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RESUMO

A Olivancillaria urceus é uma das espécies de gastropode marinho mais abundante na
regido subtropical da costa sudeste brasileira, frequentemente capturada na pesca de arrasto de
fundo do camardo sete barbas. Nos ultimos anos, a investigacdo quimica em moluscos
marinhos tém revelado informacgdes sobre uma variedade de compostos de interesse clinico,
em especial os peptideos, apresentando propriedades farmacoldgicas distintas, como por
exemplo, acdo antimicrobiana. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o isolamento e
caracterizacdo de peptideos que existam naturalmente nos tecidos do gastropode marinho
Olivancillaria urceus utilizando-se de um metodo especifico de extracdo, seguido de
fracionamento por cromatografia liquida em coluna C18, ensaio de atividade antimicrobiana
contra 0s microorganismos: M. luteus, E. coli e C. albicans, e identificacdo das fracdes com
atividade por espectrometria de massas. Nossas analises identificaram uma fracdo do extrato
peptidico, denominada 18-M-3, com atividade antimicrobiana contra a bactéria Micrococcus
luteus, apresentando uma concentragdo média de 2,18 mg/ml. A analise por espectrometria
revelou tratar-se de uma fracdo complexa, constituida principalmente por um conjunto de
peptideos descritos pela primeira vez, fragmentos de proteinas citosolicas e nucleares
conservados em diferentes espécies de moluscos. Estes resultados abrem novas perspectivas

sobre o potencial farmacoldgico de extratos O. urceus..

Palavras-chaves: Fauna acompanhante, peptideos antimicrobianos, Olivancillaria urceus,

espectrometria de massas, cromatografia liquida.



ABSTRACT

Olivancillaria urceus is one of the most abundant marine gastropod species in the
subtropical region of the Brazilian southeast coast, often caught in shrimp trawling. In recent
years, chemical research in marine molluscs has revealed information on a variety of
compounds of clinical interest, especially peptides, exhibiting distinct pharmacological
properties, such as antimicrobial action. In this context, the aim of this work was the isolation
and characterization of peptides that exist naturally in the tissues of the marine gastropod O.
urceus using a specific extraction method, followed by liquid chromatography fractionation
on C18 column, antimicrobial activity tests against microorganisms M. luteus, E. coli e C.
albicans, and identification of the fractions with activity by mass spectrometry of. Our
analyzes identified a fraction of the peptide extract, designated 18-M-3, with antimicrobial
activity against the bacterium Micrococus luteus, presenting an average concentration of 2.18
mg / ml of peptides. Spectrometric analysis revealed a complex fraction consisting mainly of
a set peptides, fragments of cytosolic and nuclear proteins conserved in different species of
mollusks. These results open new perspectives about the pharmacological potential of O.

urceus extracts.

Keywords: Bycatch, antimicrobial peptides, Olivancillaria urceus, mass spectrometry, liquid

chromatography.



1. INTRODUCAO
1.1. Fauna acompanhante: um recurso a ser explorado

A prética do arrasto-de-fundo utilizada na pesca artesanal e industrial do camaréo-
sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri) e camardo-rosa (Farfantepenaeus brasiliensis e
Farfantepenaeus paulensis) na costa sul e sudeste do Brasil € um método de captura que
apresenta uma baixa seletividade. Estima-se que para cada quilograma de camardo cerca de 5
a 21 quilos de outras espécies indesejaveis sdo capturadas. No litoral do estado de Séo Paulo
entre os anos de 2008 e 2011 foram desembarcados cerca de 3.000 toneladas de camardo-sete-
barbas (MENDONCA et al., 2013; TANGERINA, 2016). e aproximadamente 60.000
toneladas de fauna acompanhante foram capturadas e descartadas por ano no mesmo periodo.

Segundo dados da Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentacao
(FAO) aproximadamente sete milhdes de toneladas/ano de fauna acompanhante s&o
descartados, valor equivalente a 8% da captura mundial da pesca marinha. Deste percentual,
aproximadamente um terco corresponde a pesca de arrasto de camardes em aguas tropicais
(EYARS, 2007).

A fauna acompanhante pode ser definida como um conjunto de organismos capturados
acidentalmente durante a atividade pesqueira de uma determinada espécie alvo. Os
organismos capturados incluem peixes, tartarugas, crustaceos, moluscos, esponjas, corais,
dentre outros. Esta fauna geralmente é composta por duas por¢des: uma que é desembarcada,
representada por espécies de interesse comercial e outra que é rejeitada, composta por
individuos sem valor econdmico. Na maioria dos casos, este material ocupa espaco nas
embarcagOes e praticamente todos o0s organismos sdo devolvidos ao mar ja mortos, alterando
o equilibrio ecologico das areas de pesca (GRACA-LOPES, 1996; BRANCO, et al. 2015;
GRAGA-LOPES et a.l, 2002a; GRACA-LOPES et a.l, 2002b; TANGERINA, 2016).

As especies do filo dos moluscos estdo entre 0s organismos mais representativos
durante as capturas, com a presenca de Gastropodes, Bivalves e Cefalopodes. Dentro da
classe dos gastropodes, a espécie Olivancillaria urceus (O. urceus) esta entre as mais
frequentes nas redes de arrasto durante a pesca do camardo, devido a sua abundancia na
regido subtropical da costa sul e sudeste brasileira (BRANCO, et al. 2015; GRACA-LOPES et
al, 2002c; FRAMESCHI et al. 2015; AYRES-PERES et al., 2012).



1.2. Olivancillaria urceus (Roding, 1798)

A O. urceus (Roding, 1798) (BOLTEN,1906), também conhecida como O.
brasiliensis, pertencente a familia da Olividae, é umas das espécies endémicas no Atlantico
Sudeste, sua distribuicdo geografica compreende desde o estado da Bahia no Brasil até Golfo
San Matias na Argentina. Esses moluscos habitam fundos de areia rasa variando de 0-53m de
profundidade (TESO & PASTORINO, 2011).

Possuem conchas com até 63,5mm de comprimento, subquadrangular, grossa, lisa,
polida, com até 1 mm de espessura. Apresentam coloracdo rosada suja, com linhas claras ou
escuras irregulares axiais, espiral e faixa fasciolar marrom-ocre (Figura 1). Os animais vivos
possuem pé e sifao de coloracdo rosa escuro (TESO & PASTORINO, 2011).

Figura 1: Concha O. urceus (TESO & PASTORINO, 2011 modificado).

Estes organismos sdo carnivoros e se alimentam principalmente de bivalves. Vivem
em simbiose com outros microrganismos, como por exemplo, bactérias Gram-positivas,
Firmicutes e  Actinobacteria, e  bactérias = Gram-negativas,  Proteobactérias.
(PENCHASZADEH et al. 2006; TANGERINA et al. 2017).

1.3. Compostos bioativos de organismo marinhos

Os mares e oceanos ocupam 70% da superficie terrestre oferecendo um consideravel e
vasto espectro de biodiversidade. Dos 35 filos animais conhecidos, apenas um ndo tem
representantes no ambiente marinho, e 14 sdo encontrados apenas nos oceanos (JOLY, et al.

2011). Entretanto, 0 nimero de espécies marinhas conhecidas é relativamente baixo, cerca de
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200 mil, o que representa apenas 10% do total estimado (MORA, et al. 2011).

Este ambiente abriga uma ampla variedade de organismos que diferem tanto em
aspectos morfofisiol6gicos como na capacidade de adaptacdo (ANEIROS & GARATEIX
2004). Esta adaptacdo se deve ao fato de viverem em um ambiente extremo, competitivo e
agressivo, diferente em muitos aspectos do ambiente terrestre, gerando condi¢bes que
demandam muitas vezes a producdo especifica de potentes moléculas bioativas, tornando-se
uma rica fonte de produtos naturais (DE VRIES & BEART 1995; CARTER 2011; ZHENG,
et al. 2011).

Dentre a diversidade de moléculas ja isoladas, os peptideos tem se destacado por
apresentarem propriedades farmacoldgicas distintas como atividade citotoxica, antitumoral,
antifangica, antimicrobiana, antiviral, cardioprotetora e antimalarica, sendo obtidos a partir de
inimeros organismos marinhos, como esponjas, moluscos, cnidarios, cordados, crustaceos,
algas, fungos e bactérias. Neste contexto, sdo uma classe de moléculas candidatas a
descoberta e 0 desenvolvimento de novos medicamentos (ANEIROS & GARATEIX, 2004;
ANJUM, et al., 2016; SUAREZ-JIMENEZ, et al., 2012; SABLE; PARAJULI e JOIS, 2017).

1.4. Peptideos Antimicrobianos (PAMS)

Ha anos sabe-se que a defesa antimicrobiana do hospedeiro esta relacionada tanto com
0 sistema imune adaptativo, com memdria imunoldgica, quanto ao sistema imune inato e
natural. No entanto, a imunidade inata representa a primeira linha de defesa de vertebrados e
invertebrados contra infeccbes a exposicdo a microorganismos patogénicos. Dentre 0s
mecanismos que contribui com a defesa inata estda a sintese de potentes peptideos
antimicrobianos (HOFFMANN et al., 1999).

Estima-se que mais de 1.000 PAMs ja foram isolados e caracterizados de uma grande
variedade de animais, tanto vertebrados e invertebrados, como anfibios, peixes, répteis,
passaros, insetos, aranhas, escorpides, moluscos, crustaceos e chelicerata, quanto de plantas,
bactérias e fungos (BULET et al., 2004; WANG et al., 2016).

Esses peptideos frequentemente apresentam um maior nimero de residuos de
aminodacido arginina e lisina, como também amidacdo C-terminal que lhes confere carga
positiva. Além de catibnicos, possuem caracteristica anfipatica, ou seja, apresentam uma
superficie hidrofilica e outra hidrofobica que permite sua interacdo e permeacdo no nucleo

lipidico da membrana de bactérias, sendo uma caracteristica essencial para sua acgdo



antimicrobiana (BULET et al., 2004; OREN & SHAI, 1998).

S&o relativamente pequenos (>10kDa), com comprimento, sequéncia e estrutura
priméaria diversas. Podem ser classificados baseados em sua estrutura secundaria em:
peptideos a-hélice, B-folha, mistos o/f e helicoidal aleatorio, bem como agrupados de acordo
com a composicdo de aminoécidos em (i) lineares; (ii) peptideos ricos em cisteina e (iii)
peptideos ricos em aminoacidos especificos, como glicina, prolina, arginina ou histidina
(LAKSHMAIAH NARAYANA & CHEN, 2015; REDDY, YEDERY & ARANHA, 2004).

1.4.1. Peptideos lineares antimicrobianos

Os peptideos de estrutura linear estdo representados principalmente pela familia de
peptideos das cecropinas, clavaninas, styelinas e magaininas (Tabela 1) (LAKSHMAIAH
NARAYANA & CHEN, 2015).

As Cecropinas sdo peptideos isolados principalmente de insetos com
aproximadamente 35 residuos de amino&cidos, a grande maioria desprovidos do aminoéacido
cisteina, sdo anfipaticos e apresenta estrutura a-hélice (WU, PATOCKA E KUCA, 2018;
REDDY, YEDERY & ARANHA, 2004). Como exemplo estdo os peptideos cecropin B e D
que foram isolados a partir da pupa da mariposa Antheraea pernyi, apresentam 32 e 36
residuos de aminoacidos respectivamente e exibem atividade contra bactérias Gram + e
Gram- (QU et al., 1982).

Os peptideos da classe das magaininas foram isolados da pele do sapo africano
Xenopus laevis. Magainina 1 e 2 sdo peptideos extremamente similares com 23 aminoacidos
diferindo em apenas duas substituicdes. Em baixas concentracdes inibem o crescimento de
bactérias e fungos e induzem a lise osmotica de protozoarios (ZASLOFF, 1987).

As duas familias de polipeptideos antimicrobianos, clavaninas e styelins, obtidos a
partir dos hemadcitos da ascidia Styela clava, apresentam estrutura a-hélice e amidacdo C-
terminal. Clavaninas séo ricos em histidina com 23 residuos de aminoéacidos, os peptideos
clavanina A, B, C e D possuem atividade contra Escherichia coli, Listeria monocytogenes e
Candida albicans, apresentando consideravel similaridade estrutural e funcional a magainina
1 (LEE et al, 1997). Os styelinas possuem 32 residuos de aminoacidos e ricos em
fenilalanina, o peptideo Styelin D apresenta extensas modificacdes pos-traducionais e dois

novos aminoacidos di-hidroxiargininas e di-hidroxilisinas (TAYLOR et al., 2000).



Tabela 1: Exemplos de sequéncias primarias de peptideos lineares antimicrobianos

Cecropin B KWKIFKKIEKVGRNIRNGIIKAGPAVAVLGEAKAL
Cecropin D WNPFKELERAGQRVRDAIISAGPAVATVAQATALAK
Magainin 1 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS

Magainin 2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS

Styelin D GWLRKAAKSVGKFYYKHKYYIKAAWQIGKHAL
Clavanin A VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF

1.4.2. Peptideos antimicrobianos ricos no aminoéacido cisteina.

A classe de peptideos ricos em cisteina é representada principalmente pela grande
familia de Defensinas onde mais de 300 peptideos ja foram identificados das mais variadas
espécies de plantas e animais. Possuem de 6 a 8 residuos de cisteina com pontes dissulfeto
intramoleculares, apresentando estrutura secundaria a-hélice ¢ B-folha. Exibem um amplo
espectro de atividade contra bacterias, fungos e virus (WU, PATOCKA E KUCA, 2018;
GANZ, 2003).

Em invertebrados, inameras defensinas ja foram isoladas das mais diversas espécies
de insetos, moluscos e nematdide, apresentando de trés a quatro pontes dissulfeto e estrutura
ciclica (BULET et al, 2004). Recentemente um novo peptideo do grupo das defensinas foi
identificado e caracterizado a partir do mexilhdo Perna viridis. Denominado Pv-Def (Figura
2) € composto por um peptideo sinal de 19 aminoacidos e um peptideo maduro de 45
aminoacidos com 6 residuos de cisteina formando 3 pontes dissulfeto, possui elevada

porcentagem de residuos hidrofobicos, caracteristica comum em PAMs (WANG et al., 2018).

MLKLILVACLVLTLSGS APQRRATCDLFSIFGVGDSACAAHCLVLGHRGGYCNSQSVCICRD
E

Figura 2: Estrutura peptideo Pv-Def. A sequéncia € dividida em duas parte, & esquerda representa o peptideo
sinal a direita o peptideo maduro com 6 residuos de cisteina em vermelho (WANG et al., 2018, modificado).

1.4.3. Peptideos antimicrobianos ricos em outros aminoacidos especificos

Diversos PAMs também podem apresentar um alto conteddo de aminoacidos
especificos como, histidina, prolina, arginina, triptofano ou glicina. Essa variagdo na

composicdo de aminoacidos € muitas vezes responsavel pelos diferentes mecanismos de acdo
5



dos PAMs (MISHRA et al., 2018).

Dentro desta classificacdo esta o grupo das histatinas, peptideos catidnicos ricos em
histidina que variando de 7 a 38 residuos de aminodcidos. Presente na saliva do homem e
alguns primatas exibem propriedades antifingicas com potente efeito de morte contra
Candida albicans, desempenhando um papel importante na manutencdo da saude bucal
(HELMERHORST et al., 1997). Nesta familia a histatina 5 € um dos peptideos com maior
atividade antifangica contra Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Aspergillus
fumigatus, apresenta estrutura linear com 24 aminoécidos e sete residuos de histidina (Figura
3) (XU et al., 1991; KAVANAGH & DOWD, 2003).

DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY

Figura 3: Estrutura histatina-5, em vermelho os residuos de histidina (XU et al., 1991, modificado).

As catelicidinas sdo uma grande familia de peptideos antimicrobianos identificados
em varias espécies de mamiferos que apresentam estrutura, tamanho e sequéncia variada. O
peptideo representa 0 dominio C-terminal, apresentando de 10 a 40 residuos de aminoé&cidos,
ligados ao dominio catelin, um segmento propeptideo N-terminal altamente conservado de
aproximadamente 100 aminoacidos. Os peptideos catelicidinas se tornam ativos ap0s
clivagem da pro-proteina em sitios especificos, apresentando atividade contra bactéria, virus e
fungos (GENNARO & ZANETTI, 2000; BULET et al, 2004).

Dentro da classe das catelicidinas estd o grupo de peptideos lineares que apresentam
um alto conteudo de residuos especificos, normalmente representando mais de 25% da
composicdo de aminoacidos, sendo ricos em prolina, arginina ou em triptofano (Tabela 2;
MISHRA et al., 2018; ZANETTI et al.,1997).

Dentro desta familia estdo os peptideos Bactenecinas isolados de neutrofilos bovinos,
denominados Bac5 e Bac7. Ambos apresentam um alto contetddo de prolina e arginina, com
aproximadamente 45% e 23%, respectivamente, dos residuos de aminoacidos. Bac7 possui 59
aminoacidos com uma massa de 7 kDa, o Bac5 apresenta 42 residuos com uma massa de
5kDa, com eficiente efeito antibacteriano contra Gram-positivas e negativas (FRANK et al.,
1990). Também isolada de neutréfilos bovinos, a indolicidina é um peptideos composto de 13
aminodacidos com cinco residuos de triptofano em sua sequéncia. Os multiplos residuos de
triptofano desempenham um papel importante na funcdo destes peptideos, sendo altamente
ativas contra bactérias e fungos (Tabela 2; ZANETTI et al.,1997; SELSTED et al., 1992).



Tabela 2: Peptideos ricos em prolina, arginina e triptofano

Bac7 RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPGPRPIPRPLPFPRPGPRPIPRPLPFPRPGPRPIPRP
L
Bacs RFRPPIRRPPIRPPFYPPFRPPIRPPIFPPIRPPFRPPLGPFP

Indolicidin  ILPWKWPWWPWRR

1.5. Peptideos antimicrobianos isolados de moluscos marinhos

Os organismos marinhos sdo uma rica fonte de PAMs, sendo que praticamente todos
0s organismos produzem compostos antibacterianos naturais como uma linha essencial de
defesa para sobreviver, 0s quais apresentam um amplo espectro de atividade contra bactérias,
fungos, virus e protozoarios (SEMREEN et al., 2018). No entanto, diferente dos vertebrados
gque possuem um sistema imune adaptativo, os invertebrados marinhos dependem
exclusivamente de mecanismos imunoldgicos inatos para sua defesa, sendo um recurso
espetacular para a obtencdo de PAMs (TINCU & TAYLOR, 2004).

Nos ultimos anos, dentro do filo dos moluscos, inUmeros peptideos com acéo
antimicrobiana foram identificados (Tabela 3; ANJUM, et al., 2016). Nas espécies de
mexilhdo Mytilus edulis e Mytilus galloprovincialis uma variedade de pequenos peptideos
catibnicos foram isolados a partir do plasma e hemaocitos. De acordo com sua estrutura
primaria e arranjo de cisteinas esses peptideos foram classificados em quatro grupos, sendo
identificados como: defensinas, miticinas, mitilinas e mitimicinas. Possuem caracteristica
anfifilica e seu tamanho variam de 3,7 a 4,5 kDa, os diferentes grupos e isoformas apresentam
atividades bioldgicas distintas contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e antifngicas
(MITTA, VANDENBULCKE e ROCH, 2000; ANJUM, et al., 2016, CHARLET et al.,
1996). O peptideo antifingico mitimicina, com uma massa molecular de 6,2 kDa contendo 12
cisteinas, foi parcialmente sequenciado ndo apresentando similaridade com nenhuma outra
molécula conhecida (CHARLET et al., 1996)

Dois novos PAMs também foram isolados e caracterizados a partir do mexilhdo
Mytilus coruscus, sendo denominados myticusin-1 e mytichitina-CB. O peptideo myticusin-1
com 104 aminodacidos incluindo 10 residuos de cisteina, apresenta notavel atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas, inibindo fortemente o crescimento de Sarcina
luteus e Escherichia coli (LIAO et al., 2013). O peptideo mytichitina-CB possui 55 residuos



de aminoacidos com 6 residuos de cisteina envolvidos em trés pontes de dissulfeto
intramoleculares, exibindo predominante atividade antifingica contra Candida albicans e
Monilia albican e atividade antibacteriana contra cepas Gram-positivas incluindo Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina luteus e Bacillus megaterium (QIN, et al., 2014).

Tabela 3. Peptideos isolados de moluscos marinhos

Peptideo Espécie Referéncia

Defensina A e B Mytilus edulis CHARLET etal., 1996
Defensina 1 e 2 Mytilus galloprovincialis HUBERT, NOEL e ROCH, 1996;
(MGD-1 & MGD-2) MITTA et al., 1999b

Mitilina A e B Mytilus edulis CHARLET et al., 1996

Mitilina B, C, D e G1 Mytilus galloprovincialis MITTA et al., 2000

Mitimicina Mytilus edulis CHARLET et al., 1996

Miticina A e B Mytilus galloprovincialis MITTA et al, 1999a
Myticusin-1 Mytilus coruscus LIAO etal., 2013
Mytichitina-CB Muytilus coruscus QIN, et al., 2014

Recentemente, atraves da andlise do genoma e transcriptoma do mexilhdo Mytilus
galloprovincialis, uma nova familia de PAMs lineares foi identificada. Denominados
myticalins, variam tanto no comprimento, de 23 a 42 residuos, quanto na composicdo de
aminodacidos sendo classificados em quatro subfamilias: (i) A, ricos em residuos de Arginina,
Prolina e Tirosina (>10% cada); (ii) B, rico em Arg, Pro e Tre; (iii) C, rico em Arg, mas quase
desprovido de residuos de Pro; (iv) D, rico em Pro, Arg e Trp (ou Tre). Como exemplo,
temos o peptideo myticalin A5, rico em prolina e arginina que apresenta um amplo espectro

de atividade contra bactérias Gram-positivas e negativas (LEONI, et al., 2017).

Myticalin A5 YSWPRMPRIPRLPRYPRYPRYPRWPRWPRQPTIYA

Figura 4: Peptideo myticalin A5, em vermelho os residuos de arginina e prolina (LEONI, et al., 2017,
modificado)



1.6 Estratégias utilizadas para o isolamento de peptideos bioativos marinhos

Um procedimento tipico para a descoberta de peptideos bioativos, lineares ou ciclicos,
envolvem etapas de extragdo, um fracionamento guiado pelo tipo de atividade que se deseja
investigar e finalmente purificacdo para produzir um Unico peptideo bioativo. Em geral,
podem ser utilizados solventes organicos como metanol ou acetato de etila, assim como
particionado com outros solventes, como hexano ou dicliorometano. Também podem ser
extraidos a partir de uma solucdo aquosa (WANG, et al, 2017) .

Os extratos podem ser submetidos a cromatografia em gel de silica ou exclusdo por
tamanho e o produto eluido com solventes de polaridade crescente. A cromatografia de fase
reversa tem sido muito utilizada no passo de purificacdo final (WANG, et al, 2017). Para os
peptideos lineares, o procedimento geral inclui normalmente cromatografia por exclusdo de
tamanho, HPLC de fase reversa e cromatografia de troca ionica.

Peptideos bioativos marinhos, principalmente de uma diversidade de espécies de
peixes sdo obtidos por uma etapa inicial de digestdo de proteinas dos organismos. As enzimas
digestivas mais utilizadas sdo a pepsina, a tripsina, a o-quimotripsina, a papaina e alguns
coquetéis comerciais de protease. A maioria dos hidrolisados séo rastreados para varias
bioatividades apds a digestdo e fracionados de acordo com o tamanho por ultrafiltracdo e
submetidos a técnicas e cromatografia citadas anteriormente (VENKATESAN, et al, 2017).
Finalmente, as fracdes peptidicas individuais sdo identificadas usando as técnicas combinadas
de espectrometria de massa e sequenciamento de proteinas (WANG, et al, 2017).

Apesar de alguns protocolos baseados na digestdo de proteinas apresentarem sucesso
para a identificacdo de peptideos bioativos, estas sdo moléculas criadas artificialmente in
vitro. Recentemente, técnicas de inativacdo rapida de proteases pelo calor, principalmente
radiacdo microondas, seguida da utilizacdo de filtros de exclusdo de peso molecular associado
a espectrometria de massas tem revelado um conjunto constante de peptideos, fragmentos de
proteinas citosolicas, mitocondriais e nucleares identificados em tecidos de camundongos
(FRICKER, et al, 2010), linhagens celulares humanas (GELMAN, et al, 2011), e mais
recentemente em fungos (DASGUPTA, et al 2016). Estes peptideos sdo produtos
intermediarios do metabolismo proteico e muitas sequéncias depois de sintetizadas
quimicamente e reintroduzidas em células de mamiferos, sdo capazes de regular a transducéo
de sinal (CUNHA, et al, 2008), a captacédo de glicose (BERTI, et al, 2012) e induzir a morte

celular em vérias células tumorais (ARAUJO, et al, 2014).



Até o presente momento ndo ha relatos na literatura com relagdo a investigacdo de
moléculas de interesse econbmico presentes no gastrépode marinho Olivancillaria urceus,
sendo completamente desconhecido o seu potencial para a descoberta de novos compostos
bioativos. Considerando a importéncia da identificagdo de novas fontes de produtos naturais
(SARUMATHI et al., 2012), faz-se relevante o estudo deste organismo como fonte

promissora a obtencdo de novos peptideos.
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6. CONCLUSAO

As analises de extratos peptidicos de baixo peso molecular de O. urceus revelaram a
presenca de uma fracdo, denominada 18-M-3, com atividade antimicrobiana contra
Micrococcus luteus, apresentando uma concentracdo média de 2,18 mg/ml de peptideos. A
analise por espectrometria revelou tratar-se de uma fracdo complexa, constituida
principalmente por um conjunto de peptideos fragmentos de proteinas citosélicas e nucleares

conservadas em diferentes espécies de moluscos.
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Tabela 2: Peptideos ricos em prolina, arginina e triptofano

Bac7 RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPGPRPIPRPLPFPRPGPRPIPRPLPFPRPGPRPIPRP
L
Bacs RFRPPIRRPPIRPPFYPPFRPPIRPPIFPPIRPPFRPPLGPFP

Indolicidin  ILPWKWPWWPWRR

1.5. Peptideos antimicrobianos isolados de moluscos marinhos

Os organismos marinhos sdo uma rica fonte de PAMs, sendo que praticamente todos
0s organismos produzem compostos antibacterianos naturais como uma linha essencial de
defesa para sobreviver, 0s quais apresentam um amplo espectro de atividade contra bactérias,
fungos, virus e protozoarios (SEMREEN et al., 2018). No entanto, diferente dos vertebrados
gque possuem um sistema imune adaptativo, os invertebrados marinhos dependem
exclusivamente de mecanismos imunoldgicos inatos para sua defesa, sendo um recurso
espetacular para a obtencdo de PAMs (TINCU & TAYLOR, 2004).

Nos ultimos anos, dentro do filo dos moluscos, inUmeros peptideos com acéo
antimicrobiana foram identificados (Tabela 3; ANJUM, et al., 2016). Nas espécies de
mexilhdo Mytilus edulis e Mytilus galloprovincialis uma variedade de pequenos peptideos
catibnicos foram isolados a partir do plasma e hemaocitos. De acordo com sua estrutura
primaria e arranjo de cisteinas esses peptideos foram classificados em quatro grupos, sendo
identificados como: defensinas, miticinas, mitilinas e mitimicinas. Possuem caracteristica
anfifilica e seu tamanho variam de 3,7 a 4,5 kDa, os diferentes grupos e isoformas apresentam
atividades bioldgicas distintas contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e antifngicas
(MITTA, VANDENBULCKE e ROCH, 2000; ANJUM, et al., 2016, CHARLET et al.,
1996). O peptideo antifingico mitimicina, com uma massa molecular de 6,2 kDa contendo 12
cisteinas, foi parcialmente sequenciado ndo apresentando similaridade com nenhuma outra
molécula conhecida (CHARLET et al., 1996)

Dois novos PAMs também foram isolados e caracterizados a partir do mexilhdo
Mytilus coruscus, sendo denominados myticusin-1 e mytichitina-CB. O peptideo myticusin-1
com 104 aminodacidos incluindo 10 residuos de cisteina, apresenta notavel atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas, inibindo fortemente o crescimento de Sarcina
luteus e Escherichia coli (LIAO et al., 2013). O peptideo mytichitina-CB possui 55 residuos



de aminoacidos com 6 residuos de cisteina envolvidos em trés pontes de dissulfeto
intramoleculares, exibindo predominante atividade antifingica contra Candida albicans e
Monilia albican e atividade antibacteriana contra cepas Gram-positivas incluindo Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina luteus e Bacillus megaterium (QIN, et al., 2014).

