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1. Uvod

Vtomto pfispévku voln¢ navazujeme na Zdiklady
interpretace hmotnostnich spekter' a Resené priklady in-
terpretace  produktovych — spekter peptidii* uvedené
nostni spektrometrii. Ukazeme, jak lze vyuzit open-source
aplikaci CycloBranch® (https://ms.biomed.cas.cz/

cyclobranch/) pro dereplikaci, tedy proces pfifazeni jiz
zndmych chemickych latek a de novo charakterizaci ma-
Iych molekul v datovych souborech obsahujicich hmot-
nostni spektra. Zamétime se na spektra ziskana kombinaci
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spek-
trometrii (LC-MS) a spektra z datovych souborti zobrazo-
vaci hmotnostni spektrometrie (MSI)“’5 .

Zatimco LC-MS data mlzeme z informatického po-
hledu chéapat jako posloupnost hmotnostnich spekter lisi-
cich se v reten¢nim Case, spektra ziskand pomoci zobrazo-
vaci spektrometrie pak jako matici, kde pro kazdé spek-
trum zname soufadnice [X, y]. CycloBranch této analogie
vyuziva a oba typy spekter zpracovava obdobnym zpiso-
bem v davkovém modu. Nazvy ¢i sumarni vzorce latek
pfifazenych ~vLC-MS  datech miZzeme zobrazit
v chromatogramu (obr. 1). U latek nalezenych v MSI da-
tech provadime fazi s optickym obrazem ziskanym jinou
zobrazovaci metodou (obr. 2). NaSe aplikace se zvlasté
hodi pro spektra zméfena s vysokym rozlisenim® a latky
s mensi molekulovou hmotnosti (< 2000 Da), kterymi mo-
hou byt i mikrobialni sekundarni metabolity’, cyklické
peptidy®, metalofory’™"", apod. Nasim p¥ispévkem se snazi-
me adresovat nedostatek studijniho materialu, ktery je
v Ceské odborné literatufe vénovan této problematice.

2. Dereplikace

Dereplikace je proces zalozeny na vyhledavani
v databazi jiz znamych latek. Pro kazdou latku potfebuje-
me znat jeji sumarni vzorec, kterému odpovida teoreticka
izotopova obalka'*"®. Néslednd provedeme porovnani
vSech teoretickych obalek se vSemi experimentalné ziska-
nymi izotopovymi profily. K sestaveni teoretickych izoto-
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Obr. 1. Dereplikace latek z chromatogramu standardnich siderofori. Zleva jsou zobrazeny zelezité formy pyoverdinu E, pyoverdinu
D, ferricrocinu a desferrioxaminu E. Ve vystupu de novo analyzy se misto nazvi latek zobrazuji sumarni vzorce. (Barevna verze obrazku

je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy).
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Obr. 2. Dereplikace triacetylfusarininu C z datového imzML souboru zobrazovaci hmotnostni spektrometrie. Ctverec odpovida
jednomu spektru v imzML souboru definovanému soufadnicemi [X, y] a skute¢nému rozméru 200 pm x 200 um. Barva ¢tverce odpovida
intenzité piku nalezené latky v daném spektru. Spodni vrstva zobrazuje fotografii sklicka, ktera byla pofizena pro spravnou orientaci
a korelaci s MS daty (12T Solarix FTICR, Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Software umoziiuje provést fizi s libovolnym histolo-
gickym vySetfenim, pokud mame k dispozici obrazek v TIF, JPG, BMP, PNG nebo GIF formatu. Pfi de novo analyze se misto nazva latek
zobrazuji sumarni vzorce. (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy).

povych obalek potfebujeme znat tabulkové hodnoty, které
definuji relativni atomové hmotnosti nuklida jednotlivych
prvki a jejich procentualni zastoupeni v ptirods'".
S jejich vyuzitim vygenerujeme sumarni vzorec pro kaz-
dou kombinaci nuklidl jednotlivych prvki, ze kterych je
dana latka slozena.

V nasledujicim piikladu pouzijeme latku desferrio-
Xamin E (FOXE) s molekulovym vzorcem
1205, Hug *Ng %0, pro ktery miizeme vytvorit kombinace
s proménlivym poétem stabilnich nuklida, napt. "*C, "0,
a tedy varianty 2CosPCy g “Ne Oy, 2CoClHug “Ne %0570,
apod. Pro kazdy takto ziskany sumarni vzorec vypocteme
hodnotu m/z (pomér hmotnosti a naboje) a relativni inten-
zitu kazdého odpovidajiciho teoretického piku v izoto-
povém klastru.

Predpokladejme, ze mame obecnou latku se sumar-
nim vzorcem C,H,N.O,S., kde a, b, ¢, d, e > 0, a kterou
pro ucely vypoctu rozdélime na jednotlivé chemické prvky
C,, Hy, N, O; a S,. Pocet kombinaci izotopd roste
s po¢tem atomtl daného prvku podle definice multinomic-
kého rozvoje"". Uvazujeme-li napi. dva stabilni izotopy
uhliku ®C, ¥C a hodnotu a = 3, dostaneme s vyuzitim
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binomické véty &étyfi kombinace izotopt (C + *C)* =
RERERE 4 3Ty BeleBe 4 3 x 2eBeBe 4 BeBele.
Pocet kombinaci v tomto ptipadé vypocteme jako a + 1;
tedy 3 +1=4.

Stejny postup muzeme aplikovat i na nuklidy vodiku
(‘H, *H) a dusiku ("N, N). V ptipadé nukliddi kysliku
(0, "0, '*0) je jiz potieba pouzit trinomicky rozvoj. Pro
dva atomy kysliku, tedy d = 2, rozvadime (*°0 + 70 +
B0y = 12080 + 170170 + 5010 + 2 x 010 + 2 x
%00 + 2 x "0"™0. Pocet kombinaci odpovida vzorci
(d+1) x (d+2) / 2. Pro Ctyii stabilni izotopy a e atomu siry
odpovida pocet kombinaci (e+1) x (e+2) x (e+3)/ 6, apod.

