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Souhrn
Východiska: Současná protinádorová terapie se vyznačuje vysokou nespecifitou, a to z důvodu 
různorodé povahy nádorů, která významně snižuje účinnost léčby. Masivní rozvoj genomic-
kých, transkriptomických a proteomických metod v posledních desetiletích umožnil detailní 
charakterizaci nádorů na genomové, transkriptomové a proteomové úrovni a jejich vzájemná 
kombinace tak představuje potenciál, jak zvýšit efektivitu procesu detekce neopeptidů a ná-
sledného navržení specifické terapie. Mezi v  současné době široce používané genomické 
a transkriptomické metody patří zejména celogenomové, celotranskriptomové, příp. exomové 
sekvenování, která umožňují detekovat jednonukleotidové polymorfizmy. V případě proteo-
mických metod, pokud je k dispozici peptidová knihovna, je možné detekovat mutované pro-
teiny v biologickém vzorku. Nedílnou součástí kooperace těchto metod jsou softwary, které 
umožní interpretovat získané výsledky, jejich vizualizaci, příp. zprostředkují konverzi mezi da-
tovými formáty často specifickými pro použitou metodu/ přístroj. Cíl: Článek primárně popisuje 
bioinformatickou analýzu vzorků v rámci genomických a transkriptomických metod a jejich 
možné limitace a související problémy, které musí být zváženy v průběhu analýzy, zejména tý-
kající se kvality vstupních dat. V textu je rovněž věnována pozornost problémům vycházejícím 
ze zarovnání sekvencí na referenční genom. Součástí publikace je popis softwaru TransPEM, 
který byl vytvořen za účelem konverze výsledků analýzy jednonukleotidových polymorfizmů 
do podoby peptidové knihovny sekvencí využitelné k detekci neopeptidů pomocí proteomic-
kých metod. Nechybí ani stručný popis proteomických metod využívajících tuto knihovnu 
a představení jejich omezení.
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Úvod
Současná protinádorová terapie vychází 
zejména z histologického vyšetření ná-
doru, související analýzy symptomů pa-
cienta a z jeho předchozí léčby. Terapie 
nádorů se vyznačují poměrně velkou 
nespecifitou a  s  tím související menší 
úspěšností a krátkou dobou přežití pa-
cienta. Kvalitní charakteristika nádorů 
tedy představuje esenciální komponent 
pro zvolení, příp. vývoj terapie, která 
bude danému pacientovi tzv. ušita na 
míru.

Jednou z možností zkoumání nádorů 
představují tzv. omics metody [1], jejichž 
rozvoj v posledních desetiletích přinesl 
nové možnosti pro vývoj dokonalejší te-
rapie. Z hlediska povahy zkoumané en-
tity rozeznáváme metody genomické, 
epigenomické, transkriptomické, pro-
teomické a  metabolomické (schéma 
1). Jejich vzájemná kooperace může 
být využita pro řadu výzkumných zá-
měrů, mezi něž bezesporu patří identi-
fikace nových proteinových izoforem [2] 
nebo detekce mutovaných proteinů. 
Prezentovaný článek je primárně vě-
nován genomickým, transkriptomic-
kým a  proteomickým metodám a  řeší 
jejich možnosti a  limitace v  souvislosti 
s  bioinformatickou analýzou získaných  
dat. 

Genomické a  transkriptomické pří-
stupy se vyznačují určitou podob-
ností ve vlastním provedení, jelikož oba 
mohou být založeny na sekvenování 
nukleových kyselin. Široce používanými 
metodami jsou dnes techniky zprostřed-

kovávající genomové sekvenování, celo
transkriptomové sekvenování a  příp. 
exomové sekvenování  [3]. Z  pohledu 
přesnosti však existuje několik důleži-
tých faktorů, které významně ovlivňují 
jejich výsledek a následnou interpretaci 
získaných dat. 

