/alkylation is needed during the procedure),
generating HR glycopeptides of the following amino-acid sequence:
HYTNPSQDVTVPCPVPSTPPTPSPSTPPTPSPSCCHPR. This fragment contains 13 Pro, 6 Thr, 6
Ser, and 3 Cys residues; Thr and Ser may be O-glycosylated. Quantitative in-solution cysteine
reduction and alkylation by IAM was a crucial step for the optimal detection of O-glycopeptides by
MALDI-TOF/TOF MS. Fig. 2 illustrates the effect of cysteine alkylation by IAM on the intensity of
IgA1 HR O-glycopeptides in a set of typical mass spectra. Our data show that alkylating the sample
just prior to the electrophoresis results in abundant HR O-glycopeptide ions in MALDI-TOF/TOF MS.

The next step involved desalting or pre-fractionation of the tryptic digest. The resultant sample was
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either used for a profiling of IgA1 HR O-glycopeptides and estimation of relative abundance of
individual isoforms (after pre-fractionation) or it was subjected to RPLC fractionation by a
microgradient device (after desalting). Fractions containing IgA1 HR O-glycopeptides were then

analyzed by MALDI-TOF/TOF MS and MS/MS.

3.3. Profiling and relative quantification of IgA1 HR O-glycopeptides

O-glycopeptide profiling was achieved after pre-fractionation of pIgA1 heavy-chain tryptic digests
on GELoader tips filled with POROS Oligo R3 50-um particles. A fraction containing HR O-
glycopeptides (eluted in 24% ACN/0.1% TFA) was analyzed by MALDI-TOF/TOF instrument and
MS profiles were acquired for estimating the relative abundance of O-glycoforms (Fig. 3). The
estimation was based on processing isotope cluster areas for O-glycopeptides from 15 MS profiles
obtained from 5 independent tryptic digests (each sample was analyzed in 3 replicates). All spectra
were processed by the software Data Explorer (Applied Biosystems). The most abundant O-glycoform
was HR containing 4 GalNAc and 4 Gal residues (designated as 4-4), whereas the most abundant Gal-
deficient O-glycoforms were two variants, 4-3 and 5-4, with one Gal-deficiency and 5-3 and 4-2 with
two Gal-deficient sites (Table 1). Notably, HR O-glycoforms with a single Gal-deficiency were more

abundant than those with two Gal residues missing.

3.4. RPLC separation of IgA1 HR O-glycopeptides and their MS/MS analysis

To detect most HR O-glycopeptides, an aliquot of an in-gel tryptic digest of pIgAl heavy chain
(from about 15 ug total IgA) was desalted on GELoader tips with POROS Oligo R3 50 pum particles.
The purified sample was reconstituted in 0.1%TFA and separated by RPLC in the C18 capillary
column attached to the microgradient device. Eluted fractions were collected in 20-s intervals (fraction
volume of ~ 0.3 pl), directly spotted on a MALDI target, and immediately overlaid with 0.5 pl of
CHCA matrix solution. MALDI-TOF/TOF MS analysis of all spotted fractions revealed the presence
of 19 unambiguous HR O-glycopeptide ion peaks in 15 fractions (Supplementary Fig. 2), and 15 of

them were selected as precursors for the subsequent MS/MS.
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MS/MS data were essential for assigning the sites of O-glycan attachment in pIgAl (Ale). Fig. 4a
displays an MS/MS spectrum acquired for a tryptic O-glycopeptide with precursor m/z of 5638.7
[HR+ 5 GalNAc + 3 Gal + H]". During interpretation of MS/MS spectra, characteristic y-series
fragment ions (marked by arrows in Fig. 4) allowed confirmation or exclusion of O-glycan chains at
particular sites. In Fig. 4a, from the C-terminus, the y, ion at a theoretical molecular mass calculated
from the sequence excludes the presence of O-glycans at Ser238 and Ser240. The y;, ion, which is
shifted by 203 Da when compared with its expected mass, indicates the presence of GalNAc at
Thr236. However, interpretation of the spectra is complicated by the presence of another y,, ion,
without GalNAc at Thr 236. This would suggest the existence of two isomeric 5-3 O-glycoforms,
where the second isoform has a GalNAc residue attached at Thr233. Alternatively, this could be a yj,
ion that has lost its GalNAc due to the presence of a [M-GalNAc + H]" in the spectra. However based
on previous reports of the utility of PSD-MALDI-TOF MS/MS in localizing sites of O-glycosylation
[46] and previous reports of isomers existing between Thr233 and Thr236 [3], the fragmentation peaks
in this MS/MS spectra would appear to represent true isomers. In similar fashion, all O-glycosylation
sites were identified. The y;5 ion confirms a disaccharide binding at Ser232, the y;; ion indicates a
monosaccharide at Ser230, while the y,y and y,; ions prove a disaccharide at Thr228 and Thr225,
respectively. Larger y ions, e.g., y»7, support an interpretation that no carbohydrates are present at the
other potential sites of O-glycan attachment (Ser224, Thr217, Ser213 and Thr210).

Figs. 4b and 4c show PSD-MALDI TOF/TOF MS/MS spectra for precursor ions with m/z of
5435.6 [HR + 4 GalNAc + 3 Gal + H]" and m/z of 5273.5 [HR + 4 GalNAc + 2 Gal + H]",
respectively. Again, there were multiple y-series fragments that allowed identification of occupied O-
glycosylation sites. However, the analysis of isomeric O-glycoforms for these and other HR
glycoforms was much more complicated with multiple fragment ions that could be assigned to several
different possible combinations of GalNAc-Gal and GalNAc attachments. To assess these various
PSD-MALDI fragment possibilities arising from the same precursor mass, a computational approach
was developed, as described in the section 3.5 below. All MS/MS spectra referring to the O-

glycoforms listed in Table 1 are provided in Supplementary Fig. 3.
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3.5. Defining overall microheterogeneity of IgA1 HR O-glycans

The MS/MS data revealed a very complex heterogeneity for most pIgAl (Ale) O-glycosylation
sites (Thr225, Thr228, Ser230, Ser232, Thr233 and Thr236), in agreement with previous publication
that used LC-FT MS/MS approach to study O-glycosylation in pIgA (Mcel) myeloma protein and
serum IgAl [3]. For the most common HR O-glycoforms of pIgAl (Ale), the overall
microheterogeneity is shown in Fig 5. The sites at Thr225, Thr228 and Ser232 are each modified
predominantly with a GalNAcGal disaccharide. However, we observed a glycopeptide population,
where Thr225 is not occupied by a carbohydrate. Moreover, Ser230 and Thr236 are the dominant sites
of Gal-deficiency on this IgAl myeloma protein. Based on the estimation of abundance using areas
under the peaks, the two glycoforms (5-3, 4-3) with unambiguous monosaccharide assigned at Ser230
represent a substantial part of the studied sample (see Table 1) and match the previous analysis of this
IgA1 myeloma protein by use of ECD MS/MS [6].

The complete set of MS/MS spectra (see in Supplementary Fig. 3) showed a notable feature: in
addition to the intense y-series fragments that allowed direct assigning of the binding sites of O-
glycans with a high probability, there were additional fragment ions in the MS/MS spectra, which
complicated unambiguous elucidation. Based on the previously documented [3] and now confirmed
existence of six O-glycosylation sites in the HR of IgA1 (see above) and the assumption that there are
three to six GalNAc residues with or without Gal, one could consider multiple potential combinations.
Moreover, a possible presence of numerous isomeric O-glycoforms and the potential for some loss of
sugar residues off of individual fragments complicate the interpretation and straightforward
conclusions.