Kalkulace kombinaci izotopti pro jednotlivé a nejcas-
t&ji se vyskytujici biogenni prvky nevyzaduje mnoho vy-
pocetniho Casu ani paméti. Problém nastava ve chvili, kdy
se snazime urc¢it kombinace izotopti pro celou molekulu,
napiiklad FOXE (C,7H4sNgOg). Vyse uvedenym postupem
dostaneme (a+1) x (b+1) x (ct+1) x ((d+1) x (d+2) / 2) =
(27+1) x (48+1) x (6+1) x ((9+1) x (9+2) / 2) = 28 x 49 x
7 x 55 =1528 220 kombinaci stabilnich izotopt. Tato meto-
da neni z vypocetniho hlediska optimalni, a to ani pro rela-
tivné malé molekuly, kdy snadno piekro¢ime desitky
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i stovky milioni kombinaci. Av§ak vyhodou je, Ze nasobe-
nim polynomd mizeme kromé kombinaci jednotlivych
izotopll snadno urcit i jejich relativni intenzity v ramci
izotopové obalky. V dal§im textu budeme nejintenzivnéjsi
piky nuklida '"H, "*C, "N a '°0 pro jednoduchost uvadat
bez nukleonového cisla.

Pro praktickou aplikaci miizeme vyuzit fakt, ze mno-
ho kombinaci izotopti tvofi piky s velmi malou intenzitou,
a muzeme tedy omezit ,,8itku* teoretické izotopové obal-
ky. K optimalizaci vypoc¢tu zavedeme konstantu n, kterd
definuje maximalni pocet atoml daného prvku, které bu-
deme nahrazovat izotopy. Napf. pro n = 5 tak miZeme
vypocitat pocet atomt uhliku nc, které budeme v dané
molekule nahrazovat izotopy, jako nc = min(a, n). Uvazu-
jeme-li nc = 5, potom generujeme pouze kombinace Cs,
C4"C, C5C,, C,2C5, €BCy a BCs. Pokud plati, Ze a > nc,
doplnime zbyvajici pocet atomti uhliku (tj. @ — nc) nejcas-
t&ji se vyskytujicim nuklidem '*C. Pro FOXE timto zjed-
nodusenym postupem ziskame kombinace C,s, CpC,
Ca5"3Cy, C24"C5, Cy3"°Cy a C'°Cs. Analogicky miizeme
definovat ny = min(b, n), ny = min(c, n), no = min(d, n), ns
= min(e, n), aj. Pokud predpokladame, ze ny = ny =no =35,
pro FOXE dostaneme (5+1) x (5+1) x (5+1) x ((5+1) %
(5+2)/2)=6 x 6 x 6 x 21 = 4536 sumarnich vzorct odpo-
vidajicich kombinacim izotopd, tedy pocet akceptovatelny
pro vykon standardnich osobnich pog¢itaca.

Pro predikei teoretickych intenzit jednotlivych izoto-
pickych pikG odpovidajicich vygenerovanym sumarnim
vzorcum pouzijeme opét metodu zaloZzenou na multino-
mickém rozvoji'*". PH vypodtu pouZijeme nésledujici
pravdépodobnosti vyskytu stabilnich izotopt uhliku, vodi-
ku, dusiku a kysliku: p(C) = 0,9893, p(**C) = 0,0107, p(H)
= 0,999885, p(*H) = 0,000115, p(N) = 0,99632, p("°N) =
0,00368, p(0) = 0,99757, p("’0) = 0,00038 a p(‘**0) =
0,00205. Ve FOXE pravdépodobnost vyskytu iontu
[Cas'*CyH4gNgOo+H]"  vypoéteme jako soudin
pravdépodobnosti vyskytd jednotlivych prvkd,
tedy p(Cas"*CHa9NgOo) = p(Cas'*C2) x p(Hag) * p(Ng) X
p(Oo) = 0,02922, kde p(C,5"Cy) = 27!/ (25! x 2!1) x p(C)*
x p("*C)? = 0,03071; p(Huo) = p(Hao Ho) = 49! / (49! x 01)
< p(H)™ x p(*H)" = 0,99438; p(N5) = p(Ng' "No) = 61 / (61
0!) x p(N)® x p(*’N)? = 0,97812; a kone&né p(OQo) =
P(05'70,%0g) = 91/ (91 x 01 x 01)  p(0)” x p(""0)" x p(*O)’
=0,97834.

Podobné vypocteme pravdépodobnost vyskytu mono-
iZOtOpiCkéhO iontu [C27I‘I4gl\]5()9"‘1‘1]+ jako p(C27H49N609)
= p(Cz7) x p(Hag) x p(Ns) x p(Og) = 0,74792 x 0,99438 x
0,97812 x 0,97834 = 0,71169. Uvedenym postupem urci-
me i pravdépodobnosti zbyvajicich izotopickych kombina-
ci. Po vygenerovani teoretické obalky musime jesté pro-
vést normalizaci intenzit. Pokud je relativni intenzita teo-
retického iontu [C,7H4NgOo+H]" rovna 100 %, pak inten-
zita [Cas" CoHysNgOo+H]" je 4,1 %. Protoze pii vypoétu
pouzivame faktorialy, které mohou zpisobit pfeteceni
nebo zaokrouhlovaci chyby i pfi pouziti 64bitového poci-
taCe, je vhodné naprogramovat algebraickou optimalizaci
uvedenych vyrazl pred jejich vypoctem. Naptiklad vyraz
27! /(25! x 2!) mizeme vypoditat jako 27 x 26 / 2. Nako-
nec odstranime teoretické piky s velmi malou intenzitou
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(20,1 %).

Pro vSechny teoretické piky vypocteme odpovidajici
hodnoty m/z jako souet monoizotopickych hmotnosti
pfislusnych nuklidii. Nésledn€¢ prochazime seznam pikl
setfidény v klesajicim pofadi podle intenzity a provadime
jejich shlukovani podle pfedem definované hodnoty rozli-
Seni FWHM (Full Width at Half Maximum). Tedy podle
sitky piku v poloviné jeho vysky uvazujeme-li, ze spek-
trum je v profilovém nikoliv ¢arovém modu. Hodnotu
FWHM uvadime v Daltonech [Da]. Je-li rozdil m/z hodnot
dvou pikli mensi nebo roven hodnot¢ FWHM, oba piky
slou¢ime do jednoho. Novou hodnotu m/z vypocteme jako
véazeny pramér pivodnich hodnot, kde véhy jsou definova-
ny intenzitami plivodnich teoretickych pikt. Intenzitu no-
vého piku pak vypocteme jako soucet intenzit pivodnich
piku.