Prvním důležitým aspektem všech 
metod je laboratorní příprava vzorků 
a  následné experimentální provedení 
sekvenace. V  současném výzkumu 
a  diagnostice je nejrozšířenější sekve-
nační platformou Illumina  [4], která se 
vyznačuje vysokou přesností, přijatel-
nou cenou a  nenáročností na labora-
torní vybavení. Její nevýhodou je ovšem 
relativně malá délka produkovaných 
readů ve srovnání s  dříve využívanou 
Sangerovou metodou  [5]. Tato skuteč-
nost může výrazně komplikovat násled-
nou bioinformatickou analýzu, zejména 
pokud se jedná o celotranskriptomové 
sekvenování  [6]. Bioinformatická ana-
lýza získaných sekvenačních dat může 
být rozdělena do několika kroků, jejichž 
specifikace je závislá na povaze experi-
mentu. Také volba vhodného softwaru 
v závislosti na vstupních datech a cílech 
experimentu představuje zásadní fak-
tor pro korektní bioinformatickou ana-
lýzu. Ta je rozdělena na kontrolu kvality 
vstupních dat, mapování readů na refe-
renci, vlastní analýzu v závislosti na po-
žadavcích experimentu a konečně inter-
pretaci výsledků [7].

V případě proteomiky je v současnosti 
dostupná široká škála hmotnostně spek-
trometrických metod, které je možné 

rozdělit z  hlediska přípravy vzorku na 
„top-down“ a „bottom-up“ přístupy. Me-
tody „top-down“ zkoumají intaktní pro-
teiny, zatímco metody „bottom-up“ 
analyzují peptidy získané proteomic-
kým štěpením proteinů. „Bottom-up“ 
metody představují nejvýhodnější pří-
stup pro kvalitativní i  kvantitativní de-
tekci proteinů ve vysoce komplexních 
biologických vzorcích, jako je nádorová 
tkáň, plazma nebo buněčná kultura, 
a  proto se jim budeme dále věnovat. 
Tandemovou hmotnostní spektromet-
rii (liquid chromatography tandem-mass 
spectrometry – LC-MS/ MS) je možné vy-
užít pro kvalitativní analýzu, tj. identifi-
kaci proteinů, a lze ji úspěšně kombino-
vat s genomickými i transkriptomickými 
metodami. Analýzu LC-MS/ MS dat však 
komplikuje dostupnost tzv. prohledá-
vacích knihoven, které slouží jako refe-
rence pro správnou identifikaci zkou-
maného proteinu. A  právě genomická 
a  transkriptomická analýza je schopna 
nabídnout nejkvalitnější prohledá-
vací knihovny reprezentující zkoumaný 
vzorek.

Metody kvantitativní „bottom-up“ 
analýzy, jako např. monitorování vybra-
ných reakcí  [8], je možné kombinovat 
s proteogenomikou zejména za účelem 
validace již identifikovaných mutova-
ných proteinů/ peptidů. Platforma kom-
binující všechny popsané metody má 
potenciál detailně charakterizovat ná-
dorovou tkáň a  popsat proteiny/ pep-
tidy, které doposud unikaly pozornosti 
(schéma 2).

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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genomické metody

anotace sekvencí
sekvence genů

koncentrace proteinů

proteomické metody

sekvence proteinů

epigenomické metody

metylace DNA

modifikace histonů

transkriptomické metody

sekvence mRNA

úroveň exprese mRNA

metabolomické metody

obsah metabolitů

chemická struktura 
metabolitů

„omics“ metody

Schéma 1. Diagram zobrazující rozdělení „omics“ metod (zapsáno oranžovou barvou) a výsledků, které lze obdržet jejich 
prostřednictvím.

mRNA – mediátorová RNA

digesce proteinů na filtru 
(FASP)

knihovna potencionálních 
mutovaných proteinů jako 

výstup z programu TransPEM
(FASTA formát)

2D LC‐MS/MS peptidů ProteinPilot
prohledávaní LC‐MS/MS dat

zarovnání identifikovaných peptidů 
na původní sekvence mutovaných 

proteinů

seznam mutovaných 
peptidů/proteinů

Schéma 2. Diagram zobrazující kombinaci softwaru TransPEM navazujícím na bioinformatickou analýzu jednonukleotidových poly-
morfizmů s proteomickou analýzou za účelem detekce mutovaných peptidů/proteinů.