Tabela 3. Peptideos isolados de moluscos marinhos

Peptideo Espécie Referéncia

Defensina A e B Mytilus edulis CHARLET etal., 1996
Defensina 1 e 2 Mytilus galloprovincialis HUBERT, NOEL e ROCH, 1996;
(MGD-1 & MGD-2) MITTA et al., 1999b

Mitilina A e B Mytilus edulis CHARLET et al., 1996

Mitilina B, C, D e G1 Mytilus galloprovincialis MITTA et al., 2000

Mitimicina Mytilus edulis CHARLET et al., 1996

Miticina A e B Mytilus galloprovincialis MITTA et al, 1999a
Myticusin-1 Mytilus coruscus LIAO etal., 2013
Mytichitina-CB Muytilus coruscus QIN, et al., 2014

Recentemente, atraves da andlise do genoma e transcriptoma do mexilhdo Mytilus
galloprovincialis, uma nova familia de PAMs lineares foi identificada. Denominados
myticalins, variam tanto no comprimento, de 23 a 42 residuos, quanto na composicdo de
aminodacidos sendo classificados em quatro subfamilias: (i) A, ricos em residuos de Arginina,
Prolina e Tirosina (>10% cada); (ii) B, rico em Arg, Pro e Tre; (iii) C, rico em Arg, mas quase
desprovido de residuos de Pro; (iv) D, rico em Pro, Arg e Trp (ou Tre). Como exemplo,
temos o peptideo myticalin A5, rico em prolina e arginina que apresenta um amplo espectro

de atividade contra bactérias Gram-positivas e negativas (LEONI, et al., 2017).

Myticalin A5 YSWPRMPRIPRLPRYPRYPRYPRWPRWPRQPTIYA

Figura 4: Peptideo myticalin A5, em vermelho os residuos de arginina e prolina (LEONI, et al., 2017,
modificado)



1.6 Estratégias utilizadas para o isolamento de peptideos bioativos marinhos

Um procedimento tipico para a descoberta de peptideos bioativos, lineares ou ciclicos,
envolvem etapas de extragdo, um fracionamento guiado pelo tipo de atividade que se deseja
investigar e finalmente purificacdo para produzir um Unico peptideo bioativo. Em geral,
podem ser utilizados solventes organicos como metanol ou acetato de etila, assim como
particionado com outros solventes, como hexano ou dicliorometano. Também podem ser
extraidos a partir de uma solucdo aquosa (WANG, et al, 2017) .

Os extratos podem ser submetidos a cromatografia em gel de silica ou exclusdo por
tamanho e o produto eluido com solventes de polaridade crescente. A cromatografia de fase
reversa tem sido muito utilizada no passo de purificacdo final (WANG, et al, 2017). Para os
peptideos lineares, o procedimento geral inclui normalmente cromatografia por exclusdo de
tamanho, HPLC de fase reversa e cromatografia de troca ionica.

Peptideos bioativos marinhos, principalmente de uma diversidade de espécies de
peixes sdo obtidos por uma etapa inicial de digestdo de proteinas dos organismos. As enzimas
digestivas mais utilizadas sdo a pepsina, a tripsina, a o-quimotripsina, a papaina e alguns
coquetéis comerciais de protease. A maioria dos hidrolisados séo rastreados para varias
bioatividades apds a digestdo e fracionados de acordo com o tamanho por ultrafiltracdo e
submetidos a técnicas e cromatografia citadas anteriormente (VENKATESAN, et al, 2017).
Finalmente, as fracdes peptidicas individuais sdo identificadas usando as técnicas combinadas
de espectrometria de massa e sequenciamento de proteinas (WANG, et al, 2017).

Apesar de alguns protocolos baseados na digestdo de proteinas apresentarem sucesso
para a identificacdo de peptideos bioativos, estas sdo moléculas criadas artificialmente in
vitro. Recentemente, técnicas de inativacdo rapida de proteases pelo calor, principalmente
radiacdo microondas, seguida da utilizacdo de filtros de exclusdo de peso molecular associado
a espectrometria de massas tem revelado um conjunto constante de peptideos, fragmentos de
proteinas citosolicas, mitocondriais e nucleares identificados em tecidos de camundongos
(FRICKER, et al, 2010), linhagens celulares humanas (GELMAN, et al, 2011), e mais
recentemente em fungos (DASGUPTA, et al 2016). Estes peptideos sdo produtos
intermediarios do metabolismo proteico e muitas sequéncias depois de sintetizadas
quimicamente e reintroduzidas em células de mamiferos, sdo capazes de regular a transducéo
de sinal (CUNHA, et al, 2008), a captacédo de glicose (BERTI, et al, 2012) e induzir a morte

celular em vérias células tumorais (ARAUJO, et al, 2014).



Até o presente momento ndo ha relatos na literatura com relagdo a investigacdo de
moléculas de interesse econbmico presentes no gastrépode marinho Olivancillaria urceus,
sendo completamente desconhecido o seu potencial para a descoberta de novos compostos
bioativos. Considerando a importéncia da identificagdo de novas fontes de produtos naturais
(SARUMATHI et al., 2012), faz-se relevante o estudo deste organismo como fonte

promissora a obtencdo de novos peptideos.

10



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo o isolamento e caracterizacdo de peptideos que

existam naturalmente nos tecidos do gastropode marinho O. urceus.

1)

2)

3)

4)

Obijetivos especificos:

Extracdo de peptideos pelo método de inativacdo de proteases pelo calor e
exclusdo de proteinas pelo tamanho.

Fracionamento do extrato inicial por cromatografia liquida e caracteriza¢do das
fragbes com acéo antimicrobiana.

Sequenciamento e caracterizacdo através de espectrometria de massas e
elaboracdo de banco de dados de proteinas dos peptideos detectados em
fragcGes com bioatividade.

Sintese quimica dos peptideos e ensaios de bioatividade das sequéncias

potencialmente candidatas acdo antimicrobiana.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

As amostras de O. urceus foram obtidas por meio da pesca de arrasto de fundo do
camardo sete-barbas no municipio de Peruibe, litoral sul do estado de Sdo Paulo. Os
organismos vivos foram transportados em recipiente com oxigenador até o Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista e mantidos em aquério para posterior utilizacao

por um periodo de no minimo 48 horas.

3.2. Extratos peptidicos

Os extratos de peptideos foram preparados como descrito previamente (CHE;
FRICKER, 2002; MORANO et al., 2008), com algumas modifica¢es. Os organismos Vvivos
foram incubados em banho-maria a 80° C em agua deionizada por 20 minutos para remogéo
da concha e inativacdo de proteases. Em seguida foram congelados, macerados com
nitrogénio liquido até a obtencdo de um po e estocado a -20°C para posterior processamento.
Os tecidos macerados foram ressuspendidos em agua deionizada até um volume de 20 mls,
sonicados por 1 min a amplitude de 80 Hz e incubados novamente em banho maria a 80°C
por 20 minutos. Apos a incubacdo, as amostras foram resfriadas a 4°C no gelo por quarenta
minutos e posteriormente acidificadas com HCI para uma concentracdo final de 10 mM, para
precipitacdo das proteinas. As amostras resfriadas foram sonicadas no gelo trés vezes, 20
pulsos de um segundo a 4 Hz, e os homogenatos centrifugados a 3000 rpm por 50 minutos a
4°C. Apos esta etapa, os sobrenadantes foram filtrados em membrana Millipore que permite a
passagem de moléculas com peso molecular inferior a 10 kDa (Amicon Ultra, Millipore,
EUA). Os eluatos ndo retidos pela membrana foram ajustados para uma faixa de pH entre 2 e
4 com &cido trifluoracético (TFA) 50% e aplicados em pré-colunas C18 (OASIS — Waters,
UK), lavado com solucdo de acetonitrila (ACN) 5% contendo TFA 0,1%, com o objetivo de
pré-purificar as fracGes. Em seguida, duas eluicbes foram realizadas com diferentes
concentracdes de acetonitrila (40% e 80%) em agua acidificada (TFA 0,1%). Os volumes das
amostras foram reduzidos para 5 pL em uma centrifuga a vacuo, ressuspensos em 1,5 mls de

agua deionizada e estocados a - 80°C.
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3.3. Dosagem da concentracdo total de peptideos

Os peptideos foram quantificados nas fracdes obtidas (40% e 80% ACN) pelo método
fluorimétrico, utilizando o reagente fluorescamina (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA -
C17H1004) como previamente descrito (CUNHA et al., 2008; CASTRO et al., 2010). Este
meétodo consiste na ligagdo de uma molécula de fluorescamina as aminas primarias presentes
nos residuos de lisina (K) e no N-terminal dos peptideos. As concentracbes de peptideos nas
amostras desconhecidas foram determinadas através de uma curva padrdo utilizando o
peptideo 5A (LTLRTKL) como padrdo. A fluorescéncia foi medida nos comprimentos de
onda 370 nm (excitacdo) e 480 nm (emiss&o).

3.4. Fracionamento dos extratos de peptideos em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

Os extratos de peptideos preparados foram submetidos a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para obtengdo de fragbes. A separagéo foi realizada utilizando o sistema
UFLC-Shimadzu modelo Prominence em coluna de fase reversa Preparativa-ODS C18 (250
mm X 20 mm; 5 pum). As fracdes dos extratos 40% e 80% foram eluidas em um gradiente
linear de 2-60% e 10-80% respectivamente de acetonitrila em TFA 0,05%, durante 80
minutos sob um fluxo de 2 mL/min. A absorbancia foi monitorada a 225nm e 280nm. As
fracbes correspondentes aos picos foram coletadas manualmente e concentradas em uma
centrifuga a vacuo para remocdo de solventes e estocados a -80°C. As fracbes foram
reconstituidas em 500 upl de 4gua deionizada e entdo submetidas ensaio de inibi¢ao de
crescimento em meio liquido para determinacgéo de atividade antimicrobiana.

As fracbes que apresentaram atividade antimicrobiana foram submetidas a uma
segunda etapa de purificacdo por HPLC em coluna de fase reversa semipreparativa JUPITER
C18 (250 mm x 10 mm; 10pm), em um gradiente de concentracdo de 2 a 60% para fracdo de
40% e de 20 a 80% para a fracdo de 80% de acetonitrila acidificada (ACN/TFA) durante 60
minutos com um fluxo de 2mL/min. As fracGes coletadas manualmente, foram concentrados
em centrifuga a vacuo e reconstituidas em 150ul agua Milli-Q e novamente avaliadas no
ensaio de crescimento microbiano .

Quando necessario uma nova abertura de gradiente foi realizada em coluna analitica
JUPITER C18 (200mm x 4,6mm; 10pum), para melhor purificacdo do pico de interesse.
Posteriormente foram realizados novos testes de bioatividade e identificacdo dos peptideos

por espectrometria de massa.
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3.5. Atividade Antimicrobiana - Ensaio de inibi¢do de crescimento em meio liquido

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado o ensaio de inibicdo de
crescimento bacteriano em meio liquido (BULET et al., 1993), contra 0s microorganismos:
Micrococcus luteus A270 (bactéria Gram-positiva), Echerichia coli SBS 363 (bactéria Gram-
negativa) e levedura e Candida albicans MDMB8.

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos com uma aliquota de 20 pL das fragdes
coletadas do HPLC e 80 uL do microrganismo em meio de cultivo. Agua ultrapura e meio de
cultura foram usados como controle.

Para as bactérias foi utilizado caldo de peptona pobre em nutrientes (PB: peptona 10
g/L; NaCl 5 gr/L; pH 7,4) como meio de crescimento, para as leveduras o meio utilizado
continha dextrose de batata na concentracdo 12 g/L (Potato Dextrose Broth— PDB- DifcoTM,
Houston, EUA; half strength). Ambos em fase logaritmica de crescimento, na concentracéo
final de 10° céls/mL para bactérias e 10* céls/mL para leveduras em cada poco. O crescimento
microbiano é analisado por medida da densidade dptica da cultura, num leitor de microplaca
Victor 3 — 1420 (PerkinElmer) a 595nm, apds 18 horas de incubacdo a 30°C sob agitacéo

constante.

3.6. Concentracéo Inibitéria Minima (MIC)

A concentragdo inibitéria minima foi determinada utilizando um ensaio de
microdiluicdo em caldo em placas de 96 pocos. Onde foi realizada uma diluicao seriadas com
fator de diluicao dois de 20uLL da amostra aplicado a cada pogo, por fim adicionado 80 pL do
microrganismo em meio de cultivo. O crescimento microbiano foi medido por meio do
monitoramento do aumento da DO em 595 nm apds incubacdo a 30°C por 18h (modificado
EHRETRIT-SABATIER et al, 1996).

3.7. Analise por Espectrometria de Massas

Apos a Ultima etapa de purificacdo do pico que apresentou atividade antimicrobiana, a
fracdo foi seca e ressuspendida em volume 15 pL de acido formico, e submetidas a analise por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS/MS). As misturas
peptidicas foram separadas em gradiente de eluicdo de 0-40% durante 35min de uma mistura
agua/acetonitrila contendo 0,1% de &cido formico, em coluna capilar de 75pm empacotada
com silica C18. Os dados foram adquiridos automaticamente em modo dependente de

aquisicdo (DDA) ap0s geracdo de multiplos peptideos protonados por ionizagdo em

14



electrospray (ESI), seguido de dissociagdo em MS/MS por colisdo com argdnio em
intensidade de 10 a 30 eV. CondicGes tipicas de LC e ESI foram: fluxo de 600 nL/min,
voltagem no capilar do nanofluxo de 3.5 kV, temperatura do bloco de 80°C, e voltagem do
cone de 100 V. As analises de sequenciamento dos peptideos foram realizadas através do
programa PEAKS Studio versdo 8.5, utilizando banco de dados para Cassostrea gigas e para

o filo Mollusca construidos a partir de dados do site UNIPROT.

4. RESULTADOS
4.1. Obtencao e estimativa da concentracao total de peptideos nos extratos.

Os extratos peptidicos foram preparados a partir do tecido de O. urceus conforme
descrito anteriormente. Proteinas de alto peso molecular possuem bioatividade limitada e em
geral, os peptideos bioativos originarios de moluscos marinhos possuem 5-40 residuos de
aminoacidos (ANJUM et al., 2016). Assim, ap0s a passagem do sobrenadante em filtro
Milipore foram obtidos apenas peptideos com peso molecular inferior a 10 kDa. O tamanho
relativamente menor dos peptideos também os torna viaveis para a sintese quimica (BULET
et al., 2004).

Os filtrados foram pré-purificados em coluna OASIS C18 e submetidos a dois estagios
sucessivos de eluicdo com diferentes concentracbes de acetonitrila (40% e 80%). A
concentracdo total de peptideos foi estimada nas duas fracbes eluidas (Tabela 4 e 5) pelo
método da fluorescamine.

As maiores concentracdes de peptideos foram eluidas a 40% de ACN. Alguns estudos
relatam que a grande maioria dos peptideos que apresentam atividade sdo comumente eluidos
nesta concentracdo (RICILUCA, et al., 2012; SAYEGH et al., 2016; CHAPARRO & SILVA
JUNIOR, 2016).
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Tabela 4. Concentracdo total de peptideos fracéo eluida a 40%

Concentragéo Quantidade total

Amostra (mg/ml) (mg)
O. urceus 1 2,42 3,87
O. urceus 2 3,79 4,55
O. urceus 3 4,58 5,50
O. urceus 4 3,85 4,62
O. urceus 5 0,73 0,87
O. urceus 6 3,59 5,74
O. urceus 7 2,27 3,63
O. urceus 8 2,54 3,05
O. urceus 9 4,57 5,49
O. urceus 10 2,67 4,26
O. urceus 11 4,10 6,57
O. urceus 12 3,77 6,03

Tabela 5. Concentracdo total de peptideos fracao eluida a 80%

Amostra Concentragéo Quantidade total
(mg/ml) (mg)
O. urceus 1 0,0403 0,0322
O. urceus 2 0,0832 0,0499
O. urceus 3 0,0461 0,0277
O. urceus 4 0,0681 0,0409
O. urceus 5 0,0105 0,0063
O. urceus 6 0,0317 0,0253
O. urceus 7 0,0271 0,0217
O. urceus 8 0,0241 0,0145
O. urceus 9 0,0665 0,0399
O. urceus 10 0,0559 0,0447
O. urceus 11 0,0650 0,0520
O. urceus 12 0,0817 0,0653

4.2. Fracionamento Inicial dos extratos de peptideos em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

Alguns extratos peptidicos foram selecionados aleatoriamente (amostras 8, 10 e 11) e
submetidos a cromatografia liquida de alta performance (CLAE) separadamente. Na Figura 5,
podemos observar que as amostras apresentaram perfis cromatograficos muito semelhantes,
indicando uma reprodutibilidade do método de extracdo. Adicionalmente, a sobreposicdo dos
cromatogramas, revelou uma variagdo de intensidade dos picos presente em cada um dos

extratos analisados, que pode ser atribuida as diferentes quantidades de peptideos totais
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estimados pelo método da fluorescamine, sendo o extrato 8 (verde) 3,05mg, 10 (azul) 4,26mg
e 11(vermelho) 6,57mg.

Os extratos eluidos a 80% ACN, devido a baixa concentragdo dos peptideos, foram
agrupados em uma Unica amostra e fracionados por CLAE obtendo-se um perfil tnico (Figura 6).
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Figura 5: Perfil cromatogréafico dos extratos peptidicos de O. urceus 8, 10 e 11 eluidos a 40% ACN.

i

Fracionamento obtido com coluna Shimadzu Preparativa-ODS C18 em um gradiente linear de 2 a 60% de ACN

durante 60 min., fluxo de 2 mL/min e A=225 nm. Extratos 8 (verde), 10 (azul) e 11 (vermelho).
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Figura 6: Perfil cromatografico dos extratos peptidicos de O. urceus eluidos a 80% ACN. Fracionamento obtido
com coluna Shimadzu Preparativa-ODS C18 em um gradiente linear de 10-80% de ACN durante 60 min., fluxo
de 2mL/min e absorbancia monitorada em A=225nm (preto) e A=280nm (vermelho). Extratos 2,4,10 e 11,
quantidade total de 0,2081mg de peptideos.

17



Os picos dos perfis cromatogréaficos obtidos foram analisados e 25 fragGes coletadas

para cada um dos eluatos (40 e 80%). Estas fraches coletadas foram concentradas e

reconstituidas em 500 pls de agua deionizada.

4.3. Teste de Atividade Antimicrobiana - Ensaio de inibi¢cdo de crescimento em meio

liquido

As fragdes coletadas foram analisadas quanto a atividade antimicrobiana através de

ensaios de inibicdo em meio liquido contra bactéria Gram-positiva Micrococcus luteus A720,

bactéria Gram-negativa Escherichia coli SBS 363, e levedura e Candida albicans MDMS8.

Nesta triagem somente cinco fragBes dos extratos eluidos a 40% resultaram em atividade

antimicrobiana contra Micrococcus luteus A720 (Tabela 6; Figura 7). Ndo foi observada

atividade antimicrobiana nas fracdes do eluato a 80% (dados ndo demonstrados).

Tabela 6. Ensaio de atividade antimicrobiana das fragdes do extrato

11 eluido a 40% ACN.

Fracoes
(40% ACN)

Minutos

M. luteus A720 E. coli SBS 363 C. albicans MDM8

Microorganismo

O 0N A WN =

25

26.2-28.33
28.3-31.02
31.02-32.7
32.7-37.6
37.6-40.01
40.01-42.14
42.14-437
43.7-47.1
47.10-48.3
48.3-49.1
49 1-50
50-51.85
51.85-52 68
52.68-54.25
54 25-55 50
55.50-57
57-59.32
59.32-61.02
61.02-62.74
62.74-63.46
63.46-67.96
67.9-69.78
69.78-72.63
72.63-77.38
77.38

+

+ + + + + + + + + + + + + +

+ 1

+ + + +

+

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

(-) Inibicéo; (+) Crescimento
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Figura 7: Perfil cromatografico das fraces do extrato peptidico 11 de O. urceus eluido a 40% ACN.
Fracionamento obtido com coluna Shimadzu Preparativa-ODS C18 em um gradiente linear de 2 a 60% de ACN
durante 60 min., fluxo de 2mL/min, A=225 nm e A=280 nm. Os respectivos picos 16, 17, 18, 19 e 21
apresentaram atividade antimicrobiana contra Micrococcus luteus A720.

Os picos 16, 17, 18, 19 e 21 que apresentaram atividade antimicrobiana, destacados no
cromatograma acima (Figura 7), passaram por uma nova etapa de separacdo por CLAE em
coluna de fase reversa semipreparativa JUPITER C18.

Novas fracdes foram obtidas, concentradas e reconstituidas em 150ul de agua Milli-
Q, onde 20uls foram utilizados para novo teste de inibicdo de crescimento em meio liquido.
Nesta segunda triagem apenas as fracGes provenientes dos picos 18 e 21 (Tabela 7)
apresentaram atividade antimicrobiana contra Micrococcus luteus A720, denominadas 18-M e
21-G e 21-H, destacadas nos cromatogramas abaixo (Figura 8). As fracdes dos picos 16, 17,

19 e 21 ndo apresentaram atividade antimicrobiana (dados ndo demonstrados).
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Tabela 7: Fragdes provenientes da segunda etapa de purificagdo dos picos 18
e 21. Em destaque as fragdes 18-M, 21-G e 21-H que apresentaram atividade
contra Micrococcus luteus A720.

M. luteus M. luteus

Fragao 18 Minutos AT20 Fracao 21 Minutos AT20
18-A 7,50- 10,47 + 21-A 18,98 -19,95 +
18-B 14,37 - 15,37 + 21-B 19,95 - 22,08 +
18-C 18,57 - 19,57 + 21-C 27.14 -30,23 +
18-D 19,57 - 20,63 + 21-D 30,23 - 32,33 +
18 -E 20,63 - 21,63 + 21-E 32,33 - 34,40 +
18 -F 27,22 - 28,33 + 21-F 34,40 - 35,87 +
18-G 28,33 - 30,24 + 21-G 35,87 - 37,92 =
18 -H 30,24 - 31,23 + 21-H 37,92 - 40,10 =
18 -1 31,23 - 31,88 + 21-1 40,10 - 41,62 +
18 -J 31.,88_-32,89 + 21-J 41,62 - 43,52 +
18 -K 32,89 - 34,06 + 21-K 43,52 - 48,52 +
18-L 34,06 - 34,98 + 21-L 65,96 - 66,99 +
18-M 34,98 - 37,96 -
18 -N 37,96 - 40,0 +

| 18m

1 21-H |

b \::

21-G
-

Figura 8 . Cromatograma da segunda etapa de purificacdo dos picos 18 (A) e 21 (B) respectivamente.
Fracionamiento obtido com coluna JUPITER Semipreparativa C18 (250mm x 10mm; 10um), gradiente linear de
2 a 60% de ACN durante 60 min., fluxo de 2mL/min, A=225 nm e A=280 nm. As fracdes em destaque 18-M e
21-G e 21-H apresentaram atividade antimicrobiana contra Micrococcus luteus A720.

As respectivas fragdes 18-M, 21-G e 21-H passaram por uma nova abertura de gradiente

em coluna analitica JUPITER C18, visando uma separacdo melhor dos peptideos. As fracbes
obtidas foram ressuspendidas em 65ul de agua deionizada para realizagdo de novo teste de

bioatividade, utilizando-se novamente 20ul. No entanto, apenas uma fracdo do pico 18-M,
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denominada 18-M3, apresentou atividade antimicrobiana significativa contra Micrococcus
luteus A720 (Tabela 8, Figura 9).

Tabela 8. Picos coletados da fracdo 18-M e teste para
atividade antimicrobiana.

|
Fragéo 18 Minutos M. luteus A720

| 1
18-M-1 9,57 -10,82 +
18-M -2 10,82 - 12,28 +
18-M-3 12,28 - 16,09 =

(-) Inibic&o; (+) Crescimento

Rty

1 Soouuo—:
1:50-3-30—:
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Figura 9 - Cromatograma purificacdo fracdo 18-M. Fraccionamento obtido com coluna JUPITER Analitica C18
(250mm x 4,6mm; 10pm) em um gradiente linear de 26 a 36% de ACN durante 60 min., fluxo de 1mL/min,
A=225 nm e A=280 nm (vermelho). O pico 18-M-3 em destaque apresentou atividade antimicrobiana contra
Micrococcus luteus A720.

4.4. Ensaio de MIC da fracdo 18-M-3

A concentracdo de peptideos da fracdo 18-M-3 foi medida em equipamento NanoDrop
2000 da Thermo Scientific em uma absorbancia de 205 nm apresentando uma média de 2,17
mg/ml. Em seguida foi realizado o MIC (Concentracdo Minima Inibitéria) desta fracdo para
identificar a menor concentracdo que apresenta atividade antimicrobiana. Entretanto conforme

apresentado na tabela 11 abaixo, em comparacgdo ao controle, na contragéo de 50% do valor

21



inicial ja ndo apresentou atividade contra Micrococcus luteus A720, assim uma concentragdo

de 1,085mg/ml j& ndo apresenta atividade antimicrobiana significativa (Tabela 9).

Tabela 9. Ensaio MIC fragéo 18-M-3 (Concentragdo Minima Inibitéria). Uma contracdo de 50% do valor

inicial ndo apresentou atividade antimicrobiana significativa contra Micrococcus luteus A720.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,036 |0487 |0436 |[0,457 |0,442 |0,462 |0,448 |0445 |0,442 | 0,435 (0,457 | 0,036
0,034 | 0,365 | 0,377 | 0,369 | 0,332 | 0,413 | 0,452 | 0,448 | 0,454 | 0,397 | 0,443 | 0,035
50% 25% 12,5% | 6,25% | 3,12% | 1,56%
C |0,035 |0,445 |0,400 | 0,360 (0,350 |[0,358 [0,399 |[0,454 |0,439 | 0,443 |0,034 |O0,034

Em vermelho controle positivo, em azul controle negativo.

4.5. ldentificacdo dos peptideos da Fracdo 18-M-3 por espectrometria de massas

Apesar das etapas de fracionamento realizadas por CLAE, os dados de espectrometria

de massas revelaram uma fracdo com alta complexidade (Figura 10). Contudo, a maioria dos

picos detectados foi identificada com sucesso a partir da utilizacdo de dois bancos de dados de

sequéncias de proteinas (um contendo proteinas de moluscos e outro com sequéncias de

proteinas de ostra da espécie Crassostrea gigas).
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Figura 10. Perfil cromatogréafico da fracdo 18-M-3 submetidas a analise por cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas (LC/MS/MS). As misturas peptidicas foram separadas em gradiente de

eluicdo de 0-40% durante 35min de uma mistura &gua/acetonitrila contendo 0,1% de acido férmico, em coluna

capilar de 75um empacotada com silica C18.
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Quanto as caracteristicas desses peptideos, com o auxilio do programa Peaks Studio,
38 sequéncias foram identificadas, com fragmentos de 10 a 21 residuos de amino&cidos,
derivados das seguintes proteinas: actina, colageno, filamina, proteina de macro6fago, miosina,
proteina ligante de oxysterol, proteina RFT-1, tropomiosina, neuropeptideo LW amidado e
uma proteina ndo caracterizada (Tabela 12, Anexo 1). Adicionalmente, muitos desses
peptideos foram provenientes de proteinas identificadas em mais de uma espécie de molusco,
como por exemplo, os fragmentos da proteina actina, conservados nas espécies Elysia
chlorotica, Octopus bimaculoides, Nipponacmea fuscoviridis, Doryteuthis pealeii, Sepia
officinalis, Azumapecten farreri, Meretrix meretrix, Rapana venosa, Hyriopsis cumingii,
Littorina littorea e entre outras (Tabela 12). Com relacdo a localizagdo subcelular 82% das
sequéncias eram fragmentos proteinas citosolicas (Figura 11).