Pii porovnavani teoretického a experimentalniho
spektra ke kazdému teoretickému piku pfifadime experi-
mentalni pik s minimalni odchylkou hodnoty m/z. Pokud
pfifadime experimentalni pik k nejvy$S§imu teoretickému
piku v dané obélce, nastavime teoretickou hodnotu intenzi-
ty nejvyssiho piku na intenzitu zméfeného piku. Intenzity
ostatnich pikt v teoretické obalce pak proporcionalné re-
dukujeme a odstranime piky, jejichz intenzita je nizsi nez
minimalni hodnota zadana na vstupu.

Abychom eliminovali co nejvice faleSné pozitivnich
vysledkd, provedeme jesté filtrovani s vyuzitim vlastnosti
izotopovych obalek. Na vstupu mizeme definovat mini-
malni pocet pikd, které musi byt v kazdé izotopové obalce
anotovany. Pokud hledame [M+H]" ionty, pouzijeme napf.
hodnotu 2 (hleddme monoizotopicky '“C pik a jeho “C
analog). Pro Zelezit¢ formy siderofor [M+Fe—2H]" lze
nastavit napf. hodnotu 3 (sledujeme monoizotopicky pik
M a partnerské piky v obalce odpovidajici *C a >*Fe).
Filtrovaci kritérium mtizeme posilit poZzadavkem, aby dana
latka s danym minimalnim poétem anotovanych izotopic-
kych pikti byla nalezena ve vice spektrech. Pro MSI data
mizeme navolit, Ze se ma vyskytovat minimalné¢ v 50
spektrech (vetsi oblast zajmu zahrnujici padesat pixeld,
region of interest, ROI), pro LC-MS data pak, Ze ma byt
ve 2 nebo 3 spektrech navazujicich presné za sebou, apod.

Experimentélni a teoretickou izotopovou obalku miize-
me dale porovnat napf. pomoci tthlové vzdalenosti (kosinové
podobnosti) 8(4, B) = cos (Z; aib) / (N(E: a®N(E: b)), kde
A a B jsou vektory intenzit a kde a; € 4 a b; € B jsou teore-
tické a experimentalni intenzity piku i. Vzdalenost 6 mize-
me dale normalizovat do intervalu <0, 1> délenim hod-
notou w/2, pfi¢emz hodnota 0 znamena nejlepsi skore.
S takto vypoctenym skore miizeme provést statistické hod-
noceni vysledkd.

Pii analyze produktovych spekter'® napiiklad
v proteomickych experimentech se k tomuto ucelu bézné
pouziva metoda zalozena na poméru poctu falesné pozitiv-
nich vysledkl vici poctu vsech nalezenych vysledki (tzv.
false-discovery ~rate, FDR)'. Pied vyhledavanim
v databazi proteinovych sekvenci do této databaze piidame
neexistujici sekvence slouzici jako ,,ndvnada“ (tzv. decoy
database). Casto se pouziva metoda, pii které se sekvence
aminokyselin ve vstupni databazi proteinovych sekvenci
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zapiSi v obraceném poradi a z nich se nasledné generuji
kratké peptidové sekvence stejnym zplusobem jako
z origindlnich proteinovych sekvenci. Tim je dosazeno
efektu, ze struktura dat je podobnd a ziroven, Ze pocet
validnich sekvenci piiblizné odpovidd poctu falesnych
peptidovych sekvenci. Pokud se k experimentalnimu spek-
tru daného peptidu pritadi teoretické spektrum navnady,
vime, ze se jedna o faleSné pozitivni vysledek. Pii stanove-
ni FDR pro danou prahovou hodnotu skore ¢ zahrneme do
vypoctu pouze polozky, které maji vzdalenost J < z. Hod-
notu FDR pak vypocteme podle vzorce FDR = FP / (FP +
TP), kde FP (false positives) je pocet faleSn¢ pozitivnich
vysledkli a TP (true positives) je pocet spravné pfifaze-
nych vysledki.

Podobny postup Ize aplikovat i na metabolomicka
data analyzovana bez vyuziti MS/MS. V tomto piipadé
generujeme navnady ve formé neexistujicich (zcela ne-
pravdépodobnych) teoretickych izotopovych obalek. Pro
data ziskana zobrazovaci hmotnostni spektrometrii mtze-
me v literatufe najit postup, ktery k suméarnim vzorciim
jednotlivych latek ptidava adukty, které se nemohou bézné
vyskytovat (vétSina prvku z periodické tabulky kromé H,
Na, K a nékterych prvki s velkym protonovym &islem)'®.
V jiné praci autofi pfidavaji k sumarnim vzorcim v data-
bazi atom vodiku, ¢imz zajisti, Ze soucet valencnich stavii
vSech atomi ve vzorci nebude odpovidat realné latce, a ze
navnady nebudou ovlivnény vyraznou zménou hmotnosti,
kterd vznikne po pfidani prvku s velkou atomovou hmot-
nosti'®. Z nasi zkugenosti jsou viak hodnoty FDR vypodte-
né témito postupy velmi citlivé na vstupni data na rozdil
od metody, ktera je bézn¢ pouzivana v proteomice. Proto
je vzdy nutné vysledky manualné zkontrolovat a konfron-
tovat s pfislusnou literaturou, tedy ovéfit, zdali zkoumany
organismus miZze produkovat nalezenou latku nebo ne.

3. De novo charakterizace

De novo charakterizaci sumarnich vzorcti 1ze v LC-MS
a MSI datech provadét analogicky jako pti dereplikaci.
Kli¢ovym rozdilem je fakt, Ze nemame k dispozici databa-
zi latek, ve které bychom mohli vyhledavat, a proto musi-
me vytvofit virtudlni databdzi sumarnich vzorcti. Budeme
tedy generovat kombinace s opakovanim ze vstupniho
seznamu chemickych prvkl (napt. H, C, O, N). Takovym
piistupem vsak ziskame mnoho fale$né pozitivnich sumar-
nich vzorct, kterym nebudou odpovidat zadné existujici
chemické latky. Touto problematikou se ve své praci zaby-
vali jiz autofi Kind a Fiehn®’, ktefi definovali 7 heuristic-
kych pravidel pro filtrovani faleSn€ pozitivnich sumarnich
vzorcu zalozenych na:
(1) omezeni po¢tu atomi ve vzorci,
(2) pravidlech podle Lewise a Seniora vyuZzivajicich zna-
losti valenénich stavil jednotlivych prvkd,
(3) izotopovych obalkach,
(4) poméru poctu atomt vodiku a uhliku,
(5) pomeérech poctu atomu dalSich prvka (dusik, kyslik,
fosfor a sira) vici poctu atomi uhliku,
(6) statistickém pozorovani Cetnosti vyskytu jednotlivych
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prvku v existujicich databazich a
(7) vyskytu trimetylsilylovanych latek"*.