LC-MS/MS – tandemová hmotnostní spektrometrie
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stupných softwarových balíčků široce 
používaných pro analýzu SNP, jako např. 
GATK  [24], VarScan2  [25] nebo SAM-
tools  [26], vzájemně se však ve schop-
nosti detekovat SNP liší  [27]. Jejich vý-
stupem je seznam predikovaných SNP. 
Na základě skutečnosti, jestli má SNP vliv 
na výsledný protein, rozlišujeme mu-
tace nesynonymní (s vlivem na výsled-
nou proteinovou sekvenci) a synonymní 
(bez vlivu na sekvenci aminokyselin, a to 
v  důsledku degenerace genetického 
kódu). Pro případnou proteomickou 
analýzu jsou tedy důležité pouze mu-
tace nesynonymní. Proteomické analýzy 
ovšem vyžadují SNP ve formátu pepti-
dových sekvencí obsahujících tyto mu-
tace, které tvoří referenční databázi nut-
nou pro následné prohledávání MS dat,  
tzv. prohledávací knihovnu. Vyhledání 
specifické sekvence a  změna příslušné 
aminokyseliny mohou být u  dané sek-
vence provedeny manuálně na základě 
informací získaných z analýzy SNP, nic-
méně s  narůstajícím počtem peptido-
vých sekvencí a  za předpokladu, že 
jedna mutace může vést ke vzniku něko-
lika výsledných proteinů (alternativní se-
střih pre-mRNA), podstatným způsobem 
narůstá časová náročnost těchto operací 
a rovněž pravděpodobnost chyby způ-
sobené lidským faktorem.

Za účelem automatizace popsaného 
procesu zejména z důvodu úspory času 
a  minimalizace pravděpodobnosti vy-
tvoření chybné sekvence byl vytvořen 
software TransPEM (software for Transla-
tion sequence into PEptide based on 
Mutation information) [28]. Představuje 
nový bioinformatický nástroj pro rych-
lou a  robustní extrakci kódujících sek-
vencí z  genomové sekvence a  jejich 
translace do proteinů zohledňující vý-
sledky analýzy SNP. 

Vytvořené soubory obsahující všechny 
takto vytvořené proteinové sekvence 
mohou následně posloužit proteomické 
analýze jako prohledávací knihovny. Pro 
svou činnost program vyžaduje celkem 
tři vstupní soubory. První ve formátu 
FASTA obsahující genomovou sekvenci, 
která musí být shodná s  referencí, na 
kterou bylo provedeno mapování readů. 
Druhým je GTF soubor, který obsahuje 
informace o  poloze genů a  kódujících 
sekvencích v  rámci genomu. Poslední 

alternativním sestřihem, je z hlediska vý-
početní náročnosti vyhodnocení exo-
mového sekvenování snadnější [13,14].

Mapování readů na referenci je rovněž 
ovlivněno několika negativními faktory, 
které musí být při vyhodnocování brány 
do úvahy. Nejčastěji uváděným nega-
tivním faktorem je tzv. problém multi-
mapování, při němž je jeden read přiřa-
zen na několik míst v použité referenci 
a který nastává zejména v oblastech ge-
nomu s vysokým obsahem repetitivních 
sekvencí. Tento problém může být do 
jisté míry odstraněn použitím techno-
logie „paired-end“ sekvenování [15,16], 
při níž ready, které jsou v  páru, posky-
tují přesnější zarovnání na referenci 
díky v  součtu delší sekvenci. Velmi 
často se též objevuje problém krátkých 
readů, které jsou obecně náchylné k fa-
lešně pozitivnímu zarovnání ve srov-
nání s  delšími ready. Řešení tohoto 
problému spočívá v  použití jiné tech-
nologie sekvenování produkující delší 
ready, což ovšem výrazně zvyšuje cenu  
sekvenování [14,17].

Na základě povahy dat a zohlednění 
alternativního sestřihu se programy pro 
mapování readů na referenci dělí na dvě 
skupiny: „unspliced read aligners“ a „spli-
ced read aligners“. První skupina sdru-
žuje programy, které v rámci mapování 
readů nezahrnují alternativní sestřih, 
např. BWA [18] nebo Bowtie2 [19] a jsou 
primárně určeny pro zpracování dat 
z  exomového nebo genomového sek-
venování. Druhá skupina programů bere 
do úvahy alternativní sestřih transkriptů 
a je vhodná pro sekvenování transkrip-
tomu (RNA-seq). Typickými a  široce  
používanými softwary jsou Tophat2 [20], 
GSNAP [21] nebo QPALMA [22].

