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Souhrn

Vychodiska: Soucasna protinadorova terapie se vyznacuje vysokou nespecifitou, a to z dlvodu
rdznorodé povahy nadord, kterd vyznamné snizuje ucinnost lécby. Masivni rozvoj genomic-
kych, transkriptomickych a proteomickych metod v poslednich desetiletich umoznil detailni
charakterizaci nddor(i na genomové, transkriptomové a proteomové urovni a jejich vzajemna
kombinace tak predstavuje potencial, jak zvysit efektivitu procesu detekce neopeptidd a na-
sledného navrzeni specifické terapie. Mezi v soucasné dobé Siroce pouzivané genomické
a transkriptomické metody patii zejména celogenomové, celotranskriptomové, piip. exomové
sekvenovani, kterd umoznuji detekovat jednonukleotidové polymorfizmy. V pfipadé proteo-
mickych metod, pokud je k dispozici peptidova knihovna, je mozné detekovat mutované pro-
teiny v biologickém vzorku. Nedilnou soucasti kooperace téchto metod jsou softwary, které
umozni interpretovat ziskané vysledky, jejich vizualizaci, pfip. zprostfedkuji konverzi mezi da-
tovymi formaty ¢asto specifickymi pro pouzitou metodu/pfistroj. Cil: Clanek primarné popisuje
bioinformatickou analyzu vzorkl v rdmci genomickych a transkriptomickych metod a jejich
mozné limitace a souvisejici problémy, které musi byt zvazeny v prdbéhu analyzy, zejména ty-
kajici se kvality vstupnich dat. V textu je rovnéz vénovana pozornost problémuim vychazejicim
ze zarovnani sekvenci na referen¢ni genom. Soucasti publikace je popis softwaru TransPEM,
ktery byl vytvoren za ucelem konverze vysledkl analyzy jednonukleotidovych polymorfizmi
do podoby peptidové knihovny sekvenci vyuzitelné k detekci neopeptidli pomoci proteomic-
kych metod. Nechybi ani stru¢ny popis proteomickych metod vyuzivajicich tuto knihovnu
a predstaveni jejich omezeni.
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Summary

Background: Current anti-tumour therapy is characterised by high non-specificity due to the diverse nature of tumours, which can significantly
reduce its efficiency. The massive development of genomic, transcriptomic, and proteomic methods has enabled the detailed characterisation
of individual tumours at the genome, transcriptome and proteome levels. Whole-genome sequencing, whole-transcriptome sequencing and
exome sequencing can be listed as examples of genomics and transcriptomics methods. Those methods are suitable for detecting single-
-nucleotide polymorphisms. In the case of proteomic methods, where a peptide library is available, it is possible to detect mutated proteins in
a biological sample. Also important is software that interprets and visualises the results or facilitates conversion between data formats that are
specific to the method. The combination of methods can in principle increase the likelihood of detecting new neoantigens and design-specific
anti-tumour therapy. Aim: The article primarily describes the bioinformatics analysis of samples using the methods of genomics, transcripto-
mics and proteomics, and the possible problems which must be considered during the analysis. The article includes a description of TransPEM
software designed to convert the results from the analysis of single nucleotide polymorphisms into a peptide library of sequences useful for the
detection of neopeptides using proteomic methods. The publication is accompanied by a brief description of the proteomics methods using this
peptide library and the summary of its limitations.
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Uvod

Soucasna protinadorova terapie vychazi
zejména z histologického vy3etfeni na-
doru, souvisejici analyzy symptom pa-
cienta a z jeho predchozi l1é¢by. Terapie
nadorl se vyznacuji pomérné velkou
nespecifitou a s tim souvisejici mensi
Uspésnosti a kratkou dobou preziti pa-
cienta. Kvalitni charakteristika nadord
tedy predstavuje esencidlni komponent
pro zvoleni, pfip. vyvoj terapie, ktera
bude danému pacientovi tzv. usita na
miru.

