Wyznaczanie dokladnej obwiedni izotopowej peptydu.

Wyznaczanie postaci funkcji f“(m/z), odpowiedzialnej za opis ksztaltu obwiedni izotopowej,
odbywa sie przy uzyciu algorytmu, opartego na splocie w dziedzinie masy. W swej podstawowe;j
wersji generuje on rozktad pikdw sumarycznych, powstajacych przez potaczenie wszystkich pikow
pochodzacych od odmian izotopowych o jednakowej catkowitej liczbie nukleonow. Tym samym
jest on powigzany z algorytmem Kubinyi oraz z jedng z odmian fourierowskiego algorytmu
Rockwooda. Istotng rdznicg wobec tych algorytmoéw jest jednak fakt, ze wyznaczane sg dokladne
masy pikow sumarycznych, rozumiane jako $rednie mas tworzacych je odmian izotopowych,
wazone przez prawdopodobienstwa ich wystgpowania. Efektem dzialania rozszerzonej wersji
algorytmu moga by¢ doktadne masy, prawdopodobienstwa wystgpien oraz, co jest unikalng cecha,

sktady izotopowe wszystkich odmian tworzacych piki sumaryczne.
Wersja podstawowa algorytmu

Prawdopodobienstwa wystepowania poszczegolnych pikéw sumarycznych czastki
reprezentowane sa przez elementy wektora p. Wyznaczanie prawdopodobienstw odbywa si¢ w
sposob iteracyjny, bedacy odpowiednikiem budowania czastki z grup atomoéw kolejnych
pierwiastkow, az do momentu uzyskania docelowego skladu chemicznego. Kazdemu taczeniu
odpowiada splot aktualnego wektora prawdopodobienstw czastki p z wektorem prawdopodobienstw
przylaczanej grupy atomoéw aktualnie rozpatrywanego pierwiastka pg Atomy tego samego
pierwiastka dodawane s3 do czastki w grupach o licznos$ciach bedacych potggami liczby 2, przy
czym wektor prawdopodobienstw grupy atomow o licznosci 2" (n =0, 1, ...) jest wyznaczany na
podstawie wektorow prawdopodobienstw grup atoméw o licznosci 2". Rozwigzanie to, wzorowane
na algorytmie Kubynyi, pozwala ograniczy¢ liczbg koniecznych mnozen. Dalsze zwigkszenie
wydajno$ci mozna osiggna¢ przez zastosowanie tablic z obliczonymi wcze$niej warto$ciami
wektoréw prawdopodobienstw grup atomow.

Na poczatku dziatania algorytmu wektor p zawiera jeden element o wartosci rownej 1,
podczas gdy wektor pr zawiera prawdopodobienstwa wystapien izotopOw pierwszego
z rozpatrywanych pierwiastkow. Proces dodawania atomow tego pierwiastka sterowany jest
poprzez binarng reprezentacje ich liczby. Pojawienie si¢ w niej wartosci 1 na n-tej pozycji oznacza
konieczno$¢ przytaczenia grupy 2" atomow. Wigze si¢ to z wyznaczeniem nowego wektora

prawdopodobienstw czastki p', ktérego k-ty element dany bedzie wzorem:
p'lk1=2 plil plk—i]

Wektor prawdopodobienstw pierwiastka pg uaktualniany jest w kazdej iteracji poprzez splot



z samym soba. Po uwzglednieniu wszystkich atomow pierwszego pierwiastka proces jest
kontynuowany dla kolejnych pierwiastkow, az do osiaggniecia docelowego sktadu czastki.

Aby umozliwi¢ wyznaczenie mas pikow sumarycznych, reprezentacja rozkltadu
izotopowego wzbogacona jest o wektor masy M. Jego uaktualnianie na podstawie wektorow mas
M grup przylaczanych atoméw odbywa si¢ jednoczesnie z liczeniem splotu prawdopodobienstw,

przy czym k-ty element nowego wektora M’ dany jest zalezno$cia:
M [k]=2 plilpslk—il[M[i]+M ([ k~i])

Po zakonczeniu obliczen kazdy element wektora mas M dzielony jest przez odpowiadajacy mu
element wektora prawdopodobienstw p. W rezultacie masy pikow stajg si¢ sSrednimi wazonymi mas
wszystkich odmian izotopowych, ktorych prawdopodobienstwa skladaty si¢ na dany pik
sumaryczny, przy czym wagami s3 prawdopodobienstwa wystapienia poszczegdlnych odmian. Po
kazdym kroku splatania rozmiar nowych wektoréw prawdopodobienstw p i mas M bedzie rowny
powigkszonej o jeden sumie rozmiarow wektorow prawdopodobienstw taczonych fragmentow. W
celu zwiekszenia szybkos$ci dziatania, po kazdym splocie moze by¢ wykonywane przycinanie. W
odrdznieniu od algorytméw wielomianowych, dotyczy ono jednak jedynie pikéw sumarycznych
znajdujacych si¢ na krancach rozktadu, dzigki czemu stosowana moze by¢ bardzo niska wartos¢
progu.