To tackle this problem, we used a computational approach with the idea that there is a group of
typical y-series fragment ions, which allow assigning of individual O-glycosylation sites (yi2, Y13, Yis»
Y17, Y20 and y,;). A computer script was written to generate all possible O-glycoforms covering the
level of O-glycosylation from 3-1 up to 6-5 (Fig. 5). The number of combinations was 262 at the given
setup, providing the same number of virtual MS/MS spectra comprising all typical fragment peaks,
which may occur when considering that each of the O-glycosylation sites in an isomeric form may

carry no carbohydrate, GalNAc, or GalNAc-Gal.
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Twelve selected experimental MS/MS spectra were individually compared with the set of virtual
spectra using the software BIOSPEAN. The agreement level in every single comparison was assessed
by a score value derived from the number of overlapping peaks (considering a preset mass tolerance of
0.5 Da) with a S/N ratio of 3:1 for peak picking; see Materials and methods. Using another script, a
large matrix of score values (262 rows x 12 columns) was generated, as shown on example in Table 2.
For isomeric O-glycopeptide forms, the combinations showing a score value above 80 (green and
yellow color in Table 2) would be considered as highly probable (under a condition that there is an
agreement in precursor ion mass between the experimental and virtual spectrum). However, we cannot
exclude the presence of other isoforms, with lower but still high enough score values (e.g., around 60-
70). By decreasing S/N ratio, the number of matching pairs increases. Supplementary Table shows a
complete data set obtained with a S/N of 2.25:1. Fig. 6 summarizes the isomeric species which scored
high in our method for the most abundant Gal-deficient O-glycoforms (see Table 1). There were 2
isomeric species identified for each of the O-glycoforms 5-4 and 5-3 (for the latter case, compare with
Fig. 4a). Three isomeric molecules were implicated for the O-glycoform 4-3 and evidence of six
possible isomers were found in the PSD-MALDI MS/MS for the O-glycoform 4-2. Still, in the
absence of separation, these identifications are based on interpretations of PSD-MALDI-TOF/TOF
MS/MS spectra and would need further confirmation by higher resolution methods for LC separation
and MS resolution or by use of standards of HR isomeric glycoforms. However, based on previous
reports of isomeric IgA1 HR O-glycoforms, our custom matching of theoretical and observed MS/MS

spectra provides targeted series of possible isomers that could be present in a ranked order.

4. Discussion

Approximately half of all proteins have glycosylation as a post-translational modification and thus
studies of glycoprotein structures are important [47]. The aim of this work was to perform by the use
of PSD-MALDI FOF/TOF MS identification and direct localization of O-glycosylation in the HR of
polymeric IgA1l myeloma protein (Ale) that has served as a model of Gal-deficient IgAl in IgAN
[20,24,48]. For a deeper understanding and determination of O-glycoforms that are involved in the

pathogenesis of IgAN, it is necessary to identify all sites with Gal-deficiency. Defining both macro-
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and micro heterogeneity of O-glycosylation in the HR is one of the biggest analytical challenges in the
analysis of IgAl. A recent study of pIgAl myeloma protein (Ale) reported that ECD/ETD
fragmentation combined with an IgA-specific protease digestion can define the distribution and
specific sites of Gal-deficiency for a majority of the O-glycoforms within a single sample of IgAl. In
that study, five O-glycosylation sites were identified at Thr225, Thr228, Ser230, Ser232 and Thr236.
The most frequent Gal-deficient positions were localized at Ser230 and Thr236 [6]. In a more recent
study, another IgA1 myeloma protein (Mce) and IgA1 from normal human sera were analyzed. The
authors have reported the discovery of isoforms of HR glycopeptides and a sixth native site of O-
glycosylation at Thr233 [3].

Inflammatory responses triggered by IgA1 or IgA?2 are primarily mediated by the IgA-specific Fc
receptor, FcaRI, which is a transmembrane glycoprotein expressed on cells of the myeloid lineage
including eosinophils, neutrophils, monocytes, and macrophages. In a complex with FcaRI, IgAl
binds in such a way that the Cy2 N-glycans of IgA1 may directly contact FcaRI and play a role in the
FcoRI-IgAl interaction [49]. The hinge-region O-glycans clearly do not participate in such an
interaction as they are too distant from the site of contact between the two proteins. Aberrant O-
glycosylation of IgAl is involved in the pathogenesis of IgAN and the closely related Henoch-
Schonlein purpura nephritis. Interestingly, the aberrantly glycosylated molecules are recognized by the
immune system as evidenced by formation of specific antibodies [48] and, consequently, circulating
immune complexes are formed that can deposit in the glomerular mesangium. Alternatively
glycosylated forms of IgA1l thus generate a different immune response. Whether different glycoforms
are better suited to particular immune functions at particular immune sites is not clear [50].

In this work, we confirmed all of the five sites in pIgA1l (Ale) and additionally localized the sixth
O-glycosylation site at Thr233 for the first time in this model protein. Our strategy relied on MALDI-
TOF/TOF instrument and a key point in the procedure of sample preparation. SDS-PAGE was used
for the separation of the heavy chain of pIgAl. This step allowed purification of the sample from
impurities and reducing complexity of peptides after the subsequent digestion with trypsin as seen
with previous reports [25]. However, a problem arose during sample modification by JAM. When we

performed reduction/alkylation of the sample according to a protocol by Shevchenko et al. [42],
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unspecific modifications of tryptic peptides by IAM were observed suggesting an “overalkylation”
because of side reactions. This was probably caused by an insufficient washing of gel pieces after
aspirating IAM solution. IAM is a very powerful modification agent. Its reaction with Cys under
suitable conditions is very specific. If used in excess, IAM might become nonspecific. Then amino
acids undergo N- as well as S-carbamidomethylation and even O-alkylation was detected [51]. For that
reason we have included a repeated washing of the gel pieces with 0.1 M NHHCO; after the
alkylation step. As a result, O-glycopeptides became readily detectable, although each of them was
still split into a group of peaks, which reduced intensity of possible precursor ions for MS/MS analysis
(Fig. 2b). This effect was due to the differential modification by free acrylamide in the polyacrylamide
gels of reduced Cys residues in the HR region of IgA1l during the electrophoresis. The subsequent
targeted modification by IAM generated differentially modified variants of each O-glycopeptide
(theoretically there are 4 variants for three modified cysteines: 3xCAM, 2xCAM+I1xPAM,
1xCAM+2PAM and 3xPAM; Fig. 2b). There were two possible ways of correcting this problem:
either by performing reduction/alkylation prior to SDS-PAGE or using acrylamide as a modification
agent after SDS-PAGE. As alkylation with acrylamide is pH and time dependent and usually proceeds
for several hours [52], we selected the first approach. MALDI-TOF/TOF mass spectra of HR O-
glycopeptides after optimization of Cys modification exhibited well-defined ion peaks (Fig. 2c). The
complete modification of cysteines by IAM was found critical for successful MS/MS analyses on the
way to deciphering the microheterogeneity of O-glycosylation in pIgAl (Ale). Similarly, removal of
the excess of the reagent was equally important.

After optimizing the sample preparation for MALDI-TOF/TOF MS, profiling of the O-
glycopeptide pattern of pIgAl (Ale) was reproducible (Fig. 3). After a pre-fractionation of tryptic
digest on POROS Oligo R3 sorbent and subsequent MALDI-TOF/TOF MS analysis, reading the m/z
values of O-glycopeptide peaks allow determination of the overall glycan composition (Table 1). As
some of the detected peaks displayed remarkably high intensities when compared with the others in
the O-glycopeptide profile, we attempted to estimate their relative abundance. The most abundant O-

glycoforms were with 4-4, 4-3, 5-4, 5-3, 4-2, and 3-3 GalNAc-Gal residues (given in the descending
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order of abundance). The glycoforms with 4 attached O-glycans represented about 70% of the detected
O-glycopeptides followed by those with 5 occupied glycosylation sites — 24%).