Jednou z moznosti zkoumani nadoru
predstavuji tzv. omics metody [1], jejichz
rozvoj v poslednich desetiletich pfinesl
nové moznosti pro vyvoj dokonalejsi te-
rapie. Z hlediska povahy zkoumané en-
tity rozeznavdme metody genomické,
epigenomické, transkriptomické, pro-
teomické a metabolomické (schéma
1). Jejich vzdjemnd kooperace muize
byt vyuzita pro fadu vyzkumnych za-
mérd, mezi néz bezesporu patii identi-
fikace novych proteinovych izoforem [2]
nebo detekce mutovanych proteing.
Prezentovany clanek je primarné vé-
novan genomickym, transkriptomic-
kym a proteomickym metodam a fesi
jejich moznosti a limitace v souvislosti
s bioinformatickou analyzou ziskanych
dat.

Genomické a transkriptomické pfi-
stupy se vyznacuji urcitou podob-
nosti ve vlastnim provedeni, jelikoz oba
mohou byt zaloZzeny na sekvenovani
nukleovych kyselin. Siroce pouzivanymi
metodami jsou dnes techniky zprostied-

kovavajici genomové sekvenovani, celo-
transkriptomové sekvenovani a pfip.
exomové sekvenovani [3]. Z pohledu
presnosti vsak existuje nékolik dulezi-
tych faktor(, které vyznamné ovlivAuji
jejich vysledek a naslednou interpretaci
ziskanych dat.

Prvnim ddlezitym aspektem vsech
metod je laboratorni pfiprava vzorkd
a nasledné experimentdalni provedeni
sekvenace. V soucasném vyzkumu
a diagnostice je nejrozsitenéjsi sekve-
nacni platformou Illumina [4], kterd se
vyznacuje vysokou presnosti, pfijatel-
nou cenou a nendroc¢nosti na labora-
torni vybaveni. Jeji nevyhodou je oviem
relativné mald délka produkovanych
readd ve srovnani s dfive vyuzivanou
Sangerovou metodou [5]. Tato skutec-
nost mlze vyrazné komplikovat nasled-
nou bioinformatickou analyzu, zejména
pokud se jedna o celotranskriptomové
sekvenovani [6]. Bioinformaticka ana-
lyza ziskanych sekvenac¢nich dat mze
byt rozdélena do nékolika krokd, jejichz
specifikace je zavisla na povaze experi-
mentu. Také volba vhodného softwaru
v zavislosti na vstupnich datech a cilech
experimentu predstavuje zasadni fak-
tor pro korektni bioinformatickou ana-
lyzu. Ta je rozdélena na kontrolu kvality
vstupnich dat, mapovani readd na refe-
renci, vlastni analyzu v zavislosti na po-
Zadavcich experimentu a konecné inter-
pretaci vysledka [7].

V pfipadé proteomiky je v souc¢asnosti
dostupna siroka skala hmotnostné spek-
trometrickych metod, které je mozné

rozdélit z hlediska pfipravy vzorku na
Ltop-down"” a ,bottom-up” pfistupy. Me-
tody ,top-down” zkoumaji intaktni pro-
teiny, zatimco metody ,bottom-up”
analyzuji peptidy ziskané proteomic-
kym 3$tépenim protein(. ,Bottom-up”
metody predstavuji nejvyhodnéjsi pri-
stup pro kvalitativni i kvantitativni de-
tekci proteinl ve vysoce komplexnich
biologickych vzorcich, jako je nddorova
tkan, plazma nebo bunécna kultura,
a proto se jim budeme déle vénovat.
Tandemovou hmotnostni spektromet-
rii (liquid chromatography tandem-mass
spectrometry — LC-MS/MS) je mozné vy-
uzit pro kvalitativni analyzu, tj. identifi-
kaci protein(, a Ize ji uspésné kombino-
vat s genomickymi i transkriptomickymi
metodami. Analyzu LC-MS/MS dat v3ak
komplikuje dostupnost tzv. prohleda-
vacich knihoven, které slouzi jako refe-
rence pro spravnou identifikaci zkou-
maného proteinu. A pravé genomicka
a transkriptomickd analyza je schopna
nabidnout nejkvalitnéjsi prohleda-
vaci knihovny reprezentujici zkoumany
vzorek.