3%

%)

3%
3%

m citoplasma

B nucleo

B membrana

H reticulo endoplasmatico
m vesiculas secretdrias

m extracelular

Figura 11. Localizagdo subcelular das proteinas de origem dos peptideos identificados.
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Tabela 10. Proteinas precursoras e peptideos identificados.

Proteina precursora

Actin

Collagen alpha-1(1V)
chain

Filamin
Histone H2B

LWamide neuropeptide

Macrophage expressed
protein-like isoform 1

UsS -
Upstrean
site

E

T

»w U X Z Z

=

Peptide

APLNPKANREKMTQIM

EAPLNPKANREKMTQIM

MGQKDSYVGDEAQSKRGIL

M(+15.99)GQKDSYVGDEAQSKRGI
L

VGMGQKDSYVGDEAQSKRGIL

VGM(+15.99)GQKDSYVGDEAQSK
RGIL

DSYVGDEAQSKRGILT
SYVGDEAQSKRGILT
YVGDEAQSKRGIL
DDM(+15.99)EKIWHHT

ESGPLGPLGP

G(+42.01)DKGNSGLPGIDGLSG(-
.98)

SIKHKGMHISGSPF

IKHKGMHISGSPF

LPGELAKHAVSEGTKAVT

S(+42.01)GLSGLGSGFGGGLG

S(+42.01)SLSAGAAAGISIG

DS -
Downstrean
site

F

F

_|

_|

= - -

Banco de
Dados
Mollusca

X

X

Banco de
Dados
Crassostrea

X

X

X X X X X X

X

-10IgP

71.20
50.55

45.93

32.07

36.49

40.43
44.40
54.72
32.53

35.63

30.86

27.18
70.59
67.38
87.61

23.80

30.91

Mass

1840.9651

1970.0077

2081.0210

2097.0161

2237.1111

2253.1060

1737.8533

1622.8264

1434.7466

1326.5663

922.476

1483.7267

1524.7871

1437.7550

1806.9839

1263.6095

1202.6143

Length

16
17

19

19

21

21
16
15
13
10

10

16
14
13
18

15

14

ppm m/z

7

4

4

3

3

7

3

4

4

0

-0

-2

1

0
3

3

2

.8 921.4970
.8 986.0158

.6 694.6841

.3 700.015

.8 746.7138

.3 752.0481
.4 869.9368
.1 812.4238
.9 718.3841

.5 664.2908

.2 462.2451

.7 742.8686
.3 763.4018
.7 719.8853
.6.904.5024

.8 632.8145

4 602.3159

RT

19.38

21.89

20.13

18.58

23.68

19.90

23.49

20.52

17.79

13.47

18.36

20.1

16.14

15.42
25.08

20.57

18.68

Area
Sample 1

3.52E6
7.53E6

1.55E7

4.27E6

2.47E6

1.51E6
4.15E6
1.75E6
1.26E6

4.7E5

1.49E6

1.99E6
1.34E6
7.47E5

2.86E6
1.01E6

1.34E6
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Myosin heavy chain,
striated muscle

Myosin heavy chain

Oxysterol-binding
protein

RFT1-like protein

Tropomyosin

Uncharacterized protein

< Z zZz m m m< < X O o Z2

A

IRKKLEQDINEL
KKLEQDINELE

RIKKKLEQDINEL

S(+42.01)ISAILDGTAKLT

SLLSSGAGPL

KEVDRLEDELVNEKEKYK

EVDRLEDELVNEKEKYK
DRLEDELVNEKEKYK
DRLEDELVNEKE
ERMDALENQLKEAR
ARFLAEEADRKYDEVA
ERAETGESKIVELE
NLKSLEVSEEKANQREEAY
KMDKENALDRAEQL
DKENALDRAEQL
M(+15.99)(+42.01) DAIKKKMQ
DAENRAAEAERVVNKLQ
LDASQPAYHLPVTKNAR(-.98)

M(+15.99)(+42.01)VAGKDGEIIF
N(+42.01)ELKKELTFK

S(+42.01)AAATAAAAGGSIGGI

X X X X X X X X X X X X X

29.1

27.36

43.46

33.82

23.39

48.50

78.56

61.46

33.23

45.72

52.74

37.01

30.91

41.24

31.74

40.01

29.96

40.04

28.13

24.87

28.11

1497.8514

1357.7089

1625.9464

1330.7344

900.4916

2263.1694

2135.0745

1906.9635

1487.7103

1701.8468

1881.9220

1588.7944

2236.0972

1659.8250

1400.6896

1149.5886

1911.9762

1879.0063

1236.606

1290.7183

1286.6466

12

11

13

13

10

18

17

15

12

14

16

14

19

14

12

17

17

11

10

16

3.6 749.9357

1.8 679.8629

3.5 813.9833

-13.1 666.3657

-1 451.2527

5.4 755.4012

7.9 1068.5530

11.1 954.4996

-1.9 744.8610

2.6 851.9329

4.9 941.9729

3.2/795.4070

1.5 746.3741

7.9 830.9263

4.3 701.3551

1.3 575.8023

4.4 956.9996

-9.5 940.5015

-1.5 619.3093

14 646.3754

10 644.337

18.09

19.69

15.65

20.93

16.31

25.92

27.58

24.90

25.53

25.31

23.85

20.31

21.57

20.35

23.33

12.76

28.27

18.57

11.12

15.95

23.91

489E6
5.09E6

9.56E5

1.21E6

1.7E6
3.57E7
3.11E6
1.31E6
1.32E6
2.81E6
2.81E6
8.33E6
2.43E6
4.54E6
5.88E6
2.34E7
5.43E6
3.48E6

2.61E4

1.84E6

149E6

25



4.6. Ensaio de MIC para peptideos sintéticos

Dentre os peptideos identificados, trés foram selecionados, sintetizados e realizados 0s
ensaios de concentracdo minima inibitéria contra M. luteus A720, E. coli SBS 363 e C.
albicans MDMS8, com uma concentragao inicial de 200uM até 6,25uM. Contudo, nenhum
dessas sequéncias sintetizadas apresentou atividade antimicrobiana (Tabela 11).

Tabela 11: Ensaio concentragdo minima inibitoria dos peptideos sintetizados.

Sequéncia peptideos sintetizados M. luteus A720 E. coli SBS 363 C. albicans
MDM8
| LPGELAKHAVSEGTKAVT + I + I + I
KEVDRLEDELVNEKEKYK + + +
APLNPKANREKMTQIM + + +
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5. DISCUSSAO

Nosso estudo € o primeiro a utilizar um método de extracdo através de inativacdo de
proteases pelo calor para caracterizar peptideos que existam naturalmente no gastropode
marinho O. urceus. O nosso principal achado foi a identificacdo de uma fragdo do extrato com
acdo antimicrobiana contra Microccocus luteus. Porém, no ensaio de concentracgéo inibitoria
minima foi observado que apenas a fragdo de maior concentracdo (~2,0 mg/ml) apresentou
atividade. Esta perda de atividade em concentracGes menores pode ser explicada através dos
resultados de espectrometria de massas. Como mencionado anteriormente, essas analises
demonstraram que apesar das etapas de separacdo por CLAE a fracdo apresentou uma alta
complexidade, o que possivelmente contribuiu para que o peptideo ou conjunto deles com
atividade antimicrobiana estivessem mais diluidos na concentragdo total de 1mg/ml n&o
apresentando mais efeito bactericida.

Um aspecto também importante revelado pela espectrometria de massas, que ajuda a
entender porque estes peptideos permaneceram em um tempo de eluicdo muito proximo na
CLAE, estd relacionado a natureza das sequéncias identificadas. Muitas sequéncias sao
fragmentos de um mesmo peptideo com formas extendidas, intermediarias ou curtas, como
por exemplo, o peptideo de sequéncia VGMGQKDSYVGDEAQSKRGIL (forma extendida)
fragmento da proteina actina e mais quatro sequéncias menores detectadas. O mesmo foi
observado para peptideos das proteinas filamina, miosina e tropomiosina. Além disso, na
tabela 10, podemos notar que esses peptideos similares possuem tempos de eluicdo diferentes
nos experimentos de massas. Contudo, o diametro de coluna C18 e o fluxo aplicado séo
diferentes nesta etapa. Em nanofluxo LC (nanoLC) separa¢des cromatograficas sdo realizadas
usando taxas de fluxo na faixa de baixo nanolitro por minuto, que resultam em alta
sensibilidade analitica devido a grande eficiéncia de concentracdo proporcionada por este tipo
de cromatografia (CUTILLAS, 2005).

Com relacdo ainda as caracteristicas dos peptideos identificados, a maioria eram
derivados de proteinas relacionadas ao citoesqueleto como actina, miosina, filamina e
tropomiosina quando utilizado o banco de dados de moluscos e ostras. Este dado é
interessante quando comparados com aspectos estruturais e funcionais importantes para a
biologia do gastropode O. urceus. Esta espécie é carnivora e alimenta-se principalmente do
bivalve Donax hanleyanus, necessitando agarra-los (MARCUS, 1959). Por outro lado, tem
sido descrito que fragmentos peptidicos gerados intracelularmente podem apresentar fungdes

distintas da sua proteina de origem, como por exemplo, alguns derivados de histonas que

27



apresentam acdo antimicrobiana (JODOIN et al, 2018; SIM, et al, 2017; CUTRONA, et al,
2015).

Diante dos resultados obtidos trés peptideos do extrato foram selecionados na tentativa
de encontrar a molécula responsavel pela bioatividade observada. A selecdo dos peptideos foi
baseada com base no score apresentado e analise de similaridade da sequéncia primaria com
outros AMPs conhecidos com o auxilio um site de predicdo de peptideos (software APD3)
com potencial antimicrobiano (WANG et al., 2016) e dados da literatura. O primeiro
candidato foi um fragmento derivado da proteina histona. O fragmento
LPGELAKHAVSEGTKAVT, possui 18 amino4cidos com 38% de residuos hidrofobicos e
peso molecular de 1808.06 Da. Possui 42,8% de similaridade da sequéncia com o peptideo
antimicrobiano de histona H2B-1 isolado da truta Oncorhynchus mykiss (ROBINETTE et al.,
1998). Sabe-se que a histona participa da defesa imunoldgica através da geracdo de PAMSs,
assim muitos fragmentos derivados de histona tém sido caracterizados, apresentando
propriedades antimicrobianas distintas (CHEN et al., 2015; BULET et a., 2004; Semreen et
al., 2018). Como exemplo temos os seis peptideos derivados da histona H2A, designados
Acipensinasl — 6, isolados do esturjdo russo Acipenser gueldenstaedtii. Os peptideos
Acipensina 1 e 2 Apresentaram potente atividade antimicrobiana frente as bactérias
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e ao fungo Candida
albicans, ndo revelando atividade hemolitica contra humanos (SHAMOVA et al., 2014). Ja a
sequéncia APLNPKANREKMTQIM da proteina foi escolhida, pois apresenta 16
aminodacidos com relacao hidrofobica total de 37%, carga cationica de +2 e peso molecular de
1842.213 Da, com seus residuos hidrofébicos na mesma superficie, podendo interagir com a
membrana de bactérias, apresentando de 37,5%-35% de similaridade com cinco sequéncias ja
caracterizadas de PAMs de anfibios segundo APD3. Por fim, a sequéncia de 18 aminoacidos
com peso molecular de 2264.507Da, KEVDRLEDELVNEKEKYK, mostrou 38% de
homologia com o peptideo antibacteriano sintético HP2-20 (LEE et al., 2002). Apesar destas
caracteristicas estes peptideos testados individualmente ndo apresentaram atividade
antimicrobiana.

Recentemente um estudo demonstrou um amplo espectro de atividade antibacteriana
para extratos totais de peptideos de Olivancillaria hiatula, onde bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas foram inibidas no ensaio de difusdo em agar. Além disso, na presenca do
extrato peptidico foi observado um retardo na fase de crescimento para todas as bactérias

semelhantes ao antibidtico ciprofloxacina, e quando administrados em conjunto a este
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antibiético melhoraram a eficicia dos mesmos (GASU, et al 2018). Neste sentido, é possivel
que um conjunto de peptideos seja responsavel pelo efeito antibacteriano.  Novos

experimentos serdo necessarios para investigar esta hipotese.
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6. CONCLUSAO

As analises de extratos peptidicos de baixo peso molecular de O. urceus revelaram a
presenca de uma fracdo, denominada 18-M-3, com atividade antimicrobiana contra
Micrococcus luteus, apresentando uma concentracdo média de 2,18 mg/ml de peptideos. A
analise por espectrometria revelou tratar-se de uma fracdo complexa, constituida
principalmente por um conjunto de peptideos fragmentos de proteinas citosélicas e nucleares

conservadas em diferentes espécies de moluscos.
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Anexo 1.
Identificacdo de peptideos do software Peaks Studio 8.5 e ions detectados nos espectros

MS para cada peptideo
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2] 160,10 | 15109 | 15207 | 110 | 12509 | 02408 | 6505 | 7105 | P |7t | 7092 | st | 89597 | 5| Sog R
3| 28290 | 26421 | 265,15 | 5419 | 2%.18 | 57,06 | 14159 | 127,59 | L | 1673.92 | 16507 | 1656.86 | 837,72 | 14 ., ’
43635 | 3.6 | 3027 | %805 | 3030 | 5126 | 661 | 18461 | N | 15607 | 566 | 577 | BLL [1B] 45 ‘ N 05
5| %38 | 4757 | 9163 | 46501 | 4707 | #61 | 207.14 | 2804 | P | 19668 | 1674 | 13| 7413 | 2 1000 1500 nlz
6 [ 62143 | 60336 | 60425 | 9306 | 57546 | 57662 | 31L0 | 7.9 | K | 1B0.02 | 1318 | B2 | 6758 |11
7 (69295 | 674,54 | 675,58 | 66403 | 646,32 | 647.39 | 6.4 | 3271 | A | 120865 | 120368 | 204,58 | 61130 | 0 ,\Fl_‘,}lf:,r"]"$ 'A;]:‘J:F P W
§ 806,39 | 76828 | 700,50 | 77872 | 76045 | 76139 | 0406 | 3973 | N | 1150.50 [ 113256 | 161 | 5756 [ 5| of 1 HiNELE
3 [ %2 | %54 | 945,53 | 9345 | 91685 | 91752 | 1% | %8 | R |0k 0641|082 |52 8|  Lf o b
10| 10915 | 107359 | 074,57 | 106399 | 109659 | 04,77 | %3 | 520 | E | 86055 | 62 | 8636 | #L0 [ 7| §F Ho i :J C
11| 209,61 | 120168 | 10266 | 13156 | 117360 | 117442 | 61055 | 596,35 | K | 7550 | 7387 | 7471 | 3608 [6 | b HI AN IIHM A RN N
1| 135076 | 133272 | (335,70 | 132283 | D473 | B0S.7L | 67558 | 66227 | M| 625,04 | 6058 | @066 | 31251 [ § 50 1000
13 | 15173 | 199380 | 193075 | 578 | 190564 | 106,47 | 70662 | 257 | T | .15 | 41435 | 41522 | %82 | 4
14| 1575.90 | 156183 | 56238 | 155184 | 159383 | 53482 | 707 | 642 | Q| 106 | 3730 | 37425 | 6.0 | 3
15 | 1692.90 | 167491 | 675,80 | 166493 | 164,92 | 1647.90 | 847,13 | 83303 | 1 | 26300 | 295,13 | 2%.12 | 13207 | 2
® W[ 1006 | 15205 | 3303 | 7553 | 1

Orceus_peptidomica #3545 RT: 19,33 AV: 1 NL: 1,88E8
T: FTMS + p MSI Full ms [200,00-2000,00]
9214944
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Scan 4176, m/2=986.0158, 2=2, RT=21.89, -10P=50.55, pom=43 | Almatches | | Protens |

w0 SRR AR RANRER MR

077.14
bis[2+]
911.48
50 Y15[24]
885,97 %6863
Y12
1446.76
bis[2+] b1t
= 2
i gsigh 06 2
b25 s D122t iy Y8 Y9 134873 Y13
325.19 sgoq 67487 T ‘| I 103653 1150.57 | | 1560.80
iy st bcenadlal ] SR WD) 3 et [ P o . [ R
O I A D L S R S, DD BN B A PG P O P pL L DO RS |Aanas noane neses aace tanas nases tanasnces Aanasaneas nanecanans neans aaces nesna nases nanas 74
100 20 30 400 500 600 70 800 W0 100 100 1200 100 MO0 1500 1600 700 100 1900 2000 2100
A | #| 1| x| 2t | ETok: 0.50a [Apreprocess [7]low nens. lbel | |
TonMatch  Survey
# b bH20 bNH3 a aH0 aMH3 b(2+) a(24) Seq y yH20 yNH3  y(29) % =05 . 05
1 130.05 | 11204 | 11302 | 10206 | 8404 | 8503 | 6553 | 5153 | E | ¥ IO . .
2 [ 20109 | 163,06 | 18406 | 17309 | 155,06 | 15607 | 10104 | 87.05 | A | 164197 18239 | 182495 | %2185 [ | Sog P B e T
3 [ 2812 [ 8027 [ 8111 | 2715 | 252,13 | 283,02 | 149,57 | 135,57 | P |1770.78 | 1752.95 | 1753.91 | 886.10 | 15 5 s S .o
4 [ 41134 [ 39332 [ 39420 | 83,27 | %53 | %6.20 | W61l | 19211 | L | 167385 | 165547 | 165,86 | 837.26 | 14| 05 e . : : 05
5 (52525 | S07.26 | S08.09 | 497.36 | 479.26 | 46032 | 263.13 | 24914 | N | 156069 | 159299 | 154,73 [ LB | 13 500 1000 1500 am ml
6 | 62232 | 60431 | 605.29 | 59433 | 576,36 | 577.38 | 3166 | 29812 | P | 14469 | 142,10 | 14973 | 7375 | 12
775052 | 7 | 7558 | 725 | A | M7 | I8 | %Ll | K| | Boie) | R 6B 1] oA R.ﬁ.ﬁ:ﬁmﬁh}_ﬁ”_njﬂ&
8 [ 82145 | 803.31 | 80443 | 79354 | 775.45 | 77660 | 41134 [ 397.53 | A [1221.61 ] 1203.60 | 120458 [ 61130 | 10 e P IRE S i
9 | 935,66 | 917.48 | 918.55 | 907.06 | 839.48 | 890.47 | 468.20 | 45430 | N [ 1150,67 | 113289 | 1133.56 | 575.79 | 9 %:: b AR L i
10 [ 109164 | 1073.59 | 107457 | 1063.60 | 1045.59 | 104.73 | 5.8 | 53230 | R | 1036.47 | 108,35 | 019.50 | 518.76 | 6 8 P JM Pk @ A owon
11 [ 12005 | 120264 | 1203.61 | 1192.31 | 117463 [ 1175.59 | 610.82 [ 597.24 | E | 880.23 | 86254 | 863.40 | 440.71 [ 7 Ll HRR N VR Y 119 O O T |i, HE M (|3 2
12 [ 134,76 | 1330.65 | 133171 | 1320.74 | 1302.73 | 130371 | 67507 | 660.87 | K | 75141 | 73337 | 73431 | 3%6.18 | 6 50 1000 1500 2000
13 [ 1479.81 | 1496182 | 146275 | 145170 | 1433.70 | 143475 | 74061 | 72655 | M| 623.14 | 605.29 | 606.26 | 312.23 | 5
14 158083 | 156281 | 1563.79 | 1552.83 | 153482 | 1535.91 | 7901 | 77738 | T | 462.29 | 47421 | 475.22 | 24662 | 4
15 [ 1708.85 | 1630.87 | 1691.85 | 1680.89 | 1662.87 | 1663.86 | 85477 | 84094 | Q | 39120 | 373.28 | 37417 | 196.10 | 3
16 | 18219 | 1803.95 | 180490 | 1793.97 | 1775.96 | 176,94 | 91165 | 89735 | 1 | 263.14 | 245.13 | 2412 | 13207 | 2
17 M| 150.06 | 13205 | 13303 | 7553 | 1
Orceus_peptidomica #4172 RT: 21,88 AV: 1 NL: 1,17E6
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000.00]
986.,5184
100
0 86,0153
80
70
987.0174
§
e ©0
-
c
3
< 50
L
=2
o
s N 987.5161
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20
20
10
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Scan 3744, m/z=694.6841, 2=3, RT=20,13, -10lgP=45.93, ppm=4.6

Yo[2+] Y11[24]
501,29 587.31

All matches

¥12[24]
636.85

Ys

Proteins

ggeo kB FRERRRRE KRR

685.59

Y15[2+]
819.41

Y16[2+]
88345

Y18[2+]
bs  bis[2+]

Va[2+] 909.41 97597  bio
436,77 1081.46
317.13 ’ 11\;1315’ =
. g 2
L Lo llnll]l.m. I”“JI' Lo i 11_81‘54 .
T t ¥ . t u u T T T T T T T T T T mfz
100 200 300 400 500 £00 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1300 2000 2100 2200
X ol | #] 2] 2| 2r [ EnTok:0.50a [preprocess [ lowintens. label li |
TonMatch  Survey
2 b bH20 bNH3 3 aH20 aMH3 b(2#) a(2#) Seq y yH20 yNH3  y(24) % =05 05
1| 13205 | 11404 | 115.02 | 10405 | 86.04 | 87.03 | 6652 | 5253 | M 9| % .
2| 189.07 | 171,06 [ 17204 | 16107 | 143,06 | 14405 | 95.03 | 8104 [ G | 1950.99 193298 | 193396 | %6.15 | B | Soo 3
3 [ 317.11 [ 299.28 | 300.17 | 289.33 | 27112 | 272.04 | 159.06 | 145.07 | Q | 189397 | 1875.9 | 1876.94 | 947.%8 | 17 !
4| #4517 [ 427.43 | 428.27 | 417.42 | 399.30 | 40048 | 223.12 | 09.09 | K [ 1765.91 [ 1747.90 | 1748.88 | 883.65 | 16 05 ; ; : ; 05
5 | 560.27 | 542.28 | 543.22 | 53226 | 51445 | 515.23 | 280.63 | 266.63 | D | 1637.81 | 1619.80 | 1620.79 | 819.59 | 15 500 1000 1500 2000 mfz
6 | 647.40 | 629.52 | 630.%6 | 619.39 | 60136 | 60226 | 32414 | 310.14 | 5 | 1522.77 | 150478 | 1505.76 | 762.03 | 14 e e — )
7 | 810,51 | 792.34 | 793.45 | 782.36 | 764.34 | 765.19 | 405.24 | 391.68 Y | 143552 1417.74 [ 1418.73 | 718.62 | 13 5 I m“ EH%HG{—H—‘Y#S-}—'DKQGH—W%
8 [ 909.41 | 891.46 [ 892.39 | 881.34 | 863.41 | 864.39 | 455.32 | 441.24 V| 127266 | 125468 | 1255.69 | 636.66 | 12 < i O e i
9 | 966.52 | 948.37 | 949.41 | 938.08 | 920.43 | 92115 | 48349 | 49.26 | G | 1173.55 | 1155.38 | 1156.59 | 587.37 | 11 g i R G T
10 [ 108149 | 1063.45 | 1064.44 | 1053.34 | 1035.46 | 1036.55 | 54137 | 527.66 | D | 1116.69 | 1098.67 | 1099.57 | 558.44 | 10 ] i J E|i b e o
11[1210.37 | 1192.49 | 1193.57 | 1182.51 | 1164.50 | 1165.66 | 605.41 | 59127 | E | 100144 | 983.39 | 98462 | 50140 | 9 S L Ll Loiijd v i) . 2
12 [ 1281.50 | 1263.59 | 1264.43 | 1253.50 | 1235.59 [ 1236.52 | 641.62 | 627.27 | A | 87263 | 85452 | 855,49 | 436.94 | 8 1000 1500 2000
13 [ 1409.68 | 1391.79 | 1392.57 | 138161 | 1363.60 | 1364.58 | 705.35 | 69130 | Q | 801.36 | 783.30 | 78447 | 0127 | 7
14| 1496.63 | 1478.62 | 1479.61 | 1468.64 | 1450.63 | 145161 | 748.84 | 73482 | S | 673.52 | 655.23 | 656.64 | 337.27 | 6
15 [ 1624.73 | 1606.72 | 1607.70 | 159.73 | 1578.72 | 1579.71 | 812.55 | 798.87 | K | 506.17 | 568.42 | 569.38 | 293.28 | §
16 [ 1780.83 | 1762.82 | 1763.80 | 1752.83 | 1734.82 | 1735.81 | 890.91 | 876.92 | R | 458.31 | 440.38 | 441.24 | 22965 | 4
17 [1837.85 | 1819.84 | 1820.82 | 1809.86 | 179184 | 1792.83 | 919.37 | 905.57 | G | 302.24 | 25410 | 285.18 | 15L60 | 3
18 [ 1950.93 | 1932.92 | 1933.91 | 1922.94 | 1904.93 [ 1905.91 | 976,15 [ 96197 | 1 | 24512 | 227.18 | 228.13 | 123.09 | 2
19 L | 13210 | 11409 | 11507 | 6655 | 1
Orceus_peptidomica #3757 RT: 20,18 AV: 1 NL: 3,93E6
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]
€95,0174
100
90
€94,6820
80
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Scan 3360, m/z=700.0150, 2=3, RT=13.58, -10igP=32.07, ppm=3.3 | Al matches

o0 O RBIS YV e BfE e 8 [ e

Proteins

b1-7
67931

690.68

639.95 i
a10[2+] yyy[o4 9
535.23 58%'.31] Y15[2+] Vi6i2+] 100157
¥8[2+] 819.41 "ot b1
b3 43677 i 1097.46 Y11 Y15-NH3
12 1173.62 1620.79
s u.1||| o J.Mhlmh. i ‘ sl | . | ..
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200
% i ‘#il:l‘leZVIErrToI:D.SDa M preprocess [] low intens. label
TonMatch  Survey
b bH20 bNH3 a aH20 aNH3 b(2#) a(24) Seq y yH20 yNH3 oy (24 # =05 0.5
1| 148,04 | 130,03 | 131.02 | 120.05 | 102.04 | 1203.02 | 7452 | 60.52 [M(+15.99) 8| = .
.
2 [ 205,13 [ 187.05 | 188.04 | 177.07 | 159.06 | 160.04 | 103.03 | 89.03 G |1950.99 | 1932.98 | 1933.% | 976.16 [ 8 | 0.0 s
333319 [ 315.24 | 316.22 | 305.13 | 287.27 | 288.10 | 167.06 | 153.06 | Q | 1893.97 | 1875.96 | 1876.94 | 947.58 | 17 "
4 | 4146 | 4321 | 4429 | 433.22 | 41540 | 416.27 | 23L11 | 217.13 | K | 1765.91 | 1747.90 | 174888 | 883.62 |16 | 05 T . 05
5 [ 576.33 | 558.62 | 559.44 | 548.25 | 530.24 | 53150 | 288.62 | 275.12 | D | 1637.81[1619.80 | 1620.85 | 519.60 | 15 1500 2000 mfz
6 | 663,28 | 643.97 | 645.98 | 635.28 | 617.32 | 618.26 | 332.14 | 318.14 | 5 | 1522.79 | 1504.78 | 1505.7 | 762.20 | 14 ; § s o i w L i
7 | 826.43 | 808.35 | 809.31 | 798.35 | 780.45 | 7814 | 414.09 | 393.47 Y 1435.75 | 1417.74 | 1418.73 | 718.40 | 13 ;.;l)—"'fr—Hr;&p‘f——"% “H};Hﬁjg_ ﬁ \f‘?! - —vspracu: Hytfa
8 [ 92546 | 907.32 | 908.33 | 897.41 | 879.31 | 880.39 | 463.43 | 449.39 v 1272.80 | 125486 | 1255.66 | 636.57 [ 12 b o | I L I Y i
9 | 98255 | 964.5 | 965.28 | 95444 | 936.49 | 937.41 | 4152 | 477.72 | G | 1173.66 | 1155.68 | 1156.%6 | 567.44 | 11 2k 1 : bidh b Gl G 6o i
10 [ 1097.34 | 1079.53 | 1080.43 | 1069.71 [ 1051.48 | 1052.58 | 549.23 [ 535,19 | D | 111660 [ 1098.59 [ 1099.57 | 558.62 | 10 & ] ! R i
11[1226.51 | 1208.62 | 1209.47 | 1198.63 | 1180.49 | 118163 | 613.99 | 599.66 | E | 100152 | 983.45 | 984,55 | 50129 | 9 Sl HEE S o BT WINE) DY G S N T
12 [1297.56 | 1279.49 | 1280.51 | 126,54 | 1251.53 | 1252.52 | 649.24 [ 635.27 | A | 872.53 | 854.25 | 855.50 | 436.69 | 8 500 1000 1500 2000
13 [ 1425.72 | 1407.59 | 1408.38 | 1397.60 | 1379.59 [ 1380.57 | 713.61 | 699.30 | Q | 80145 | 783.47 | 78447 | 40133 | 7
14 [ 1512.51 | 1494.62 | 1495.51 | 1484.63 | 1466.62 | 1467.61 | 757.13 | 74282 | S | 673.43 | 655.50 | 656,51 | 337.21 | 6
15[ 1640.72 [ 1622.71 | 1623.70 | 1612.73 [ 1594.72 [ 1595.70 | 820.50 | 806,52 | K | 586.40 | 568.45 | 569.31 | 29416 | 5
16 | 1796.82 | 1778.81 | 1779.80 | 1768.83 | 1750.82 | 1751.80 | 898.56 | 83445 | R | 458.26 | 440.25 | #4128 | 229.23 | 4
17 1853.85 | 1835.83 | 183682 | 1825.85 | 1807.84 | 1808.82 | 927.42 [ 913.85 | G | 302.25 | 284.14 | 285.22 | 15160 | 3
15[ 1966.93 | 1948.92 | 1949.90 | 1938.93 | 1920.92 | 192191 | 983.49 | 969.5¢ | I 245.07 | 227.10 | 228.09 | 123.09 | 2
19 L [ 13210 | 11409 | 11507 | 6655 | 1
Oroeus_peptidomica #3353 RT: 18,57 AV: 1 NL: 1,24E8
T: FTMS + p NSl Full ms [200,00-2000,00]
F00,3428
100
F00,0147
20
a0 7008829
7O
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o
c
z 80
-
c
3
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o =0
o
=
=
- 40
o™
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1:||||||||||||||||||||||||||
F00.0 7002 Fo0.4 00,8 Too.B Fo1.0 TO1..
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Scan 4611, m/z=746.7138, z=3, RT=23.68, -10igP=49.84, ppm=3.8 | Al matches Proteins