Previously published data obtained for the same protein (although different sample preparation) by
use of RPLC-FT-ICR MS, showed the following descending abundance series: 4-4, 5-4, 4-3, 5-3, 5-5,
4-2, and HR glycoforms with 5 attached glycans represented about 40% of total HR content, whereas
the O-glycoforms with 4 occupied sites represented ~55% [6]. While the rank orders are similar the
difference in relative abundance is likely due to the different ionization techniques (MALDI vs.
electrospray ionization). Moreover, MALDI is not a quantitative technique, although it can be used to
some extent for semi-quantitative comparisons based on the relative abundance of molecules within a
spectrum [53]. Overall, when evaluating summarized percentage numbers from this work and the
study by RPLC-FT-ICR MS, they are comparable.

The application of a microgradient separation of the IgAl digests using RPLC on capillary
columns within the off-line resulted in suitable precursor ions for PSD-MALDI-TOF/TOF MS/MS,
which enabled us to decipher the microheterogeneity of O-glycosylation in pIgAl (Ale). Fig. 5 and
Supplementary Fig. 2 show a comprehensive picture of the results. Fifteen unique ion species
corresponding to HR O-glycopeptides were subjected to a fragmentation analysis to localize O-
glycosylation sites. Fig. 5 indicates that the major sites of microheterogeneity appear between Thr225
up to Thr236, which is in accordance with previous findings [6]. Ser232 is almost exclusively
occupied by a disaccharide as seen with a different IgAl myeloma protein [3]. Only three O-
glycoforms of low abundance (1-0, 1-1, 2-2) have no sugar attached at Ser232. The second site which
is predominantly occupied with a disaccharide is Thr225. Nevertheless, we observed a population of
low abundant position isomers of O-glycoforms (1-0, 1-1, 2-2, 3-1, 3-2 and 3-3) where Thr225 is not
occupied. Manual inspection of the MS/MS spectra resulted in completing a list of the most obvious
O-glycoforms (Fig. 5). However, the complexity of results is largely increased by the existence of
isomeric O-glycoforms having the same level of O-glycosylation but a different occupancy at
particular amino-acid sites. Because of the presence of more y-series fragment ions related to a single
fragmentation site in the given O-glycopeptide (Fig. 4), the manual inspection becomes almost

impossible and we suggested using a computational approach, which proved to be helpful for getting
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the highest possible information content from our data (Table 2 and Fig. 6). Based on this analysis, the
most frequent Gal-deficient sites seem those at Ser230 and Thr236 in agreement with previous reports
[6]. In 2010, Takahashi et al. [6] reported the existence of a mixture of isomeric and differently
glycosylated O-glycopeptides based on results from ECD/ETD analyses of the most abundant pIgA1l
(Ale) O-glycoforms. However, the authors have not analyzed the variable attachment sites and did not
perform a quantification study, which would provide relative abundance data for the isomers. Later on,
Takahashi et al. [3] described a detailed investigation of isomeric O-glycoforms in pIgA (Mcel)
protein as well as in IgA1 from a normal human serum. The quantification of relative abundance was
based on chromatographic data (peak areas) and the glycan attachment sites were determined by
interpretation of MS/MS spectra. Nevertheless, the range of the detected isomeric O-glycoforms is
significantly higher in the present study, where also the O-glycoforms 4-2, 4-3, 4-4, 5-3 and 5-4 were
found to exist in many isomeric variants.

Takahashi et al. (2010) proposed that the distribution of IgAl (Ale) myeloma protein O-
glycosylation is dominated by a group of IgA1l O-glycoforms that may originate from a semi-ordered
carbohydrate additions that proceed from Thr225 to Thr236. However, they also proposed the
existence of a smaller subpopulation of IgA1 O-glycoforms that does not follow this semi-ordered
process, giving rise to differentially O-glycosylated isomeric species [6]. These findings are in a slight
contrast with our data. Here the MS/MS experiments revealed that the process of O-glycosylation in
IgA1l HR is probably initiated not only at Thr225 but also at Thr228 in a population of positional
isomers. Lectin domains of different GalNAc-transferases can recognize the same substrate (GalNAc-
glycopeptides) and this could result in different sites or order of GalNAc attachment, catalyzed by
several GalNAc transferases [54]. In more recent work, the same group that suggested Thr225 has
performed in vitro GalNAc-transferase reactions that suggests that Thr228 is the more likely
originating site of glycosylation (unpublished data). This matches an alternative explanation by
Takahashi et al. (2010) for the existence of O-glycoforms that does not follow the semi-ordered
mechanism of carbohydrate addition due to a low-level natural occurrence of Thr225 being “skipped”
by the GalNAc-transferase [6]. This hypothesis seems to be more appropriate in the light of our

results. There is a population of positional isomers, which probably follows the semi-ordered
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mechanism proceeding from Thr228. Our current results would suggest that Thr225 is not initially
glycosylated by GalNAc-transferase but is as low as fourth in rank order out of the six confirmed
glycosylation sites (Thr225 is not occupied in some positional isomers of the O-glycoforms 1-0, 1-1,
2-2,3-1, 3-2 and 3-3; Fig. 5, Supplementary Fig. 3).

Similar to previous results [6,7,35], the distribution of HR glycoforms for pIgA1l (Ale) focuses
around O-glycopeptides comprising GalNAc,Gal; (4-3), GalNAc,Galy (4-4) and GalNAcsGaly (5-4).
We hypothesize that the species 4-4 represents a product of the addition of a Gal residue to the
GalNAc monosaccharide at Ser230 of the O-glycoform 4-3. Alternatively, but to a lesser extent,
GalNAc-transferase can add a single GalNAc monosaccharide to Ser236 giving rise to the less
abundant O-glycoform 5-3. The O-glycoform 4-3 may arise from the addition of a Gal residue to at
least two different positional isomers of the O-glycoform 4-2 (Figs. 5 and 6). The structure of the O-
glycoform 3-3 might indicate that it is produced by a minor mechanism of galactosylation. The other
mechanism would prefer adding Gal to GalNAc at Thr228 and Ser230 after adding GalNAc at Thr225.
The GalNAc at Thr225 is then galactosylated to provide the O-glycoform 4-2, which could be the
major substrate for GalNAc-tranferase in the production of the most abundant O-glycoform with two
Gal-deficient sites (5-3). These similar findings in this study using a different IgA1 myeloma protein
preparation and different MS platform provide strong corroborating evidence for the proposed semi-

ordered addition of Gal for these dominant O-glycoforms of IgA1 [6].
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5. Conclusions

In this work, we have introduced a modified approach for analyzing the microheterogeneity of O-
glycosylation in human IgA1 at the level of glycosylation sites and O-glycan composition. The sample
preparation procedure used involved in-gel digestion of a polymeric IgA1 model and relied on a key
step of optimized cysteine alkylation prior to SDS-PAGE, which allowed to avoid future signal
splitting of O-glycopeptides in MALDI-TOF/TOF MS. Mass spectrometric profiling of O-
glycopeptides (after separation of the digests by RPLC on capillary columns using a microgradient
device) was completed by MS/MS. Based on the acquired MS/MS spectra and their interpretation,
which utilized a manual reading as well as computational processing to decipher the fragmentation
patterns, we may conclude that the most abundant O-glycoforms in the model protein are those
containing GalNAc-Gal levels of 4-4, 4-3, 5-4, 5-3, 4-2 and 3-3, which exist in isomeric variants with
differentially occupied O-glycosylation sites. The most frequent Gal-deficient sites were localized at
Ser230 and Thr236.