Metody kvantitativni ,bottom-up”
analyzy, jako napf. monitorovani vybra-
nych reakci [8], je mozné kombinovat
s proteogenomikou zejména za Ucelem
validace jiz identifikovanych mutova-
nych proteind/peptidd. Platforma kom-
binujici vSéechny popsané metody ma
potencidl detailné charakterizovat na-
dorovou tkan a popsat proteiny/pep-
tidy, které doposud unikaly pozornosti
(schéma 2).
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Schéma 1. Diagram zobrazujici rozdéleni ,omics” metod (zapsano oranzovou barvou) a vysledku, které Ize obdrzet jejich
prostiednictvim.
MRNA — mediatorova RNA

4 N
@ ©
.. knihovna potencionalnich
mutovanych protein(i jako seznam mutovanych
. vystup z programu TransPEM peptidi/proteind
digesce proteind na filtru (FASTA formét)
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| I
. zarovnani identifikovanych peptidG
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Schéma 2. Diagram zobrazujici kombinaci softwaru TransPEM navazujicim na bioinformatickou analyzu jednonukleotidovych poly-
morfizm s proteomickou analyzou za ticelem detekce mutovanych peptidi/proteind.

LC-MS/MS - tandemova hmotnostni spektrometrie
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Kvalita vstupnich dat je zaklad
Prvnim a zasadnim krokem bioinforma-
tické analyzy u sekvenace nukleovych
kyselin je kontrola kvality vstupnich dat.
Data jsou nejcastéji obdrzena ve formé
kratkych sekvenci, tzv. read(, pficemz
kvalita kazdé baze v sekvenci mlze byt
odlisna [9]. U sekvenacni platformy Illu-
mina se napfiklad ¢asto setkavdme se
snizenou kvalitou osekvenovanych bazi
na koncich readd. Za ucelem posouzeni
kvality read(i byl vyvinuty zna¢ny pocet
programU. Pfikladem je FastQC [10],
ktery je specificky pro platformu Illu-
mina, nebo NGSQC (next-generation se-
quencing quality control) [11]. Mezi kri-
téria hodnoceni kvality nalezi zejména
detekce obsahu sekvenacnich adap-
térq, zastoupeni nukleotidl GC ve zkou-
manych readech nebo sledovani skére
kvality ziskaného ze vstupniho sou-
boru. Pokud se kvalita readd na zdkladé
téchto parametr(l ukdze jako nevyho-
vujici, je nezbytné provést opatreni pro
zlepseni jejich spolehlivosti, zejména
ofezani read(l, pfip. odstranéni vybra-
nych readd. Operace ofezavani readu je
Siroce pouzivana za Ucelem eliminace
nekvalitnich koncl read(l. K odstranéni
readu se pristupuje pfi vyskytu kontami-
nace sekvena¢nimi adaptéry. Obé ope-
race mohou byt samoziejmé kombino-
vany a v dasledku zlepsuji kvalitu readt
pro nasledné zarovnani na referencni
sekvenci[2,12].

Volba softwaru pro mapovani

Zarovnani readl na referenci (nejcas-
téji referencni genom) tvofi druhy krok
v ramci bioinformatické analyzy sekve-
nacnich dat. Volba programu ur¢eného
pro provedeny typ sekvenovani (exo-
mové nebo celotranskriptomové) je dal-
sim dUlezitym aspektem, ktery musi byt
zvazen zejména z dlvodu odlisSnosti
mezi povahou dat poskytnutych sek-
venovanim exom0 v porovnani se sek-
venovanim transkriptomu. Exomova
sekvenovani vychéazeji z DNA jako vstup-
niho materialu, a tedy v pribéhu ma-
povani neni tieba brat do Uvahy alter-
nativni sestfih primarniho transkriptu
RNA (pre-mRNA). Ve srovnani s celotran-
skriptomovym sekvenovanim, v jehoz
pfipadé ready obsahuji sekvence tran-
skriptu, které mohou byt modifikované

alternativnim sestfihem, je z hlediska vy-
pocetni ndro¢nosti vyhodnoceni exo-
mového sekvenovani snadnéjsi [13,14].

