Algorytm oceny jakosci i selekcji widm MS/MS

W czasie pojedynczego eksperymentu MS generowane s3 zbiory danych zlozone z
kilkudziesigciu, nawet kilkuset tysiecy widm MS/MS, z ktorych jednak tylko czesé
charakteryzuje si¢ jakos$cig wystarczajagcg do przeprowadzenia wiarygodnej identyfikacji
sekwencji  peptydu. Dlatego tez istotnym elementem przetwarzania danych
spektrometrycznych jest krok wstepnej selekcji widm MS/MS. Usunigcie z analizy widm o
niewielkiej warto$ci poznawczej pozwala po pierwsze ograniczy¢ jej koszt obliczeniowy oraz
po drugie zmniejsza ryzyko wystepowania nieprawidiowych dopasowan do sekwencji
aminokwasowych.

Niska jakos$¢ zgromadzonych widm fragmentacyjnych moze by¢ nastgpstwem wielu
przyczyn. Po pierwsze, peptydy wystepujace w badanej probce charakteryzujg si¢ réznym
stezeniem 1 w przypadku tych zarejestrowanych w poblizu progu detekcji spektrometru
uwidacznia si¢ wptyw fluktuacji statystycznych, co znaczaco pogarsza stosunek sygnatu do
szumu. Oprocz tego jako$¢ generowanych widm MS/MS jest silnie skorelowana z
doktadno$cig oraz rozdzielczosciag oferowang przez dane urzadzenie spektrometryczne.
Ponadto, fragmentacji ulegaja rowniez inne zwigzki niebgdace peptydami, bedace
zanieczyszczeniami z punktu widzenia pomiaru, nie podlegajace specyficznym zasadom
rozpadu takim jak peptydy i w zwigzku z tym charakteryzujacymi si¢ widmami niskiej
jakosci.

W literaturze opisano szereg metod dokonujacych wstepnej selekcji widm
fragmentacyjnych [1-5]. Podstawowym zatoZzeniem podczas konstrukcji takiego klasyfikatora
jest fakt istnienia cech widm MS/MS, umozliwiajacych ich rozroéznienie biorgc pod uwage
kryterium jako$ci. Dla przyktadu, kazde widmo fragmentacyjne charakteryzuje si¢ pewna
ustalong liczbg zarejestrowanych jonow, przy czym im liczba ta jest mniejsza tym mniejsza
jest szansa na przypisanie do widma jednoznacznej sekwencji aminokwasowej. Z drugiej
strony, zbyt duza liczba jonow moze $wiadczy¢ o silnych zaktoceniach lub innej nietypowe;j
sytuacji w czasie pomiaru widma jak naktadanie si¢ widm pochodzacych od ro6znych
peptydow o bardzo zblizonych masach. Z powyzszej obserwacji wynika, ze poszukiwana
zalezno$¢ miedzy liczba jondéw 1 klasa widm ma charakter zloZzony i nieliniowy. Liczne
badania, prowadzone w ostatnich latach [1-5] umozliwity okreslenie bogatego zbioru cech
charakteryzujacych widma MS/MS. Wsréd nich oprécz podstawowych wielkosci opisujacych

kazde widmo takich jak wspomniana juz liczba zmierzonych jonéw, mozna wyrozni¢ cechy,



ktérych definicja wymaga dodatkowych, czasem skomplikowanych obliczen jak np. warto$¢
srednia roznic mas kolejnych par jonow albo calkowita liczba zliczen par jonow, ktorych
roznica mas odpowiada masie jednego z dwudziestu aminokwasow.

Typowe metody wykorzystujace do oceny widm MS/MS ich wyspecyfikowane cechy,

opierajg si¢ na obliczeniu prostej, liniowej funkcji [1, 2], opisanej w nastepujacy sposob:
S=) 5, (1.1)

gdzie s; jest i-f¢g cecha widma, ¢; jest ustalong waga odpowiadajacg i-fej cesze oraz N jest
liczba cech. W zalezno$ci od implementacji liczba uzywanych do wyznaczenia oceny cech
waha si¢ od kilku do kilkunastu. Pewnym rozwinigciem wyzej opisanej funkcji oceny jest
zastosowanie modelu kwadratowego [4]. Nie zmienia to jednak sytuacji, ze w obydwu
przypadkach zatozona jest bardzo konkretna posta¢ odwzorowywanej funkcji, w ktorej
jedynymi parametrami sa wspOlczynniki wagowe. Wartosci tych wspolczynnikdéw
wyznaczane s3 przy pomocy jednej z wielu metod, poczawszy od liniowej funkcji
dyskryminacyjnej, po metody oparte na uczeniu maszynowym takie jak maszyna wektorow
podpierajacych (SVM) lub algorytmy genetyczne.