Detekce jednonukleotidových 
polymorfizmů
Analýza jednonukleotidových polymor-
fizmů (single nucleotide polymorphism 
– SNP) je nezbytná pro získání pepti-
dové prohledávací knihovny, která je 
nutná pro detekci potenciálních muto-
vaných peptidů proteomickými meto-
dami. Hlavním problémem při detekci 
pravých SNP je jejich separace od arte-
faktů vzniklých v průběhu sekvenování, 
příp. v průběhu mapování readů na re-
ferenci  [23]. Existuje několik volně do-

Kvalita vstupních dat je základ
Prvním a zásadním krokem bioinforma
tické analýzy u  sekvenace nukleových 
kyselin je kontrola kvality vstupních dat. 
Data jsou nejčastěji obdržena ve formě 
krátkých sekvencí, tzv. readů, přičemž 
kvalita každé báze v sekvenci může být 
odlišná [9]. U sekvenační platformy Illu-
mina se například často setkáváme se 
sníženou kvalitou osekvenovaných bází 
na koncích readů. Za účelem posouzení 
kvality readů byl vyvinutý značný počet 
programů. Příkladem je FastQC  [10], 
který je specifický pro platformu Illu-
mina, nebo NGSQC (next-generation se-
quencing quality control) [11]. Mezi kri-
téria hodnocení kvality náleží zejména 
detekce obsahu sekvenačních adap-
térů, zastoupení nukleotidů GC ve zkou-
maných readech nebo sledování skóre 
kvality získaného ze vstupního sou-
boru. Pokud se kvalita readů na základě 
těchto parametrů ukáže jako nevyho-
vující, je nezbytné provést opatření pro 
zlepšení jejich spolehlivosti, zejména 
ořezání readů, příp. odstranění vybra-
ných readů. Operace ořezávání readů je 
široce používaná za účelem eliminace 
nekvalitních konců readů. K odstranění 
readů se přistupuje při výskytu kontami-
nace sekvenačními adaptéry. Obě ope-
race mohou být samozřejmě kombino-
vány a v důsledku zlepšují kvalitu readů 
pro následné zarovnání na referenční 
sekvenci [2,12].

Volba softwaru pro mapování
Zarovnání readů na referenci (nejčas-
těji referenční genom) tvoří druhý krok 
v rámci bioinformatické analýzy sekve-
načních dat. Volba programu určeného 
pro provedený typ sekvenování (exo-
mové nebo celotranskriptomové) je dal-
ším důležitým aspektem, který musí být 
zvážen zejména z  důvodu odlišnosti 
mezi povahou dat poskytnutých sek-
venováním exomů v porovnání se sek-
venováním transkriptomu. Exomová 
sekvenování vycházejí z DNA jako vstup-
ního materiálu, a  tedy v  průběhu ma-
pování není třeba brát do úvahy alter-
nativní sestřih primárního transkriptu 
RNA (pre-mRNA). Ve srovnání s celotran-
skriptomovým sekvenováním, v  jehož 
případě ready obsahují sekvence tran-
skriptu, které mohou být modifikované 
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dynamický koncentrační rozsah pro-
teinů ve vzorku a nutnost mít k dispozici 
prohledávací knihovnu.

Výsledky LC-MS/ MS analýzy jsou ob-
vykle zatíženy nedostatečným pokry-
tím sekvence a nízkou efektivitou přiřa-
zení změřených spekter k  teoretickým 
spektrům obsaženým v  prohledávací 
knihovně. Ukázalo se, že až 10 % vysoce 
kvalitních a 65 % MS/ MS spekter s nižší 
kvalitou není vůbec přiřazeno k sekvenci 
proteinu/ peptidu, ze kterého pochá-
zejí  [29]. Genomické/ transkriptomické 
metody umožňují získat prohledávací 
knihovnu šitou na míru pro danou LC- 
-MS/ MS analýzu. Přípravou těchto pro-

sekvence pro daný gen, je rovněž na-
výšena pravděpodobnost detekce neo-
peptidů, jelikož program tímto postihuje 
všechny možné podoby výsledného ge-
nového produktu. 

Proteomická analýza mutovaných 
proteinů
Tandemová hmotnostní spektrometrie 
nabízí informace o  genové expresi na 
úrovni proteinů. Získané výsledky po-
skytují vyšší výpovědní hodnotu v  po-
rovnání s genomickými metodami, jeli-
kož přímo popisují efektorové molekuly. 
Mezi největší úskalí LC-MS/ MS patří růz-
norodá ionizovatelnost peptidů, vysoký 

soubor obsahuje výsledky z  analýzy 
SNP poskytnuté např. programem Var-
Scan2 [25] v tabulkovém formátu obsa-
hující pro každé SNP chromozom, pozici 
v rámci chromozomu, referenční a mu-
tantní alelu. Software TransPEM [28] po-
skytuje mutované a  původní sekvence 
všech možných transkriptů daného 
genu. Ve srovnání s manuálním přístu-
pem přináší významnou časovou úsporu 
a rovněž minimalizuje možné chyby pro-
střednictvím kontroly vstupních sou-
borů a  systému hodnocení a  hlášení 
chyb vzniklých v průběhu získávání mu-
tovaných sekvencí proteinů. Jelikož jsou 
generovány všechny možné peptidové 