Mapovani readd na referenci je rovnéz
ovlivnéno nékolika negativnimi faktory,
které musi byt pfi vyhodnocovani brany
do uvahy. Nejcastéji uvddénym nega-
tivnim faktorem je tzv. problém multi-
mapovani, pfi némz je jeden read pfifa-
zen na nékolik mist v pouzité referenci
a ktery nastavé zejména v oblastech ge-
nomu s vysokym obsahem repetitivnich
sekvenci. Tento problém muize byt do
jisté miry odstranén pouzitim techno-
logie ,paired-end” sekvenovani [15,16],
pfi niz ready, které jsou v paru, posky-
tuji presnéjsi zarovnani na referenci
diky v souctu delsi sekvenci. Velmi
Casto se téz objevuje problém kratkych
readd, které jsou obecné nachylné k fa-
lesné pozitivnimu zarovnani ve srov-
nani s deldimi ready. Reieni tohoto
problému spociva v pouZziti jiné tech-
nologie sekvenovani produkujici delsi
ready, coz oviem vyrazné zvysuje cenu
sekvenovani [14,17].

Na zakladé povahy dat a zohlednéni
alternativniho sestfihu se programy pro
mapovani readll na referenci déli na dvé
skupiny:,unspliced read aligners” a,spli-
ced read aligners”. Prvni skupina sdru-
Zuje programy, které v ramci mapovani
readl nezahrnuji alternativni sestfih,
napf. BWA [18] nebo Bowtie2 [19] a jsou
primarné uréeny pro zpracovani dat
z exomového nebo genomového sek-
venovani. Druha skupina program bere
do uvahy alternativni sestfih transkriptQ
a je vhodnd pro sekvenovani transkrip-
tomu (RNA-seq). Typickymi a Siroce
pouzivanymi softwary jsou Tophat2 [20],
GSNAP [21] nebo QPALMA [22].

Detekce jednonukleotidovych
polymorfizmu

Analyza jednonukleotidovych polymor-
fizmu (single nucleotide polymorphism
- SNP) je nezbytna pro ziskani pepti-
dové prohledavaci knihovny, ktera je
nutna pro detekci potencidlnich muto-
vanych peptida proteomickymi meto-
dami. Hlavnim problémem pfi detekci
pravych SNP je jejich separace od arte-
fakt vzniklych v prabéhu sekvenovani,
pfip. v prlibéhu mapovéni readli na re-
ferenci [23]. Existuje nékolik volné do-

stupnych softwarovych bali¢kd Siroce
pouzivanych pro analyzu SNP, jako napf.
GATK [24], VarScan2 [25] nebo SAM-
tools [26], vzajemné se vSak ve schop-
nosti detekovat SNP [isi [27]. Jejich vy-
stupem je seznam predikovanych SNP.
Na zékladé skutecnosti, jestlima SNP vliv
na vysledny protein, rozliSujeme mu-
tace nesynonymni (s vlivem na vysled-
nou proteinovou sekvenci) a synonymni
(bez vlivu na sekvenci aminokyselin, a to
v dlsledku degenerace genetického
kédu). Pro pfipadnou proteomickou
analyzu jsou tedy dilezité pouze mu-
tace nesynonymni. Proteomické analyzy
ovsem vyzaduji SNP ve formatu pepti-
dovych sekvenci obsahujicich tyto mu-
tace, které tvofi referenéni databazi nut-
nou pro nasledné prohledavani MS dat,
tzv. prohleddvaci knihovnu. Vyhledani
specifické sekvence a zména pfislusné
aminokyseliny mohou byt u dané sek-
vence provedeny manualné na zakladé
informaci ziskanych z analyzy SNP, nic-
méné s narudstajicim poctem peptido-
vych sekvenci a za predpokladu, Ze
jedna mutace muze vést ke vzniku néko-
lika vyslednych proteinl (alternativni se-
stfih pre-mRNA), podstatnym zptsobem
nar(ista casova naro¢nost téchto operaci
a rovnéz pravdépodobnost chyby zpa-
sobené lidskym faktorem.

Za ucelem automatizace popsaného
procesu zejména z ddvodu Uspory ¢asu
a minimalizace pravdépodobnosti vy-
tvofeni chybné sekvence byl vytvoren
software TransPEM (software for Transla-
tion sequence into PEptide based on
Mutation information) [28]. Pfedstavuje
novy bioinformaticky néstroj pro rych-
lou a robustni extrakci kédujicich sek-
venci z genomové sekvence a jejich
translace do proteinti zohlednujici vy-
sledky analyzy SNP.