Pewnym wyjatkiem wsrod tego typu metod jest podejScie zaproponowane przez
tworcow programu Spequal [5], w ktorym to uzyto Scisle okres$lonej, nieliniowej funkcji
oceny widma MS/MS, nie wykorzystujacej dodatkowych parametrow:

S = CSDOTIC+ STN). (1.2)
Ostatecznie zastosowana posta¢ funkcji oceny byla efektem dtugich badan prowadzonych
przez autorOw przytoczonej pracy 1 opierata si¢ na trzech cechach widma MS/MS
okreslajacych poprawno$¢ wyznaczenia tadunku peptydu (CSD), catkowita liczbe zliczen w
widmie (77C) oraz stosunek sygnatu do szumu (S7N). Wydaje si¢, ze najwicksza wada tego
typu podejscia jest jego naturalnie ograniczony zasi¢g poznawczy, wynikajacy z braku
kontroli cztowieka nad zbyt rozbudowanym, rgcznie kalibrowanym modelem.

Odmienne podejscie stosowane w procesie selekcji widm polega na bezposredniej
klasyfikacji wektora cech. Dla przyktadu, w pracy [3] klasyfikacja widm odbywa si¢ przy
pomocy kwadratowej analizy dyskryminacyjnej (QDA — Quadratic Discriminant Analyse), na
podstawie siedmiu wybranych cech widm MS/MS. Ogromng zaleta metody QDA jest
mozliwos$¢ tatwego 1 szybkiego obliczenia parametrow modelu, co w praktyce sprowadza si¢
do wyznaczenia estymatoréw macierzy kowariancji i wektorow wartosci $rednich. Niestety
jest to okupione zalozeniem, ze rozkltady cech mozna przybliza¢ wielowymiarowym

rozktadem Gaussa, co w rzeczywistosci moze okazac si¢ zbyt silnym uproszczeniem.
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W mniejszo$ci w stosunku do metod selekcji wykorzystujacych wiele cech widm
fragmentacyjnych pozostaja metody poswiecone szczegoétowej analizie jednej wybranej
cechy. Przyklad taki mozna odnalez¢ w pracy [3], w ktorej to autorzy metody opartej o
analiz¢ QDA skonstruowali drugi klasyfikator w oparciu o zalezno$¢ pomigdzy klasa widma
MS/MS oraz zliczeniami par jondw charakteryzujacych si¢ okreslong réznicag masy. W
pierwszym kroku wszystkie widma MS/MS przeksztatcono w okreslonej dtugosci wektory,
tak aby nast¢pnie przeprowadzi¢ ich klasyfikacj¢ przy pomocy SVM. W wspomnianej pracy
przeprowadzono symulacje dla dwoch typow histogramoéw umozliwiajacych pomiar réznicy
mas odpowiednio w zakresie do 187 Da oraz 384 Da, przy czym mniejsza z warto$ci
odpowiada najwiekszej masie aminokwasu. Otrzymane wyniki byty bardzo zblizone do tych
jakie osiggnigto przy zastosowaniu metody QDA.

