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Лягушки — одни из самых древних существ на нашей планете, и, несмотря на их кажущуюся уязвимость, они обладают эффективным механизмом защиты. Это кожный секрет, состоящий из смеси пептидов с широким спектром активностей: фунгицидной, антибиотической, противоопухолевой и др. Эти пептиды интересны для изучения как новые перспективные фармакологические препараты. Для использования их в таких целях необходимо установить первичную структуру пептидов, и в настоящее время наиболее распространенным методом секвенирования является масс-спектрометрия. Анализ кожного секрета осложняется большим количеством содержащихся в нем пептидов и их посттрансляционными модификациями, поэтому дополнительно используют ВЭЖХ-разделение и химическую дериватизацию.

В настоящей работе мы изучили образец кожного секрета остромордой лягушки (Rana arvalis) из Словении и сравнили пептидом с ранее установленным для остромордой лягушки из Московской области [1]. Для химической дериватизации использовали восстановление/ацетилирование или окисление -S-S- связей.

Все эксперименты проводились с использованием комбинации ВЭЖХ и МСВР с доступными на масс-спектрометрах Orbitrap методами фрагментации: CID, HCD, ETD и EThcD для идентификации изомерных Leu/Ile. Спектры интерпретировали вручную, результаты de novo секвенирования сравнивали с результатами автоматизированных поисковых программ PEAKS Studio X Pro.

В кожном секрете словенской остромордой лягушки идентифицировано 17 пептидов против 20 пептидов в секрете подмосковной лягушки. Однако среди этих 17 пептидов есть 2 новых темпорина, один новый ранатуерин и один новый бревенин 2, один новый мелиттин-родственный пептид (MRP), а также два новых брадикинина. Темпорины известны как перспективные фармакологические агенты из-за их небольшой длины и широкого спектра действия. В кожном секрете R. arvalis они зарегистрированы впервые. Установлены структурные особенности новых пептидов. В случае MRP задача усложнялась наличием изобарных соединений с близкими временами удерживания: уже известного и нового MRP.

Для предсказания активности новых пептидов использовали 2D-картирование. Этот метод представляет собой построение графика с нормализованным дефектом масс (NMD) по оси X и нормализованным изотопным сдвигом (NIS) по оси Y [2]. 
Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ (проект № 21-73-20105)
Литература
1.
Samgina T.Y. и др. Mass spectrometric study of peptides secreted by the skin glands of the brown frog Rana arvalis from the Moscow region // Rapid Commun. Mass Spectrom. 2009. Т. 23, № 9. С. 1241–1248.

2.
Artemenko K.A. и др. Two dimensional mass mapping as a general method of data representation in comprehensive analysis of complex molecular mixtures // Anal. Chem. 2009. Т. 81, № 10. С. 3738–3745.