Vlytvorené soubory obsahujici viechny
takto vytvorené proteinové sekvence
mohou nésledné poslouZit proteomické
analyze jako prohledavaci knihovny. Pro
svou ¢innost program vyzaduje celkem
tfi vstupni soubory. Prvni ve formatu
FASTA obsahujici genomovou sekvenci,
kterd musi byt shodna s referenci, na
kterou bylo provedeno mapovani readd.
Druhym je GTF soubor, ktery obsahuje
informace o poloze gen(ll a kédujicich
sekvencich v rdmci genomu. Posledni
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A. Neopeptid IIPTVLMTEDIK (mutace A na P) se tfemi
produktovymiionty (y2, y3, y3 2+), potvrzujicimi pfitom-

B. Neopeptid VSGSPEQAVEENLSSYFLDR (mutace S na
F) s osmi produktovymi ionty (y4-1, y9 2+), potvrzuji-

nost mutované aminokyseliny ve zkoumané sekvenci.

EIF4G1_1IPTVLMTEDIK
AnaP

Zbytek b b+2 y y+2

114.0913 | 57.5493 [1372.7756 | 686.8914
2271754 | 1140013 |1259.6916 | 630.3494
324.0082 | 162.6177 [1146.6075 | 573.8074
4252758 | 2131416 [1049.5547 | 5252810
524.3443 | 262.6758 | 948.5070| 474.7572
637.4283 | 319.2178 | 849.4386| 425.2230
768.4688 | 384.7380 | 736.3546 | 368.6809
869.5165 | 4352619 | 605.3141] 303.1607
998.5591 | 499.7832 | 504.2664 | 252.6368
T113.5360 | 557.2967 | 375.2238| 188.1155
1226.6701| 613.8387 | 260.1969| 130.6021
K 1354.7551| 677.8862 | 147.1128 | 74.0600

oy m|-H| S|r| <|]-H| v

cimi pfitomnost mutované aminokyseliny.

TACC3_VSGSPEQAVEENLSSYFLDR

SnaF

N
g
‘S
o
=

b b+2 y

y+2

100.0757 | 50.5415 |2227.0513

1114.0293

187.1077 | 94.0575 [2127.9829

1064.4951

2441292 [122.5682 12040.9509

1020.9791

331.1612 |166.0842 |1983.9294

992.4684

428.2140 |214.6106 |1896.9874

948.9523

557.2566 [279.1319 |1799.8446

900.4260

685.3151 |343.1612 |1670.8020

835.9047

756.3523 |378.6798 [1542.7435

771.8754

855.4207 [428.2140 |1471.7064

736.3568

984.4633 [492.7353 [1372.637

686.8226

1113.5059 |557.2566 |1234.5953
1227.5438|614.2780 |1114.5527 |

622.3013
557.7800

1340.6329]670.8201 |1000.5098

500.7585

1427.6649(714.3361 |887.4258

444.2165

1514.6969|757.8521 |800.3937

400.7005

1677.7602(839.3838 |713.3617

357.1845

1824.8286(912.9180 |550.2984

275.6528

1937.9127]969.4600 |403.2300

202.1186

2025.9397]1026.9735|290.1459

145.5766

lOIr|Tn<|jojun|lrjZImm<| »O0|M D00 0 <

2209.0408/1105.0240(175.1190

88.0631

Obr. 1. Seznam produktovych iontl reprezentujicich dva vybrané neopeptidy identifikované prohledavacim algoritmem Protein-
Pilot 4.5.0.0 s vysokou peptidovou konfidenci (peptidova konfidence > 99 %). Zelenou barvou jsou vyznaceny produktové ionty spo-
lehlivé identifikované v LC-MS/MS fragmentaénim spektru. Cervené jsou podtrzeny produktové ionty, které potvrzuji aminokyselinovou
zaménu a zahrnuji ve své aminokyselinové sekvenci mutovanou aminokyselinu. Z obrazku je patrné, ze peptidova konfidence nere-
flektuje pravdépodobnost pfitomnosti mutace v sekvenci neopeptidd a Ze fragmentacni spektra neopeptidl je nutné po identifikaci

zkontrolovat.