Mozliwos$ci oferowane przez wymienione algorytmy selekcji widm MS/MS sg na bardzo
zblizonym poziomie. Doktadny sposob opisu wszystkich przytoczonych metod uwzglednia
wybrany do klasyfikacji zbior cech, regule kierujaca procesem selekcji widm, a w wybranych
przypadkach konkretne wartosci wspotczynnikow opisujacych model [1, 4]. Nalezy
podkresli¢, ze nawet w sytuacji ujawnienia przez autorow uzyskanych w trakcie optymalizacji
wartos$ci parametrow, zasadno$¢ ich stosowania ogranicza si¢ wytacznie do wykorzystanego
przez nich zbioru danych. Wynika to z faktu, Zze ostateczna posta¢ rejestrowanego widma
uzalezniona jest od wielu czynnikéw takich jak wspomniana juz doktadnos$¢ 1 rozdzielczos¢
spektrometru, ale takze zalezy od rodzaju zastosowanego urzadzenia do fragmentacji oraz
ustalonych warunkéw procesow rozpadu. W efekcie, w celu poprawnej selekcji widm
MS/MS, konieczne jest niezalezne okre$lenie optymalnych wspotczynnikéw modelu dla
konkretnych typow uktadow spektrometrycznych. W tym $wietle, o uzytecznosci metody
selekcji widm MS/MS $wiadczy latwos¢ jej adaptacji do innego systemu pomiarowego.
Pomimo, ze wigkszo$¢ sposrod przedstawionych algorytméw umozliwia taka adaptacje to
niestety nie sg one wolne od innych problemow.

Podstawowym ograniczeniem opisanych modeli jest przyjecie przez ich autorow
bardzo konkretnej postaci funkcji oceny widm fragmentacyjnych. Nalezy podkresli¢, ze
zwigzek pomiedzy cechami oraz jako$cig widm nie jest znany i tym samym nie moze zosta¢
wyrazony przy pomocy Scisle okreslonej formuly. W zwiazku z powyzszym w niniejszej
pracy zaproponowano nowg metod¢ oceny umozliwiajaca selekcje widm MS/MS,
wykorzystujaca wielowarstwowa sie¢ neuronowg. Podejscie to stanowi rozwinigcie modelu
liniowego opisanego rownaniem (1.1) charakteryzujacym sie¢ neuronowa, ale zbudowanag

wylacznie z jednego neuronu. W réwnaniu tym wartosciom c¢; odpowiadajg wagi neuronu
3



natomiast wartosciom s; zmienne wejsciowe sieci. Sie¢ neuronowa jest w stanie odwzorowaé
z dowolng precyzja kazda ciggla funkcje zmiennych wejsciowych pod warunkiem
zastosowania w warstwie ukrytej lub warstwach ukrytych neuronéw o nieliniowej funkcji
aktywacji [6]. W wyniku tego sie¢ neuronowa umozliwia konstrukcje dowolnej, nieliniowej
funkcji, bez zakladania z goéry jej konkretnej postaci tak jak to miato miejsce w
zaprezentowanych wczesniej rozwigzaniach.

W proponowanej strukturze sieci wagi neurondow okreslane sg przy uzyciu metody
wstecznej propagacji bledow, ktorej zadaniem jest minimalizacja funkcji celu okreslonej jako
warto$¢ $rednia kwadratu réznic pomiedzy warto$ciami oczekiwanymi na wyjsciu sieci i
wyj$ciem sieci. Technika ta jest jedng z podstawowych metod opartych o estymacje gradientu
funkcji celu, przy czym nalezy jednoczesnie do metod najskuteczniejszych. Wykorzystywana
w trakcie nauki informacja o jakosci widma MS/MS uzyskana jest przy pomocy programu
Mascot [7] firmy MatrixScience i opiera si¢ na poréwnaniu najwyzszej oceny sekwencji
scoreyx przypisanej do widma MS/MS, z ustalonymi progami istotnosci. Dla kazdego widma
MS/MS Mascot definiuje dwa progi istotnosci: Mascot Identity Threshold (MIT) oraz Mascot
Homology Threshold (MHT). Dla potrzeb niniejszej pracy, informacja o jako$ci widma
fragmentacyjnego zostala zapisana w postaci binarnej, przy czym do klasy widm niskiej
jakosci zaliczane sg te, dla ktorych scoreyux jest mniejszy niz min(MIT, MHT), natomiast do
klasy widm wysokiej jakosci, na podstawie ktérych przypuszczalnie mozliwe jest
odnalezienie wtasciwej sekwencji peptydu, zaliczane sg pozostale widma fragmentacyjne.