marsy ) V[G M]c o[k [o[s [¥[v[c[ofe[alofs [k R e x|

737.10
713.86)
V6
673.44
641,31
Y15[2+]
Yo+) 819.41
19.5 501.29
Y18[2+]
975.99
b12[2;+] b1o
619.28 1065.50 b12
V8[2+] v 1237.55
436,77 10
A 1116.60
2-H2! g
Y220 “paiy bis
27,18 Il” YT (Y i 1565.69
|asaacasanes amansaasan; agen t u T T T T ™ mfz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300
% il |#‘1:1‘2X‘2V‘ErrTol:0.SDa [A preprocess [ low intens. label
TonMatch  Survey
£ b bHO bNH3 & aH0 afH3 b(H) a4 Seq y yHO  yAH3 y(H) g 05
L
110008 | 8207 | 83.05 | 72.08 | 5407 | 5505 | 50.54 | 3.54 v al 2 . o & .
2 | 157.10 | 139.09 | 140.07 | 129.10 | 111,09 | 112.08 | 79.05 | 65.05 G [2139.05 | 212104 212202 [ 1069.30 | A | £ L e P .
3| 288.14 | 270.29 | 27128 | 260.11 | 242.13 | 243.22 | 14457 | 130.57 | M | 208203 | 206402 | 2065.00 | 104161 | 19 ] 0 z
4| 345,23 | 327.15 | 38,24 | 317.16 | 299.31 | 300.24 | 173.08 | 159.08 | G | 1950.99 [1932.98 | 193396 [ 975.%0 |18 | .05 : -
5 [ 473.19 [ 455,52 | 456,36 | 445.26 | 427.00 | 428.19 | 237.28 | 223.20 | Q | 1893.97 [ 1875.96 | 1876.94 [ 947.48 | 17 500 1000
6 | 601,47 | 583.06 | 56429 | 573.44 | 555.33 | 5.29 | 30L16 | 287.27 | K | 176591 [1747.90 | 1746.88 | 883.40 | 16 ’ | 6 e e i fa smy
7 | 716.27 | 698.33 | 699.31 | 688.48 | 670.54 | 671.36 | 358.67 | 344.29 D |1637.811619.80 | 1620.79 | 819.52 | 15 fa|I—L‘1‘"1+G+—h.—H—Vf\—#s'-’l—Jr—fH:Fkﬂi ot IS B
8 | 803.37 | 785.62 | 78635 | 775.38 | 757.37 | 7530 | 402.19 | 388,19 | S | 152279 | 1504.78 | 1505.76 | 761.80 | 14 g 0 TG | IR R
9 | 966.48 | 998.23 | 940,53 | 938.62 | 920.43 | 92133 | 483.33 | 469.35 | Y | 143575 |1417.74 | 1418.73 | 718.00 | 13 2k R I O
10 [ 1065.51 | 1047.02 | 1048.48 | 1037.42 | 1019.50 | 1020.98 | 533.30 | 519.25 | V| 127253 | 125468 | 1255.58 | 636.96 | 12 gp D woulnl R Wb wa R BB R b
11[1122.55 | 1104.69 | 1105.50 | 1094.53 | 1076.51 | 1077.50 | 562.26 | 548.25 | G | 1173.59 | 1155.62 | 115660 | 587.24 | 11 Sh Ll ididal Y bl it - -
12 [ 1237.52 | 1219.58 | 1220.53 | 1209.56 | 1191.55 | 1192.45 | 619.41 | 605.28 | D | 111650 | 1098.59 | 1099.50 | 558.81 | 10 500 1000 1500 2000
13 [ 1366.70 | 1348.56 | 1349.57 | 1338.60 | 1320.59 | 1321,57 | 683.77 | 669.58 | E | 1001.59 | 983.65 | 984.83 | 501.37 | 9
14| 1437.68 | 1419.79 | 1420.60 | 1409.64 | 1391.63 | 1392.61 | 719.32 | 705,14 | A | 872.41 | 854,39 | 855.71 | 436.80 | 8
15 | 1565.69 | 1547.68 | 1548.66 | 1537.70 | 1519.69 | 1520.67 | 783.30 | 769.35 | Q | 80145 | 783.30 | 784,41 | 40126 | 7
16 | 1652.72 | 1634.71 | 1635.70 | 1624.73 | 1606.72 | 1607.70 | 826.48 [ 81250 | S | 673.51 | 655.39 | 656.41 | 337.22 | 6
17 [ 1780.71 | 1762.81 | 1763.79 | 175282 | 1734.81 | 1735.80 | 890,66 | 876.51 | K | 586.36 | 568.45 | 569.51 | 293.36 | 5
18 [ 1936.92 | 1918.91 | 1919.89 | 1908.92 | 1690.91 | 189190 | 963.41 | 955,12 | R | 458.40 | 440.49 | #4130 | 229.17 | 4
19 [ 1993.94 | 1975.93 | 197691 | 1965.95 | 1947.93 | 1948.92 | 997.74 | 983.65 | G | 302.25 | 284,15 | 285.21 | 15160 | 3
20 | 2107.02 | 2089.01 | 2090.00 | 2079.03 | 2061.02 | 2062.00 | 1053.78 | 103958 | 1 | 245.17 | 227.23 | 228.16 | 123.09 | 2
g ] 270 | 1iana | a7 | eaee |1
Crceus_peptidomica #4808 RT: 2367 AV 1 NL: 1,1TEE |§
T: FTMS + p MSI Full ms [200,00-2000,00]
47,0486
100
. 46,7151
20
a0
oo
@ .
o
=
m
4
=
3
E=
<L
o
=
= 747, 3831
=
o
20 746, 9605
T46,8612
20
104
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Scan 3688, m/2=752.0481, z=3, RT=19.90, -10igP=40.43, ppm=7.3

All matches

Proteins

mensty ) V[Gmfc o[k [p[s [¥[v]c[o[e[alo[s [k[r[e[z]s

743.13 1437.36
75 Y16[2+] Y18[2+]
yispe) B4 975.99
8
b
e bio-19 (98243
929,44 Yii b1
117362 125355
b13
| ‘ 138259 Y14
AR R 1522.79 i
} + - . T T T - T T -
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200
A ol | # 11| 2| 2 | EnTol:0.50a [ preprocess . label
TonMatch  Survey
b bHO b3 3 a0  atH3 b(#) a(4) Seq v yHO yM3 y(H)  # ags 05
1| 100.08 | 8207 | 83.05 | 7208 | 5407 | 5505 | 5054 | 354 | v al T
2 | 157.10 | 135.09 | 140.07 | 129,10 | 11109 | 11208 | 79.05 | 6505 | G |2155,04 |2137.03 [ 21802 | w540 [0 | 200 e
3 | 30435 | 286,21 | 287.11 | 276,14 | 258.25 | 259.17 | 152,57 | 138.57 |M(+15.99) | 2098.02 | 2080.01 | 208100 | 104074 | 19 e
4 [ 36115 | 343.29 | 344.33 | 333.25 | 315.15 | 316.24 | 181,08 | 167.08 | G | 1950.99 | 193298 | 1933.96 | 97575 |8 | 0.5
5 | 489.27 | 471,32 | 472.35 | %6136 | 43.21 | 444,36 | 245.10 | 23111 | Q| 1893.97 | 1875.96 | 1876.94 | 947.48 | 17
6 | 617.42 | 599.12 | 600.42 | 589.26 | 571,30 | 571,82 | 309.27 | 295,36 | K | 176591 | 1747.90 | 1748.88 | 88367 | 16
7 | 73235 | 71432 | 71531 | 704.73 | 686.16 | 687.31 | 366.27 | 353.14 | D | 1637.81 | 1619.80 | 1620.79 | 613,59 | 15 u_ﬁquﬁ?_'sﬂ:ﬁhl ,iD 3
8 | 819,59 | 801,50 | 802.34 | 79137 | 772.89 | 774.35 | 410.46 | 3%6.3% | S | 1522.95 | 1504.78 | 1505.76 | 762.09 | 14 i I T
9 | 982.35 | 964.42 | 965.61 | 954.55 | 936,42 | 937.52 | 491.55 | 477.45 Y 1435.75 | 1417.74 | 1418.73 | 718.31 | 13 i i paonon b
10 | 108151 | 1063.49 | 1064.47 | 1053.28 | 1035.73 | 103643 | 54132 | 52741 | V| 1272.92 | 1254.68 | 125566 | 636.% | 12 i HR Ry
11| 138,56 | 112051 | 112146 | 110,66 | 1092.51 | 1033.54 | 570.25 | 555.76 | G | 1173.62 | 1155.63 | 115660 | 567.35 | 11 Ly e e O . iz
12 | 1253.60 | 123556 | 123,52 | 1225.55 | 1207.54 | 1208.68 | 627.43 | 613.28 | D | 1116.60 | 1098.59 | 1099.58 | 556.45 | 10 500 1000 1500 2000
13 | 138252 | 136458 | 1365.56 | 1354.50 | 13%.58 | 1337.78 | 69171 | 678.15 | E | 100154 | 983.5 | 964,55 | 50140 | 9
14 | 1453.64 | 1435.62 | 14%.60 | 1425.63 | 1407.62 | 1408.60 | 727.13 | 713.0 | A | 872.57 | 854,51 | 855.50 | 4%6.71 | 8
15 | 158169 | 1563.67 | 156466 | 1553.69 | 1535.68 | 1536.66 | 79134 | 777.54 | Q| 801,50 | 783.48 | 784,59 | 40135 | 7
16 | 1668.72 | 165071 | 165163 | 1640.72 | 1622.71 | 1623.70 | 834.86 | 821,36 | S | 673.51 | 655,54 | 6%6.41 | 337.% | 6
17| 1796.81 | 1778.80 | 1779.79 | 1768.82 | 1750.81 | 1751,79 | 898.67 | 88491 | K | 586,35 | 568.48 | 569.32 | 294.14 | §
18 [ 1952.91 | 1934.90 | 1935.89 | 1924.92 | 1906.91 | 1907.89 | 976.96 | 96296 | R | 458.33 | 440.20 | #4140 | 229.17 | 4
19 | 2009.34 | 199192 | 1992.91 | 198194 | 1963.93 | 196491 | 1005.87 | 99133 | G | 302.33 | 284.13 | 285.28 | 1560 | 3
20 [ 2123.02 | 2105.01 | 2105.99 | 2095.02 | 2077.01 | 2078.00 | 1061.65 | 1098.01| 1 | 245.10 | 227.18 | 228.29 | 123.09 | 2
2 L | 13210 | 11409 | 115.07 | 66,55 | 1

Oroeus_peptidomica #3873-3735 RT: 19,84-20,08 AW: 32 NL: 3,22EE
T: FTMS + p NSl Full ms [200,00-2000,00]
T52,3789

100

80

a0

7o

Relative Abundance

20

10

752,0453

782, 7133

7533819
53,0471

753,1079

TEZ,8918

44



Scan 4563, m/z=869.9368, 2=2, RT=23.49, -10lgP=61.34, ppm=3.4 | Al matches Proteins
ey 0 D[S [¥[V]e [0 [Eafofs [k [R e [z[u e
15[2+]
81242
860.73
ais(2+]
796.40
50
Y10
Y13[24] 110262 Y12
V6 b4-15 127467
Vo pas 115561
ba+20 97358 1042, Y14
ke Y5 a12[2+] i 1042.53 1536.80
550.36 65481 ] Y11 a14-H20
b 0254 11765 Vi3 |148071
366,13 465.20 1373.74
- a il Sl ol luled Al || W K IJ | I I i
100 2 3 400 500 600 700 800 300 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Qu ol | #] 1] 2| 2r | EnTok: 0.50a [Apreprocess []lowintens. label }
TonMatch  Survey
# b bH20 bNH3 a aH20 aMH3 b(24) a(24) Seq y yH20 ydH3  y(24) % 705 0.5
111603 | 9802 | 99.01 | 8804 | 70.03 | 7101 | %52 | @52 | D 6| 2
2 [ 307 | 18506 | 18604 | 175,07 | 157,06 | 1504 | 10203 | 8804 | S | 162383 | 160582 | 1061 | 62% (15| g
3 | 366,11 | 346.18 | 349,10 | 338.15 | 320.24 | 32L.16 | 183.57 | 169.57 | Y | 15%.%8 | 1516.72 | 159.77 | 768.90 | 14
4 | %516 | 47.23 | #48.28 | 437.%6 | 419.22 | 4031 | 23310 | 21900 | V| 137375 | 135,58 | 13%6.71 | 68757 |13 | -0 25
5 | 522.05 | 504.30 | S05.19 | 494.22 | 476.25 | 477.15 | 6112 | 24761 | G | 127461 | 125666 | 1257.68 | 637.52 | 12 mjz
6 | 63752 | 619.% | 620.22 | 609.32 | 591.24 | 592.41 | 319.26 | M05.13 | D | 1217.72 | 1199.67 | 120062 | 609.32 | 11 T
7 | 76625 | 748.68 | 749.47 | 73,56 | 720.8 | 72149 | B350 | %9.44 | E | 1102.53 | 106461 | 1085.59 | 55198 | 10 o 5D —Hyhia
8 | 837.14 | 819.54 | 820.30 | 809.33 | 9181 | 79L81 | 419.22 | 40524 | A | 973.60 | 955.68 | 956.55 | %8745 | 9 oh i
9 | 965.46 | 947.16 | 948.3 | 937.39 | 910.38 | 90.13 | 483.34 | 4929 | Q | 902.52 | 88461 | 885.51 | 45207 | 8 2] i
10 | 1052.42 | 1034.49 | 1035.27 | 104,31 | 1006.41 | 1007.66 | 527.18 | 51242 | S | 77431 | 756.47 | 757.68 | 1.8 | 7 5 i
11 | 1180.61 | 1162.50 | 1163.70 | 1152.52 | 113451 | 1135.05 | 590.76 | 576.28 | K | 687.57 | 663,41 | 670.42 | 344,41 | 6 & il s
12| 13%.71 | 1318.48 | 1319.67 | 1308.62 | 1290.61 | 1291.67 | 668.71 | 655.28 | R | 55034 | 54120 | 54240 | 280,18 | §
13 | 1393.72 | 1375.62 | 1376,61 | 1365.77 | 1347.63 | 1348.76 | 697.32 | 683.53 | G | 403.21 | 3537 | 36.23 | 202.13 | 4
14 | 1506.65 | 1488.71 | 1489.73 | 1478.80 | 196119 | 146170 | 754,14 | 73982 | 1 | 3%.23 | 38,71 | 3871 | 17362 | 3
15 | 1613.80 | 160179 | 160278 | 1591.81 | 1573.80 | 157487 | B10.66 | 79663 | L | 233.15 | 215.14 | 216,12 | 117.07 | 2
I3 T | 12007 | 10205 | 10304 | 60.53 | 1

Orceus_peptidomica #4544 RT: 23,40 AV: 1 NL: 1,81E8
T: FTMS + p N5l Full ms [200,00-2000,00]

Relative Abundance

-

[=]

[=]
|

]

o
[=]

3

8

=

&

&

B

-
=]

[=]

869.9379
] 870,4394
E £70,9395
! T T T T T T T T T T 1 T T T T
870,0 870,5 8710
mJ/z
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Scan 3840, mf2=812,4238, z=2, RT=20.52, -10igP=72.63, ppm=4.1 | All matches Proteins
Inlﬁ;nsily () S |_Yﬁ ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁj T
1803.23
79455
697.37
Y13[2+]
3
35 687.45
Y12[2+] Yo
Viop 63783 97358 10
55181 1102.62 115561 Y12
Vs V8 313 4 127467 -
b2 55036 be-+H20 90254 104253
g b : 2 it b13+20
251,10 5047 bSS%\lig 832,35 1217.65 | 137368
. ; : “.I L " |xI|l |-l']unJ- | "'I"'l|.” \ {.Jll il ; I : ; . ; 2
100 20 30 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Q gl | # ] 2:1] 2| 2t | ok 0.508 [Apreprocess: [loninens. lebe I
TonMatch Survey
b bH20 bMH3 & aH0 aMH3 b(24) a(24) Seq y yHO  yH3 oy (2H) % §0.5 — = = . 05
1] 804 | 103 | 701 | 60.04 | 4203 | 4302 | 4452 | W52 | S 5] L oo .
2| 25118 | 233,15 | 23455 | 22311 [ 205.10 | 206.08 | 126.05 | 11205 | Y |15%.80 | 151879 | 1519.77 | 768,55 [#4| S0 e .;J:." ey =
3 [ 35027 | 33221 | 3834 | 3229 [ 30425 [ 305.32 [ 175.59 [ 16159 | V| 1373.75 | 1356.09 | 1356.76 | 687.56 | 13 T LR R ) . s
4 407.26 [ 389.27 | 390,17 | 37947 | 36119 | 36230 | 0410 | 190.10 | G | 127474 | 125%.66 | 125771 63797 |12| .05 x . - - 05
5 | 522.22 | 50405 | 505.30 | 49449 | 476.29 | 477.20 | %6161 [ 24761 | D | 1217.68 | 1199.%4 | 1200.5 | 609.28 | 11 500 1000 1500 miz
6 | 65141 | 633.19 | 63424 | 623.29 | 605.35 | 606.52 | 3%6.22 | 31217 | E | 110260 | 108464 | 1085.59 | 55195 | 10 v gt :
7 [ 72213 | 451 | 705.27 | 69430 | 676.79 | 676.79 | 36165 | 347.28 | A | 97354 | 955.57 | 9%6.41 | 487.9 | 9 §}_TSE_H_1 {}5’! ;\_DEi ?|T‘ ‘;t};‘;ﬁx
8 [ 850.50 | 832.32 | 83333 | 822.36 | 80435 | 805.34 | 425.29 | 41168 | Q | 902.54 | 88455 | 885,51 | 45.77 | 8 S p el i i
9 | 937.43 [ 918.92 | 920.61 | 909.89 | 89138 | 89268 | 46946 | 4558 | 5 | 77452 | 75647 | 757,57 | 3774 [ 7 B, T b i
10 | 1065.56 | 1047.44 | 1098.4 | 1037.49 | 1019.26 | 1020.4 | 533.35 | 51946 | K | 687.56 | 669.41 | 670.32 | 34429 | 6 Hi Hoond ' ﬂ i
11 122156 | 1203.37 | 120460 [ 1193.59 | 1175.58 [ 1176.56 | 61143 [ 59735 | R [ 558,35 | 54132 | 542.% | 280.18 | 5 £l | Il“m'“n H— iz
12 [ 1278.65 | 1260.60 | 161,58 | 125100 | 1232.16 [ 123363 | 639.80 [ 62551 | G | 403.23 | 385.38 | 36,41 | 0213 | 4 500 1500
13 [ 139187 | 1373.75 | 137466 | 1363.74 | 1345.72 [ 1346.67 | 636.48 [ 68235 | 1 [ 34.28 | 38.22 | 39.19 | 17362 | 3
14[1504.78 | 1486.77 | 1487.75 | 1476.78 | 1458.77 [ 145975 | 753.41 [ 73907 | L [ 23315 | 21534 | 21612 [ 117.07 | 2
15 T [12007 | 102,05 [ 103.04 [ 60.53 | 1
Owoeus_peptidomica #3841 RT: 20,582 AV: 1 ML 1,15E8
T: FTMS + p N5I Full ms [200,00-2000,00]
812,4238
1005
20
20
705
o ]
o ]
c _
= 03 £12,5243
c ]
3 -
1 50
o -
£ ]
+: 40 813.4284
o .
20
20+
10
04— T 1 rr !5 rrorr 7T
8120 8125 813.0 813.5 81
méz
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Scan 3164, mf2=718,3841, 2=2, RT=17.79, -10igP=4171, ppm=4.9