V naSem pfipadé (FOXE) nejprve omezime celkovy
pocet atomil ve vzorci a voliteln¢ i maximalni pocty atoml
jednotlivych prvkl ve vstupnim seznamu. Ze vSech vyge-
nerovanych kombinaci prvkll pak ponechdme jen ty, které
splituji tii zakladni pravidla podle Seniora?'. Prvni pravi-
dlo fika, ze soucet valen¢nich stavii vS§ech atomu ve vzorci
musi byt sudy. Druhé pravidlo, Ze soucet valen¢nich stavii
musi byt vétsi nebo roven dvojndsobku maximalniho va-
len¢niho stavu a konecné treti pravidlo, ze soucet valenc-
nich stavli musi byt vétsi nebo roven 2 X (a — 1), kde a je
pocet atomt ve vzorci. Pii vypoctu se vSak z vykonového
hlediska nevyplati testovat druhé pravidlo, protoze elimi-
nuje jen velmi malo vzorct s velmi malou molekulovou
hmotnosti (napt. CH).

V dalsim kroku otestujeme, jestli pro zbyvajici su-
marni vzorce pfevedené na typy iontdl hledané uzivatelem
(napt. [M+H]" a [M+Na]") plati, Ze jejich teoretické hod-
noty m/z jsou v intervalu mezi minimalni a maximalni
experimentalni hodnotou m/z, které jsou rovnéz zadany
uzivatelem. Pokud ano, aplikujeme dale vySe uvedena
pravidla (4), (5) a (6). Detaily lze nalézt v tabulkach I, II
a Il v literatuie®. V nasem piipadé pravidla (4) a (5) roz-
Sifujeme jesteé o volitelné pravidlo, které fika, ze pomér
poctu atomil dusiku a kysliku méa byt mensi nebo roven 1,
coz je vyhodné zejména pii de novo analyze peptidi. Pro
predstavu jest¢ uved’me, Ze Sesté heuristické pravidlo pod-
le Kinda & Fiehna naptiklad tika, Ze pokud vzorec obsa-
huje skupinu prvka N, O, P, a S vice nez jedenkrat, pak
pro pocet vyskytd jednotlivych prvki plati, ze N < 10, O <
20,P<4aS<3.

Vzhledem k tomu, Ze generovani velkého mnoZzstvi
teoretickych izotopovych obalek je vypocetné narocné,
provedeme jesté¢ predtim redukci zbyvajicich sumdarnich
vzorcti pomoci analyzované¢ho souboru dat. Vstupni sou-
bor obsahujici LC-MS nebo MSI data prohledame
a zjistime, zda obsahuje monoizotopické piky odpovidajici
zkoumanym vzorcim. Pokud neobsahuje, mizeme dany
vzorec z vysledkl odstranit, protoze vime, Ze i kdybychom
vygenerovali izotopovou obalku, ve vysledku by se obalka
nenasla. Podobné jako v predchozim pifipadé mulzeme
vyzadovat, aby dana latka byla nalezena ve vice spektrech.
Pro latky, které projdou vSemi filtrovacimi kritérii, vygeneru-
jeme izotopické obalky pomoci multinomialni expanze
a dale pokracujeme stejnym postupem jako u dereplikace.

Protoze pomoci de novo pfistupu anotujeme mnohem
vice experimentalnich pikli nez pfi dereplikaci, je vhodné
detailn¢ analyzovat i chyby méfeni hodnot m/z a odchylky
teoretickych a experimentalnich intenzit pro jednotlivé
izotopické piky’. Pro dany izotopicky pik a nejvyssi pik
v obalce vypocteme absolutni hodnotu rozdilu hodnot m/z.
Toleranci chyby oznacéime t,,, a otestujeme pomoci vzorce
max; ||[TMZ; — TMMZ| — |EMZ; — EMMZ|| | TMMZ x 10°
< T, kde TMZ; je teoretickd m/z hodnota izotopického
piku, EMZ; je experimentalni m/z hodnota odpovidajiciho
piku, TMMZ je m/z hodnota nejintenzivnéjsiho teoretické-
ho piku a EMMZ je m/z hodnota nejintenzivnéjsiho experi-
mentalniho piku. Pro danou izotopovou obélku tedy vy-
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pocteme rozdil mezi teoretickou hodnotou m/z urcitého
izotopu a nejvyssiho piku |TMZ;, — TMMZ)|. Stejny postup
aplikujeme i na odpovidajici experimentalni piky |[EMZ; —
EMMZ)|. Déle vypocteme rozdil obou hodnot. ProtoZe po-
stup aplikujeme na vSechny izotopické piky v obaélce, vy-
bereme maximalni hodnotu. Nasledné¢ provedeme jesté
pfevod na jednotky ppm vydélenim hodnotou TMMZ
a vynasobenim koeficientem 10°. Pokud je vysledna hod-
nota < t,,,, danou latku zachovame, v opa¢ném ptipad¢ ji
z vysledkt vyhledavani odstranime.

Parametr 1, je vhodny i pro data, ktera byla namére-
na s vysokym rozliSenim, ale nebyla spravné nakalibrova-
na. MiZeme tedy prohledavat spektra s toleranci chyby
méfeni hodnoty m/z naptiklad 10 ppm a dale nastavit, Ze
chyba rozdili hodnot m/z mezi nejintenzivnéj§im pikem
v obalce a libovolnym jinym izotopickym partnerem muize
byt maximalné 3 ppm. Pro uplnost zdiraznéme, ze zatim-
co chybu méfeni v tomto pfipadé uvazujeme v intervalu
<-10, 10> ppm, hodnota t,, se pohybuje v intervalu
<0, 3> ppm.