Obr. 1. Seznam produktových iontů reprezentujících dva vybrané neopeptidy identifikované prohledávacím algoritmem Protein-
Pilot 4.5.0.0 s vysokou peptidovou konfidencí (peptidová konfidence > 99 %). Zelenou barvou jsou vyznačeny produktové ionty spo-
lehlivě identifikované v LC-MS/MS fragmentačním spektru. Červeně jsou podtrženy produktové ionty, které potvrzují aminokyselinovou 
záměnu a zahrnují ve své aminokyselinové sekvenci mutovanou aminokyselinu. Z obrázku je patrné, že peptidová konfidence nere-
flektuje pravděpodobnost přítomnosti mutace v sekvenci neopeptidů a že fragmentační spektra neopeptidů je nutné po identifikaci 
zkontrolovat. 
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EIF4G1_IIPTVLMTEDIK
A na P

A. Neopeptid IIPTVLMTEDIK (mutace A na P) se třemi produktovými ionty 
(y2, y3, y3 2+), potvrzujícími přítomnost mutované aminokyseliny ve 
zkoumané sekvenci. 

TACC3_VSGSPEQAVEENLSSYFLDR
S na F

B. Neopeptid VSGSPEQAVEENLSSYFLDR (mutace S na F) s osmi 
produktovými ionty (y4‐1, y9 2+), potvrzujícími přítomnost 
mutované aminokyseliny.

A. Neopeptid IIPTVLMTEDIK (mutace A na P) se třemi 
produktovými ionty (y2, y3, y3 2+), potvrzujícími přítom-
nost mutované aminokyseliny ve zkoumané sekvenci. 

B. Neopeptid VSGSPEQAVEENLSSYFLDR (mutace S na 
F) s osmi produktovými ionty (y4-1, y9 2+), potvrzují-
cími přítomnost mutované aminokyseliny.
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zjistit, jestli jsou neopeptidy unikátní, 
a tedy jestli jejich sekvence není sdílená 
s jinými proteiny. K tomuto účelu je vyu-
žívána funkce peptid/ protein BLAST. Za 
klíčovou součást nově vzniklé proteoge-
nomické platformy považujeme zavedení 
verifikačního kroku, kterým ověřujeme, 
zda prohledávací algoritmus skutečně 
identifikoval neopeptid s aminokyselino-
vou záměnou. Problémem však zůstává, 
že současné prohledávací algoritmy ne-
poskytují funkci zohledňující množství 
a kvalitu produktových iontů, které přímo 
obsahují mutované/ ou aminokyseliny/ u 
v jejich sekvenci. Pro lepší pochopení pro-

tidy posttranslačně modifikuje na zá-
kladě pravidel definovaných uživatelem. 
Získaná data LC-MS/ MS analýzy jsou ná-
sledně importována a  zpracována. Po 
dobu jejich zpracování dochází k  přiřa-
zování změřených spekter ke spektrům 
teoretickým, a pokud je mezi spektry na-
lezena dostatečná shoda, je peptid pova-
žován za identifikovaný. Identifikované 
peptidy jsou následně přiřazeny k přísluš-
ným sekvencím proteinů. Výsledkem ana-
lýzy dat LC-MS/ MS je seznam identifiko-
vaných proteinů a  peptidů. V  seznamu 
identifikací je potřeba vyhledat neopep-
tidy. V následujícím kroku je dále nutné 

hledávacích knihoven (jak bylo popsáno 
výše) je možné zvýšit efektivitu identifi-
kace proteinů pomocí LC-MS/ MS, a do-
konce je možné identifikovat i  pep-
tidy/ proteiny s mutovanou sekvencí. 