soubor obsahuje vysledky z analyzy
SNP poskytnuté napf. programem Var-
Scan2 [25] v tabulkovém formétu obsa-
hujici pro kazdé SNP chromozom, pozici
v ramci chromozomu, referen¢ni a mu-
tantni alelu. Software TransPEM [28] po-
skytuje mutované a plvodni sekvence
vsech moznych transkriptd daného
genu. Ve srovnani s manualnim pfistu-
pem pfindsi vyznamnou ¢asovou Usporu
a rovnéz minimalizuje mozné chyby pro-
stfednictvim kontroly vstupnich sou-
bord a systému hodnoceni a hlaseni
chyb vzniklych v priibéhu ziskavani mu-
tovanych sekvenci proteind. JelikozZ jsou
generovany vsechny mozné peptidové

sekvence pro dany gen, je rovnéz na-
vysena pravdépodobnost detekce neo-
peptidd, jelikoz program timto postihuje
vsechny mozné podoby vysledného ge-
nového produktu.

Proteomicka analyza mutovanych
proteini

Tandemova hmotnostni spektrometrie
nabizi informace o genové expresi na
urovni proteind. Ziskané vysledky po-
skytuji vyssi vypovédni hodnotu v po-
rovnani s genomickymi metodami, jeli-
koz ptimo popisuji efektorové molekuly.
Mezi nejvétsi uskali LC-MS/MS patii rlz-
norodd ionizovatelnost peptiddl, vysoky

dynamicky koncentraéni rozsah pro-
teind ve vzorku a nutnost mit k dispozici
prohledavaci knihovnu.

Vysledky LC-MS/MS analyzy jsou ob-
vykle zatizeny nedostate¢nym pokry-
tim sekvence a nizkou efektivitou pfira-
zeni zméfenych spekter k teoretickym
spektriim obsazenym v prohledavaci
knihovné. Ukazalo se, Zze az 10 % vysoce
kvalitnich a 65 % MS/MS spekter s nizsi
kvalitou neni vibec pfifazeno k sekvenci
proteinu/peptidu, ze kterého pocha-
zeji [29]. Genomické/transkriptomické
metody umoznuji ziskat prohledavaci
knihovnu Sitou na miru pro danou LC-
-MS/MS analyzu. Pfipravou téchto pro-
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Obr. 3. Fragmentac¢ni spektrum produktovych ionti reprezentujici peptid VSGSPEQAVEENLSSYFLDR z proteinu TACC3.

hledavacich knihoven (jak bylo popsano
vyse) je mozné zvysit efektivitu identifi-
kace proteind pomoci LC-MS/MS, a do-
konce je mozné identifikovat i pep-
tidy/proteiny s mutovanou sekvenci.
Vyznamné z toho benefituji LC-
-MS/MS pristupy zaméfené na identifikaci
tzv. neopeptidl, které pokryvaji mu-
tovanou cast sekvence proteinu. Soft-
ware na prohleddvani LC-MS/MS dat
(napt. ProteinPilot, Proteome Discove-
rer) v principu pouzije prohledavaci mu-
tantni knihovnu zaloZzenou na genomic-
kych/transkriptomickych datech, kterou
in silico nastépi protedzou a vzniklé pep-

tidy posttranslacné modifikuje na za-
kladé pravidel definovanych uzivatelem.
Ziskand data LC-MS/MS analyzy jsou na-
sledné importovédna a zpracovana. Po
dobu jejich zpracovani dochazi k pfifa-
zovani zmérenych spekter ke spektrdm
teoretickym, a pokud je mezi spektry na-
lezena dostate¢na shoda, je peptid pova-
Zovan za identifikovany. Identifikované
peptidy jsou nasledné prifazeny k pfislus-
nym sekvencim protein(. Vysledkem ana-
lyzy dat LC-MS/MS je seznam identifiko-
vanych proteinl a peptidd. V seznamu
identifikaci je potieba vyhledat neopep-
tidy. V ndsledujicim kroku je dale nutné