Toleranci chyby rozdilu teoretické a experimentalni
intenzity oznac¢ime T, a otestujeme pomoci vzorce

max; |T / TMI — EL | EMI)| x 100 < Ty,
kde TI; je teoreticka relativni intenzita izotopického piku,
EI je odpovidajici experimentalni relativni intenzita, TMI
je relativni intenzita nejvyssiho teoretického piku a EMI je
relativni intenzita nejvyssiho experimentalniho piku. Pro-
toze po pfifazeni teoretickych a experimentdlnich pikt
nastavujeme hodnotu intenzity nejvyssiho teoretického
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piku na hodnotu intenzity pfifazeného experimentalniho
piku, pfi¢emz intenzity ostatnich teoretickych pikd propor-
cionalné redukujeme, mtizeme vzorec ptrepsat do tvaru:
max; |(T1; — EL) / EMI| % 100 < Ty,

kde TI'; = TI; x EMI / TMI je normalizovana teoreticka
intenzita. Pro vysvétleni uved'me, ze pokud je EMI =
100 % a 1iy = 10 %, tolerance chyby relativni intenzity
jednotlivych izotopti je 10 %. Pro EMI = 50 % je tolerance
chyby relativni intenzity izotopti jen 5 %, pro EMI = 20 %
jen 2 %, atd.

4. Bioinformaticka podpora

Pii analyze dat pomoci aplikace CycloBranch nejprve
otevieme dialog nastaveni (v hlavnim okné vybereme
»Search — Settings” (obr. 3). Pro dereplikaci vybereme
z nabidky ,,Compare Peaklist(s) with Database — MS,
LC-MS, MSI¥, pro de novo analyzu sumarnich vzorct pak
rezim ,,Compound Search — MS, LC-MS, MSI*“. Ostatni
moédy slouzi pro analyzu MS/MS spekter”. Vstupni soubor
s hmotnostnimi spektry mize byt ve formatech zalozenych
na jazyce XML (eXtensible Markup Language). Pro
LC-MS data doporuéujeme format mzML (cit.?), p¥i zob-
razovaci analyze (MSI, mass spectrometry imaging) je
nutné ze softwaru vyrobce vyexportovat data ve formatu
imzML (cit.).

Pro zpracovani imzML souboru je potieba nainstalo-
vat knihovnu OpenMS ve verzi 2.3 a vys§i**. Aplikace je

Compare Pealdist(s) with Database - MS, LC-MS, MSI w

Maieram Number of Theeads:

Experimentsl Spectrum Spectra
Pepide Type:

Fle: \izfsderafory_smes.d/analyss.baf
Sean no.:

Precursor m/z Ratio:

Preqsser lon Adduct:

Charge:

Precursor m/z Eror Tolerance:

myfz Error Tolerance: 5.000 ppm
Mirirnum Threshold of Relative Intensity: | 1.000 %

Minimum Threshold of Absolute Intensity: | 100000

myz Ratio: minimum: £50.000 =] [manamum: 1400.000

P 0.050000 Da
Database of Buldng Blocks

Bulding Bocks Database Flle:

Mandeum Number of Combined Blodks:

Incompiete Paths in De Movo Graph:

Maximum Cumulative Mass of Blodks:

-/C-terminal Modifications Fle:

Miscelanecus

=]

Cancel Apply

- [u] *
Theoretical Spectrum/Spectra -
Sequence, Compound Database Fle: fmcercphores709_sderophores_and_secondary_metabolites. bt | Select
Score Type:
Mandmum Number of Reported Sequence Candidates: 1
Peptde Sequence Tag:
[M=K-2H]- m 3
[M=Fe-2H}+
[MeFe-3H+Na]+ Clear Al
Ton Types: e B
M« Fe-3H+K]+
[MeFe-2HeK]
[2M+Fe-2H]+ p—
(20 Fe-3H+ Na]+ .
H Select Al
C
o Clear 21
N
(] Add
Meutral Losses | Chemical Slements: P
& Remave
Defauit
HCON
Manirum Humber of Combined Losses Elements: 0 =
Report Unmatched Theoretical Peaks: (m}
Generate Full Isotope Patterns: B
Mirimuen Number of Isotopic Peaks: 3 -
Mirimum Number of Spectra: 2 =
Mirimum Number of Ton Types: 1 &
Basic Formula Cheda %]
Advanced Formula Chedc:
N/O Ratio Chedk:
Tsatope mjz Tolararce: 4,000 pore B
Isotope Intensity Tolerance: 10.000 % =
-
Load Save Toms_derepiiace.n’ Save As...

Obr. 3. Priklad nastaveni aplikace pro dereplikaci v LC-MS datech. Pro de novo analyzu zménime mod programu na hodnotu
,Compound Search — MS, LC-MS, MSI* a podle velikosti zkoumanych latek nastavime hodnotu ,,Maximum Number of Combined Ele-
ments“ napf. na 150 nebo 200. Pfi analyze MSI dat vybereme vstupni soubor ve formatu imzML a voliteln¢ zvyS§ime hodnotu ,,Minimum

Number of Spectra“ napf. na 50.
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navrzena i pro zpracovani objemnych dat, které byvaji
Casto vystupem MSI analyzy (fadové desetitisice spekter,
desitky gigabytl). Profilovd data z imzML souboru jsou
rozdélena po 100 spektrech a s vyuZitim nastroji
z knihovny OpenMS nésledné v dévce zpracovana do vy-
stupniho imzML souboru, ktery je fadové mensi nez pu-
vodni soubor a obsahuje ¢arova spektra.

Kromé formatu XML je mozné zadat vstupni data
i vnativnich formatech nékterych vyrobct, v soucasné
dob€ jsou podporovany formaty baf (Bruker), raw
(Thermo) a raw (Waters). Alternativné muizeme pouzit
i format txt (na kazdém fadku uvedeme hodnotu m/z
a intenzitu oddélenou tabulatorem, jednotliva spektra od-
délime prazdnym fadkem).

Dale nastavime maximalni hodnotu naboje generova-
nych iontd ,,Charge“. Chceme-li generovat teoretické piky
odpovidajici iontiim [M+H]" a [M+2H]*', pouzijeme hod-
notu 2. Pro piky odpovidajici iontim [M—H] zaddme hod-
notu —1. Daéle nastavime toleranci piesnosti hodnot m/z
(napft. +5 ppm). Volitelné nastavime i minimalni prah rela-
tivni a absolutni intenzity analyzovanych pikd, ptiCemz
obé hodnoty se aplikuji soucasné. Zejména pii de novo
analyze je dialezité vhodné nastavit interval, ve kterém
budou zkoumané hodnoty m/z (minimum a maximum ,,m/z
ratio®). Dostatecnym zuzZenim tohoto intervalu muizeme
vyrazné omezit mnozstvi vygenerovanych sumarnich vzor-
ctt’. Dosdhneme tak nejen urychleni vypoétu, ale usetiime
i hlavni pamét’ pocitace. Dale nastavime hodnotu FWHM,
ktera by méla odpovidat zkoumanym spektrim. Doporucu-
jeme nejprve zobrazit zkoumana profilova spektra (napf.
v akvizi¢nim software) a odhadnout typickou $itku piku
v poloving jeho vysky.