We show that our simplified approach is efficient and has a high potential to provide a method for
the rapid assessment of IgA1 heterogeneity that is a less expensive and yet corroborating alternative to
LC-(high-resolution)-MS protocols. The novelty and biological significance resides in demonstration,
for the first time, of the distribution of the most abundant isoforms of HR O-glycopeptides of IgAl.
Our data also allow a direct comparison of MALDI MS and FT MS results [3,6] and evaluation of
advantages of individual approaches. Notably, the present procedure is based on a tryptic peptide,
which may be difficult to fragment by ECD/ETD. As another new feature, we introduce a software
solution for interpretation of MS/MS data of O-glycopeptide isoforms, which provides the possibility

of fast and easier data processing.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1
Structure of human IgA1

(a) Localization of O-glycosylation in the hinge region and N-glycosylation in the C-terminal constant
region of the heavy chain. (b) Variants of O-glycans occurring in the hinge region of human
circulatory IgA1. The circle highlights galactose-deficient O-glycans. The drawing was adopted from

previous publications [3,6].

Figure 2
The influence of sample alkylation on the intensity of O-glycopeptide peaks in mass spectra

a) a MALDI-TOF mass spectrum (m/z region of 5000 — 6200) of a tryptic digest of pIgA1 (Ale) heavy
chain (the reduction/alkylation step was performed after SDS-PAGE), which was acquired without
any prior desalting of the sample; b) a MALDI-TOF mass spectrum (m/z region of 5000 — 6200) of the
same tryptic digest (the reduction/alkylation step was performed after SDS-PAGE) acquired after
involving the desalting procedure on POROS Oligo R3; ¢) a MALDI-TOF mass spectrum (m/z region
of 5000 — 6200) of the same tryptic digest (the reduction/alkylation step was performed both prior to
and after SDS-PAGE ) acquired after involving the desalting procedure on POROS Oligo R3. Besides
the necessity of desalting, a complete alkylation of cysteine residues is crucial for obtaining the
highest possible intensity of O-glycopeptide peaks. All MALDI-TOF/TOF mass spectra were acquired
on 4800 Proteomics Analyzer operating in the reflectron mode for positive ions. CHCA was used as a
matrix. The abbreviations CAM and PAM stand for carbamidomethylation and propionamidation of

cysteine, respectively.

Figure 3

MALDI-TOF/TOF MS profile of O-glycopeptides from tryptic digest of pIgA1 (Ale)

A mass spectrum of O-glycopeptides is shown, which was acquired after pre-fractionation of pIgAl
heavy-chain tryptic digest on a GELoader tip filled with POROS Oligo R3 50-um particles. The inset
demonstrates the resolution level, which was achieved during MS measurements (for m/z 5435, a

resolution value of 9100 was observed). The symbol “P” represents the HR tryptic peptide.

Figure 4
Positive ion MALDI-TOF/TOF MS/MS spectra of pIgA1l (Ale) HR O-glycopeptides

Three selected MS/MS spectra are shown, which were acquired for tryptic O-glycopeptides with
precursor m/z of 5638.7 [HR+ 5 GalNAc + 3 Gal + H]" (a), 5435.6 [HR + 4 GalNAc + 3 Gal + H]" (b)
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and 5273.5 [HR + 4 GalNAc + 2 Gal + H]* (c). In several instances, ambiguous fragments suggested
the presences of isomeric IgA1 O-glycoforms. The measurements were carried out on the ABI 4800
Proteomics Analyzer operating in the reflectron mode for positive ions; CHCA was used as a matrix.
Note that the signal intensity of the precursor ion [M+H]* was reduced in the spectra as the function
“Metastable Suppresor” was active on the instrument. This means that after PSD fragmentation of a
precursor ion in the collision cell and subsequent reacceleration of all ions (mostly non-fragmented),
the remaining precursor ion becomes deflected from the second TOF analyzer to prevent both detector

saturation and metastable fragmentation of the precursor ion prior to the reflectron.

Figure 5

O-glycoforms of pIgAl (Ale) that were deduced from manual inspection of MS/MS spectra of
tryptic O-glycopeptides

The HR tryptic peptide 208-HYTNPSQDVTVPCPVPSTPPTPSPSTPPTPSPSCCHPR-245 carrying

O-glycosylation is shown only in part (underlined) for clarity. Three of the 15 IgA1 O-glycoforms that
underwent PSD-MALDI TOF/TOF MS/MS fragmentation are shown in Fig. 4. The MS/MS data for

remaining 12 glycoforms are provided in Supplementary Fig. 3.

Figure 6

Some of the isomeric O-glycoforms of pIgA1 (Ale) identified by computational analysis of
MS/MS spectra of tryptic O-glycopeptides using BIOSPEAN software.

Experimental MS/MS spectra were individually compared with the set of virtual spectra using the
software BIOSPEAN (see Materials and methods). The results are based on the number of overlapping
peaks and allowed identification of many potential isomeric O-glycoforms based on peaks identified
in the PSD-MALDI TOF/TOF MS/MS spectra for each predominant precursor ion species (see Table
2). Isomers of highest confidence are highlighted by frames.



Tables 1 and 2
Click here to download Table: JProt_Franc_et_al_IgA_revision_tables.doc

Table 1

O-glycopeptides deduced from MALDI-TOF/TOF mass spectra of pIgA1 digest
All O-glycopeptides were deduced based on mass calculations considering the presence of the HR

tryptic peptide 208-HYTNPSQDVTVPCPVPSTPPTPSPSTPPTPSPSCCHPR-245.

Glycan structure® Experimental mass®  Calculated mass”  Mass difference Relative
(Da) (Da) (Da) abundance®
(%) = S.D.
GalNAcGals 6165.94 6165.63 -0.31 -
GalNAcGal, 6003.84 6003.58 -0.26 -
GalNAcsGals 5962.84 5962.55 -0.29 -
GalNAcsGal, 5800.85 5800.50 -0.35 13.92 +2.87
GalNAcsGal; 5638.68 5638.45 -0.23 10.16 £ 1.57
GalNAc,Gal, 5597.70 5597.42 -0.28 3550 £3.83
GalNAc,Gal; 5435.60 5435.37 -0.23 3221 £3.30
GalNAc,Gal, 5273.51 5273.31 -0.20 490 +£2.94
GalNAc,Gal, 5111.45 5111.26 -0.19 -
(GalNAc,) 4950.54 4949.21 -1.33 -
GalNAc;Gal; 5232.50 5232.29 -0.21 3.27+2.86
GalNAc;Gal, 5070.40 5070.23 -0.17 -
GalNAc;Gal, 4908.32 4908.18 -0.14 -
(GalNAc;) 4746.37 4746.13 -0.24 -
GalNAc,Gal, 4867.30 4867.15 -0.15 -
(GalNAc,Gal,) 4705.35 4705.10 -0.25 -
(GalNAc,) 4543.26 4543.05 -0.21 -
GalNAcGal 4502.29 4502.02 -0.27 -
(GalNAc)) 4340.18 4339.97 -0.21 -
Naked peptide 4137.06 4136.89 -0.17 -

“Parentheses indicate those O-glycopeptides, where high-quality MS/MS spectra could not be acquired
"Monoisotopic mass, [M+H]*

“Estimated from the isotope cluster area. The total area of the most abundant O-glycopeptide peaks

was set at 100%.