sty (%) ¥[v[e[o[e[afofs[k[r[e[z]r

Allmatches

Proteins

708,65
Y11
70051 bit-H20
117357
495
60334 V6
Y8
872,53 Yo poo
a b Y3 by L4 100157 104253
23514 02 paypn 7 S Y9-H20 Y11-H20
20 Y702+ ag-NH3 e
J263'14 WS 40[1 ,% 76333 083,56 115561
‘J,J_u hll, ] o) [iceit] kit alimm RS A oonebcpoon GRNR | p
100 0 300 40 500 00 70 800 900 1000 100 1200 1300 1400 1500
Q [ #] 1] 2] 2r [ Erto: 050 Mpreprocess owinens. abe I
Ton Match Survey
#b bH20 bMH3 a aH0 alH3 b(24) a(24) Seq y yHO  yNH3 y(24)  # 50,5 . - - 05
1| 16407 | 14606 | 147.04 | 136.08 | 118.07 | 11905 | 8254 | 6854 | ¥ B » e A — . .
2 [ %315 | 246 | 2621 | 3515 | 20,0 | 21812 | 1207 | 1807 | V107257 | sl | 0886 | 65692 [0 | gttt e s
33020 | 0224 | 303.13 | 29225 | 274,04 | 275.19 | 160.5 | 146,98 | 6 | 1173.60 | 1155.55 | 1156.60 | 56731 | 1 ! o e .
4| 43520 | 417.37 | 418.49 | 407.28 | 38928 | 390.25 | 218.09 | 2410 | D | 111668 | 1098.59 | 109981 | 558.%0 10| .05 L . 105
5 | 56430 | 54.27 | S47.00 | 5%.23 | 518.20 | 519.21 | 28228 | 2686 | E | 100150 | 98368 | 98455 | 50140 | 9 500 1000 1600miz
6 | 63549 | 617.41 | 618.24 | 60696 | 589.11 | 590.36 | 318.17 | 304.14 | A | 672.52 | 854,51 | 855,70 | 436.54 | 8 e g i e g v e
7| 76345 | 745.58 | 746,64 | 73533 | 717.32 | 718.30 | 38216 | 3%8.17 | Q | 80146 | 783.54 | 78447 | 40128 | 7 Qe‘i—LT\—HGM—i—H—LH-H:#—PGHAH—E—FD—Fb%V—T-':Y Yﬁ"m
8 | 850.24 | 832.34 | 833.33 | 82257 | 80448 | 805.34 | 425,33 | 41127 | S | 673.51 | 655,41 | 656,41 | 337,33 | 6 N g R s e S
9 | 97845 | 960.44 | 96143 | 950.96 | 93245 | 933.24 | 4973 | 4%6.06 | K | 596,34 | 568.33 | 569.38 | 203.%6 | § i TR AL A | B
10 | 113457 | 111668 | 111753 | 1106.56 | 1088.55 | 1089.20 | 567,59 | 55331 | R | 48.30 | 440.27 | 44127 | 22965 | 4 3 Hooo A Al
11 [ 1191.69 | 173,60 | 117455 | 1163.58 | 1145.49 | 114655 | 596.41 | 582,34 | G | 302.24 | 284.24 | 285.18 | 15160 | 3 £ ji e |.J|J! Ll N1 A -
12 [ 1304.78 | 1286.52 | 126763 | 1276.66 | 126,65 | 1250.74 | 65272 | 638,71 | 1 | 245,06 | 22735 | 28.27 | 12309 | 2 500 1000 1500
3 L | 13210 | 11409 | 11507 | 66.55 | 1
Oreeus_peptidomica #3187 RT: 17,80 AW: 1 ML B,54E5
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]
718,3829
100
. T18,B828
90
20
70
@ ]
o -
5 80
= -
c -
3 -
=z 50
2 7 718,3864
£ ]
= 407
o 4
30
20
10
a T T T T T T T T T T T T T T T T
7185 719.0 718.5
m/z
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Scan 2065, mjz=664.2908, 2=, RT=13.47, -10igP=35.63, pm=0.5 Al matches | | Proteins
ITtUeUnsity (%) D ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁjlr
632,45 1300.49
646.39
50 bop2+]
604.76
V8[2+]
549,26 b
65459 b 107146
6
¥2 Y3:H20 b4 ¥5 y b7
748,32 6 ¥7
%5712 617 qe1p SO, 14J 693.35 | 144 93440 g 48 b8-H20
. ’ . |’|j|l |J‘“ |AI114“]|‘|7 \lljjllmlu JJ] \J|IJ- L A " ylu | L .I | I|1053If‘“5 , y . ; i , : 2
100 200 300 400 s 600 70 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
% ““. ‘ # ‘ 1:1‘ A ‘ bt ‘ ErrTol: 0.5Da [] preprocess [ low intens. label [l
TonMatch  Survey
#b bH20 bNH3 & aH20 aH3 b(2#) a2t Seq y yH20 yNH3  y(24) # §n.5 = 05
1] 11603 | 98.02 | %9.01 | 8804 | 7,03 | 7101 | 852 | 452 | D 0|z g ovomg : .
2| BLY [ 21310 | 21403 | 203,07 | 18506 | 186.04 | 11603 | 10203 | D | 120249 | 19478 | 119532 | 60686 [ 9 | o0 e b
3 | 37%8.27 | 30.15 | 36107 | 350.24 | 33249 | 333.33 | 190.04 | 175.55 |M(+15.99) | 1097.58 | 107942 | 1080.54 | 548.36 | 8 it h .
4 507,27 | 469.43 | 40.11 | 479.29 | %L13 | %229 | 25421 | 240.07 | E | 950.53 | 93250 | 93346 | 47551 | 7| g5 B e .05
5 | 635,17 | 617.15 | 618.43 | 606,85 | 589,50 | 590.21 | 318.3% | 30440 | K | 62133 | 803.43 | 80441 | 41L30 | 6 200 400 800 800 1000 1200 1o maz
6 | 74830 | 730.22 | 73129 | 72039 | 702.39 | 703.30 | 3743 | 360.66 | 1 | 693.33 | 675.38 | 676.32 | 34731 | § y s o
7 [ 93435 | 916,39 | 917,37 | 906.44 | 686.72 | 889.52 | 467.70 | 453.38 | W | 580.09 | %6234 | 563.24 | 200.38 | 4 a— TH_H_H—H_WH— 4—P+E—H—m Yﬁ}gx
8 | 107040 | 1053.41 | 1054.43 | 1043.38 | 1025.45 | 1026.44 | 536.23 | 522.5 | H | 304,22 | 376,18 | 372.16 | 197.10 | 3 i i i ] S | ;3 b
9 | 1208.66 | 1190.51 | 119149 | 1180.54 | 116238 | 1163.49 | 60486 | 590.89 | H | 257.14 | 239.12 | 240.10 | 129.06 | 2 B! o O I B
0 T [ 12007 | 10205 | 10304 [ 60.53 | 1 H i N | e
=l A il - I g )
T T t ¢ y 1 T y T T ™ Miz
200 400 800 800 1000 1200 1400
Orceus_peptidomica #2048-2111 RT: 12,40-13,86 AV: 32 NL: 1,87ES
T: FTMS + p M3 Full ms [200,00-2000,00]
6684,2908
100
90
50
70
3 . 684,7921
= 507
= -
c .
3 -
T 50
o ]
£
m
= 407
o -
20 B665,2931
] 664,8420
20
10 5551505
3 EELEE 664,3989 865,385
a T T T T T T T T T T T
864.0 6684.5 Bﬁ
Mz
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Scan 3306, mfz=462.2451, 2=2, RT=18.36, -10gP=30.86, pom=-0.2 | Almatches | | Protein
Ingelnsitv (%) Eﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁj P
52,49
416,56 o
baf2+]
404.71
155
b2 bal2+] @4
2708 36 45031 B3
bs 690.38
48424 V8 ba-NH3
79139
70741 b
Vo413 b2H20 3 80842
15607 190 B8
. ‘luvlwlu .M.1|..| TR : . 2
100 m 0 400 50 600 700 800 %00 1000
Q|| 11 2| 2t BT 0,508 [ preprocess (7]l tens. e
TonMatch  Survey
£b bHO BB @ aHD a3 DR alH) Sg v yHO pE3 Y@ 2 G e 05
1] 13007 | 11204 | 11302 | 10206 | 8404 | 8503 | 6553 | 5153 | E 0| < ot . '
2077 [ 9920 [ 2006 [ 188,15 | 17015 [ 172.22 [ 10004 [ 95.04 | 5 |74 [ 7643 [ 77735 | W13 (9| Foo R S et
3| 27406 | 256,17 | 257,04 | 2%6.23 | 2822 | 298 | 1307 | 1355 | G | 074 | 669.40 | 690.50 | 35435 | 8 ".." 1 et R L
4| 37005 | 35315 | 35435 [ 3044 [ 3467 | 3653 | 8620 |12 | P |esn4 |63 [ 615 [ 358 (7| g5 T R . : T : .05
5| 4438 | 46,15 | 47.29 | 456,54 | 4350 | 4945 | 0007 | B2 | L | 55307 | 53550 | 5%61 | 277.35 | 6 200 400 800 800 1000 miz
6 | 54147 | 52332 | 52453 | 513.27 | 495,38 | 40642 | 27145 | 25724 | G | 44055 | 4248 | 4365 | 2037 [ 5 AR TR ISP R TRE T
7| 63859 | 620.43 | 62029 | 610.35 | 592.31 | 593.29 | 319.66 | 30604 | P | 38332 | 36565 | 6.0 | 192,10 | 4 §’;:M‘_|:HL“_H_‘1,_H_G"_,_}L“_H_‘P_H_51,_J. £ Yﬁ‘a}:
B[ 7619 7880 [ 75450 [ 7345 | M50 [ M6S3 | W63 %200 | L [ [ (M4 [ [3] G O A | (R (R i 1 b
9 [ 80843 | 7039 | 79146 | 780.43 | 76241 | 76336 | 0457 | 3045 | 6 | 17319 [ 15505 | 156,45 | 8705 [ 2| v ok e W® O o
10 P | 1607 | %05 | %04 | B 1] &f | B RER i
S ! i ) .:ml:.l.lu; :“‘IJ' e st
200 400 600 800 1000
Croeus_peptidomica #3298-3379 RT: 18,32-18,858 AV: 42 NL: 1,01ES
T: FTMS + p MSI Full ms [200,00-2000,00]
4629258
100+
90
20
70
= ] 463,2595
= 807
= -
c -
3 -
2 50
o ]
£ 7
o 407
o 4
N 463,5940
207
204 463,0215
10 483, 5208
] 463,0888 463,4495
0= T T T T T T T T T T T T T T T
463,0 4632 4834 463,86
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Scan 3736, mjz=742.8686, z=2, RT=20.10, -10igP=27.18, ppm=-2.7 = All matches Protein
sty () 9 [0 [K[u[s[6[L[e[6[z[[6[Ls]g
i
733.14
Y12
1085.56
55 b7
658.28
bitz+] &+ b10
b+ ys 5176 61227 925.44
N 84?)94" ol b12
Y4H20 Yoy e 1038.52 11513_Ss b13-H20
a6 31418 740 > 119256
2311 | f
. . . dlukly “L].l Wil :l‘lll‘A . . : i
100 bl 30 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
% il ‘# 1;1‘zx‘zv‘ar'ro|;o,503 [ preprocess [7]low intens. label 351281 | 0.27%
TonMatch  Survey
b bH20 bMH3 a aH20 aNH3 b(24) a(2¥) Seq y yH20  yNH3  y(2H)  # =05 . 5 L = 05
1] 10004 | 8203 | 8301 | 7204 | 5403 | 5502 | 50.52 | 36.52 |G(+42.01) 6| = W Tanow e R e
2 [ 21507 | 19706 | 19804 | 16707 | 1906 | 17004 | 10803 [ 9404 | D | 1365.0 | 13769 | 136867 | 633.13 [ 15| Sop e
3| 343.35 [ 32547 | 32632 | 315.17 [ 297.19 | 288.28 | 172.08 | 158.08 | K [ 1270.67 | 1252.75 | 1253.65 | 635.84 | 14 w0
4] 40023 | 382.34 | 38339 | 372.27 | 35424 | 35542 | 200.59 [ 186,59 | G | 114282 112470 | 112555 | 57146 [ 13| 05 o —05
5 | 51435 [ 496.48 | 497.31 | 486.49 | 468.42 | 49.22 [ 25730 [ 24331 | N [ 108563 | 1067.55 | 1068.61 [ 543.35 |12 500 1000 1500 mfz
6 | 60160 | 583.69 | 584,55 | 573.26 | 555.39 | 5%.45 | 30L17 | 287.6 | S | 97155 | 95382 | 954.49 | 486,49 | 11 ) it g R e s o e o e i
7 | 658.47 | 640.51 | 64153 | 630.53 | 61239 | 613.26 [ 329.21 [ 31564 | G | 88447 | 866,47 | 867.95 | 4274 |10 '\:b—g%LG—H—"DI—f'—II—i—#H—"i—«-G"'—O—M—FG-Hii—rﬁgg il
8 [ 771.36 | 753.66 | 75434 | 743.60 | 725.36 [ 72634 | 386.18 [ 37227 | L [827.29 | 609.28 | 810.44 | 41423 [ 9 & O T T I L "
9 [ 867.95 | 850.77 | 85145 | 840.27 | 822.41 [ 823.24 | 434.23 [ 4071 | P [ 71409 | 6%6.44 | 697.63 | 357.40 | 8 2 (O O O i
10| 925,58 [ 907.87 [ 908.41 | 897.41 | 879.43 [ 880.42 [ 463.22 | 499,22 | G [ 616.97 [ 599.38 | 600.48 | 309.26 | 7 8 woen e koobm o Ao 0"
11 1038.72 [ 1020.51 | 1021.49 | 1010.60 | 992.74 | 933.48 [ 519.83 [ 506.03 | I | 560.35 | 54253 | 543.35 | 28065 | 6 S O VROV N O O R
12 [ 1153.60 [ 113554 | 1136.52 | 1125.55 | 1107.74 | 1108.53 [ 57733 [ 563.53 | D | 447.08 | 429.20 | 430.40 [ 22411 | 5 500 1000 1500
13 [ 1210.69 [ 1192.68 | 119354 | 1182.58 | 1164.56 | 1165.55 [ 605.52 [ 59168 | G | 33229 | 31428 | 315.17 | 16660 | 4
14 1323.65 | 1305.64 | 1306.63 | 1295.66 | 1277.65 | 1278.63 [ 66251 | 648.53 | L | 275.17 | 257.30 | 258.17 | 138.09 | 3
15| 1410.69 | 139268 | 1393.66 | 1382.65 | 136463 | 1365.66 | 70536 | 69232 | S | 162.09 | 14408 | 145.06 | 8154 | 2
16 G(-98) | 7506 | 57.04 | 58.03 | 3803 | 1
Orceus_peptidomica #3714-2757 RT: 20,01-20,18 AV: 22 NL: 3,87ES
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]
742 BERE
1005
20
20
] 7433707
7o
o ]
= -
c
m 90
= -
c -
=3 -
< 50
o ]
2 7438705
= ]
w 407
ot -
20 7434325
204 744,3712
10
1 7437704 7440240
a T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
7420 7435 7440 7445
m'z
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Scan 24, mp=763.4018, 22, RT=16,14, -Ukp=.5,pom=L3 | Amathes | | Protens

pooy SRRRGRARRERRE

75361
Y7
632,33
" b9 b2
2 Yo 10258 yio YII 126366
WM Va0 4 10605 119758 ‘
S WO n.IJ.I_J.'. LT s [
10 m 0 40 50 0 ™ 0 0 1000 100 120 130 1400 1500 1600
R U | # [ 1| 2| 2 | eno0.508 EApresrocess [Alow ntens. b — I ]
loaMatch  Survey
: b bHO b3 2 HO a3 b(24) a(24) Seq ¥ yHO  y3 y(4) ¢ 505 T ; 05
1] 8804 | 103 | 7000 | 6004 | 4203 | 4302 | w52 | N8| S IR TR :
2] W01 | 18301 | 18400 | 17305 | 195,12 | 156,10 | 10106 | 8706 | 1 | 143876 14075 | 142174 | 7198 |B| oo iy o et e
3392 [ 31130 [ 30225 | 0116 | 2320 | 28415 16501 [ 15L10 | K [132571 [ 130803 | 1308.65 | 6638 | 12 iy . u 2
4 %60 [ 48.26 | 40,00 | 409 | 4027 | 2015 [ 23364 [ 2998 | H 119798 | 11963 | 118056 | 59842 (11| g5 ' = e —45
5 [ 594.33 | 576.29 | 572,35 | 566,35 | 548.24 | 5945 [ 97.26 | 8405 | K 106048 | 109262 | 104350 | 63123 |10 50 1500 e
6 | 65133 | 633.38 | 63434 | 623.45 | 60539 | 606.38 [ 3%6.06 [ 31225 | G | 93233 | 91450 | 91540 [ %627 |9 . s -
7| 238 | Mad [ 76541 | 75444 | 7643 [ Tl [ 0037 [ IMm | M |87 | 857.5 | 856,78 | 43,40 [ 8 2 ,,_q,"_ _i',_}_,_,s e
8191930 [ SOL% | 90253 | 86L52 | 9767 | o740 [ 4025 | 4625 | W [T |73 [0 [ [T] ¢ i i b oL H
9 [ 1032.49 | 101465 | 1015.55 | 100462 | 9869 | 967.23 | SI7.18 [ 027 | 1 | 60733 | $89.%0 | 590,48 | 3043 | 6 g b ' i
10 [ 119,51 | 110158 | 110258 | 109169 | 107360 107459 | 560.41 | 54631 | S | %426 | 4%.32 | 4.0 | 24008 | § $ b ‘ i
10 1176,69 | 115881 | 115960 | 1148.74 [ 1130.97 [ 113161 | 58841 | 57482 | G | 407.21 | 30,35 | 390.07 | 0400 | 4 = " P
12| 126361 | 124570 | 126,64 | 1235.67 [ 1217.66 [ 12199 | 6239 | 61833 | S [ 350.7 [ 319 | 334 [ 1589 [ 3 1500
13| 1960.72 | 134270 | 1343.69 [ 1332.72 [ 131471 [ 1315.69 | 63060 | 66642 | P [ 26302 | 246.10 | 24611 [ 13207 [ 2
1 | F [1e609 | 14808 | 1906 [ 8354 [ 1

T: FTMS + p MEI Full ms [200,00-2000,00]

Oregus_peptidomica #2738-2802 RT: 16,11-16,28 AW: 22 NL: 4 05EE

7834017

a

=1

=
|

S

=]
=]

763,9037

& 8 2 4

Relative Abundance

E]

7833415

B

-
[=]

=]

7844028

51



701,38

71102

bii[+] 686,66

bit
176,63
V2 942?55 Vit
263.14
V5H20 b4 V7 7 i b e
12 Y -H2
bo hey D3HO 47621 7 I e g borpp 2 DL an
24219 | D47 124 115862
J 613 O 875,41 | 101457 J 124569
J..‘L R 17 RRPRTTY TP TYYW PR IY VYA PTETTY Y L RTRR N BV s | | 2
100 m kil 40 500 00 0 80 900 1000 1m0 120 1300 Moo w0
% w“vy|#‘1:1‘2X‘2Y‘ErrTo|:0.SDa V] preprocess [v]low intens, label ‘ |
Ton Match Survey
# b bHO b3 & aH0 a3 b(2) () Seq y yHO  yH3 y(4) # 50_5 ) : . 05
1] 11409 | 9608 | 9706 | 8610 | 6809 | 6307 | 5755 | 4355 | ! Bl x T '
2 [ 206 [ 2417 [ 2511 [ 2143 | 19618 | 197,06 | 2059 | 10760 | K (132568 [ 130767 | 130865 | 6638 (2| o0 b :‘.---',' B T e Lo o
3393 [ %139 | 2 | 35125 | 3824 | 3425 | 0.2 [ U613 | H [ 1097.54] 1079.5 | 1180.% [ 5%9.38 | 1t ’ ) g
450733 [ 4934 | 9026 | 4mat | %134 [ 46239 [ 5431 [ 24005 | K [me0s2| 0425 [ 080|515 (0] g5 - — — 05
5 [ 5643 | 54635 | S47.57 | 5%.22 | 5183 | 519.33 | 28268 | 2821 | G | 93242 | 91448 | 91588 | %68 | 9 500 1000 1500 iz
6| 69542 | 67747 | 670,48 | 666.94 | 64940 | 65045 | 3021 | 3425 | M | 87551 | 85740 | 858,57 | 4%.33 | 8 s U G G S G NS e 04N g
7804 [ 81445 | 81543 | 00443 | et | T4 463 (404 | H [ 7443 |73 | 0% [ |7 §pFP_H_§‘_|.¢+“S_,.|_“I|_¢LHHLH @K H_JJ.T_'E o
B [ o5 |5t | 9873 (91705 [ 0954 |00 [P0 (498 | 1 |66 [ [0 (s [6| b O A O O
9 | 103245 | 101463 | 1015.55 | 1004.58 | %86.72 | %746 | 51660 | 50244 | S | 440 |40 | 4m | 476l |5 | G| TR VIO I O O
10| 108863 | 07162 | 107257 | 106160 | 104359 | 0439 | 546,06 | 3.5 | G | 4732 | 9.0 | 90 | 240 4| (I O T
11| 117662 | 156,63 | 15960 | 114864 | 113063 | 113161 | 588.% | 57482 | § | 304 | 331 | 3k | s |3 | =L AT ) L [ e
12| 127367 | 125567 | 125,66 | 124565 | 122768 | 12881 | 637,12 6334 | P | 26319 | 45,04 | 4601 | 13207 | 2 500 1000 1500
B Pl 16609 | 14808 | 14906 | 8354 | 1
Croeus_peptidomica #2568 RT: 15,44 AV: 1 NL: 570ES
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]
7198861
100
90
. 720,2876
80
70
@ ]
o -
m B0
= -
c -
= -
1 50
-
£ ]
5 40 720,8882
o 4
30
20
10
1:'_||||||||||||||||||||||||||
719.8 7200 7202 7204 7206 720,8 7210
miz

52



Scan 4345, m/z=904.5024, 2=2, RT=25.08, -10igP=87.61, ppm=3.6 | Al matches

naray o0 22 [6 [E[L [k R [a[v]s £ [c [k |alv]e

Proteins

49.5

1788.66
b16[2+]
795.43
bis[2+] bio
759,01 B0l g ok b1z b4 s
V6 1098157 123266 1 »
b4 bs e | ek 1390.73
3971'21 ..5.10‘?9 I m AInnl.\ m Ligdss) m | A
T T T t u u u ¥ ¥ { ? T T T T T T mfz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1300 1900
% il ]#lltl‘ZX‘ZY‘ErrTM:O.SDa M preprocess [/] low intens. label
TonMatch  Survey
# b bH20 bNH3 a aH20 aNH3 b2+ a(24) Seq y yH20 yNH3  y(24) # =05 - 05
.
111409 | 96.08 | 97.06 | 86.10 | 68.09 | 63.07 | 57.55 | 43.55 L 8| % . B "
2 [ 21114 | 193.13 | 19412 | 183.15 | 165.14 | 166.12 | 106,07 | 9207 | P | 169491167690 | 1677.88 [ 84795 (17| o0 e —
3 [ 268.17 | 250,16 | 25114 | 240.17 | 22216 | 223.14 | 13458 | 120.59 | G | 1597.93 | 1575.70 | 1560.83 | 799.43 | 16 .
4 [397.36 | 379.39 | 380.18 | 39.30 | 35144 | 352.36 | 199.10 | 185.11 | E | 1540.83 | 152282 | 1523.82 | 770.75 | 15 05 . . T 05
5 | 5103 | 492.30 | 463.27 | 48231 | 46431 | %5.27 | 255.65 | 24165 | L | 14177 | 1393.47 | 1394.76 | 706.40 | 14 500 1000 1500 mfz
6 | 58145 | 563.37 | 564.19 | 553.33 | 535.32 | 5%.52 | 29116 | 277.17 | A | 1296.68 | 1280.61 | 128168 | 650.20 | 13 _ - PP e
7 [ 709.47 [ 69141 | 69243 | 681.28 | 663.54 | 664.40 | 355.31 | 34124 | K | 1207.64 | 1209.81 | 1210.64 | 61433 | 12 ’3'_7"“"_!"“:‘_“; L_|.|_“Ed_+“_n—_13y§’;x
8 | 84.72 | 825.50 | 829.69 | 818.49 | 800.48 | B0L40 | 423.33 | 409.33 | H | 1099.59 | 108156 | 108255 | 560.39 | 11 fr ] i peceh g i
9 | 917.56 | 899.51 | 900.49 | 889.42 | 87164 | 872.50 | 459.30 | #4531 | A | 9259 | 94444 | 94549 | 128 |10 2k pi i oo i
10 [ 1016.59 [ 998.45 | 999.56 | 988.61 | 970.81 | 97157 | 508.79 | 49441 | V[ 89154 [ 87376 | 67448 | 446.24 | 9 & " oo |
11| 1103.60 | 1085.62 | 1086.83 | 1075.63 | 1057.62 | 1058.40 | 552.24 | 53831 | 5 | 792.54 | 7744 | 775.38 | 3%.70 | 8 AL i (I I i il
12 [ 123268 [ 1214.70 | 121564 | 1204.67 | 1186.74 | 1187.64 | 616.73 | 602.45 | E | 705.49 | 687.37 | 688.35 | 353.19 | 7 1500
13| 1289.66 | 1271.81 | 127266 | 161,69 | 1243.68 | 1244.42 | 645.% | 63135 | G | 576.40 | 568.47 | 559.31 | 288.67 | 6
14 [ 139072 [ 137275 | 1373.71 | 1362.74 | 1344.73 | 1345.71 | 695.87 | 682.08 | T | 519.26 | 50136 | 502.29 | 260.16 | 5
15 | 151891 | 1500.82 | 150180 | 1490.83 | 147282 | 1473.81 | 760.13 | 74592 | K | 418.31 | 400.26 | 40134 | 209.63 | 4
16 | 1589.87 | 1571.85 | 1572.84 | 156187 | 1543.86 | 1544.84 | 795.69 | 78166 | A | 290.17 | 272.16 | 273.14 | 145.59 | 3
17| 1688.93 [ 1670.92 | 167151 | 1660.94 | 1642.93 [ 1643.91 | 845.25 | 83097 | V| 219.13 | 20112 | 20211 | 110.07 | 2
B T [ 12007 | 10205 | 103.04 | 60.53 | 1
Crceus_peptidomica #4930 RT: 25,01 AW: 1 NL: 1,34E6
T: FTMS + p NSl Full ms [200,00-2000,00)
905,0058
1005
'B'[I—_ 04,5038
80
70
o ]
o
c
m -
=}
2 ]
H ]
0
€ 504
g 1 905,5038
£ ]
a 407
o .
30
] 08,0157
20
. EEEJ__EIEZE
10 w
{I 1 T I 1 1 1 1 I 1 1 1 T I 1 T 1 1 I 1
904.5 205.0 205.5 2080

53



Scan 3852, m/2=632.8145, 2=2, RT=20,57, -10lgP=23.80, ppm=3.8 =~ All matches

sy SRR R R Ll

Protein

bs
bi7 5579

622,97

b7
61431

Vi) 48527 - Y1040 Vi3
v B @3 yg;?’;ﬁ 80340 b0 MR 111855
B BT LS s, ]
10 2m 300 40 50 60 70 00 900 1000 1100 1200 1300
% il ‘#‘1:1‘2X‘2Y‘Erﬁul:u.50a [ preprocess [4low intens. label
TonMatch  Survey
#b bH0 bMH3 a aH0 alH3 b(24) a(24) Seq y yHO yH3  y(4) % 205 05
1] 13005 | 11204 | 11302 | 10206 | 8404 | 85.03 | 65.53 | 5153 [s(+4201) 5| ¥ ,
2| 7.5 | 16306 | 1004 | 15908 | 4107 | 4005 | 9404 | 8004 | G |13557 111756 [ 1B %83 1] Zq0 ;
33006 | 828 | 28331 | 27224 | 254% | 25523 | 15088 | 13688 | L | 10761 | 1060.4 | 106153 | 5,78 | 13
439705 | %933 | 335 | 39,27 | L33 | 3007 | 19403 | 18000 | S | 96527 | G471 | 9% | 4303 12| 5 Bl . : 05
S| #43% | 4541 | 4731 | 4163 | 3841 | 3937 | 22060 | 907 | G | 675 | G604 | 641 | 425 |11 am 40 00 800 1000 1200 njz
6| 557,04 | 508 | 540.27 | 58.% | SILSS | 512.27 | 2.2 | %6509 | L | 82166 | 80352 | 80439 | 41133 [0 R R L
7 [ 61438 [ 596.24 | 597.26 | 596,17 | S68.38 | 569.29 | 30766 | 29366 | G | 0834 | 69050 | 9L71 | 3548 | 9 ,?’}:ﬁ:ﬁ.ﬁ_ﬁfﬁ}’:ﬁ»gﬂld_{iﬂ%—#ﬂ-ls"—h—"—LH—"ng e
8 | 0150 | 66369 | 68432 | 67335 | 65551 | 6%.50 | 35L17 | 33237 | 5 | 6514 | 630 | 63444 | 368 |8 | Th i i R N
9| 7872 | 74036 | 74163 | 7308 | 712.% | 7381 | I | %569 | G | seedt | w6 | sem s 7| &) EE R i e e it
10| 905,53 | 687,71 | 888,41 | 677.44 | 859.43 | 86046 | 45348 | 49.5 | F | 50746 | 469.32 | 49054 | 25436 | 6 i A R "
11 | 962.08 | 94448 | 945.43 | 93454 | 91645 | 917.46 | 148 [ 4679 | G | 3037 | 34218 | 343.39 | 180.89 | 5 AL T R P VRIS O SO e i
12101952 | 100169 | 100251 [ 99190 | 97346 | 97446 [ 51024 | 46624 | G | 30320 | 26531 | 296,24 | 152.08 | 4 2m 40 60 80 1000 1200
13 1076.29 | 1058.55 | 1059.47 | 1046.51 | 1030.69 | 103168 | 539,18 | 52432 | G | 2% | 2.2 | 2821 | 1857 |3
14 1189.59 | 117057 | 117265 | 116146 | 114388 | 114459 [ 5959 | 56124 | L | 169.04 | 7011 | 172.10 | 95.06 |2
15 6 | 7604 | 503 | 801 | %82 | 1
Cwreeus_peptidomica #3841 RT: 20,582 AV 1 NL: 1,40E8
T: FTMS + p MSI Full ms [200,00-2000,00]
00 e3zstaz 832.3117
20
20
70
o .
o .
(=
o ﬁﬂ:
= -
c -
=3 -
=]
€ 907 6337346
1] -
= E
£ ]
w40
o e 634,2839
20
] 6343437
2{|_
7] 833,8570
. 834
104
a T T T T T T T T T T T T LI T T T
633.0 633.5 634.0 6345
miz
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Scan 3386, m/z=602.3159, 2=2, RT=18.68, -00P=30.91, pom=2.4 | Almatches || Protein |
sty s[$ L5 [afc [aafae[z]s e
593,35
8432
b6
3
545.26
48527
b4
417.20
b5-\H3 .
2% 47121 Vo boHa
ysk[nly‘*'H?O 598,34 71639 79433% el
bo+00 ;'139011’5 e 87446 900.48 Y12
2015 25,14 30, 987,55
: I199.q7’:h A, st-S}:‘:-m All.lu || il |:1J|um|||.‘| L n‘.I i . : . — 2
100 an 0 40 500 00 70 &0 500 1000 100 120 1300
Qo | # 11| 2| 2| 1o 0.55 Ameprocess (o s, e |
TonMatch  Syrvey
£ bHO B 2 aHO aHI bR 2@ Sy yHO ¢ y@H ¢ Fge — 05
= re W Ry (] i
1] 13005 | 11204 | 11302 | 10206 | 8404 | 8503 | 6553 | 5153 [s+4201) “| % e WL i o ;
2 [ 20707 [ 198,07 [ 2006 | 9,05 | 7114 | 7215 | 10904 | 9504 | S | 107458 | 10%.57 | 105755 | 55 B3| g W T T
3 [ 306 [ 31233 [ 31330 | 0222 | 427 | 522 | 16558 | 15059 | L | 967464 | 969.54 | M6 | %4 |12 LR ' iy
4| 4127 | 3906 | 4032 | 399.28 | 7130 | 37218 | 9.5 | 19551 | 5 | 67442 | 85645 | 65758 | 4 11| .05 S R . 05
5 [ 46830 [ 47030 [ 41128 | 4036 | 4223 | 4342 | 20062 | 2062 | A | 78018 | 769.9 | M5 | 9446 | 10 200 400 00 800 1000 1200 e
6| 594 | S.40 | SB23 | 51749 | 4993 | S00.33 | 233 [ 2993 | G | 71630 | 69841 | 699,14 | 3823 | 9 ;
7| 61637 | S%8.28 | 590.27 | S8.17 | 5105 | S7L5L | 6.8 | BAB | A | 6516 | 64094 | 64216 | 3% | 8 §,_G’15__¢_’5__I;_—}__5|.T_{‘Lj'_f_tq_'t{i\:%'_'{ +§L¢_13q:§§ e
B | 667.0 | 694 | 6.9 | 65816 | 6094 | 64206 [ 3 (0% | A | sy |sm st [ |7 | A I t
9| 75839 | 74055 | 7413 | 73043 | 71201 | 71344 | 3932 | %569 | A | 51749 | 493 | 90033 | 2903 6| B SRRl A i
10 815,39 | 79798 | 796,36 | 6718 | 769.8 | 7051 | 4600 | 4% | G | ¥4 | BB | 400 24135 | &f I L I, A i
11 92861 | 91051 | 91145 | 90051 | 88249 | 88345 | %6474 | 45045 | 1 | %08 | 7m0 | 322l |55t 4|  =b SRR W% 01T R PS 000 A | RN
12101566 | 99787 | 9%8.48 | 98764 | 9%69.50 | 9746 | 508.36 | 9430 | S | 27625 | 25631 | 2593 | 1858 | 3 200 400 00 210 1000 1200
13 1128.59 [ 1110.58 | 111156 | 1100490 | 108270 | 1083.57 | 5439 | 55018 | 1 | 189,05 | 178,44 | 17215 | 9506 | 2
# EEESENERIR
Oreeus_peptidomica #3385 RT: 1888 AV: 1 HNL: 981ER
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]
802,31680
100
207
20
70
o 7
E -
m m:
= ]
S A 602,3526
< 50
o .
E -
= ]
= 407
o .
20 8028173
20
10
[ T 1 | B T 1 1 1 [ | L 1 1 T 1
802,2 8024 8028 8028 803,0
m'z
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Scan 3240, mfz=749.9357, 2=2, RT=18.09, -10igP=29.10, ppm=3.6 | All matches Protein

ety (1) 1[R[k [k[u]e[o o[z [[e]t

bups] [0
68439
b1
a
s 123872
5 253
bs
101160 bo
g75.71 i 146078
bop2+] 5 b
6 7
Va2+] L 76851
Yo VRO yup B Vpo 2657 betoo Vg Y10
W1 BB 14 2.3 W38 s | 12067
el ey ool i\ll Lot i 1lllm R TN TN TH e oo