V pravé casti dialogu zvolime databazi latek, ve které
budeme vyhledavat. V soucasnosti jsou k dispozici databa-
ze neribozomalnich peptida®, siderofort’, lipida®® a mi-
krobidlnich metabolita rodt Alternaria, Aspergillus, Can-
dida, Cladosporium, Eurotium, Fennellia, Metarhizium,
Paecilomyces, Phoma a Trichothecium. Vzhledem k tomu,
ze databaze je v textovém formatu, je mozné si jednoduse
vytvorfit vlastni databazi s vyuzitim vestavéného editoru,
vlastniho skriptu nebo s vyuZzitim Sablony pro Microsoft
Excel (Sablona je volné ke stazeni na strankéach aplikace
CycloBranch). Dale vybereme typ generovanych iontd,
napi. [M+H]" nebo [M+Fe—2H]".

Pokud provadime dereplikaci, je mozné navolit se-
znam neutralnich ztrat (napf. H,O a NH;) spolu
s maximalnim poctem jejich opakovéni. Napiiklad hodno-
ta 2 znamena, Ze pro kazdy teoreticky pik budou generova-
ny i1 piky odpovidajici ztratam H,O, NH;, H,OH,0,
NH;NH; a H,ONHj;. Tato funkce mé vSak Castéjsi vyuZiti
pti analyze MS/MS spekter.

Pokud provadime de novo analyzu, nastavime ve stej-
ném okné seznam chemickych prvki, ze kterych budeme
skladat jednotlivé sumarni vzorce (napt. H, C, O, N)
a omezime maximalni pocet prvki ve vzorci (napf. 150
nebo 200). Chceme-li omezit maximalni pocet vyskyti
jednoho prvku, u¢inime tak pfimo v seznamu prvkd napft.
pomoci zépisu ,,S:2% V takovém piipadé tedy povolime
vyskyt maximalné dvou atomut siry. Aplikace umoznuje
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reportovat i vSechny vygenerované, ale nepfifazené teore-
tické piky, coz mize byt nékdy vyhodné pro malé databa-
ze latek. V piipadé velkych databazi nebo velkého mnoz-
stvi generovanych sumdarnich vzorcli doporucujeme kvili
zvySeni vykonu aplikace a piehlednosti vysledkd ponechat
tuto moZznost vypnutou.

Pomoci volby ,,Generate Full Isotope Patterns® povo-
lime generovani teoretickych izotopovych obalek. Pokud
bychom tuto funkci neaktivovali, budou se generovat pou-
ze teoretické piky odpovidajici monoizotopickym iontlim.
To miZze byt vhodné pro rychlé prohledéni spekter, ob-
vykle v8ak dostaneme velké mnoZstvi fale$né pozitivnich
vysledkli. Parametrem ,,Minimum Number of Isotopic
Peaks“ nastavime minimalni vyzadovany pocet izotopic-
kych piku v teoretické izotopové obalce, které musi byt
pfifazeny experimentalnim pikiim, aby dana latka byla
hlasena jako nalezena. V piipadé, Ze nastavime minimalni
pocet izotopickych pikd na hodnotu vyssi nez 1 a hledame
ionty typu [M+Fe—2H]", automaticky se z vysledkl vyhle-
davéni odstrani latky, pro které nebyl nalezen pik odpovi-
dajici izotopu >*Fe. Dale se odstrani latky, pro které je
pomér intenzit piki odpovidajicich **Fe/*°Fe vétsi nez empi-
ricky stanovena hodnota 0,1. Pokud nastavime vysokou hod-
notu hmotnostniho rozliseni formou FWHM < 0,001, apliku-
ji se podobna pravidla i na poméry intenzit pikd v rdmci
jemnych izotopovych struktur. Takto mizeme postihnout
arozligit i nuklidy *S/%S, *'K/K, “Cu/®Cu, “Ni/*®*Ni,
O2Ni/*8Ni, *Zn/%*Zn, Zn/**Zn, ®7Zn/*Zn, apod.

Podobné lze vyuzit i dalsi parametr, ktery definuje
minimalni pocet spekter, ve kterych musi byt dana latka
nalezena. Jak jiz bylo uvedeno v ¢asti vénované dereplika-
ci, pro LC-MS data miizeme pouzit napf. hodnotu 2 nebo
3. Zde navic plati podminka, Zze spektra, ve kterych byla
latka nalezena, musi byt v chromatogramu hned za sebou.
Pro MSI data miizeme nastavit napiiklad hodnotu 50, tedy
latka musi byt nalezena minimalné v 50 ,,pixelech. Ptes-
toze existuji i prace, které se zabyvaji rozloZzenim téchto
pixelti v plose obrazku'®, v soucasné verzi nasi aplikace
tato funkce neni implementovana. Jednim z divoda je
i fakt, Ze v zdvislosti na nastaveni (napf. prahu minimalni
intenzity), nemusime pfi zobrazeni hledané latky nutné
pozorovat souvislou plochu a mohli bychom tak pfijit
o informace, které hledame.

Posledni volbou je minimalni pocet riznych iontd,
které musi byt nalezeny pro danou latku ,,Minimum Num-
ber of Ion Types®. Nastavenim hodnoty na 2 a vybérem
iontd [M+Na]™ a [M+K]" tak miZeme zajistit, Ze ve vy-
sledku uvidime pouze latky, pro které se najdou oba typy
iontd zaroven. U LC-MS analyzy se zvolené typy iontd
mohou objevit v odlisném reten¢nim Case. Pfi zpracovani
MSI dat musi byt oba typy iontl nalezeny ve stejnych
spektrech. VSechny tii uvedené parametry lze libovolné
kombinovat. Mzeme tak hledat latky, pro které chceme
ve vystupu vidét minimalné dva teoretické izotopické piky
pfifazené experimentdlnim pikim minimalné ve tfech
spektrech za sebou apod.