zjistit, jestli jsou neopeptidy unikatni,
a tedy jestli jejich sekvence neni sdilend
s jinymi proteiny. K tomuto Ucelu je vyu-
Zivéna funkce peptid/protein BLAST. Za
klicovou soucést nové vzniklé proteoge-
nomické platformy povazujeme zavedeni
verifika¢niho kroku, kterym ovéfujeme,
zda prohledavaci algoritmus skutecné
identifikoval neopeptid s aminokyselino-
vou zdménou. Problémem v3ak z(stava,
Ze soucasné prohledavaci algoritmy ne-
poskytuji funkci zohlednujici mnozstvi
a kvalitu produktovych iontd, které piimo
obsahuji mutované/ou aminokyseliny/u
v jejich sekvenci. Pro lepsi pochopeni pro-
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blému uvadime obr. 1, kterd reprezentuje
dva neopeptidy identifikované se stej-
nou peptidovou konfidenci s pomoci
prohledavaciho algoritmu ProteinPilot
4.5.0.0 (peptidova konfidence = 99 %).
V obr. 1 jsou zelené vyznaceny m/z pro-
duktovych iont(, které byly spolehlivé
identifikovany v MS/MS spektrech obou
neopeptidl (obr. 2 a 3). Z hlediska potvr-
zeni pfitomnosti mutované aminokyse-
liny v sekvenci oviem neopeptidy nejsou
rovnocenné a jejich neopeptidova kon-
fidence neni identicka. Je zjevné, ze mu-
tace (A na P) v neopeptidu IIPTVLMTEDIK
potvrzuje jen produktové iontyzy ay 2+
série (y2, y3, y3 2+, podtrzeny Cervenou
barvou; obr. 1A), které jsou navic velmi
nespecifické vzhledem k nizkémum/z.
K opacné situaci dochazi u neopep-
tidu VSGSPEQAVEENLSSYFLDR (S na F;
obr. 1B), u néhoz vidime az osm produk-
tovych iontll ze sériey ay 2+ (y-1,y 2+,
podtrzeny cervenou barvou) potvrzujici
mutaci. Z obr. 1A a B je zfejmé, Ze prav-
dépodobnost spravné identifikace mu-
taci je odlisna u obou neopeptidl a neda
se ztotozZnovat s peptidovou konfidenci.
Z tohoto dlivodu doporucujeme pfiiden-
tifikaci neopeptidd ddkladné kontrolo-
vat fragmentacni spektra a zaroven spat-
fujeme potencial v tvorbé softwaru, ktery
by urcil neopeptidovou konfidenci a zau-
tomatizoval proces jejiho urceni.

Zaveér

Detailni popis nadora zprostiredkovany
vzajemnou kooperaci genomickych,
transkriptomickych a proteomickych
metod vede k U¢innéjsi detekci neo-
peptidl a potencidlné k vybéru ucin-
néjsi protinddorové terapie. Software
TransPEM [28] zprostiedkovava konverzi
vysledkU ziskanych prostifednictvim SNP
analyzy do tvaru prohledévaci pepti-
dové knihovny, kterou lze nasledné vy-
uzit proteomickymi metodami k detekci
neopeptidd. Software je ovladan pro-
stiednictvim piikazové fadky a v sou-
¢asnosti neobsahuje grafické uzivatelské
rozhrani. Podrobnéjsi popis softwaru je
uveden v manudlu, ktery je ke stazeni
spole¢né se zdrojovym kédem soft-
waru na webu Recamo.cz [28]. Popisova-
nou kooperaci genomickych, transkrip-
tomickych a proteomickych metod lze
identifikovat imunogenni neoantigeny

déle vyuzitelné v rdmci pfipravy pro-
tinddorovych vakcin. Je oviem nutné
poukézat na skutecnost, ze biologicka
funkce identifikovanych neoantigent
musi byt ddle objasnéna jinymi mole-
kuldrné biologickymi metodami. Identi-
fikovany neoantigen s potencidlem pro
tvorbu neoantigenovych protinadoro-
vych vakcin by mél byt rozpoznavan
CD8 T lymfocyty. Rovnéz navozeni efek-
tivni imunitni odpovédi cilené na tumor
specifické neoantigeny je komplikované
a vyzaduje zapojeni multioborového
tymu védcl. Dalsim dalezitym aspek-
tem je, ze k navozeni tumor supresivniho
uc¢inku neoantigenové vakcinace c¢asto
dochdzi az po kombinaci s jinou formou
imunoterapie, jako napf. anti-PD1 anti-
-CTLA4 biologicka lé¢ba[30,31]. Uspéina
proteogenomicka identifikace mutova-
ného peptidu, resp. neoantigenu, tedy
pfedstavuje pouze velmi maly krok k vy-
voji specifické terapie.
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