Významně z  toho benefitují LC- 
-MS/ MS přístupy zaměřené na identifikaci  
tzv. neopeptidů, které pokrývají mu-
tovanou část sekvence proteinu. Soft-
ware na prohledávání LC-MS/ MS dat 
(např. ProteinPilot, Proteome Discove-
rer) v principu použije prohledávací mu-
tantní knihovnu založenou na genomic-
kých/ transkriptomických datech, kterou 
in silico naštěpí proteázou a vzniklé pep-

Graf 1. Fragmentační spektrum produktových iontů reprezentující peptid IIPTVLMTEDIK z proteinu EIF4G1. 
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Obr. 2. Fragmentační spektrum produktových iontů reprezentující peptid IIPTVLMTEDIK z proteinu EIF4G1
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dále využitelné v  rámci přípravy pro-
tinádorových vakcín. Je ovšem nutné 
poukázat na skutečnost, že biologická 
funkce identifikovaných neoantigenů 
musí být dále objasněna jinými mole-
kulárně biologickými metodami. Identi-
fikovaný neoantigen s potenciálem pro 
tvorbu neoantigenových protinádoro-
vých vakcín by měl být rozpoznáván 
CD8 T lymfocyty. Rovněž navození efek-
tivní imunitní odpovědi cílené na tumor 
specifické neoantigeny je komplikované 
a  vyžaduje zapojení multioborového 
týmu vědců. Dalším důležitým aspek-
tem je, že k navození tumor supresivního 
účinku neoantigenové vakcinace často 
dochází až po kombinaci s jinou formou 
imunoterapie, jako např. anti-PD1 anti-
-CTLA4 biologická léčba [30,31]. Úspěšná 
proteogenomická identifikace mutova-
ného peptidu, resp. neoantigenu, tedy 
představuje pouze velmi malý krok k vý-
voji specifické terapie.
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blému uvádíme obr. 1, která reprezentuje 
dva neopeptidy identifikované se stej-
nou peptidovou konfidencí s  pomocí 
prohledávacího algoritmu ProteinPilot 
4.5.0.0  (peptidová konfidence  =  99  %). 
V obr. 1 jsou zeleně vyznačeny m/ z pro-
duktových iontů, které byly spolehlivě 
identifikovány v MS/ MS spektrech obou 
neopeptidů (obr. 2 a 3). Z hlediska potvr-
zení přítomnosti mutované aminokyse-
liny v sekvenci ovšem neopeptidy nejsou 
rovnocenné a  jejich neopeptidová kon-
fidence není identická. Je zjevné, že mu-
tace (A na P) v neopeptidu IIPTVLMTEDIK 
potvrzuje jen produktové ionty z y a y 2+ 
série (y2, y3, y3 2+, podtrženy červenou 
barvou; obr. 1A), které jsou navíc velmi 
nespecifické vzhledem k  nízkému m/ z. 
K  opačné situaci dochází u  neopep-
tidu VSGSPEQAVEENLSSYFLDR (S  na F; 
obr. 1B), u něhož vidíme až osm produk-
tových iontů ze série y a y 2+ (y-1, y 2+, 
podtrženy červenou barvou) potvrzující 
mutaci. Z obr. 1A a B je zřejmé, že prav-
děpodobnost správné identifikace mu-
tací je odlišná u obou neopeptidů a nedá 
se ztotožňovat s peptidovou konfidencí. 
Z tohoto důvodu doporučujeme při iden-
tifikaci neopeptidů důkladně kontrolo-
vat fragmentační spektra a zároveň spat-
řujeme potenciál v tvorbě softwaru, který 
by určil neopeptidovou konfidenci a zau-
tomatizoval proces jejího určení.

Závěr
Detailní popis nádorů zprostředkovaný 
vzájemnou kooperací genomických, 
transkriptomických a  proteomických 
metod vede k  účinnější detekci neo-
peptidů a  potenciálně k  výběru účin-
nější protinádorové terapie. Software 
TransPEM [28] zprostředkovává konverzi 
výsledků získaných prostřednictvím SNP 
analýzy do tvaru prohledávací pepti-
dové knihovny, kterou lze následně vy-
užít proteomickými metodami k detekci 
neopeptidů. Software je ovládán pro-
střednictvím příkazové řádky a  v  sou-
časnosti neobsahuje grafické uživatelské 
rozhraní. Podrobnější popis softwaru je 
uveden v  manuálu, který je ke stažení 
společně se zdrojovým kódem soft-
waru na webu Recamo.cz [28]. Popisova-
nou kooperací genomických, transkrip-
tomických a  proteomických metod lze 
identifikovat imunogenní neoantigeny 
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