Table 2

An excerpt from software calculation results for assigning MS/MS spectra to O-glycoforms
Peak lists from individual experimental spectra were searched against a database of virtual spectra
generated by the program BIOSPEAN using theoretical masses of y-series fragments reflecting
particular O-glycoforms. Numbers in the first column refer to the virtual spectra and indicate the
presence of GalNAc-Gal (2), GalNAc (1) and no sugar (0) at the following glycosylation sites:
Thr225, Thr228, Ser230, Ser232, Thr233 and Thr236 (in the order given); the total numbers of
GalNAc and Gal residues for each virtual spectrum are provided in the second and third column,
respectively. Experimental spectra are labeled with GalNAc-Gal codes (i.e., 3-1, 3-2 etc.) reflecting
precursor-ion masses. Score values reflect the number of identical peak positions a color coding
differentiates similarity levels. Green color represents the highest agreement, followed by yellow,
orange, blue and white (in a descending way).

Virtual specra

Score values for individual experimental spectra

Isoform

code GalNAc|Gal| 3-1 | 3-2 | 33| 41| 42|43 | 44|53 |54]|55]| 64| 65
2.1.1.2.0.0 4 2 (42.86(71.43(57.14(51.43| 100 |82.86|65.71(42.86|28.57|28.57|28.57| O
2.1.1.2.0.2 5 3 |114.29(14.29]14.29|14.29(14.29]14.29|14.29( 40 |65.71|57.14(28.57|14.29
2.1.1.2.2.0 5 3 |28.57(28.57|28.57|28.57(28.57]28.57|28.57 [54.2965.71|57.14( 28.57| O
2.1.1.2.2.2 6 4 |14.29(22.86|14.29| 20 (14.29]14.29]|14.29(14.29]28.57|28.57(42.86|14.29
2.1.2.0.0.0 3 2 |28.57[62.86|42.86|42.86(42.86154.2942.86(28.5742.86|28.57(28.57| O
2.1.2.0.1.0 4 2 |42.86(42.86]42.86|37.14| 100 |68.57|51.43(42.86]42.86|28.57(28.57| O
2.1.2.0.1.2 5 3 |114.29(14.29]14.29|14.29(14.29|28.57| 14.29 [ 54.29 | 68.57 | 28.57 | 28.57 | 14.29
2.1.2.0.2.0 4 3 |28.57(57.14|57.14|28.57 [ 42.86 | 82.86 | 68.57 [ 42.86 | 42.86|42.86(28.57| O
2.1.2.0.2.1 5 3 |114.29(14.29]14.29|14.29( 14.29|28.57| 14.29 [68.57 | 68.57 | 28.57 | 28.57 | 14.29
2.1.2.0.2.2 5 4 (14.29(14.29(17.14(14.29(14.29(14.29(14.29( 14.29 [68.57 | 57.14 | 28.57 | 14.29
2.1.2.1.0.0 4 2 |42.86(57.14]42.86|51.43| 100 |68.57|51.43(28.57]|28.57|28.57(28.57] O
2.1.2.1.0.2 5 3 |114.29(14.29]14.29|14.29( 14.29|28.57| 14.29 [ 54.29 | 68.57 | 42.86 | 28.57 | 14.29
2.1.2.1.2.0 5 3 |28.57(28.57|28.57|28.57(28.57]42.8628.57 [68.57|68.57| 42.86 [ 28.57| O
2.1.2.1.2.2 6 4 |14.29(22.86]14.29|14.29(14.29]14.29|14.29( 14.29]28.57|28.57 [ 42.86 | 14.29
2.1.2.2.0.0 4 3 |28.57(71.43|71.43|42.86(57.14|97.14] 82.86 [ 42.86|42.8628.57(28.57| O
2.2.1.2.0.1 5 3 |14.29(14.29]28.57|14.29(28.57]42.86|28.57 [97.14|68.57 | 28.57 | 28.57 | 14.29
2.2.1.2.0.2 5 4 (14.29(14.29(17.14(14.29(14.29(14.29(14.29(14.29(82.86 [ 57.14 [ 28.57 | 14.29
2.2.1.2.1.0 5 3 |28.57(28.57]42.86|28.57(42.86|57.14|42.86 [97.14|68.57 | 28.57 (28.57| O
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Priloha F — referat ze staze

S ohledem na povinnost absolvovat v ramci doktorského studia zahrani¢ni védeckovyzkumnou
staz jsem v obdobi 19. listopadu 2012 — 19. prosince 2012 absolvoval staz na Fakulté technické
chemie Technologické univerzity Videnn v Rakousku (Fakultit fiir Technische Chemie,

Technische Universitit Wien).

Protoze tato staz byla financovana z projektu BIOTREND, je povinnosti ptilozit referat ze staze

k této disertacni praci.
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Inovace ve vzdélavani v chemii a biologii s ohledem
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reg. ¢islo: CZ.1.07/2.2.00/28.0184

REFERAT ZE STAZE na Technologické univerzité Vider, Rakousko

V ramci projektu BIOTREND (CZ.1.07/2.2.00/28.0184) jsem vycestoval na zahrani¢ni staz
na pracovi§t¢ Fakultit fiir Technische Chemie, Technische Universitit Wien (Fakulta
technické chemie, Technologick4a univerzita Viden,, Rakousko). Staz prob€hla ve dnech
19.11. 2012 az 19. 12. 2012.

V plvodnim planu bylo jednak vylepSovani, ladéni a testovani softwaru Biospean a jednak
splnéni tkold o které m¢la zdjem TU Videni. Nicméné vyvoj situace na misté tyto ukoly
postupné rozs§itil a paralelni stdz dalSich dvou kolegti z KBC UPOL spolu se spolupraci na
dalku s pracovistém v Olomouci pfidaly dalsi védecke ukoly, které byly béhem staze feSeny.

Vyvoj softwaru Biospean
Tento kol byl plnén jako soucast prace na doktorandském studiu.

Biospean je software pro katalogizaci a analyzu hmotnostnich spekter. Zaméfenim a
schopnostmi srovnani spekter patii do stejné kategorie jako napt. MALDI Biotyper. Na rozdil
od n¢j se ale jedna o aplikaci webovou, multiplatformni a viceuZivatelskou, urenou pro
pouziti v ramei vét§iho védeckého tymu a umoziujici skupinovou praci. Je provozovana na
platform¢ LAMP (Linux, Apache, MySQL, PHP).

V ramci pobytu na TU Videni byly v aplikaci provedeny nasledujici zmény:

1) S ohledem na specifika hmotnostnich spekter pouzivanych na TU Videnl byla vyrazné
zvyS$ena citlivost aplikace pti detekci mén€ vyraznych peakil a schopnost se vypotadat
se Sumem.

2) Zvysila se schopnost zpracovat data ze vstupnich soubori obsahujicich pfedem
normalizované vysledky, které se pouzivaji na TU Videni. Dale byla pfidana podpora
pro data ve formatu CSV a zvysila se ,,odolnost™ na vstup dat, ktera jsou v chybném
formatu ¢i nesouvisi se samotnymi daty (napf. komentate vlozené do zdrojového
souboru).

3) Vedlejsim efektem velkého poctu spekter, ktera TU Videii chtéla analyzovat, bylo, Ze
aplikaci i databazi bylo mozné otestovat na hranici vykonu. To mi vyrazn€¢ pomohlo
nalézt ,uzka hrdla“, ktera aplikaci zpomalovala. Zatézové testy databaze za
pfitomnosti velkého mnozstvi dat mi pomohly nalézt lepSi nastaveni webového i
databazového serveru a probéhla optimalizace struktury databaze.
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Tim se povedlo dosdhnout znatelného zrychleni pii zpracovani dat, ale ptedevsim
vyznamného zrychleni pti vyhledavani a vizualizaci spekter.