T T r T T T ™ T T T

100 20 0 400 500 600 700 800 900 1000 100 1200 1300 1400 1500 1600
% I ‘#‘1;1‘y‘zv‘aﬁo|;o.50a M preprocess /] lowintens. label

TonMatch  Syrvey

#b bHO b3 2 aH0 a3 b(4) a() Sy yHO I YY) F s N - 05
1] 11409 | %.08 | 97.06 | 86.10 | 68.09 | 69.07 | 57.55 | 4355 | I n| © TSIV T - O T
22024 | 2503 | 2532 | 24030 | 2419 | 254 | 13560 | 12160 | R | 138573 | 136777 | 1368.94 | 69357 11| £pg s L g . =
" w 0 & LRI R T ) L] 4
3 [ 3832 | 36028 [ 38138 | 37,36 [ 35223 | 35344 [ 19964 | 19565 | K [ 1229.57[ 121175 | 1212.57 | 61536 [ 10 ; v
452,35 | 508.38 | 509.33 | 498.39 [ 490.38 | 48142 [ 263.25 | 24069 [ K [ 110157 | 108366 | 108455 | 55140 |9 | .05 : ; : 05
5 | 63960 | 62141 [ 62244 | 611,52 [ 593.46 | 59432 [ 30.27 [ 6.2 | L | 9734 [ 95530 | 95650 | 487.24 | 8 500 1000 1500 mfz
6 | 768.46 | 750.50 | 75144 | 740.14 [ 722.50 | 72361 [ 3504 [ 3M.36 | E [ 860.50 | 842.52 | 843.37 | 43025 | 7 oG I D D )
7| 896,57 | 878.73 | 879.66 | 868.5 | 850.68 | 851,33 | 44869 | 43479 | Q | 73136 | 713.21 | 71433 | 36.37 | 6 ,\N_{f j ,K HI“” “_EEE | ‘! }a" KI—1-|-K"—H—'i:'-}_—LI_-‘3gI?§x
8 | 101159 | 993.38 | 994.57 | 983.66 | 965.59 | 966.67 | S06.41 [ 49230 | D [ 603.30 | 565.40 | 566.27 | 0212 | § & IR A A /A
9 | 112486 | 110659 [ 1107.65 | 1096.74 [ 1078.43 | 1079.66 | 56269 | 540,66 | 1 [ 488.29 | 4m.27 | 471,36 | 24415 | ¢ g O N O (Y
10 [ 123851 | 22071 [ 122170 | 1210.73 [ 192,55 | 193,70 | 61936 [ 60571 | N | 37528 [ 357.29 | 3%8.16 | 188.09 | 3 8t I O O Ui :I | :‘ 0o
11| 137,77 | 13975 | 1350.96 | 139977 | 132076 | 1322.74 [ 66438 | 6760 | E | %6106 | 24318 | 24405 | 13107 [ 2| L HEUR R Lo gl ) | nl
12 L[ 13200 [ 11409 | 11507 | 6655 | 1 50 1000 1500
Cwrceus_peptidomica #3233 RT: 18,05 AV: 1 NL: 230EE
T: FTMS + p N5l Full ms [200,00-2000,00]
7499351
1004
207
80
70
] ] 7504377
= B0
= -
c -
=3 -
< 507
1] -
= .
= ]
= 407
= ] 750,9379
30
. TH0,8753
207 \ 751,33
" A
a T T T T T T T T T T T T T T T T T T
750,0 750.5 T51.0
miz
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Scan 3634, mfz=679.8629, 2=2, RT=19,69, -10lgP=27.36, pom=1.8 | Al matches Prot:h
e LD L
bio[2+] 7104
606.33
61493
5
597,54
aB[24] t;i[g;]g by g
i & : bé Bl bs 109858
no om0 41133 b AL bR | Y7 9954 howno
g b3 b4 |4 837,48 | 860.40 108057 V1o
%114 370,28 42825 ! 123062
SR 0 I TN A POPI A JI.JIm J R Jlx.ly\.l] ""'.J' ; ||| e '| e ———
100 20 30 400 50 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
R | #] vt 2|21 | ok 0,50 Fpreprocess owintens. el
TonMatch  Syrvey
#b bH20 bMH3 3 aH20 adH3 b(24) a(24) Seq y yHO  yNH3  y(4) % @‘0‘5 - 05
1| 12800 | 1109 | 11208 | 0111 | 83.10 | 8408 | 6505 | 5105 | K u| x5 ; ) .
2 25731 | 298 [ 206 [ 2820 [ 2010 [ 21222 | 1940 [ 41500 [ K [1030.57 | 20261 | 121353 | 61661 [ 10| 3 0——Herewigrrets "’- e
3335 | 35236 | 35334 | 34230 | 348 | 30532 | 18564 | 17064 | L | 1102.53 | 108452 | 1085.63 | 55176 | 9 R L '
4 [ 4942 [ 48131 [ 48230 [ 47031 [ 45336 [ 45430 [250.16 [ 23616 | E | 98938 9743 [ om4 @52 [8 | g5 s e
5 [ 627,35 | 609.43 | 61049 | 599.46 | 58138 | 58231 | 31423 [ 30022 | Q | 860.45 | 84241 | 84337 [ 430.33 | 7 200 400 600 800 1000 1200 1400 iz
6 | 74244 | 245 | 72538 | 71441 | 696.47 | 69739 | ILI0 | 35726 | D | 7334 | 7433 | 71544 | %6.23 | 6 i 1 I, T .
7 [ 855.43 [ 83761 | 838.47 | 827.28 | 809.58 | B10.47 | 4%8.37 [ 41431 | I [ 617.54 | 599.% | 600.9 [ 309.33 | 5 §+_§“§ # kY H E;; # it ;} b ! kL+L—k—ym3ﬁ
8 [ 969.52 | 95153 | 952.54 | 94161 | 923,68 | 92477 | 485.45 | 47031 | N | 50434 | 4622 | 7.33 | 25061 | 4 e T e e e T T b
9 [ 1098.57 | 1080.61 | 108L.55 | 1070.60 | 1052.57 | 105360 | 54066 | 53549 | E | 390.23 | 3232 | 7332 | 19559 | 3 it O 1 P
10 [ 121166 | 119406 | 1194.74 | 1183.67 | 116566 | 1166.64 | 606.43 | 5923 | L | %6118 | 243.26 | 24412 | 1307 | 2 8 (O 1 O (A {
it E | 19906 | 005 | B3| M 1| =L e idanll PO o o O S| SR
200 400 600 800 1000 1200 1400
Creeus peptidomica #3830-26732 RT: 1987-18,84 AV: 22 NL: 898ES
T: FTMS + p W51 Full ms [200,00-2000,00]
879 8828
100+
50
20
70 B80,2840
o ]
E -
m E{'t
= -
c -
=3 -
Z 50
o -
= 4
-EII -
= 0
o _
30
20
10
7 L
. 679,0268 880,801
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T —flﬁ“‘m
aras 80,0 880,2 8804 880,68
miz

57



Scan 2620, m/z=813.9833, z=2, RT=15.65, -10lgP=43.46, ppm=3.5 | All matches Protein
ywotytn R[LRJK[R[L e Jofo tfufe s
1
b12[2+]
74843
796.52805,69
50
bio[2+]
62689
b9
bops] | D11(24]
i N ) b 113069
b b4 896,60 bg V9
Voteo yoy OB yg 102466 110158
357.18 ,] | 973.48 ‘
. : ——— '.“".'l‘““L."‘I'l.] lLds sl ol 1 Lol : o . ; . . ;
100 20 300 400 500 600 700 80 900 1000 1o 1200 1400 1500 1600 1700
Q ol | # ] 1| 2] 2 [ Entok 0,508 Apreprocess [lon tens e ‘
TonMatch  Survey
£b 0 bHO BB a a0 a3 DRH) a2 Sy yHO 3 yQH £ Ty : — _ 05
E- L
1] 157,00 | 1390 | 14008 | 12911 | 11810 | 11209 | 05 | 6506 | R 5| x I i
.
2 [ M2 [ 25223 | 253,30 | 4.5 | 2419 | 2517 | 13560 | 1260 | 1 | 147106 | 145284 | 145406 | 73580 2| Sqp ._.';‘ Wy " ot
.
33844 | 30,54 [ 38144 | I3 | 35248 | 35320 | 19964 | 18565 | K | 135775 | 13%9.76 | 134072 | 6M.38 [ 1 AR R "
4 [ 5640 | S08.43 | S09.42 | 9839 | 4904 | ML | 26320 [ 28830 | K | 12.72[ 121166 | 121275 [ 61534 [ 10| g5 : : : 05
5 | 65453 | 6364 | 637.55 | 626,48 | 608.47 | 609.66 | 327.38 | 31374 | K [ 110155 | 1083.57 | 108464 | 55139 [ 9 500 1000 1500 iz
6 | 76762 | 749,55 | 750.53 | 73978 | 72LS6 | 72262 | B4 |36 | L | 97349 | 95555 | 9%.40 | 487.24 | 8 TIEETTE TN eT BB
X, ax
7 | 8%.64 | 878.67 | 879.71 | 868.79 | 850.60 | 85143 | 448.38 | 43446 | E | 860.43 | 842,43 | 843.37 | 4wl | 7 B‘EI—LE—H—»%—HD—“H#_O—E L_H,,_ _T,_'_,_"FI_T,_"F M
8 | 102469 | 1006.65 | 100763 | 9%6.64 | 97866 | 97964 | 51257 | 48839 | Q | 73128 | 71335 | 71447 | %6.9 | 6 3 ion I T B
9 [ 1139.73 | 1121.74 | 1122.66 | 111165 | 1093.68 | 109464 | 57052 | 556.44 | D | 603.47 | 585.36 | 58631 | 302.27 | 5 G R I
10| 1252.83 | 123481 [ 1235.75 | 122480 [ 120677 | 120781 | 627,09 | 61289 | 1 | 488,35 | 4m.47 | 4739 [ 2444 | 4 8l noom EOE R O O
11| 1366.84 | 134874 | 1349.79 | 1338.82 [ 1320.90 | 1320.80 | 68380 | 66991 | N | 375,31 | 35731 | 35816 | 18809 | 3 £t bl S R O i
12| 1495.89 | 1477.85 | 1478.83 | 1467.86 | 140,85 | 145084 | 74866 | 73471 | E | 26127 | 24315 | 24414 | 13107 | 2 500 1000 1500
i3 L[ 120 | 11409 | 11507 | 6655 |
Croeus_peptidomica #2809 RT: 1580 AV: 1 HML: 8,14E5
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]
213,9819
1005
20
20
70 814,4839
o ]
o 3
=
= ﬂ{l—_
= -
c -
=3 -
% 50
o -5
Z .
-EII -5
= 407
i ]
- 2154153
207 814,3828
20
10
{lllIIII|IIII|IIII|IIII|II
813,58 2140 214.5 2150 8155
mfz

58



Scan 3940, m/z=666.3657, z=2, RT=20,93, -10lgP=33.82, ppm=-13.1 |  All matches

Iersky (%) S [L]s[afz[u/p[cz[a[k[L]r

Proteins

656,54
b12[2+]
606.84
648.46
3
600,10
b1
rL T YoNE bs 4% bt 1
Voo VSN R brano ) 80143 W lowgeo 120270
2 516,30 R 10-H20
Vape) b2 277[1‘% . 72439 08457 Y12-H20
216,64 24313 i ] 118469
; bl sl sl bl AT TRTRO R VO ; . e
100 20 300 400 500 00 700 80 900 1000 1100 1200 1300 1400
Q ol | # [1:1] 2] 2 | Errok 0,508 [Apreprocess [Aowintens. lbel |
TonMatch Survey
# b bH20 bNH3 a aH20 aNH3 b(24) a(4) Seq ¥ yH2O  yNH3  y(4) # 505 = 05
1| 130,05 | 11204 | 113,02 | 10206 | 8404 | 8503 | 65.53 | 5153 |s(+4201) B| T g B A o
2| 24328 | 225,26 | 2%6.21 | 215.24 | 197.16 | 19818 | 12207 | 108.07 | L | 120261 118468 | 118567 | 60185 [12| &0 LT Sl T
3 [ 3024 | 3227 | 313.29 | 0217 | 28421 | 285.23 | 1658 | 15199 | S | 1089.66 | 107160 | 107259 | 545.20 | 11 WR A E ge
4 [ 9013 | 39348 | 3418 | 373.21 | 35.20 | 35595 | 20010 | 18710 | A | 100258 | 36466 | 9855 | 50138 |10 | .5 Ry e : — .05
5| 51440 | 496,35 | 7.4 | 486.30 | %832 | 4928 | 25727 | 2.8 | 1 | 93L67 | 913.54 | 91462 | 46.25 | 9 200 400 600 800 1000 1200 1400 miz
6 | 627.3 | 609.15 | 609.95 | 599.04 | 58L53 | 58265 | 31433 | 300.39 | L | 818.21 | 800.45 | 80137 | 409.28 | 8 o T ——
7 | 74274 | 72448 | 725,37 | 71440 | 696.41 | 697.38 | 3738 | 357.27 | D | 705.65 | 687.37 | 688.53 | 353,39 | 7 §,_%{_|.|_‘K_;_f_j:'_% P PR P TH.HAS“_H_L_‘f_?‘Hgf}’;,:
8 [ 799.30 | 78126 | 78254 | 77L53 | 75341 | 75454 | 400.27 | 3633 | G | 53061 | 572.21 | 573.19 | 285.33 | 6 o T R S I R SR S R
9 [ 900.47 | 882.64 | 883.44 | 872.49 | 854,58 | 855.45 | 450.34 | 437.08 | T [ 533,35 | 51532 | 516,26 | 267.25 | § B OO O I i
10| 9714 | 953.45 | 95448 | 943.58 | 925.50 | 926.47 | 486.30 | 47242 | A | 432.24 | 41431 | 41525 | 21.10 | 4 g A O O O A (1
11 [ 1099.54 | 108162 | 1082.57 | 107160 | 1053.60 | 105458 | 550.06 | 536.30 | K | %132 | 343.45 | 34422 | BL12 | 3 =L I LRI AOPON 1Y 00 NS RN PR 4 S
12 | 121268 | 1194.67 | 119566 | 1184.68 | 1166.68 | 1167.66 | 606.89 | 592.59 L 233.22 | 21524 | 216.12 | 117.07 | 2 200 400 600 300 1000 1200 1400
i3 T [ 12007 | 10205 | 10304 | 60.53 | 1
Croeus_peptidomica #2245 RT: 20,85 AW: 1 NL: 1,32E8
T: FTMS + p NSl Full ms [200,00-2000,00]
666,3644
100
20
807
70
© .
o ]
= J
g G0
= ]
c ] 000, 2680
=
2 ]
a S0
o -
R -
E -
= 407
[n ) -
207
] 867, 3507
20
7 8687 2985
n 666, 6674
10
I I I 1 1 I I I 1 1 I I 1
0 | | |
808.5 8ay.0 8875
m'z

59



Sean 2788, mfz=451,2527, 2=2, RT=16.31, -10lgP=23.39, ppm=-1.0 | All matches Protein
sty (1) s[L/ufs[s[e[afe[p[L
441,61 p87.17
73042
155
b7-H3
599.30
be[2+] Y6 oo )8 bo
Vi) baRe] 2718 50127 0 s | TN
14359 b2 Y2 Ye[24] ‘
| e 2 B8 J “ ‘ ‘
y .;LIM sl bl i ' : ' i
100 m 0 40 500 60 7 80 90 1000
Q | #] 1| 2| 2 [Erro: 0.508 [prepocess: [ low ntens. bl
TonMatch  Survey
#b bH20 bMH3 & aH0 a3 b(24) a(24) Seq y yHO yH3 y(24) % 50‘5 re—— 05
1] 804 | 03 | 7101 | 6004 | 9203 | 402 | @R | AR | S w| < il
2 [ D013 | 1314 [ 8413 | 1321 | 155.4 | 15613 | 10006 | 8706 | L | 81447 | M6 | 1744 | 480 9| g Lo L T
3| 31443 | 2963 | 297.08 | 26,30 | %835 | %00 | 5007 | 4342 | L | 014 | 6638 | 6843 | 35119 | 8 gF - i !
4| 490153 | 3360 | 3468 | 3520 | 35,23 | 35655 | DL | 1209 | S | 9852 | SO | 5721 | B4R | 7| 05 . bt : : : 1.05
5 | 4645 | 47035 | 47142 | 0.5 | 4227 | #35 | 20 | 208 | S | SOLSD | 4635 | 843% | 2910 | 6 200 400 600 800 1000miz
§ | 545,23 | 52728 | S84 | 51748 | 4040 | 500.33 | 2315 | 299.15 | G | 41423 | 3622 | 978 | .55 | §
7 [ 616,49 | 59845 | 599,69 | SaB.52 | 57038 | 5720 | 832 | 4% | A | 3540 | 3004 | AL | B2 |4 §|_LL_,,Z'_T_%_T_I,T_?:L_GSS Eﬁfj__'P__rfEL P
8| 674 | 35 | 6%33 | 6464 | 6235 647 W01 388 | G %3 [n [ma wu (3| oo e
o | T | 7523 | 75345 | 7247 | 4GB | 750 | 54T | LM | P | 293 | 21119 | 21225 | 11508 |2 | Bl i f0oFD L bW 4 oug
0 U | 53215 | 11409 | 1507 | 6655 | 1| ) (O T T I N S
i< | [ [} ' \ " iy [ '
= . hadliid el !1|‘#|AI il
200 400 600 800 1000
Croeus_peptidomica #2803 RT: 18,37 AV: 1 NL: 1,85E8
T: FTMS + p M5SI Full ms [200,00-2000,00]
451,2544
1005
90
&0
70
o ]
= ]
= 807
= -
c -
= -
< 507
@ ]
£ ] 4517554
@ 407 '
o n
30
20
10 450,9310 H 4522732
0 T T T T T T T T T T T MI
4510 4515 4520 g

60



Scan 5147, mfz=755.4012, 2=3, RT=25.92, -10IgP=48.50, ppm=5.4 | Al matches | | Protein

g KT RS RE R

a3 1050.69 17
2136.08
b17[2+]
73740 by |105954
688,60 b y; 98350
b1o2+] 74143 93849 147727
248 614.31
1464.18
V4 b13[2+] Vo
567.31 785.39 150,65
Y3 Va[24] b bit
2 e 227,62 1326
bt V2 " ‘:38._7 519.28 122762 132669
b3 3108 461[7-% b1 b1z
241,12 = J L 1440.73 1552.75 |
i R bt LBBSAEARARS anas Anans nasns Anans R nacas Rases nanas nanas nanns nanan snne mfz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 SO0 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300
Qi | #] 1| 2] 2v | Enok: 0.50a [Apreprocess [ low intens. label
TonMatch  Survey
# b bH20 bNH3 a aH20 ahH3 b(24) a(24) Seq y yH20 yNH3  y(24) % @0‘5 05
1] 120.10 | 111,09 | 112,08 | 10111 | 83.10 | 8408 | 6505 | 5105 | K 8| 5 .
225821 [ 240.24 | 24138 | 23020 | 212.14 | 213,12 | 12957 | 115,58 | E | 213586 | 211807 | 2119.05 | 106854 |17 | S .
3 (35730 | 339.17 | 340.33 | 329.25 | 311,21 | 31219 | 179.11 | 16511 | V| 2007.04 | 1989.03 | 1990.01 | 100385 | 16 .
4 | 47204 | 454.26 | 455.28 | 444.50 | 426.26 | 427.45 | 236.62 | 222.18 D 1907.97 | 1889.96 | 1890.94 | 954.68 | 15 205 T T 05
5 | 628,45 | 610.72 | 611.34 | 600.42 | 582.49 | 583.32 | 314.67 | 300.67 R 1792.94 | 1774.93 | 1775.92 | 89.68 | 14 1500 2000 miz
6 | 74168 | 723.42 | 724.42 | 71254 | 695.33 | 696.40 | 37125 | 35730 | L | 1636.84 | 1618.83 | 1619.82 | 619.11 | 13 i R AR R e s
7 | 870.33 | 85254 | 853.46 | 842.35 | 824,57 | 625.45 | 435.37 | 42L74 | E | 1523.76 | 1505.75 | 1506.73 | 762.38 | 12 o ‘ﬁ' TTDEL DVE F Ry
8 | 985.28 | 967.48 | 968.58 | 957.50 | 939.49 | 940.43 | 49334 | 479.25 | D | 139472 | 1376.%8 | 1377.69 | 697.60 | 1L ot e |
9 | 1114.45 | 1096.53 | 1097.42 | 1086.54 | 1068.53 | 1069.52 | 557.83 | 543.77 | E | 1279.69 | 126161 | 1262.66 | 640.17 | 10 B N i
10 | 1227.60 | 1209.69 | 1210.58 | 1199.63 | 1181,51 | 1182.87 | 614,33 | 600.42 | L | 1150.58 | 113264 | 1133.48 | 575.82 | 9 § Bl Eom ’
11 | 1326.61 | 1308.68 | 1309.27 | 1298.70 | 1280.66 | 1281.85 | 663.78 | 643.97 ) 1037.51 | 1019.60 | 1020.54 | 519.28 | 8 = (| ‘||I N Y : miz
12 | 1440.73 | 1422.72 | 1423.85 | 1412.76 | 1394.73 | 1385.71 | 721.09 | 706.87 N 938.47 | 920.48 | 921,47 | 469.56 | 7 1500 2000
13 | 1569.80 | 1551.77 | 1553.01 | 1541.78 | 1523,77 | 1524.75 | 785.50 | 771.39 E 824,57 | 806.37 | 807.42 | 413.16 | 6
14169781 | 1679.86 | 1680.84 | 1669.88 | 165187 | 1652.85 | 849.57 | 835,44 | K | 695.33 | 677.80 | 678.38 | 348.28 | 5
15 | 1826.91 | 1808.90 | 1809.89 | 1798.92 | 1780.91 | 1781.89 | 914,13 | 899.55 | E | 567.10 | 549.08 | 550.29 | 284.34 | 4
16| 1955.01 | 1937.00 | 1937.98 | 1927.01 | 1909.00 | 1909.99 | 978.16 | 96401 | K | 438.27 | 420.23 | 421.23 | 21964 | 3
17| 2118.07 | 2100.06 | 2101.04 | 2090.08 | 2072.07 | 2073.05 | 1059.69 | 1045.71| Y | 310.15 | 292.19 | 293.15 | 155,59 | 2
8 K | 147.11 | 129.10 | 130.09 | 7406 | 1

Oreceus_peptidomica #5154 RT: 2585 AvV: 1 NL: 2.41E8
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]
755, 7362

100 P
755,4011

[==)
[=]

T56,0696

3

3

&

Relative Abundance
a

55,5047

] 55,8151
‘10:

=]

61



Scan 5542, m/2=1068.5530, 2=2, RT=27.58, -10igP=78.56, ppm=7.9 | Al matches Protein

) I LR S

1050.75
b7 ;
857.40 8 |15
996,44 Y10
127969
50-
14[2+]
bz | 39697 b0 bis
b7-H20 198,60 b1 b3 12
b6 39 7Y e
be  Ya Y5O 7T iz | bowo| | b0
7 50025 567.31 Y5-NH3 te i2 1680.81
438,27 500.25 fa | } ’ 1551.77
deamted L. il !1 I.!“ iy L.yI‘ImJ Il.|L IAIILJ.Y Iy, |hlllll | -||I s J IllJ.II i ' J . IlI hl |I i

W A0 W0 40 S0 60 W0 80 90 00 00 100 10 MO0 100 60 00 1800 100 00 2100
N ol | # [ 1] | 2t | EnTol 0,500 Plpreprocess 7 lowintens. e 1 |

TonMatch Survey

£ b bHO bMH3 a aH0 a3 b(4) a(2) Seq y yHO oy @ # Ege S 05
130,05 | 112.04 | 113.02 | 102.06 | 8404 | 8503 | 6553 | 5153 17 E ¥ i "’
29,12 | 211,11 | 21209 | 20112 | 183.11 | 184.10 | 115.06 | 101.06 2007.04 | 1989.03 | 1990.01 | 1004.02 | 16 ﬁ 0.0 P oo L. ". T =
344,15 | 326,14 | 327.12 | 316,15 | 298.14 | 299.12 | 172.57 | 158.58 1907.97 | 1889.96 | 1890.94 | 954.49 | 15 [ "
500.27 | 482.36 | 483.26 | 472.19 | 454.33 | 455.22 | 250.62 | 236.63 179294 | 1774.93 | 1775.92 | 897.10 | 14 05 T 05

T T T
163686 | 1618.81 | 1619.82 | 819.24 | 13 500 1000 1500 2000 miz

742,30 | 724.55 | 72535 | 71441 | 696.37 | 697.35 | 371.69 | 357.69

857,43 | 839.44 | 840.73 | 829.78 | 81170 | 812.43 | 429.20 | 415.20

986,60 | 968.66 | 969.42 | 958.45 | 940.44 | 94142 | 493.72 | 4M. T2

1523.64 | 1505.84 | 1506.73 | 762.38 | 12 | N L .
e

1
2
3
4
5 | 613.53 | 595.32 | 596.30 | 585.28 | 567.29 | 568.31 | 307.17 | 293.17
6
7
8
9

1099.54 | 1081,48 | 1082.50 | 1071.63 | 1053,52 | 1054.51 | 550.26 | 536.27

10 | 1198.59 | 1180.68 | 1181.57 | 1170.59 | 1152.59 | 1153.84 | 599.80 | 585.80 1037.57 | 1018.24 | 1020.54 | 519.28

139464 | 1376.68 | 1377.69 | 697.86 | 11
1279.66 | 126162 | 126266 | 640.47 | 10 ! i A
i l‘ Ll

Intensity {(%6)

1
s

(i il
A ]
i 1
Ll Ll

11| 131255 | 1294.69 | 1295.61 | 1284.64 | 1266,70 | 1267.62 | 656.82 | 642.34 v Wi

93349 | 920.48 | 921.68 | 469.75

1150.64 | 1132.64 | 1133.71 | 576.05 E
: :
500 1000 1500

12 | 144167 | 1423.66 | 142465 | 1413.84 | 1395.68 | 1396.63 | 721.56 | 707.36 82445 | 806,47 | 807.30 | 412.73

13 | 1569.79 | 1551.84 | 1552.75 | 1541.78 | 1523.84 | 1524.75 | 785.55 | 770.94

14 | 1698.83 | 1680.83 | 168179 | 1670.64 | 1652.81 | 1653.93 | 849.99 | 835.91 57.29 | 549.38 | 550.29 | 284.16

15 | 1826.87 | 1808.77 | 1810.08 | 1798.92 | 1780.91 | 1781.89 | 913.96 | 899.51 438,38 | 420.39 | 421.32 | 219.64

16 | 1989.98 | 1971.97 | 1972.95 | 1961.98 | 1943.97 | 194495 | 995.66 | 98173 310,32 | 29217 | 293.15 | 155.59

=|=<|=|m|=|m=|<|—mlom—»no<m

9
8
7
6
69549 | 677,50 | 678.51 | 348.20 | §
4
3
2
1

147.11 | 129,10 | 130.09 | 74.06

Oroeus_peptidomica #5537 RT: 27,58 AW: 1 NL: 8 77ES
T: FTMS + p M5!I Full ms [200,00-2000,00]
1089,0530

h

=

=]

=]
|

S

[=2)
[=]

3

1069 5543

3

1068, ,5458

5

=

B

-
[=]