Pokud provadime de novo analyzu, doporucujeme
zapnout kontrolu vygenerovanych sumarnich vzorcl po-
moci funkce ,,Basic Formula Check*, ktera aktivuje pouZzi-
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©8 CycloBranch - ] *
Eile Search Tools View Help
CEE=s@FR VAL BT © VX VLD
= v V] | | lor v| |= v] = ] | | O O Filter Reset

*  SpectrumID Time Title Matched Peaks Ratio of Matched Peaks [%]  Sum of Relative Intensities ~ Weighted Ratio of Matched Peaks [%] *
540 540 8.204130 scan=340 0 0.000000 0.000000 0.000000
541 541 8.218630 scan=5341 4 11.42857 141.956480 55.645729
542 542 8.235330 scan=342 5 17.857143 141.781341 66.835893
543 543 8250330 scan=343 35 20.833333 141.2275M 68.606749
544 544 8.264950 scan=344 5 18.518519 144,964655 67.105124
545 545 8.290550 scan=545 5 1anm 142.490344 52.180357
546 546 8305130  scan=346 4 1111 142619518 38.278886
547 547 8319520 scan=347 0 0.000000 0.000000 0.000000
543 548 8.334080 scan=348 0 0.000000 0.000000 0.000000 ~
Processing the peakdist no. : -
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 ok
Total number of spectra; 1326
Calculating FORs... ok
CycloBranch successfully finished at 11:25:17 (time elapsed: 0 hrs, 0 min, 7 sec).

v

Obr. 4. Hlavni okno a vystup aplikace zobrazujici seznam jednotlivych spekter v LC-MS analyze. Pro kazdé spektrum je zobrazena
statistika poctu anotovanych piki, soucet jejich intenzit, aj. Dvojklikem lze oteviit detail daného spektra. Z nabidky ,,Tools* lze rovnéz
oteviit chromatogram nebo okno pro obrazovou fuzi. Pfi analyze MSI dat se misto sloupce udavajiciho reten¢ni ¢as zobrazi sloupce se
soutadnicemi [x, y] daného spektra. (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy).

€8 Experimental Spectrum Ne. 343 - Time: 8230330 - a *
Eile Find \iew Help
~ i ia a m = -
sz, t’.'j ¥ QeE=s e i i N RJ | ~ || me [es20e3m35 2] - [eseesmio  [E set Reset
[M+Fe-2H] 1+ Desterrioxamine E (1+ C27 Fe H45 NG 08 [99.62%] 1+ 1302 C25 S4Fe HE NG 0F [0.26%] 1+ C27 S4Fe H4E NG 180 OB [0.12%])
654,26630

100 % —

0% —

0% —

70% —

0% —

0% — [M+Fe-2H] 1+ Destarrioxoming E (1+ 13C C26 Fe H4E NE 09 [84.40%].1+ C27 57Fe K48 NG 03 [5.6T%] 1+ O
0% £55 26981

::_ [l=Fe-2H] 1~ Desferrioxpmine £ (1+ C27 S4Fe [W+Fe-2H] 1+ Deafermoxamine € (1+ 1302 C25 Fe H4E NG 09
10% 85227102 656.27300

0% ' T T T T T T T T ! 1

E52.082 852523 B52 982 853441 653501 65435 esam 655279 essTIR 55,198 E5E 85T
< >
Pattesn Type  Theoretical m/z  Thecretical Intensity [3%] Experimental m/z  Relative Intensity [%]  Absclute Intensity  Error [ppen] Surnmary Forrmula Mame

1 [MsFe-2H] 1+ 652271691 6346218 652271026 6087207 1620429 1018530 1+C27SFEHIENECE; Desfersicxamine E
2 [M+Fe-2H] 1+ 653274600 1993894 653274648 2.moTes 535275 0.074262 1+ 13C C26 54F¢ H46 N6 09 [92.95%]; 1+ C27 549 e H46 19U N5 09 [1.05%]; Desfermonamine E
3 [M<Fe-2H] 1+ 654.267056 100.000000 654.266269 100.000000 26620232 L6116 1 C2TFe HAG NG OF [95.62%]; 1+ 1302 C25 59 Ha6 N6 OF [0.26%]; 1+ C27 59 Destemicaamine E
4 [MeFe-2H] 1+ 655.269829 34469182 655.265913 BITR 73538137 1+ 13C C26 Fe H46 N6 OF [34.90%]; 1+ €27 57 H46 16 09 [6.67%; 1+ C27 Fe M4 Desfermioxamine
5 [MeFe-2H) 1+ 656272117 7.808406 65 4312258 1281014 14 1302 C25 Fe 446 N6 09 [52.35%]; 14 C27 Fe H46 N6 180 08 [23.59%]; 14 13C € Dosfemrioxamine £
< >

Obr. 5. Detail hmotnostniho spektra. Spektrum lze oteviit dvojklikem na pfislusny fadek v hlavnim okné programu, na chromatografic-
ky pik v okné zobrazujicim chromatogram, na ¢tverec odpovidajici danému spektru v okné s obrazovou flzi nebo na fadek v tabulce
zobrazujici seznam vSech anotovanych piktl v celém souboru. (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Che-
mickeé listy).
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1= Summary Table of Matched Peaks - compound 2 of § - o ®

File  Help

sy @MW Y [hame vl = v [remooen < [>] [or v| [Nome v =~ 1[<]>] OO0 [ me Reset
(1] Tume Pattern Type miz Intensity %] P miz  Rel y[%]  Absolute Intensity  Errer [ppm)] Surnmary Forrmula A

79 S8 TT24050  [MeFe-2H] 1+ TEQ252T46 6341639 760250928 6.200806 176339 -2363734 | OB SPeHSNH O, Femicrocin

B0 508 TT24050  [MeFe-2H] 1. THL24BA1 100.000000 TT.247025 100000000 2843802 1421708 | 1+CZBFeH45NG O13 [99.55%); 1+ 1302 C26 54Fe 45 M5 O13 [0.28%): 1+ Femicrocin

81 508 TT24050  [MeFe-2H] 1+ TT2250732 36.764346 72250901 3366148 557266 0219270 1+ 13C C27Fe a5 9 O13 [52.00%]; 1+ C25 Fe H45 15NNG 013 [9.00%1: 1 Femricrocin

B2 508 7728050  [MeFe-2M]1+ TT3.252083 9371142 773252985 7461142 12180 0004755 L+ 1302C26 Fe HA5 NG 013 [$5.57%]; 1+ C28 Fe M4S NS 130 012 [28.38%] femicrocin

