Масс-спектрометрическое de novo секвенирование пептидов кожного секрета кубинской лягушки Osteopilus septentrionalis
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Osteopilus septentrionalis - вид земноводных семейства квакшей, обитающих на Кубе, Карибских островах и в некоторых южных штатах США. Кожный секрет данного вида лягушек токсичен: вызывает сильное раздражение слизистых и глаз1. Защитные свойства кожных секретов бесхвостых амфибий, как правило, обусловлены биологическими активностями входящих в него пептидов. Компонентный состав секрета Osteopilus septentrionalis к настоящему времени не изучен.
 Масс-спектрометрическое секвенирование компонентов секрета кубинской лягушки Osteopilus septentrionalis проводилось ручной интерпретацией тандемных масс-спектров, полученных на орбитальной ловушке Velos Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific), с использованием различных  методов активации фрагментации пептидных цепей: активации, активированной столкновениями (ДАС); активацией при переносе электрона (ДПЭ) и активацией столкновениями при повышенной энергии (ДАСПЭ). 
 Анализ совокупности всех спектров фрагментации позволил получить 17 сиквенсов двух семейств пептидов различной длины. Короткие (до 17 а.к.) пептиды имеют в средине последовательности His, длинные (до 23 а.к.) ˗ лизин или аргинин. Из-за повышенного содержания Asp и Glu в последовательностях эти пептиды относятся к анионным пептидам. 

Поскольку многие пептиды обоих семейств имели симметричные N- и C-последовательности, для проведения надёжного секвенирования было проведено ацетилирование их N-NH2-групп, что облегчило идентификацию серий b- и y-ионов в их тандемных спектрах.

Основная структурная информация для de novo секвенирования пептидов Osteopilus septentrionalis обеспечивалась спектрами ДАС. Из-за низкого содержания оснóвных аминокислот в сиквенсах всех пептидов спектры ДПЭ оказались низко информативными. 
Изучено влияние различной энергии фрагментации на информативнось спектров ДАСПЭ. Показано, что при энергии 28,0 (относительных единиц) спектры ДАСПЭ содержали существенно больше структурной информации, чем при 35,0. Таким образом, de novo секвенирование пептидов кожных секретов у видов, родственных кубинской лягушке Osteopilus septentrionalis, следует проводить на основании информации совокупности спектров ДАС и ДАСПЭ, полученных при энергии активирующих частиц не выше 28.0 (относительных единиц).
Таблица 1.  Пептиды,  обнаруженные в кожном секрете Osteopilus septentrionalis 
	МН+, Да
	1-е семейство
	МН+, Да
	2-е семейство

	1541,707
	DAVADGEHAISGVVDS-OH
	2028,095
	IIGDTINGAITTADNIAGKIG–OH

	1541,707
	SDAVADGEHAISGVVD-OH
	2141,181
	IIGDTINGAITTADNIAGKIGI–OH

	1628,744
	SDAVADGEHAISGVVDS-OH
	2254,268
	IIGDTINGAITTADNIAGKIGII–OH

	1510,749
	DAVANGVHAISGVVDS-OH
	2264,304
	IIGDTINGAIANANNIAGKIGII–OH

	1597,786
	SDAVANGVHAISGVVDS-OH
	2282,270
	IIGDEINGAITTADNIAGKIGII–OH

	1598,769
	SDAVADGVHAISGVVDS-OH
	2310,307
	IIGDTINGAITTADNIVGRIGII–OH

	1610,770
	TDAVANGVHAISGVVDS-OH
	2368,306
	IIDDTINGAITTADNIVGRIGII–OH

	1624,786
	TDAVANGVHAISGVVDT-OH
	
	

	1625,794
	TDAVADGVHAISGVVDT-OH
	
	

	1625,776
	DDAVANGVHAISGVVDS-OH
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