Relative Abundance
&
vy bvvr s bev e bvvva bvrrr e bvvra bvr ol i lonig

[=]

!
1070.0

62



Scan 4904, m/z=954.4996, 2=2, RT=24,90, -10lgP=61.46, ppm=11.1 | All matches Protein

ooy R AR R
045,29 V14
179294
b 937,10
629,29
Y10
127969
50
bia[2+] bio
799.90 bs LRS- by
1341.67
b4 bs ba
51426y, 6%541 75833 108453 Yo-NHB b
¥ et | o yi, WL by
Y2 43,27 139472 159,90
31018 | ] |
‘ll ' m'l " m JJ! |“|I|' ald II. L I I| e

T T f T T T

T mz

T T T
100 200 300 400 500 600 70 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

T
1900
% “}L ‘ #‘1:1|2X‘2Y|ErrTol:0.SDa [Apreprocess ] low intens. label |
TonMatch Survey
£ b bHO b3 2 aH0 afH3 b(28) a(4) Seq oy VHO yAH yQ4) 2 Tgs - . 05
116,03 | 98.02 | 93,01 | 88.04 | 7003 | 7101 | 852 | 4452 5| % L ; g
27213 | 25413 | 25511 | 24404 | 26,13 | 27,41 | 136,57 | 122.57 179285 | 177493 | 1775.92 | 896.97 [ 14| = .0 e S L :
395,33 | 367.21 | 3%8.26 | 357.22 | 33921 | 349033 | 193.41 | 170,11 16%.73 | 161888 | 1619.82 [ 818.92 | 13 Chltn '
514.25 | 496.30 | 497,23 | 486.25 | 468.46 | %9.34 | 257,63 | 24363 1523.76 | 1505.75 | 1506.73 | 76233 [12] g5 ty ‘ T -05
139469 | 1376.71 | 1377.69 | 697.86 | 11 500 1000 1500 miz

758.36 | 740.32 | 74148 | 73038 | 712.10 | 713.29 | 379.67 | 365.67 1279.65 | 161,55 | 1262.66 | 640.52 | 10

1
2
3
4
5[ 62928 [ 61132 | 61232 | 6023 | 56328 | 56427 | 315.44 | 0LS
§
7
8
3

=|=<|=|m|=|m|=|<|—|m|lo|m|—|=x|lo

-
8719 | 85345 | 85066 | 8842 | 8541 | 86,99 | 4621 | 40221 15063 | 132,54 | 11330 | 57582 | 9 §|,:D§Yiﬁ£}_ﬁ}|':?__ﬁ:ﬂ$ﬂ_ #ﬂﬂﬂ#ﬁ% i
ST046 | 95247 | 95346 | 94240 | 92455 | 91537 | 5.4 | 413 0575 | 05.5 | WA | 598 |8 | ST S A S Y
108451 | 1066.43 | 106750 | 1056.53 | 1038.52 | 1039.51 | 542.50 | 528.77 B4 |04 | 2147 %K [T] G e R T
10 | 121354 | 1195.5 | 119,46 | 1185.63 | 1167.% | 1168.75 | 607.16 | 593.38 82445 | 806,52 | 807.42 | 41321 [ 6 b AR A | il l L N
11 134158 | 1323.69 | 132467 | 131367 | 129567 | 1296.64 | 670,34 | 6579 63540 6774 6% |38 [5 | =L Ll bl L
12 [ 147064 | 1452.76 | 1953.68 | 144268 | 192470 | 142569 | 735,82 | 72168 7,25 | 50.06 | 509 | 8416 |4 500 1000 1500
13 1598.77 | 1580.86 | 198178 | 157081 [ 155280 | 1553.78 | 800.07 | 785.42 488 [ 4025 | 215 | 2964 | 3
14 176170 | 174386 | 174484 | 173387 | 171586 | 1716.84 | 88161 | 867.56 025 | 2217 | 2385 | 15559 | 2
5 7.1 | 1800 | 13009 | 7406 | 1
Crceus_peptidomica #4210 RT: 24,93 AW: 1 ML §48EES
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]
954,5950
100+ 954,4931
80
80
70
o .
o .
= 90
R 955,4985
ER
% 50
P
2 7
£
= 407
o .
20
20
10
a rr oo o rrrr rXTrmrIrrrT
954,0 954,5 955.0 955,5 956,0
m'z

63

-va



Scan 5055, m/2=744.8610, 2=2, RT=25,53, -10igP=33.23, ppm=-1.9 | ~ All matches Protein

s DR BN R

736,06

V6

7313 b bs

726,56 L
Y11[24]
687.35
5
50 629.29 b1o
121357
62245 %1 ®
60341 Y703 94249 b
va be 84341 108453
Y3NH3  ba[2+] 519.24 i b10+20 | a1 o
2 Y 134167
38817 48574 119556 | 120664
24414 276,16 | | }
, . - lll..l L b uJ\\J.JI..I melal‘:"Inlllhluj»l] \J:I JuddlL ") v . ’ . v
100 200 30 400 500 600 70 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

A ol | #] 1| 2] 2t | o 0.508 [ preprocess o intes labe
TonMatch  Survey
#b bH0 bNH3 a aH0 aNH3 b(24) a(24) Seq y yHO yNH3  y(24) # '3705 ; 05
1| 11603 | 9802 | %9.01 | 8804 | .03 | 7101 | 852 | 4452 | D u| ¥ 2 - i
2| 2128 | 25418 | 25540 [ 244,18 | 22608 | 27.11 | 13657 | 1257 | R |1373.69 | 1355.68 | 135666 | 687.53 [11| 0 B L B M
3| 35.35 | 367,38 | %8.34 | 357.24 | 3931 | 30.0 | 9341 | 1M1 | L | 1217.62 | 1199.58 | 1200.54 | 609.10 | 10 W M, LN !
451430 | 9633 | 97.08 | 48627 | %8.33 | 469.24 | 25732 | 24363 | E | 110450 |1086.49 | 106784 | 544 [9 | g5 LS : : 05
5 | 629.3 | 61137 | 61247 | 60129 | 583.28 | 56444 | 31545 | 30129 | D | 975.46 | 957.24 | 956.44 | 468.23 | 8 500 1000 1800 iz
6 | 798,45 | 74032 [ 74131 | 73034 [ 71216 | 713.36 | 367 | %567 | E | 86051 | 84243 | 64340 [ 4072 | 7
7 | 8726 | 85341 | 85448 | 843.49 | 82541 | 826,72 | 4569 | 4221 | L | T3L68 | T13.% | 71437 | 36.% | 6 §;_%%_:L LR Ewmﬂ,i% i
8 | 970.44 | 95255 | 953.46 | 942.57 [ 92428 | 925.46 | 4540 | 47206 | V| 618.50 | 600.50 | 60128 [ 30965 | 5 N A [ s
9 108453 | 1066.46 | 1067.50 | 1056.55 | 1038.52 | 1039.73 | 54276 | 5834 | N | 518.25 | 501.23 | 50234 | 260.12 | 4 Bl 0o . noowooBom
10 [ 1213.% | 1195.66 | 119.54 [ 1185.66 | 1167.5 | 1168.55 [ 607.12 [ 59346 | E | 405.27 | 387.18 | 388.34 [ 203.00 [ 3 gl oo 1 i ‘ | i
11] 134168 | 1323.67 | 132464 | 1313.88 | 1295.66 | 1296.58 | 67137 | 65748 | K | 276.19 | 256,23 | 259.%6 | 138.58 | 2 =L . gl IS i
12 E 148.06 | 130.05 | 131.03 | 7453 | 1 500 1000 1500

Crceus_peptidomica #5053-5113 RT: 25,53-2577 AW: 30 NL: 4,35E5
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00)
744, 8639

Y

[=)

[=)
|

8

[==]
[=]

745,36568

3

3

7452721

5

745,8291

=

7458825

5

T45,0418
T745,1432

-
=]

Relative Abundance
a
pig Loy v by v byv v brv oy Pyvvn bovn s boovsloonslanis

[=]
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Scan 5001, mfz=851.9329, z=2, RT=25.31, -10lgP=45.72, ppom=2.6 = All matches Protein
o 8RB A E QR
842,74
Y10
50 7H20 1171.64
7-NH3
83462 1 34145
b4 Y13[2+]
53222 787.41
b4-H20 Ye b b2 3
2 B Vg Vi3 > c VBN
v b by SM2L| Y53 bEAHB 74444 W4 s A6 1,%%,057 I W2 uen e
246,16 286.15 417.19 599.35 699,31 P4 200, 28, : | ‘
2610 RS A T ikl bl el s ot L] L -
100 20 300 400 500 00 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
L) | # | 11| 2| 2t | EnTo:0.5Da [ preprocess [ low intens.lbel 1324622
TonMatch  Survey
#b bH20 bNH3 a aH0 aNH3 b(24) a() Seq y yHO  yNHI oy (24 # 305 - . 05
1] 13005 | 11204 | 113.02 | 10206 | 8404 | 85.03 | 65.53 [ 5183 | E “| z % il I
2| 26,19 | 26824 | 269,17 | 256,16 | 24015 | 24113 | 14358 | 12958 | R | 157381 | 156,80 | 156,88 | 7674 | 13| 00 It T v
3 [ 41731 | 399.3 | 400.34 | 369.50 | 37139 | 37252 | 209.10 | 195.10 | M | 141783 | 1399.70 | 1400.68 | 70964 | 12 LN, S, " .
4 [ 53225 | 51424 | 515.19 | 50425 | 486.25 | 487.27 | 266,61 | 25261 | D | 1286.69 | 1268.66 | 1269.59 | 643,55 | 11| .05 . . —t . 05
5 | 603,31 | 585,42 | 586,36 | 575.26 | 557.25 | 5%8.12 | 30256 | 288.13 | A | 117166 | 115363 | 1154.38 | 586.% | 10 500 1000 1500 miz
6 | 716.34 | 698.58 | 699.5¢ | 698.35 | 670.5 | 67L.32 | 358,33 | 34467 | L | 1100,55 | 1082.40 | 1083.59 | 550.35 | 9
7| 845,38 | 82754 | 628.% | 817,39 | 79895 | 800.3 | 4339 | 409,09 | E | 99763 | 99,72 | 57065 | 49435 | 8 w_p?;__qi_ﬁﬂ?’ i J_E}§+EZ';3$}$WEFE:’EP s
8 | 959.44 | 94142 | 94235 | 93143 | 913.50 | 91421 | 480.21 | 466.22 | N [ 858,45 [ 840.77 | 84175 | 4974 | 7 i i S I [ 4 i i
9 | 1087.42 | 1069.47 | 1070.27 | 1059.40 | 104108 | 104274 | 544,19 | 530.44 | Q| 74459 | 726.% | 727,99 | 2.5 | 6 3 bW A e m b MR B g i
10 | 120059 | 118260 | 1183.54 | 1172.57 | 1154.38 | 1156.02 | 600.78 | 586.3% | L | 616,42 | 596.18 | 599.28 | 308.69 | 5 al | ‘: o a i
11 [ 1328.72 | 1310.83 | 1311.66 | 1300.74 | 1282.66 | 1283.53 | 66483 | 65012 | K | 503.30 | 498532 | 486.26 | 25215 | 4 El bt Mt ;.| - bentadbssndionibfe 1ol iy UL
12| 145780 | 1439.77 | 1440.68 | 1423.76 | 141170 | 141263 | 72957 | 71536 | E | 3753 | 35727 | 3%.33 | 188.10 | 3 500 1000 1500
13 | 1528.78 | 1510.76 | 151194 | 1500.82 | 146274 | 1483.72 | 76487 | 750.87 | A | 2%.18 | 228,15 | 29.13 | 1238 | 2
1 R | 175,42 | 157,41 | 156.09 | 88.06 | &
Croeus_peptidomica #5012 RT: 25,35 AWV: 1 NL: 1,34E8
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]
852,4358
1005
804
20
7pdl 8519345
o ]
o -
c
m Bﬂ:
= -
c -
=3 -
2 50
2 . 8529372
£ 7
m
o 407
o 4
30
207 8521738 853,4248
10
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
8520 8525 253.0 8535
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Scan 4651, m[2=941.9729, 7=2, RT=23.85, -10igP=52.74, pom=4.3 | Almatches | | Protein

A

b13[2+]
783.39
7 b
50 88045 9
1003.48
932,71
bi4[2+]
847.91
bii2+] eszéas Yo Y10
b bs 64434 T Y8 | 108652 119556 YiH0  ypo Y14
3 12 Y13 b
37521 48830 9034 | ke 95,48 | 13659 13860 150870 1655.79 |
S Sty Lo o ",Jll‘. ".""I':"‘ st bty "’.L"".' bt il s i '.l e 2
100 20 30 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 M0 150 60 170 1800 190 2000
A | # ] :1] 2| 2r | Entok:0.508 [preprocess: A low nens. ebel i || |
TonMatch  Survey
# b bH20 bMH3 a aH20 adH3 b(24) a(24) Seq y yH20 yNH3  y(24) # ED‘E — 05
72,04 | 5403 | 5502 | 4405 | 26.04 | 27.02 | 3.52 | 22.52 16 g .- . L % 1
28,15 | 21014 | 211,12 | 200.15 | 182,14 | 183.12 | 11457 | 100.58 181189 | 1793.88 | 179487 | 906,60 [ 15| Eg gttt b S
300 R R e e
375,38 | 357.33 | 358.24 | 347.50 | 329.21 | 330.47 | 188.11 | 174.11 1655.84 | 1637.82 | 1638.76 | 828.74 | 14 e 4 .l .
488.38 | 470,23 | 471.53 | 460.43 | 442,30 | 443.37 | 244,65 | 230.65 1508.80 | 1490.99 | 1491.80 | 754.74 | 13 -05 T i s T T T-05
1395.69 | 137,60 | 137861 | 6%8.37 | 12 500 1000 1500 2000miz

688.48 | 670.41 | 671.35 | 660.41 | 64245 | 643.44 | 344.29 | 330.47 1324.60 | 1306.65 | 1307.57 | 663.26 | 11

817.35 | 799.41 | 800.56 | 789.43 | 771.42 | 772.53 | 409.21 | 395.21 1195.58 | 1177.55 | 1178.53 | 598.28 | 10

ARF- 1 A £ E 4 id4—n— - I erD VA RT3
— EF—PPH-S—O}A-PEH—E—H+KI:—F—F—’—PA—H§%
88,63 | 87040 | 87102 | 8G9 | 69220 | G434 | #4473 | 4031 106,56 | 10%8.45 | 049,65 | 53376 i u | i

/i
2
3
4
5 | 559.34 | 541.33 | 542.17 | 531.39 | 513.36 | 514.35 | 280.17 | 266.17
6
7
8
9

1003.48 | 985.40 | 986.58 | 975.49 | 957.48 | 958.44 | 502.35 | 488.38 995,48 | 977.45 | 978.34 | 498.92 I

10 | 1159.57 | 1141.20 | 1142.44 | 113159 | 1113.70 | 1114.48 | 580.52 | 566.53 880.50 | 862,59 | 863.59 | 440.26

In!?nsity (%)

i
\
A

L

-

\
\ |
\ |
'

\ |
\ |
L "

'
|
I
I
'
I
'
I
I

11| 1287.68 | 1269.67 | 1270.60 | 1259.69 | 124168 | 1242.66 | 644.46 | 630.25 72444 | 706.49 | 707.79 | 362.68 L sk

miz
12 | 1450.74 | 1432.73 | 1433.84 | 1422.38 | 1404.74 | 1405.72 | 725.66 | 711.83 ZUbU

13 | 1565.77 | 1547.76 | 1548.78 | 1537.95 | 1519.77 | 1520.75 | 783.58 | 769.39 433.19 | 415,15 | 416.36 | 217.10

14 | 1694.81 | 1676.80 | 1677.79 | 1666.82 | 1648.81 | 1649.79 | 848.09 | 833.68 318.17 | 300.14 | 301.26 | 159.58

15 | 1793.88 | 1775.87 | 1776.86 | 1765.89 | 1747.88 | 1748.86 | 897.29 | 883.68 189.12 | 17011 | 172,10 | 95.06

»|l=mo|l<|xmolxmm»>— 7o >

9
8
7
6 T L v‘
596.41 | 578.39 | 579.40 | 298.27 | 5 500 1000 1600
4
3
2
1

90.05 | 7204 | 73.03 | 45.53

Creeus_peptidomica #4848 RT: 23,83 AV: 1 NL: 8,22ES
T: FTMS + p M5I Full ms [200,00-2000,00])

942 4727

=

[=]

[=]
|

3

941, 9705

]
=

3

3

5

=]

5

-
[=]

Realative Abundance
2
prra Do bev s be v b oo bovran bosvabsvaadlsraal i

[=]

41,8 9420 9422 42,4 9428 9428 2420
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Scan 3788, mf2=795,4070, z=2, RT=20.31, -10lgP=37.01, ppom=3.2 | All matches Protein

Ity (%) E[R[alE[r[c[e[s[k[1[v[E[L]e

786,21
b7
77334
50 b13[2+]
72187
b12[2+]
665.33 b
bui[+] b9 110155 b1t
by 60081 bg BT | 120062
48623 a3 803 poino 113325% vio
a2 b3 y7[24] 54226 97046 I 110458 b1
779-67 26114 35719 409,23 1329.67
ok e 4 A Lol Lol digaibilibligs sl oy | iz
100 0 30 40 50 600 70 800 %00 1000 100 1200 1300 1400 1500 1600
‘% i ‘#‘I:IJZX‘ZV‘ErrToI:O.SDa [ preprocess [ low intens abel B
TonMatch  Survey
# b bH20 bMH3 a aH20 ahH3 b(2) a(24) Seq y yH2O yMH3  y(28) # 50-5 T - - 05
1] 13005 | 11204 | 113.02 | 10206 | 8404 | 8503 | 6553 | 5153 | E “| I oL, . .
i
2| 2620 | 26924 | 2922 | 25816 | 24017 | 24L13 | 14358 | 1958 | R | 146072 | 144275 | 4T3 | BLOA B3| Fqp o LIPS
3 | 35734 | 330,37 | 34054 | 32.50 | 31124 | 3128 | 179.09 | 16500 | A | 130470 | 1286.65 | 128766 | 65283 | 12 o Bt W .
4 [ 496,14 | %8.22 | 469.20 | 40,25 | 4033 | #L21 | 2439 | 29.08 | E | 12335 | 121571 20653 | 61731 11| .05 — ; — s
5 | 567.28 | 560,29 | 570.25 | 593.25 | 54128 | 59230 | 94,03 | 280.07 | T | 110445 | 1086.45 | 108755 | 553.26 | 10 500 1000 1500 miz
§ | 64430 | 626,29 | 627.% | 616,32 | 598.20 | 593,13 | 32228 | 308.25 | G | 1003.43 | 985,52 | 886,40 | 9027 | 9
7| 7.1 | 7563 | 756.% | 745,35 | 72731 | 7832 | W03 | IBAT | E | %3 | 9850 | 9548 | 4739 | 8 §;_§f:+_t%j:_z\ P;G-E——FH:;E_—Ki-G i ﬁ__;.t_p.ﬂzgﬁ’i
8 | 86035 | 64231 | 6435 | 83263 | 6144 | 81535 |49 41669 | 5 |04 | o (et |09m 7| Sf R ] BN R B S A R
9 | 983.40 | 970.30 | 97144 | 960.47 | 942.46 | 943,71 | 494,48 | 40.41 | K | 70.14 | 712.68 | 71388 | 365.8 | 6 3 A Bl de gul § i §
10 | 110149 | 1083.47 | 1084.53 | 1073.56 | 1055.55 | 1056.47 | 55133 | 537.29 | 1 | 602.34 | 58433 | 55.35 | 30167 | 5 i I ' R i U |
11 | 120054 | 1182.61 | 1183.46 | 1172.27 | 1154,62 | 115,60 | 60099 | 586,81 | V| 489.26 | 47104 | 472.23 | 245.10 | 4 Hi i "]""'l.' e Jglet o L
12 [ 1323.56 | 1311.69 | 131287 | 130167 | 128367 | 126464 | 665,44 | 65048 | E | 32035 | 372.25 | 373.16 | 195.59 | 3 500 1000 1600
13 [ 194275 | 1424,74 | 145,63 | 1414,75 | 1396.79 | 1397.73 | 72201 | 10763 | L | 26108 | 243.18 | 244,12 | 13107 | 2
1 E | 14806 | 130.05 | 13103 | 7453 | 1
Oroeus_peptidomica #3799 RT: 20,35 AW: 1 NL: 2,11ES
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]
95,4070
100+
204
20
70
o ]
=] -
=
= ﬁﬂ:
= -
c -
3
2 5] 7959084 R4
<L i
o 3]
= ]
£ 3]
= 407
o .
30
20
- T96,9128
10
a T T T T T 1 T T T T T T T T T T 1 T T T
85,5 78,0 98,5 To7.0
miz
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Scan 4098, m/2=746.3741, 2=3, RT=21.57, -10igP=30.91, ppm=1.5

All matches

Protein

Inensty (%) w[ufk[s[Lle[v]s[e[e[k[ano[R[E[E[a]y

16[2+]
941,44
1473.85
Y17[2+]
1005.49
@ 73476
Y10[2+]
i 204 yg5p4) Y12-H20
aip+] 72138 793 bp YN
- 61534 Kb 1871 143663
bawz b D924 15 b
339.20 44326 2 | 125767 I
. siebbiliseantbl AR i il I, 2
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
‘\\ il ‘#|1:1‘2X‘2V‘ErrTol:0.SDa M preprocess /] low intens. label 17
TonMatch ' Survey
£ b bHO bAHZ 3 aH0 aMH3 b(2#) a(2) Seq y yHO oy y(24) # gs = 05
.
1] 11505 | 97.04 | 98.02 | 87.06 | 69.05 | 7.03 | 5803 | 4403 | N B = o .
2 [ 2831 [20.12 | 21111 [ 00.14 | 18213 | 18311 | 11457 | 10057 | L | 212306 | 210505 210603 [ 06189 [ 8| Zog - "r_}f_ i axt —t
3| 3%.24 [ 338.22 | 339.24 | 328.24 | 310.22 | 31112 | 178.61 | 16462 | K | 2009.98 | 1991.97 | 199295 | 1005.63 [ 17 5 e 5 H
4 [ 443.37 | 425,26 | 426.25 [ 415.36 | 397.32 [ 398.33 | 222.13 [ 08.13 | S |1831.88 | 1863.87 | 1864.86 | 94166 |16 | 0.5 1 : : — 05
5 | 59635 | 538.38 | 539.32 | 528.29 | 510.34 | 51136 | 278.25 | 26468 | L | 179485 | 176,84 | 1777.82 | 898.13 [ 15 500 1000 1500 000 iz
6 | 635.43 | 667.24 | 668.36 | 657.41 | 639,38 | 640.37 | 343.37 [ 32030 | E | 168177 | 1663.7 | 1664.74 | 84132 | 14 B b g D ik e i NOREEAT b
7 | 78442 | 76660 | 767.59 | 756.46 | 738.45 | 739.53 | 39269 | 378.66 | V [ 1552.80 [1534.71 | 1535.70 | 776.81 | 13 ?';YA_H_“E#{;_QR 1~ :T'_}:_H,E‘q.;.‘g#s+‘-_+.?..£,‘sml., ...... Yng
8 | 87166 | 853.60 | 854.46 | 843.49 | 825.48 | 826.35 | 436,17 | 42240 | S | 1453.75 | 143584 [ 1436.93 | 727.58 | 12 &:. N R i ] R
9 [ 1000.53 [ 982.88 | 983.69 | 972.54 | 954.53 | 955.47 | 50123 | 486.77 | E [ 1366.71 [ 1348.61 | 1349.60 | 68415 | 11 " d H Ol s A MEork w
10| 112963 [ 111,65 | 111255 | 1101,60 [ 108352 | 1084.77 | 565.29 | 551.62 | E [ 1237.51 | 121957 [ 1220.58 | 619.12 [ 10 " P ! A |
11 125769 [ 1239.66 | 1240.73 | 1229.67 [ 121166 | 1212.71 | 629.54 | 61539 | K [ 1108.33 | 1090.54 [ 109151 | 55459 [ 9 il . ol i 1] —
12 [ 1328,31 [ 131070 | 131168 [ 1300,71 | 1282.70 [ 1283.68 | 664.85 | 65109 [ A [ 980.42 | 96243 [ 963.52 [ 4911 | 8 500 1000 1500 2000
13 [1442.75 [ 192474 | 1425.72 [ 1414,75 | 139674 [ 1397.73 | 721.65 | 70767 [ N | 909.31 | 891.05 [ 89238 [ 455.57 | 7
14 [ 157081 | 155280 | 155378 [ 1542.81 | 1524.80 [1525.79 | 785.65 | 77204 [ Q [ 795.47 | 777.50 [ 77834 [ 398.33 | 6
15 [ 1726.91 [ 1708.90 | 1709.88 | 1698.91 | 1680.90 [ 1681.89 | 863.64 [ 849.96 | R | 667.24 | 640.16 | 650.28 | 334.27 | §
16 [ 1855.95 | 1837.94 | 183892 [ 1827.96 | 1809.95 [ 1810.93 | 928.62 | 91464 [ E | 51136 | 493.29 | 494.18 [ 256.10 | 4
17 [ 1984.99 | 1966.98 | 1967.97 [ 1957.00 | 1938.99 [1939.97 | 993.00 | 979.00 [ E [ 382.35 | 34.29 [ 365.13 [ 19158 | 3
18 [ 2056.03 [ 2038.02 | 2039.00 [ 2028.04 | 010.03 [ 2011.01 | 1028.56 | 1014.68 [ A | 253.23 | 235.11 | 23634 | 127.06 | 2
19 Y | 18208 | 16407 | 165.05 | 9154 | 1
Oroeus_peptidomica #4089 RT: 21,53 AV: 1 NL: 7,39E5
T: FTMS + p N5l Full ms [200,00-2000,00]
746,7084
100
. T46,3785
20
. T47,0458
20
T
o 7
o .
=
= 904
o .
c
3 .
E=}
= 507
o ]
2 -
£ ]
= 407
o - T4T7AT14
20
20
104
D I T I T I I ] T I I I ] I
7485 7470 7475
miz
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Scan 3798, m/2=830.9263, 2=2, RT=20.35, -10gP=41.24, ppm=7.9 | Almatches || Proten
ey ) XM R [E[H[AFL DR a[Efols
1
822,22
b13[2+]
765.37
50 Vo] B13.54
b12[2+]
1634 70134 bo
104550
Y10 Y1 Y12
115857 1286,67
¥8 b2
Y23 b3 b4 b5H0 LA Y10-+20 140168
g BT spy 6MD BT KNS || 108 | beo Vi3
24%'1:') T ‘.A-H|.n il g u..ll. ; -:.nlu_ L b AL]:254‘613||| | 115?}2'74
100 200 30 400 500 600 70 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Q ol | #] 12| 2] 2r | ento: 0502 FApreprocess [low ntes labe ‘
TonMatch Survey
£ b bHO b3 @ aH0 a3 b)) a(2) Seq y yHO oy y(8) # ogs 5 5 05
i)
1] 129.10 | 111,09 | 11208 | 10111 | 83.10 | 8408 | 6505 | 5105 | K 1| © . Lt .
2 [260.15 | 2229 [ 243.22 [ 23205 | 21414 [ 21512 | 130.57 [ 11657 | M | 15372 | 151434 [ 1515.80 | 76687 | 13 Eu,u T E LI
3 [375.22 | 35733 [ 38.24 | 347.18 | 329.33 | 330.40 | 188.09 | 17409 | D | 140070 | 1383.79 | 136465 | LS5 | 12 i Ly Ot s
4 [503.23 | 485.27 | 46,30 | 47527 | 457.26 | 458.34 | 25213 | 28,14 | K | 123665 | 1268.72 | 126964 | 68.73 11| 05 - . . 05
5 | 632.31 | 61440 [ 615.28 | 60431 | 586,34 | 587.29 [ 316.65 [ 30220 | E | 1158.52 | 1140.55 | 114155 | 578,79 [ 10 500 1000 1500 mfz
6 | 746.39 | 728.34 | 72960 | 718.39 | 70035 | 015 | 373.28 | 35968 | N | 1029.50 | 101152 | 1012.47 | 515.27 | 9 i g £ 1 i o : G
7| 817.47 | 799.51 [ 800.36 | 789.47 | 771,35 | 7769 | 409.30 [ 395,19 | A | 915,50 | 897.51 | 898,46 | 456.34 | 8 ,\?FLQ ‘E_HL,\},__‘!_D L“;@fn E_—':i—y__ﬁb—_’:n—_Ly il
8 | 93034 | 91237 | 913.44 | 90261 | 88447 | 88581 | 465.74 | 45L74 | L | 4444 | 826,44 | 82743 | 4234 | 7 g TR A TR TR T (i
9 [1045.46 | 1027.24 | 1028.44 | 1017.17 | 99949 | 1000.66 | 523.% | 509.2L | D | 73140 | 713,39 | 71434 | %68 | 6 g o o0 A A
10 [ 1201.54 | 1183.5 | 1184.38 | 1173.60 | 1155.58 | 1156.58 [ 60130 [ 567.30 [ R | 616,34 | 598.33 | 598.32 [ 308.23 [ 5 i P ‘ i | AN A N
11 [ 127264 | 125468 | 125561 | 124484 | 1226.63 [ 1227.52 [ 637.08 [ 622.56 | A | 460.24 | 44215 | 443.33 [ 23062 | 4 sl el I .J H DR M S
12 [ 1401.70 | 1383.79 | 138465 | 1373.80 | 1355.67 | 1356.66 | 701.56 | 687.43 | E | 389.44 | 37133 | 37218 [ 195.0 [ 3 50 1000 1500
13[1529.74 | 151173 | 151271 [ 1501.29 | 1483.73 | 1484.72 | 765.98 | 75137 | Q | 260.15 | 242.29 | 243.2 [ 130.88 | 2
g L | 13200 [ 11409 | 11507 | 66,55 | 1
Oresus_peptidomica #3797 RT: 20,34 AW 1 NL: 1,05ES [
T: FTMS + p NS Full ms [200,00-2000,00] '
831,4227
1005
=20
20
H 830,9247
7o
@ ]
o .
c
m BD:
= -
c -
=3 -
T 50
o 3]
= .
-EII -
@ 407
o ] 8319275
30
3] 8324308
20 832 3802
. 831,2404
10
a T T T T T T T T T T T T T T T T T
231.0 8315 8320 8325
m'z

