Профилирование пептидов, содержащихся в кожном секрете словенской лягушки Rana temporaria, при помощи масс-спектрометра с орбитальной ловушкой ионов
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В настоящее время, благодаря своей экспрессности и работе с нано- и фемтомолярными концентрациями, масс-спектрометрическое секвенирование пептидов стало одним из основных инструментов определения первичной структуры белков [1].   Возможности масс-спектрометрического de novo секвенирования широко используются для проведения актуальных исследований, в частности, для изучения пептидов из кожного секрета амфибий – богатого объекта исследований и источника веществ с широкой биологической активностью: от антибактериальной до нейромедиаторной.
Целью настоящей работы явилось установление аминокислотных последовательностей пептидов, содержащихся в кожном секрете словенской лягушки R. Temporaria, полученном электростимуляцией спинных желез лягушки. Кожный секрет анализировали методом ВЭЖХ-МС/МС на приборе Orbitrap высокого разрешения. Для установления сиквенса фрагментацию инициировали методами CID, HCD и EthCD. Пептидный профиль лягушки оказался представлен семействами брадикининов, бревенинов и темпоринов. Всего было установлено 62 последовательности пептидов, из которых шесть были определены впервые.
Пять из шести новых пептидов относятся к классу темпоринов – петидов с 13-17 аминокислотными звеньями, содержащих амидированный C-конец и обладающих активностью в отношении грамположительных бактерий [2]. Их структурные особенности позволили провести целевой поиск при помощи масс-хроматограмм. Для трех новых темпоринов, содержащих по 17 аминокислот, удалось частично идентифицировать в последовательности изомерные Leu/Ile.
Шестым новым пептидом оказался бревенин 1Tc, содержащий на C-конце «Rana box» - цикл, с дисульфидной связью за счет тиольных групп цистеинов. Для установления последовательности аминокислот в этом цикле была проведена дериватизация пептида двумя способами: восстанавливая, а затем алкилируя, или окисляя дисульфидную связь.
Используя метод двумерного картирования [3], можно предположить, что найденные нами новые пептиды будут обладать биологической активностью. 
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