Po okresleniu mas i prawdopodobienstw wystepowania odmian izotopowych peptydu,
mozliwe jest wyznaczenie pelnej postaci obwiedni izotopowej odpowiadajagcego mu jonu
molekularnego. W pierwszej kolejnosci konieczne jest zamienienie mas kazdej z odmian
izotopowych na wartosci m/z wynikajace ze stopnia natadowania jonu, a nastepnie wykonanie
splotu z funkcja modelujaca ksztatt piku. Ze wzgledu na rodzaj spektrometru uzywanego trakcie
opracowania prezentowanej metody, udziat w calej obwiedni k-tego piku sumarycznego o wartosci

m/z rownej m;1 prawdopodobienstwie wystgpienia p, opisywany jest funkcjg Gaussa:

fi(mlz)=p, exp _M) )

2

20

przy czym warto$¢ parametru a;, decydujacego o szerokos$ci piku, zwigzana jest z potozeniem jego
maksimum my 1 rozdzielczo$cig spektrometru RP nastepujaca zalezno$cia:
— My
T RP2V2In(2)
Catkowita obwiednia f “(m/z) jest suma funkcji ksztattdw pierwszych K pikow sumarycznych,

ktérych prawdopodobienstwa wystapienia sg wicksze od zadanego progu .



Wersja rozszerzona algorytmu

Rozszerzona wersja algorytmu umozliwia réwniez wyznaczenie sktadu (a tym samym — doktadne;j
masy 1 prawdopodobienstwa wystgpienia) wszystkich odmian izotopowych tworzacych piki
sumaryczne.

Kazda odmiana izotopowa jest reprezentowana w postaci wektora sktadu, ktorego elementy
K oznaczaja liczby atomow i-tego pierwiastka znajdujacych si¢ w j-tym stanie izotopowym:

(K Ky Ky Ky Ky Koy i) (8.1)

W obecnej implementacji wektor ten uwzglednia izotopy stabilne wodoru ('H, *H), wegla (**C, °C),
azotu (N, ®N), tlenu (*°O, 'O, "*0) i siarki (**S, *’S, *'S, *°S), czyli pierwiastkow wchodzgcych w
sktad aminokwasoéw tworzacych biatka oraz dodatkowo czesto wystepujacy w modyfikacjach
potranslacyjnych fosfor (*'P). Tak wigc najlzejsza odmiana izotopowa czgstki o skladzie
chemicznym C,s4H377NgsO75Ss  reprezentowana jest 14-elementowym wektorem o postaci
[254,0;377,0;65,0;75,0,0;0;6,0,0,0].

Dysponujac  sktadem chemicznym odmiany izotopowej, jej mas¢ M, oraz

prawdopodobienstwo p, wystapienia mozna wyznaczy¢ z zaleznosci:

M=K, M +..+K M, +K, My+...+K, , m +... | (8.2)
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W celu wyznaczenia doktadnego rozktadu izotopowego czastki, jej odmiany grupowane sa,
zgodnie z catkowitg liczbg nukleondéw, w listy powigzane z odpowiednimi pikami sumarycznymi.
Lista odmian izotopowych k-tego piku sumarycznego jest aktualizowana w trakcie splotu podczas
wyznaczania warto$ci prawdopodobienstwa jego wystepowania (por. wzor 5.15 w rozdziale 5.3.2),
przy czym operacja mnozenia zastepowana jest tutaj utworzeniem nowej odmiany izotopowej na
podstawie dwoch istniejacych, poprzez zsumowanie ich wektorow sktadu, a operacji sumowania
odpowiada dodanie do listy piku nowej odmiany izotopowej. Przetwarzaniu w nastgpnej iteracji
poddawane sg jedynie listy zwigzane z pikami sumarycznymi, ktére nie zostalty wyeliminowane w
kroku przycinania. Zastosowanie progu prawdopodobienstwa pikéw sumarycznych jest w tym
przypadku konieczne, gdyz bez niego algorytm staje si¢ odpowiednikiem algorytmu
wielomianowego. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze przycinanie dotyczy pikéw sumarycznych, a
nie pikéw poszczegdlnych odmian izotopowych. W efekcie usuwane sg wszystkie odmiany
izotopowe  zwigzane z nieobserwowalnymi  pikami  sumarycznymi o  znikomym
prawdopodobienstwie, podczas gdy listy odmian izotopowych najbardziej nas interesujacych

glownych pikdéw pozostaja kompletne.