69



Scan 4525, mz=T01.3551, 222, RT=23.33, -10GP=31.74, pom=4.3 | Almatches | Proten
ety DK [E[[a[L ][R a6 o]
100
692,55
Y11[24]
" 643.83
Y10[2+4]
519.79
- Yo bio
biof+] 78636 sl V8 102053 114254
57177 91549 g V10
Y2420 b3 440 bof2+] %246 bi+20 | | 115557
%215 37317 44121 50725 J 112453
. - . lnllJ P 'J, sl JlllvnlmlmlllJ'J |:|"|Al.||JA:I’iI| TR 'u.nlul sl m i . " 2
100 a0 0 400 600 70 800 500 1000 100 1200 1500
Q| #| 11| 2| 2 et 0.5Da [ pweprocess [7]lowinens. bbel
TonMatch Survey
# b bHO bH3 a aHO a3 b(2H) a(4) Seq y yHO  yHI oy (24) EUS . o 5 05
1] 11603 | 9802 | 5001 | 8804 | 03 [ 7101 | 352 | @2 | D 2| & VMR e
2 [ 2410 [ 2610 [27.10 | 216,22 | 19812 | 19911 | 1225 | 108,57 | K | 1286.67 | 1268.66 | 1269.64 | 68599 11| o T s P L
.
3| 37323 | 355,04 | 366,15 | 3453 | 327,17 [ 3838 | 18709 | 17309 | E | 115860 | 114078 | 114155 | 579.85 [ 10 oo '
4 [ 497.25 | %925 [ 426 [ 45939 | MLB | 4019 [ 28410 [ 2004 | N 100945 [ 01152 [ 10280 [ 51527 [9 | .05 : — —.05
5 | 5844 | 540.24 | 54138 | 50.26 [ 512.37 | 51331 | 27963 [ 26530 | A | 91538 | 89748 | %8.16 | 458.24 | 8 500 1000 1600 miz
6 67059 | 65300 [ 65431 | 6416 | 62568 | 606,57 | 3%6.29 | 3% | L | BHS4 | 6644 | 6045 | 408 |7 e
7| 7637 | 767.88 | 769.20 | 75851 | 74049 | 74134 [ 30355 [3M26 | D | 73L35 [ 71355 | 71434 | %620 | 6 g._]’ﬂ% P _ﬁ,ﬁ_r"ﬁ‘j‘ﬁﬂ.,igiﬁgﬁ"u
§ [ 9425 | 92456 | 544 | 91447 | %86 | 69744 | U173 45736 | R | 616,38 | 59815 | 59844 | 30867 | 5 3 noo i i
9 [1013.43 | 995,12 [ 996.49 | 98540 | 967,16 | S6B64 [ S07.28 49292 | A | %008 [ 4.3 | 48 [ 2014 [4| G b oo !
10 [ 11424 | 112460 [ 125,52 [ 111460 | 1096.47 | 1097.52 [ 57050 [ 557.56 | E | 369.20 | 37118 | 372.35 [ 195.10 | 3 af o o i
11 127063 | 1252.59 | 125362 | 124261 [ 122460 | 1225.58 | 635,67 | 62064 | Q | 26008 | 2.7 | 2431 | 1308 2 | =L I sl 4
2 L 13210 | 11409 | 115.07 | 66.55 | 1 1000 1500

T: FTMS + p NSl Full ms [200,00-2000,00]

701,3543
100

S

701,8559

[=-]
(=]

3

3

5

701,9151

Relative Abundance
a

]

B

i

7018223

-
[=]

Croeus_peptidomica #4502-4542 RT: 23,23-23,40 AW

21 ML: 1,08EE

7023553

70



Scan 1889, mfz=575.8023, z=2, RT=12.76, -10lgP=40.01, ppm=1.3 |  All matches Protein
Ity (%) n/p[afzfkfk[k[ulo
156691
Y4
534,31
Y5
%5 662,40
Y7[2+]
42376
b3 Y8[2+]
376.12 481.27 V6
V3 77549 b7
, b2 b V8
2 406.21 X 6 873.49
b 278,12 30308 ey \/;2‘!37 745.39 96155 100453
M b L]
: IR IS AR sl L bl d ; , : i
100 200 30 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
% ] ‘#f1:1‘zx,zy‘gnm:o.sna [Apreprocess [ low intens. label
TonMatch  Survey
#b bH20 bAH3 a aH20 aNH3 b(24) a(24) Seq ¥y yHO yNH3 y(24) # EU‘S - ; 05
1| 19001 | 17211 | 172.98 | 162,06 | 14405 | 145.03 | 95.53 | 8153 |M(+58.01) 9| % . LT .
2 [ 0541 | 67,17 | 268,05 | 277.23 [ 253.16 | 260.20 [ 153.04 [ 13904 | D | 96154 | 94349 | 94455 | 48L3 |8 | oo T ,:,I aa .
3| 37615 | 358.23 | 359.09 | 348.21 | 330.35 | 33144 | 188.56 | 1745 | A | 846.61 | 628.41 | 829.50 | 423.87 | 7 " L . ot '
443889 [ 47140 | 47254 [ 46100 [ 443.26 | 44418 [ 245.15 [ 23105 | 1 | 77536 | 75774 | 758.% | 38833 [ 6 | .05 T T T T T T T T : —.05
5 | 616,88 | 599.23 | 600.01 | 589.30 | 57129 | 57248 | 309.33 | 295.21 | K | 66233 [ 644.33 | 64562 | 33144 | 5 200 400 600 800 1000 1200 miz
6 | 74540 | 727.38 | 7841 [ 717.14 [ 699.27 | 700.37 [ 373.27 [ 359.09 | K | 53441 | 516.08 | 517.44 | 267.18 | 4 i RO ERG sy o B woew u g 9
7| 873.53 | 855.47 | 856.46 | 845.49 | 827.70 | 828.41 | 437.3 | 42325 | K | 406.24 | 388.33 | 389.18 | 203.61 | 3 53!; = o —— e H—#IH A —— m’_!fffm
8 | 100440 | 986.42 | 987.50 | 976.71 | 958.52 | 959.51 | 502.56 | 48889 | M [ 278.11 | 260.20 | 261.20 | 139.56 | 2 P I (1 Nt R "
9 Q 147,08 | 129.07 | 130.05 | 7404 | 1 i ] PEomE oy b O i Il
af O EON B FONS B i
i ot ol codudld ol bl ooty il o
200 400 600 800 1000 1200
Croeus_peptidomica #1902 RT: 12,81 AV: 1 NL: §,.23E8
T: FTMS + p MSI Full ms [200,00-2000,00]
5758027
100
204
20
70
@ ] 578,3040
o ]
= 80
= -
c -
3 -
T 507
o .
=z -
= ]
= 40
o -
30
- 5768043
20
10 577.3043
] J 5785438 5772077 )1
a T T T T T T T 1 T T T T T LI T T T T T T
575.5 578.0 578.5 57r.0 B77.5
miz

71



Scan 5702, m/2=956,99%6, 2=2, RT=28.27, -1010P=29.96, pom=4.4 |  Allmatches | | Protein
ITtU%nsity (%) D |—A ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁj I‘J Q
16[2+]
899.43
o 94835
V14
1597.88
\ Y9
856.54 1056.62
b12[2+] Y9-NH3
<Le 2 2
o 0] bito | Viero Vi 22 b bid-nHa
74242 1039.44 > 1327.73
586.26 657.30 ' | . 6765 125670 71" 139467 1508.71
: Sy ol ababital wnkedalided it s PR ot T NI h I | y
T T T T T r T + r 1 ¢ ¢ $ y y u o 4 4 y u y + T u T T T T t T T T T y T ™ mfz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 190 200
Q| # [ 11| 2| 2v | Entol: 0.5 [Apreprocess [l intens. label |
IonMatch Survey
# b bH20 bNH3 & aH20 a3 b(2+) a(24) Seq y yH20  yNH3  y(H)  # EU.G - . 05
1) 11603 | 98.02 | 99.01 | 88.04 | 70.03 | 7101 | 852 | 452 | D 7| % ! .
2 | 187.07 | 169.06 | 170.04 | 159.08 | 141.07 | 142.05 | 9404 | 80.04 A [1797.96 [1779.95 | 1780.93 [ 89964 [16 | T 00 T _,.'; LR ) -
3 [ 316.27 | 298.10 | 299.09 | 288.25 | 270.11 | 271.09 | 158.5 | 1445 | E | 1726.92 | 1708.91 | 1709.89 | 864.20 | 15 . . A
4| 430.26 | 41233 | 413.23 | 40265 | 384,15 | 365.14 | 215,58 | 20158 | N | 1597.04 | 1579.87 | 160.85 | 799.44 | 14| .05 . r — 05
5 | 586.27 | 568.22 | 569.23 | 5%8.41 | 540.17 | 54124 | 293.63 | 279.63 | R | 1483.83 | 1465.83 | 1466.81 | 742.43 | 13 500 1000 2000 miz
6 | 657.47 | 639.59 | 640.27 | 629.30 | 611,33 | 61253 | 329.37 | 315.15 | A | 1327.70 | 1309.70 | 1310.71 | 664.47 | 12 i - e
772839 | T10.32 | 71152 | 70044 | 66233 | 6835 | 6467 | 3032 | A | 125,61 | 123866 | 129967 | 626,41 | 11 §J%m@ﬁ{!'ﬁﬂ'_d_H.'_“E'_‘.A.!.AH_“'N,_J_,_“L&D:‘E;‘KX
8 | 857.38 | 839.64 | 840.35 | 82953 | 811,37 | 81272 | 429.34 | 415.36 | E | 1185.60 | 1167.79 | 1168.63 | 593.35 | 10 o HE R R P i
9 [ 928.53 | 910.40 | 911.79 | 900.71 | 882,64 | 883.39 | 46471 | 450.6 | A | 1056.59 | 1038.33 | 1039.51 | 52881 | 9 Bl R Pl M i i
10 [ 1057.45 | 1039.51 | 1040.43 | 1029.42 [ 1011.37 [ 1012.43 | 52933 [ 51523 | E | 985.79 | 967.52 | 968.55 | 493.29 | 8 g IR P owea ; | i
11| 1213.5 | 1195.55 | 119634 | 118569 | 1167.79 | 1168.53 | 607.35 | 593.35 | R | 856.53 | 836,43 | 830.64 | 428.77 | 7 =L IS S : L g o 1 ——
12 | 1312.69 | 129486 | 1295.58 | 1284.72 | 1266.71 | 1267.60 | 656.70 | 642.70 | V| 700.44 | 682.42 | 683.52 | 350.32 | 6 500 1000 1500 2000
13 | 141169 | 1393.68 | 1394,63 | 1383.70 | 1365.83 | 1366.64 | 706.35 | 692.28 | V| 60135 | 583.43 | 584.38 | 30L18 | §
14| 1525.66 | 1507.74 | 1508.63 | 1497.84 | 1480.11 | 1480.71 | 763.29 | 748.37 | N | 502.39 | 484.41 | 485.27 | 25165 | 4
15 | 1653.83 | 1635.82 | 1636.79 | 162587 | 1607.83 | 1608.81 | 827.20 | 813.49 | K | 388.30 | 370.24 | 371.29 | 19463 | 3
16 | 1766.91 | 1748.90 | 1749.89 | 1738.92 | 1720.91 | 172189 | 883.91 | 869.90 | L | 260.16 | 242.15 | 243.13 | 130.8 | 2
17 Q | 147.08 | 129.07 | 130.05 | 7404 | L
Orosus_peptidomica #5885 RT: 28,24 AV: 1 NL: 1,28E8
T: FTMS + p NS Full ms [200,00-2000,00)
957.5026
1005
9570010
505
20
705
@ .
2 ]
= BEI—_
= -
= -
2 end 958,0046
T 507
@ ]
= ]
£ ]
= 407
[ 4
20 958,507
20
10
0—= T T T T T T T T T T T T T T T
as57.0 B5T7.5 958.0 8585
m'z
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Scan 3358, m/z=940.5015, 2=2, RT=18.57, -10lgP=40.04, ppm=-9.5 |  All matches

o L 0SS e B 3 e

Protein

875.19
923,55
50 V12
931,77 1365.77
866.65
o b12
ya o 03 buap) s b e 825
b4 eny TBI; ez | oxl b1t b13 »
387,19 ; ; | 119360 I BBBTL  yoi'ey
@ o ;lm..]“l-tll-'ld-n.l.hh] LJ |‘ L I 5 s I L [ s I |

T T T y s v u y u y T T T u T u y Tt T r T T T y T T T T T mfz

100 20 30 400 500 600 700 800 a0 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
& | #] 11| | 2 | EnrTol: 0.50a [ preprocess [7low ners. abe 11
TonMatch  Survey
#b bH20 b3 a aH0 a3 b(2) a(24) Seq y yHO  yWH3 y(24)  # E
1] 11409 | 9608 | 97.06 | 86.10 | 68.09 | 63.07 | 5755 | 4355 | L 7| %
2 [ 25,12 | 21011 [ 21209 | DL12 | 18311 | 18410 | 11506 | 10106 | D | 176693 | 174892 | 1749.90 | 8638 |16 | g
3[300.32 | 282,15 | 283.6 | 272.21 | 254,15 | 255,13 | 150.58 | 136,58 | A | 165190 | 1633.89 | 163488 | 826,45 | 15
4 [ 387.29 | 39.20 | 370,16 | 359.27 | 34118 | 342.27 | 19409 | 180.10 | S | 1560.67 | 156202 | 156412 | 790.61 | 14| .05 r r . — 05
5 | 515.23 | 497.25 | 498.31 | 47,22 | 469.23 | 470.34 | 258,12 | 24413 | Q| 1483.82 | 1475.82 | 1476.75 | 747.69 | 13 2000 miz
6 | 61243 | 594,36 | 595.33 | 584.38 | 566.35 | 567.32 | 306.49 | 29265 | P | 1365.72 | 1347.86 | 1348.75 | 683.54 | 12
7 | 683.54 | 665,60 | 66634 | 655.34 | 637,52 | 638.45 | 34227 | 38.17 | A | 1268.55 | 125071 | 125165 | 63461 | 11 2 {,‘f,’,‘,
8 | 84.63 | 828.4 | 829,40 | 818.62 | 600.39 | 80138 | 42345 | 409.38 | Y | 1197.67 | 117967 | 1180.66 | 598.57 | 10 o i
9 | 983.46 | 965.45 | 966,43 | 955.46 | 037,45 | 938.44 | 49231 | 478.3% | H | 103407 | 016,35 | 1017.59 | 517.81 | 9 B i
10| 1096.54 | 1078.53 | 1079.52 | 1068.55 | 1050.54 | 105152 | 548,77 | 53437 | L | 697.51 | 679.44 | 880.54 | 440.57 | 8 H i
11 1193.66 | 1175.71 | 1176.57 | 1165.60 | 1147.47 | 1148.57 | 597.38 | 583.8 | P | 78448 | 766,89 | 767,59 | 392.74 | 7 £ -,
12129259 | 127464 | 1275.64 | 126467 | 1246.66 | 1247.69 | 6%.80 | 63331 | V| 687.35 | 669.42 | 670.40 | 34433 | 6 2000
13 [ 139367 | 1375.66 | 1376.68 | 1365.72 | 1347.86 | 1398.60 | 697.68 | 683.54 | T | 568,40 | 570.40 | 57.% | 294.34 | 5
14| 151,86 | 1503.80 | 1504.79 | 1493.82 | 1475.80 | 1476.75 | 76161 | 74769 | K | 467.22 | %9.23 | 470.34 | 244,15 | 4
15| 1635.85 | 1617.95 | 1618.82 | 1607.85 | 1589.84 | 1590.83 | B18.62 | 80457 | N | 359.27 | 34L20 | 342.27 | 180.11 | 3
16| 1706.89 | 168,88 | 1689.86 | 1678.80 | 1660.66 | 166189 | 85394 | 840.41 | A | 245.17 | 227.16 | 28,15 | 123.09 | 2
17 R(-98) | 17413 | 156,12 | 157,11 | 87.57 | 1

Cwreceus_peptidomica #3359 RT: 18,57 AV: 1 NL: 1,42E8
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]
941,0017

Relative Abundance

M8 & @ @ 4 8 8 8

-
[=]

[=]

940,4999

941,5027

3404

9406
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Scan 1537, mf2=619,3093, z=2, RT=11,12, -10lgP=28.13, ppm=-1.5 | Allmatches Protein
ey (49 B[V [A[6 KD G [E[T[1[F
4
601,06
610,05
%5 bio[2+]
5%.77
ai
471.17\/4-NH3 80270 1044.54
Vo[ 50427 ; Y7 bo
e 7 82144
¥2 @7 YH20 7172 84%837 9945 bio
b+l BT g 675.33 ' J 107253
2
: . TO?'QQ. | '.‘l |m|m|l|.l:.J i |n| Ll IHMH il l " : " — nj2
100 am 0 40 500 600 70 800 900 1000 100 1200 1300
Qo ol | #] 1] 2|2t | e 0508 Fpreprocess (7ow ntens e
Ton Match Survey
# b bHO b3 a0 a3 b(2t) a(24) Seq y yHO oy y(4) # 505 - 05
e . L] [}
1] 190,09 | 17204 | 17303 | 16206 | 14405 | 145,03 | 9553 | 8153 |M(458.01) | % b Y 0y .
2 [ 297 |718 [ 2007 | HL13 [ 4507 [ 2410 | 14506 [ 18106 |V [104667 | 10303 | 103154 | M4 (0] Sop —ttylley T : R
3| 3005 | 34225 | 34320 | 33220 [ 31415 | 31530 | 180.94 | 166,58 | A | 9450 | 9333 | 93294 | 47506 | 9 T Rooa BN NP
44073 | 3044 | 4038 | 389,19 | 7011 [ 37209 | 299 | 19502 | G | 674 | 86068 | 86143 | 4M3 |8 | g5 My e 25
5| 54545 | 52035 | 58.27 | 51753 | 49893 | 50005 | 273.29 | 2914 | K | 82037 | 80343 | 60428 | 41101 | 7 200 400 800 800 1000 100 mz
§ | 660.35 | 64208 | 643.28 | 63261 | 61430 | 61508 | BLL2 [ 3742 [ D | 69307 | 67511 | 67591 | 34691 | 6 j
7703 [ 6.7 | 011 | 698 [ 6715 [ 6030 |00 (W66 [ 6 [ Sm [0 [ (W [5] o Iwy‘:! I{I F_ﬁ%
864650 | @A77 [ 8875 | 8837 [ 0% |G0L34 | 44 (0969 [ E [y (S5 | aM (WA [4] T b 33
9 [ 95945 | 94144 | 94285 | 93133 | 91345 | 91443 | 4021 | %6.23 | 1 | 1224 |4 |35 |64 3| Gf Pl I
10| 107267 | 105480 | 105562 | 104416 | 1026.53 | 102751 | 53691 | 5277 | 1 | 2.7 | %1t6 | %204 | 1409 |2 | & . i
1 F | 1609 | 14908 | 14906 | 8354 | 1| = A i
T T T ™ Miz
1000 1200
Oroeus_peptidomica #1538 RT: 11,11 AWV 1 NL: 1,45E4
T: FTMS + p NSl Full ms [200,00-2000,00]
619,3089
100
20
204
70
o ]
= -
= B0
= -
s e 819,8080
2 503 820,2097
o :
£
[}
= 07
o ]
30
204
10
a T T T T T T T T T T T T T T T T T T
818.0 8195 820.0 8205
miz
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Sean 2698, mfz=646.3754, 2=2, RT=15,95, -10igP=24.87, pom=14.0  Almatches = Protein

s BARRER

530,32
Y5
bsH20
63737
62844
§ 532,26
boa+]
57331
&
627,38
Vs b7 beimo
b4k 9& s B am 50331 208 65%538 %545 78264, W o bs
769081' ) 19 45 || | ' it \ 14562
. . . L Ll | .I i ; il PO | P s : . p—
10 a0 i it 0 0 am 9 100 1 120 13 1400
5 [ # 11| ] 2 | ento: 0,502 (preprocess ot e
Ton Match Survey
£ b bHO bAH3 3 HIO alH3 b(2H) a(2) Seq y yHO oy y(4) % 505 - . 05
1| 15706 | 13905 | 14003 | 12807 | 11806 | 11204 | 7803 | 65.03 |N(#4201) | = . .
2| 625 | %62 | %90 | 203 | 203 | 4106 | M8 | 1B | E |18 | 103 | 145 587 |9 | oo L LS T
390 | BL% | BN | 3710 | 5518 | 35440 | 2022 | 19609 | L | 100659 | 56858 | 9690 | 042 | 8 Wi Y i
450 | 5027 | SI0.06 | 49053 | 8L | W06 | 2414 | 2034 | K | 09355 | 676,55 | 6766 | 41 | 7| .05 e SN 05
S | 655 | 637.57 | 6%.35 | 6232 | 609.3 | 6040 | B30 | 3427 | K | 65 | 7nd | .6 | A | 6 0 400 600 800 000 1200 f400me
§ | 78451 | 6641 | 67,38 | T5.37 | TRIL| THAT | W51 | BB | E | 63157 | 61945 | 6033 | 394 | 5 "
7 [ 65760 | G705 | G014 | O3 | L5 | 02 | 483 | 455 | L |6 | 02 | WL [ BA% (4] o ”_H_T_A_L E—H—P—_A———J_—’Q—E—ﬂ—n e
B [ 9060 | 061 | BLH | M5 | 9255 | 9347 | 053 458 | T | 2 | md [mu (3| ! T !
§ [ 145,78 | 112,68 | 11859 | 111773 | 109960 | LIO0GS | 7344 | 5985 | F | 2421 | 2607 | 206 | W19 | 2| gl ! :1 3 oo :‘ ‘: i
0 K | @il | o0 | 00| 106 1] &) ooy O
£ e sl Ll ]i [ i i

T T T Y T T T T T T T iz
00 400 EUU BUU 1000 1200 1400

Orceus_peptidomica #2685 RT: 1594 AV: 1 MNL: 2,14E6
T: FTMS + p NSI Full ms [200,00-2000,00]

646,3746
1005

8

[ee]
[=]

3

848,8751 847 3542

2

Relative Abundance
E g

8

5

-
=]

[=]
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Scan 4665, mfz=644.3370, 2=2, RT=23.91, -106P=28. 11, ppm=10.0 | Al matches | | Proten
wweay(v) s [A[A a2 [Aafafafcfcfs[zfefc|x
1
1635.56
b7
386.28 bio+Hz0
76737
50 637,77
123041
bis[2+]
578.78 Y8
63134
520,36 81377
h Vo 7248 891,66
702,38 835.78
” °4y6.314 Veps] bl 50328 923243 Y13:NH3 104757 Y15:H20
000 I = 281 90051 ” 1140.60
b bl JuLn duan i il sl K| i i
r gl f 1 ————
100 20 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
% i ‘#‘1:1[%‘2V‘Erﬂol:0.50a [ preprocess [ low intens, label
TonMatch  Survey
# b bH20 bMH3 a aH20 aH3 b(24) a(24) Seq y yHO  yNH3  y(24) # §0_5 ¥ 05
1] 13005 | 11204 | 11302 | 10206 | 8404 | 8503 | 6553 | 553 |s(+42.01) 6| % P
2| L5 | 18314 | 19403 | 17309 | 15508 | 19607 | 10104 [ 6705 | A | 1159.43 | 114066 | 1148 | 581 |15 | o b b
3| 27240 | 25419 | 25506 | 244,14 | 22631 | 227,21 | 1365 | 1225 | A | 1087.57 | 1069.56 | 1070.55 | 549 | 14 ;
4 [ 3434 | 32535 | 326.13 | 31535 | 297.27 | 28,33 | 17208 | 15808 | A | 1016.69 | 99850 | 99,54 | 508.77 | 13| .05 " e i Aaaaanaee N
5| 4436 | 4634 | 42208 | 416.21 | 39650 | 39909 | 22212 | 2900 | T | 94650 | 927,37 | 9B54 | 4B5 | 12 200 1000 1200 1400 miz
6 | 515,12 | 49727 | 498.22 | 467,07 | %9.58 | 4744 | 25633 | 24414 | A | 8470 | 62630 | 627,43 | 42346 |11
7 [ 5961 | 56822 | 560,06 | SS6.51 | SA0.15 | 54136 | 2364 | 2583 | A | 77 | TS50 | T3 | 39721 | §’_ b 'ﬁflj.f SMAJ 2 Y}w
8 | 657.37 | 633.98 | 640.29 | 629.49 | 61132 | 612.30 | 329.39 [ 31535 | A [ 702.50 | 684,21 | 685.35 | 35139 | 9 ] Wl I
9 [728.3 | 71064 | 71140 | 700.58 | 66235 | 683.53 | 3643 | 350.39 | A | 6335 | 61371 | 61431 | 316,29 | 8 af thon R
10| 785.39 | 767.48 | 768.35 | 757.38 | 79.37 | 74032 | 33344 | 3944 | G | 560.43 | 54211 | 543,13 | 28108 | 7 af R T ‘ :
11 84264 | 824.39 | 62503 | 81441 | 796,40 | 79762 | 420,23 | 40798 | G | 50343 | 455 | %6.28 | 25214 | 6 =L bl VRN O 1O S
12 (929,49 | 911,43 | 912.68 | 901.51 | 883.43 | 884.25 | 465.52 | 451.08 S 446,34 | 428.41 | 429.50 | 223.21 | § 200 400 500 200 1000 1200 1400
13| 1042.50 | 1024.51 | 1025.40 | 1014,52 | 996,42 | 99749 | 52076 | 50730 | 1 | 35925 | 34123 | 39220 | 180.41 | 4
14| 1099.3 | 1081.53 | 1082.51 | 1071.54 | 1053.58 | 105466 | 5%0.98 | 5%6.27 | G | 24.17 | 28.9 | 258,15 | 13.57 | 3
15 | 1156.56 | 1138.55 | 1139.62 | 1128.56 | 1110.55 | 111130 | 579.13 | %6449 | G | 189.22 | 17111 | 172.10 | 95.06 | 2
i U | 13240 | 11409 | 11507 | 6655 | 1
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