Ptibyla schopnost vyhledat spole¢né peaky po vEtsi skupiny spekter. Tato funkce byla
puvodné uréena jen pro dvé spektra, nicméné¢ v ramci praktickych testli vyvstala
potieba hledat priniky pro vétSi skupiny spekter. Proto doSlo k ptepracovani a
roz§ifeni na schopnost zpracovat vice spekter soucasné.

Tato funkce byla posléze dale rozsifena o velice dilezitou schopnost vyhledat a
oznacit i takové peaky, které se vyskytuji ve vétSin€¢ zkoumanych spekter, ale nelze je
nalézt ve vSech, napt. z diivodu odchylek a chyb v méfeni, Sumu atd... Touto ,,mek¢i
schopnosti detekce se ziskala aplikace schopnost zpracovat velkou skupinu spekter a
ptitom se vyporadat i s menSinou spekter, kterd jsou z riiznych divoda nizsi kvality.

Dalsi novou funkci se stala schopnost vytvatet a pracovat s virtualnimi spektry, ktera
1ze s uspéchem pouzit pro hledani/ovéfovani charakteristickych znak v realnych
spektrech ¢i pfimo k identifikaci redlného spektra (napf. k jeho zatazeni ke
konkrétnimu druhu).

Virtuélni spektra vzniknou tak, ze vytvorime umélé spektrum, které obsahuje jen
peaky, které jsou pro nas zajimavé. Pfi porovnani takovéhoto virtualniho spektra s
realnymi spektry vypiSe program redlnd spektra, kterd obsahuji charakteristické peaky
typické pravé pro hledané virtualni spektrum. To umoziluje rychlou a snadnou
identifikaci realné¢ho spektra napi. pokud virtualni spektrum obsahuje znaky typické
napf. pro néjakou bakterii nebo chorobu.

Aplikace ziskala dal$i mozZnost jak zobrazit data. Doposud si mohl uZzivatel zobrazit
pouze stupeti shody jednoho spektra vii¢i ostatnim spektriim (v podob¢ jednorozmérné
tabulky). Nov¢ byla ptidana schopnost vygenerovat dvourozmérnou tabulku (v podobé
tzv. kartézského soucinu — porovnani kazdy prvek s kazdym) kde mize uzivatel na
jednom misté vidét stupent shody mezi v§emi dvojicemi z vybrané mnoziny.

Béhem praktické prace s grafickym prostiedim doslo k ptidani a upraveé fady drobnych
prvki, k vylepSeni ovladdani a dalSich mali¢kosti, které zptijemiiuji uzivateli praci a
zlepSuji ergonomii grafického prostiedi.

Praktické vyuzZivani aplikace mi dodalo n¢kolik dalSich podnéti a napadii na dalsi
vylepSeni, kterd mam v planu zrealizovat.
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Urceni stadia fermentace vzorku
Tento ukol byl vyzadan ze strany TU Vide.

Situace: Mame zmétenych nékolik spekter z pribéhu fermentace. Spektra reprezentuji stav v
jednotlivych ¢asovych okamzicich. Tato spektra rozd¢lime do tii fazi. Prvni fazi je zaCatek
procesu fermentace, druhym stadiem je jeji prib¢h a tietim stadiem je ukonceni a stabilizace
vzorku.

Ukol: Zjistit, zda je Biospean schopen identifikovat stadium piedlozeného vzorku, pokud mu
ptedlozime pro srovnani vzorky z ptfedchozich reakci. Pro testovani mi byla poskytnuto Sest
skupin hmotnostnich spekter, reprezentujicich rizné¢ fermentace. U kazdé skupiny bylo znamé
potadi, ve kterém byla méfeni provadéna a do které faze fermentace vzorek patfi.

Reseni: Identifikace stadia u vzorki se ukazala jako mozna. Uz verze Biospeanu, kterou jsem
dovezl do Vidn¢, byla (po ur€it¢ upravé pro jejich specificka spektra) schopna celkem
ptesvédCivé identifikovat stadium fermentace. Nasledn€é bylo nalezeno a implementovano
dalsi fesSeni, které ukazalo jesté presvédCivejsi vysledky.

Prvni FeSeni bylo zaloZzeno na prostém faktu, Ze hmotnostni spektrum se b&hem reakce
proménuje v zavislosti na biochemickych zménach.

Stadia fermentace nam reprezentuji pedlozené vzory (oznacme si je jako x; az x,). Pokud
tedy chceme identifikovat stddium testovaného vzorku, musime nalézt takové vzory, které
vykazuji nejvétsi shodu/podobnost s testovanym vzorkem. Z této podobnosti potom uréime
stadium, ve kterém se testovany vzorek nachazi.

Teoreticky bychom méli dostat nejvétsi podobnost se vzory X; a X;:1, pfi¢emz testovany vzorek
se nachézi ve stavu mezi nimi. Dal$i nejvice podobné vzory by potom mély byt vzory x.; a
Xin2. S rostouci ¢asovou vzdalenosti od testovaného vzorku by postupné méla klesat podobnost
testovaného vzorku s predloZzenymi vzory. Podle vzort x; a Xi; a dalSich blizkych vzora
bychom tedy méli byt schopni snadno ur¢it stadium, ve kterém se testovany vzorek nachazi.

V praxi se tento piedpoklad ukazal jako spravny a funkéni. Biospean ukazoval ve vétSiné
ptipadt nejvétsi podobnost pravé se vzorovymi spektry, ktera byla nejblize k testovanému
vzorku.

V praktickych vysledcich se ob¢as vyskytovaly nepiesnosti, kdyz bylo napt. prohozeno potadi
nejblizsich sousedli (napf. x;. byl pfed xi.1). Tyto odchylky v3ak byly jednoznacné€ zplisobené
ne zcela optimalnim nastavenim Biospeanu (které jsem musel nékolikrat zmeénit kvili
specifikiim sledovanych spekter) a predev$im Sumem v nepfili§ kvalitné zmétenych
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spektrech. Tuto nepfesnost nicmén¢ bylo mozné zkorigovat vizualni kontrolou vysledk a pro
identifikaci neptedstavovaly zasadnéjsi problém.

Obtizngjsi byla identifikace jen v ptipad€, kdy se testovany vzorek nachazel na hranici mezi
dvéma stadii. Tam bylo ureni konkrétniho stadia pochopitelné obtiznéjsi, coz je logické,
protoze spektra v t€chto mistech obsahuji znaky obou sousedicich stadii .

Tento kol vedl k prvnim zménam v softwaru programu. Nejprve bylo téeba program upravit
pro potieby spekter z Vidn¢ — byla nutna vétsi citlivost a rozdilné rozsahy hodnot. V dal§im
kroku pak byla pro potieby lepSiho zobrazeni podobnosti vytvofena vySe zminéna moznost
zobrazit vysledky ve dvourozmérné tabulce, kde bylo mozné snadno vy¢ist, jak si jsou
navzajem jednotliva spektra podobna.

Tyto pokusy rovnéz poskytly velice dilezity dikaz o tom, Ze vyhleddvaci algoritmus
Biospeanu pracuje skute¢né spravné. Pokud byly Biospeanu ptedlozeny sekvence spekter, u
kterych jsme znali skute¢né poradi (a tudiz i spravné vysledky pii testu podobnosti),
porovnanim vypoctenych vysledk mezi sebou ukézalo, Ze nejveétsi podobnost je témét vzdy
pravé se sousednimi vzorky a s rostouci ¢asovou vzdalenosti se podobnost postupn¢ sniZuje.
To dokéazalo, Ze srovnani spekter tak jak je navrzeno, pracuje spravné a obCasné odchylky
jsou spiSe otdzkou nastaveni citlivosti a kvality spekter.