W celu oceny skuteczno$ci sieci postluzono si¢ dwoma wielko$ciami: czutoscig

oznaczang Se 1 specyficznoscig oznaczang Sp [8]. Wielkosci te zdefiniowane sg w nastepujacy

Sposob:
Se=—Nw (13)
NTP+ NFN
N
Sp= —"—, (1.4)
NTN * NFP

gdzie Nzp jest liczba poprawnie sklasyfikowanych widm wysokiej jakosci, Ngp jest liczba
widm niskiej jako$ci btednie rozpoznanych jako widma wysokiej jakosci, Nz jest liczba
poprawnie sklasyfikowanych widm niskiej jakos$ci klasyfikacji oraz Ngy jest liczbg widm
wysokiej jakosci blednie rozpoznanych jako widma niskiej jakosci. Selekcja widm
fragmentacyjnych polega na odrzuceniu jak najwigkszej liczby widm MS/MS niskiej jakosci
przy zachowaniu jak najwigkszej liczby widm wysokiej jako$ci. Typowo, w czasie
eksperymentu warto$¢ czutosci (Se) ustalana jest na poziomie 0,95, co oznacza, ze odrzucenie
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z dalszego procesu widm o niskiej wartoSci poznawczej odbywa si¢ kosztem utraty
maksymalnie 5% widm wysokiej jakosci. Dla tak ustalonej wartosci Se, najlepszy klasyfikator
bedzie charakteryzowal si¢ najwyzsza wartos$cig specyficznosci (Sp) lub inaczej najnizsza
wartoscig /-Sp. W dalszej czg$ci pracy analizie poddany bedzie podlegajacy minimalizacji
parametr /-Sp.

Sie¢ neuronowa uzyta do badan ma strukture statyczng, tzn. niezmienng w trakcie procesu
uczenia. Wstepne badania pokazaly, ze najlepsze wyniki uzyskiwane sg dla sieci neuronowej
zbudowanej z jednej warstwy ukrytej i w zwigzku z tym tylko sie¢ z jedna warstwa ukryta
rozwazana jest w dalszej czg$ci pracy. Odmienne warianty sieci, réznigce si¢ liczba neuronow
w warstwie ukrytej byly niezaleznie analizowane i ostatecznie wytoniono sposrod nich
strukture charakteryzujacg si¢ najnizszym poziomem biedu (/-Sp).

Bardzo wazng zaleta sieci neuronowej jest mozliwos¢ wykorzystania dowolnej liczby
zmiennych wejsciowych, z ktorych kazde jednoznacznie okre$la konkretng cech¢ widma
fragmentacyjnego. W znanych autorowi doniesieniach literaturowych analizowane zestawy
cech roznity si¢ w nieznaczny sposob, co pozwolito na wytonienie najczgsciej powtarzajacego
si¢ 1 jednoczesnie najsilniej réznicujacego zbioru cech widm MS/MS. Powstaly w ten sposob,
przedstawiony ponizej, ostateczny zestaw cech zostal ograniczony do 19-tu elementow:

» caltkowita liczba zliczen par jondéw, ktorych réznica mas odpowiada masie jednego z

dwudziestu aminokwasow;

» calkowita liczba zliczen par jonow, ktérych laczna masa odpowiada masie jonu

macierzystego;

» catkowita liczba zliczen par jonow, ktérych roznica mas odpowiada masie wody,

amoniaku lub tlenku wegla;

* warto$¢ srednia rdéznic mas kolejnych par jonow;

* wariancja r6éznic mas kolejnych par jonow;

* stosunek liczby zmierzonych jonéw do masy jonu macierzystego;

* maksymalny stosunek liczby zmierzonych jondéw do masy jonu macierzystego

mierzony w 50 rozlgcznych, rownomiernych przedziatach m/z;

* $rednia dtugos¢ $ciezki utworzonej z jondw oddalonych od siebie 0 mas¢ aminokwasu

kazdy;

» catkowita liczba zarejestrowanych jonoéw;

e catkowita liczba zliczen w widmie;

* masa jonu macierzystego;



* najmniejszy zakres m/z zawierajacy 95% wszystkich zliczeh w widmie;

* najmniejszy zakres m/z zawierajacy 50% wszystkich zliczen w widmie;

» frakcja jondéw o intensywnosci >= 1% najwigkszego jonu;

» frakcja jondéw o intensywnosci >= 20% najwickszego jonu;

* roznica intensywnosci pomigdzy dwoma najintensywniejszymi jonami;

» warto$¢ $rednia intensywnosci jondw;

* wariancja intensywnosci jonow;

» catkowita intensywno$¢ jonoéw tworzacych grupy ze wzgledu na wystgpowanie

réznych odmian izotopowych.
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