83 509 7738380  [MeFe-2H] 1. TEO252T46 6341639 T69.251652 6843724 1369268 1422856 | 1+CSFeHENGOLY; Femicracin

B4 509 7738380  [MeFe-2H] 1+ TTO2S5476 2131315 TT0.255134 2211449 442458 0444335 1+ 13CC27 54Fe HAS NG 013 [90.11%]; 1+ C28 54Fe H45 1SN N8 013 [9.89% Fpicracin

85 509 7738380 [MeFe-2H] 1+ TTI.248121 100.000000 T7.247055 100.000000 20007613 -1.382257 1+ C28 Fe H45 N9 013 [99.55%]): 1+ 1302 C26 54Fe H45 N9 013 [0.28%): 1+ Femicrocin

86 509 7.738380 [MeFe-2H]| 1+ 772250732 36.764346 TR.250799 20519131 5906073 0.086765 L+ 13C C27 Fe HA5 N9 013 [B2.00%]; 1+ C28 Fe H45 15N N8 013 [5.00%]: 1- Ferricrocin

87 509 7738380 [MeFe-2H] 1+ 773252083 9371142 773.253654 6404533 1299481 0.868148 1+ 13C2 C26 Fe H45 N9 O13 [46.97%]; 1+ C28 Fe H4S N9 180 012 [28.38%)] Furvicracin

88 509 773830 [MeFe-2H] 1+ 774255953 1466010 774256110 1.430660 8242 0202423 1+ 13CC27Fe 451 180 D12 [54.94%]; 1+ 1303 C25 Fe H45 149 013 [38.1 Fenrigrocin

89 510 7753050 [MeFe-2H] 1+ TES.252746 6341639 769.251762 6.590063 3890013 -1.279289 1+C28 5Fe HAS NG 013 Femicrocin

90 510 TTSH050  [MeFe-2H] 1+ TTO255476 2131315 TT0.255620 1936377 1123014 O0804p 14130 C2T 54 HA5 NG 0L [30.11%]; 1+ C28 54Fe H45 1SN 013 [3.59% punrierocin

91 510 TTS050  [MeFe-2H] 1+ TTLI4BIZN 100000000 T71.247020 100.000000 028462 427175 1+ CEBFeHAS NG 013 [39.55%]); 14 1302 C26 54Fe H4S N9 013 [0.28%]i 1+ Famricrocin

62 510 [MeFe-2H] 1+ 772250732 IETE4HE TI2.250757 31972600 18872534 0033438 L+ 13C €27 Fe H45 N9 013 [B2.00%); 1+ C28 Fe H45 154 N8 013 [3.00%]:1+ Ferricrocin

93 S10 7753050  [MeFe-2H]1+ 773252083 5371142 TT3.253160 6552776 3868003 022077 L+ 1302C26 Fe HA5 NG 013 [$6.97%]; 1+ C28 Fe HAS NG 130 012 [28.38%] femicrocin

94 510 TTE050  [MeFe-2H] 1+ TT4255053 1.866010 T74.255708 1173845 £2903 D317386 | 1+ 10 CATFe S NG 100 012 [SA%) 1+ (3 C25 Fe HASND O3 8.1 Forricrncn |,

< >

Obr. 6. Piehledna tabulka piki anotovanych v celém souboru dat. Pomoci $ipek lze postupné prochazet a zobrazovat nazvy vsech
nalezenych latek (resp. sumarni vzorce pii de novo analyze). Po nastaveni filtrovacich kritérii se automaticky aktualizuji i grafické infor-

mace zobrazené v chromatogramu nebo okné s obrazovou fuzi.

ti pravidel pro kontrolu valenénich stavii jednotlivych prv-
kt podle Seniora, viz vySe. Funkce ,,Advanced Formula
Check* pak ptidava pravidla (4), (5) a (6) podle Kinda
a Fiehna. Posledni moznost ,,N/O Ratio Check* slouzi pro
odstranéni latek, ve kterych je pomér poctu atomti dusiku
vaci poctu atomu kysliku vyssi nez 1. Tento filtr Ize
s vyhodou pouzit k zGizeni seznamu elementarnich sloZeni
pii analyze peptidl. V piipadé dereplikace i de novo analyzy
miZzeme nastavit hodnotu t,,, parametrem ,,Isotope m/z To-
lerance* a T, parametrem ,,Isotope Intensity Tolerance®.

Po nastaveni parametrl algoritmus zahéjime piikazem
»3earch — Run” v hlavnim menu aplikace. Po ukonceni
vyhledavani se v hlavnim okné zobrazi seznam jednotli-
vych spekter (obr. 4), ktera mizeme dvojitym kliknutim
mysi oteviit a dale analyzovat (obr. 5). Ptikazem ,,Tools
— Summary Table of Matched Peaks® mizeme zobrazit
tabulku vSech pikii anotovanych ve vSech spektrech
(obr. 6). Pri filtrovani fadkd v tabulce se automaticky aktu-
alizuje zobrazeni chromatografickych pikd (obr. 1)
v ptipadé LC-MS dat nebo zobrazeni fize s optickym ob-
razem v ptipadé MSI dat (obr. 2). Mlzeme takto snadno
prochézet a zobrazovat nalezené latky. Dvojitym kliknutim
mysi na dany chromatograficky pik nebo na dany ,,pixel”
v okné s fizi miZzeme rovnéZ zobrazit detail piislusného
spektra. Podrobnosti k obrazové fuzi a dalsi informace 1ze
najit v pokynech pro uzivatele na webu aplikace (https://
ms.biomed.cas.cz/cyclobranch/docs/html/tutorials.html).

Prdce byla podpoiena Grantovou agenturou Ceské
republiky (21-170445S).
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J. Novak and V. Havli¢ek (Institute of Microbiology
of the Czech Academy of Sciences, Prague, Czech Repub-
lic): Compound Dereplication and De Novo Characteri-
zation of Small Molecules by Mass Spectrometry

We describe the molecular dereplication principles
and de novo characterization of small molecules obtained
from liquid-chromatography mass spectrometry and imag-
ing mass spectrometry data sets. Our methodology aims at
supporting chemists and computer programmers to under-
stand the hidden computing algorithms used for metabo-
lomics mass spectrometry data processing. The approaches
have been made available in the open-source tool Cyclo-
Branch. The presented tutorial extends the interpretation of
mass spectra portfolia described in a series of papers pub-
lished in Chemicke listy, issues 2/2020 and 3/2020.
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