Druhé reSeni pro nalezeni faze bylo vytvoteno az dodate¢né, pficemz jsem vyuzil funkce
vytvotfené pro vyfeSeni feSeni jiné¢ho ukolu. Témito funkcemi byly nov¢ vytvorené nastroje
pro generovani virtualnich spekter.

Princip spocival v tom, Ze jsem vytvofil ze vSech vzorG dan¢ho stadia charakteristické
virtualni spektrum. Z kazdé sekvence byly tedy vytvoteny tfi virtudlni spektra, pti¢emz kazdé
reprezentovalo vzdy jednu ze tfi fazi fermentace. Takto ziskana spektra pro dané faze jsem
nasledn¢ porovnaval s testovanymi vzorky.

Vysledek byl vyborny. Chybné detekce prakticky zmizely a obtizné€j$i detekce byla jen na
rozhrani mezi fazemi, kde je to ale logické. Pti spole¢ném pouziti s prvni metodou byla
detekce faze prakticky stoprocentni.

Zavér: Biospean lze s pfijatelnou pfesnosti pouzit pro detekci konkrétniho stadia reakce.
K identifikaci Ize pouzit dv¢ na sob¢ nezavislé metody, které se mohou vhodn¢ dopliiovat.
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Identifikace peaku u spekter plisni blumeria, botrytis a bremia

Tento kol byl neplanovany a vznikl pfi snaze pomoci kolegyni z KBC UPOL s identifikaci
peaki v jejich hmotnostnich spektrech.

Ukol: Vyhledavani peaka v jednotlivych spektrech plisni. Upfesnéni pozice peaki
vzajemnym porovnanim vysledkl z programi Biospean a mMass. Nalezeni peaki spole¢nych
pro konkrétni druh plisné.

Provedeni: Zatimco mMass vyzna¢i vSechny nadprimérné hodnoty podezielé jako peak a
ponechava na uzivateli, jak je interpretuje, Biospean tyto peaky vybird a oznacuje pro dalsi
zpracovani. Cht¢li jsme proto zjistit, zda je Biospean schopen sdm najit charakteristické peaky
v podobné kvalité.

Vysledky z programu Biospean proto byly vizudln€¢ porovnavany s vysledky z programu
mMass. 7. vysledki bylo vidét, Ze Biospean nemé zadné problémy s identifikaci dostatecné
intenzivnich peakti. Nicmén¢ v ptipad€¢ peakd se slabou intenzitou nachazejicich se v Sumu
byla ptesnost mensi. BE&zny byl vyskyt tzv. . .negative-false detekce, tedy peaku, ktery nebyl
spravn€ rozpoznan jako peak. Naopak se viibec nevyskytly ptipady ,,pozitive-false™ detekce,
tj. oznaceni peaku, kterym peakem ve skute¢nosti nebyl. Toto bylo zcela evidentné zptisobeno
tim, Ze citlivost programu byla nastavena na vétsi odstup od Sumu. V piipad¢ snahy o detekci
méné intenzivnich peakil by se samoziejme mezi peaky mohl dostat i intenzivni Sum.

V prib¢hu testli vyvstala od kolegyné otazka, zda by bylo mozné najit peaky spole¢né pro
vSechna spektra daného druhu. Proto byla provedena uprava, kterd umoznila programu nalézt
priniky mezi skupinami peakt. Z této funkce nasledn€ pti feSeni dalSiho tkolu vznikla funkce
pro préaci s virtualnimi spektry.

Identifikace druhu spor rodu fusarium
Tento ukol byl vyzadan ze strany TU Videri.

Situace: Mame zméiena spektra riznych druhti spor rodu fusarium. Celkem 735 spekter
celkem Sesti druhti spor. Spektra byla ziskana z riznych lokaci a spory rostly na riiznych
druzich obilnin (je¢men, pSenice, oves), jeden ze vzorkii i na vlaSskych ofeSich. Mé&feni
provadéli rizni studenti na rizném vybaveni a spektra byla ve tfech variantach s rliznym
zpisobem odstranéni Sumu.

Ukol: Najit zpiisob jak piifadit testovany vzorek ke konkrétnimu druh spor. Identifikovat
znaky spole¢né pro jednotlivé druhy spor.
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ReSeni: Zde se jako velice uginnad ukazala funkce, kterd byla vytvofena pro hledani
spole¢nych peakl pro vice spekter. Bylo to logické feSeni — najit ze vSech spekter stejného
druhu primik spole¢nych peakd a z nich vytvofit vzor pro vyhledavani charakteristickych
peakii. Ze spole¢nych peaki se potom pomoci dal$i funkce vytvofilo virtualni spektrum, které
obsahovalo jen peaky charakteristick¢ pro dany druh spér. Takové spektrum by pii vypoctu
shody s realnym spektrem ukazalo dostateCnou shodu, kterd by umoznila identifikaci
ptislusného vzorku.

Nicméné pii prvnich pokusech se vibec nedafilo najit vhodné priniky. Nékteré skupiny
spekter vykazovaly né€kolik podobnych znaki, ale u jinych skupin byl problém najit viibec
néco. Nekdy se podafrilo najit podobnosti aZ poté, co jsem ze skupiny vyjmul nejmén¢ kvalitni
spektra. Problém spocival v samotnych spektrech — velka uroveii Sumu a hlavné nizka kvalita
méfeni. Napt. kdyz dvé spektra ze stejného vzorku zméfend dvéma rliznymi studenty
vypadala velice odli$né, bylo jasné, Ze kvalita méteni spekter je velice zasadni problém.

Jako fungujici tfeSeni se ukdzala uprava funkce pro hledani prinikt, kterd byla pon&kud
,oslabena®“ ve striktnosti vyhledavani. Byl pfidan uZivatelsky nastavitelny parametr
(procentualni hodnota), ktery umoznil oznacit i peaky, které se vyskytuji ve vétSin¢ spekter,
ale nemusi nutn¢ byt ve v8ech. Napf. nastavenim na 80 % je mozné oznacit vSechny peaky,
které jsou alespoil v 80 % spekter.

Pro otestovani identifikace jednotlivych druhli spor jsem tedy vytvoftil virtudlni spektra se
shodami peakt 100 %, 80 %, 60 % a 40 %. Pomoci nich jsem potom testoval, zda je mozné
testované spektrum dostate¢né ptesné€ rozpoznat.

Vysledky byly povzbudivé — shoda proti virtudlnim spektriim byla velice dobra a dafilo se
spravn¢ identifikovat naprostou v&tSinu rozeznavanych spekter, pfi¢emz virtualni spektra s
citlivosti od 60 % vyse se ukazala pro detekci druhu jako zcela postacujici. Problém byl jen se
spektry spor, které rostly na vla$skych ofesich. Zde se nasla jen minimalni shoda s ostatnimi
vzorky (které pochézely z obilovin) a identifikace vzorku byla velice obtizna.

Velkym povzbuzenim byla skute¢nost, Ze se diky schopnostem Biospeanu podatilo velice
rychle najit zpasob, jak v teoretické i praktické rovin¢ vyfesit problém, ktery se videniské
pracovisté marn€ snazilo najit del§i dobu.

Zavér: Biospean je schopen vyhledavat charakteristické znaky pro celé skupiny spekter,
vyporadat se s nepiesnosti Casti spekter, vytvafet z takovych skupin virtualni spektra
charakterizujici napt. konkrétni druhy organizmii (spor, bakterii) a identifikovat jiné vzorky za
pomoci t€chto uméle vytvotenych virtualnich spekter.
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Simulace peptidi souvisejicich s Bergerovou chorobou

Tento kol vznikl neplanovan€ ve snaze pomoci kolegim z KBC UPOL, ktefi pracuji na
vyzkumu Bergerovy choroby, znam¢ také jako IgA nefropatic. Konkrétn¢ se jednalo o
objasnéni vyskytu GaINAc a GalGalNAc v postrannich fetézcich sledovaného proteinu.

Problém: Sledovany fetézec umoZiuje navazat na specifickd mista derivaty galaktosy,
konkrétné GalNAc¢ a GalGalNAc. Cilem bylo zjistit, na kterych mistech se navazuji a jaké
teoretické sekvence podiet€zcii mohou ve vzorcich vzniknout. Tyto vysledky nasledné
porovnat s realnymi hmotnostnimi spektry a zjistit, které kombinace opravdu vznikaji.

Velkou nepiijemnosti bylo, Ze po¢et kombinaci a moznych §tépi byl natolik vysoky, Ze v
ptipad€ manualniho zpracovani lidskymi silami by $lo o velice zdlouhavy a naro¢ny proces.

Népad pouzit pocita¢ vznikl spiSe nahodou ve chvili, kdy jsem vid¢l jak kolega zkousi
vytvofit kombinace ru¢né a navrhl mu moznost pouZzit automaticky skript k vygenerovani.
Pak jsme jen ptidavali dal$i kroky az jsme se za pomoci pocitatovych skriptd a programu
Biospean propracovali k vyslednému feSeni.

ReSeni: Pro ziskani vysledki bylo tieba provést nasledujici kroky.

Nejprve bylo tieba ziskat kombinace fetézctl, které mohou z proteinu vzniknout. Proto jsem
pomoci skriptu vytvofil reprezentaci pro vSechny pozadované kombinace proteinti. Vzniklo
262 kombinaci. Z kazdé kombinace jsem nasledné vypocital v§echny moZznosti roz$tépeni,
coz vytvotilo 7 §té€pt pro kazdou kombinaci, pticemz jeden §t€p byl spole¢ny pro vSechny
kombinace.

U kazdé kombinace $tépa jsem vypocetl hmotnosti jednotlivych $t€pid. Hmotnosti odpovidaji
x-ovym soutadnicim charakteristickych peaki ve hmotnostnim spektru. 7 téchto sedmi
soutadnic pro kazdou kombinaci jsem tedy skriptem vytvofil 262 virtudlnich spekter, kdy
kazdé virtudlni spektrum obsahovalo prav¢ téch sedm peakti charakteristickych pro danou
kombinaci.

Ziskana virtualni spektra jsem nacetl do Biospeanu stejné€ jako normalni spektra a nechal jsem
systém, aby vypocital pozice peakii. Tim jsem ziskal charakteristicka spektra, ktera bylo uz
mozno porovnat se Sestnacti redlnymi spektry. Z vysledkti vyplynulo, Ze v realné situaci se
muze objevit jen ¢ast z teoreticky moZnych kombinaci.

Ted’ uz zbyvalo jen vytvorit vystup v podobé€, se kterou se da pracovat. VyuZzil jsem funkce
vytvoiené pro Biospean a vytvotil skript, ktery pro v8ech 16 realnych spekter ud¢lal test
podobnosti proti v§em 262 virtudlnim spektrim. Vysledky skript se vypsal v podob¢
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piehledné tabulky (resp. v podob¢ n€kolika tabulek s riizné nastavenou citlivosti), ktera
umoznila dal§i vyuZiti.

Ziskan¢ vysledky vyrazn¢ pomohly — ¢lanek Deciphering heterogeneity of Oglycans from the
hinge region of human IgAl using MALDI-TOF/TOF mass spectrometry: role of precise

cysteine alkylation during sample processing (V. Franc, P Rehulka, M. Raus, J. Stulik,
M.Sebela, J. Novdk) o feseném problému byl odeslan na recenzi v poloving ledna 2013.

Shrnuti

Ackoliv jsem staz bral ze zacatku predevsim jako povinnou soucast doktorandského studia,
kterou jako ,,nutné zlo* prost¢ musim absolvovat, musim konstatovat, ze v kone¢ném byla po
v8ech strankéch ptinosem.

Ptedev§im z toho diivodu, ze do$lo k praktickému vyuziti vyvijeného softwaru Biospean a v
dasledku toho byla provedena fada tprav a vylepSeni, ktera by byla realizovana az pozd¢ji, po
uvedeni do zkuSebniho provozu. V samotném programu doslo k vylepSeni vykonu a zvySeni
robustnosti (odolnosti proti méné kvalitnim datim). Bylo pfidano nékolik uzite¢nych funkci,
které¢ zvySily schopnosti i uzitnou hodnotu a béhem fesenych tukold byly schopnosti programu
vyuzity 1 zptusobem, se kterym se zpocatku nepocitalo (napt. virtualni spektra a simulace
teoretickych dat).

7 hlediska ovétfeni spravné funkce softwaru Biospean byly nejdulezitéjsi vysledky ziskané pti
detekci stadia fermentace — prvni testovand metoda dokézala spravnou funkci detekce a
porovnani spekter. Ackoliv §lo o relativn¢ snadny tkol, bylo dtlezité, Ze se poprvé pracovalo
s daty, u kterych jsme presn¢ védeli, jak ma jejich vzajemna podobnost vypadat. Tudiz bylo
mozné jasn¢ fici, zda software vratil spravny vysledek. A ziskané vysledky skuteéné
vychazely t¢mét presné tak, jak vychazet mély, coz byl vyborny dikaz, Ze software opravdu
pracuje spravng.

Po stréance v€deckého ptinosu nejvétsi vyznam mé vyfeSeni otazky peptidovych §tépi u IgA
nefropatie. Tyto vysledky se staly dilezitou soucasti probihajiciho vyzkumu a fakticky
zavrSenim piedchozi prace kolegi. Pocitatové vyhodnoceni dat ziskanych v laboratofi
vyrazn¢ zrychlilo a zjednoduS$ilo zpracovani dat a vedlo i k ponékud piekvapivému zavéru,
kdy se z vysledkil ukazalo, ze feSeny problém je zfejmé mnohem sloZit€jsi nez se pivodné
ocekavalo — slovy kolegy ,,mame vic otazek nez odpovédi“. Ziskané vysledky zakongily
nékolikamé&si¢ni praci kolegt a staly se souc¢asti ¢lanku, ktery el prakticky ihned na recenzi.
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Jako dal8i védecky piinos lze uvést i nalezeni spolecnych znakii ve spektrech spor rodu
Sfusarium, coZ byl ukol, o ktery se videriské pracovisté marné snazilo del$i dobu. Zde pro mne
byla vyhodou moje specializace (informatik-analytik-programator), kterd mi dala moZnost
vytesit problém z jiného uhlu pohledu, nez jaky maji kolegové specializovani na klasickou
biochemii. Hlavni pfinos pfitom nespociva v samotném rozeznavani konkrétnich spoér, ale v
pfipravé mnohem obecngjsiho feSeni pro vyhledani shodnych znakti ve spektrech, které je
aplikovatelné i na jiné ptipady.

Celou staz povazuji za uspé$nou a ptinosnou jak pro mne z hlediska profesniho a studijniho,
tak pro kolegy z obou védeckych pracovist, kteti se ti€astnili feSenych ukoli.

Mgr. Martin Raus
v Olomouci dne 7.1.2013



