Algorytm wyszukiwania widm mas jonow peptydowych.

Ze wzgledu na zdecydowanie wigksza rozdzielczo$¢ 1 powtarzalno$¢ pomiaréow spektrometru mas
w porownaniu z systemem HPLC, wyszukanie peptydu w praktyce sprowadza si¢ do wyznaczenia
pozycji widma reprezentujacego go jonu wzdluz osi czasu retencji. Przez wlasciwy czas retencji
rozumiany jest taki, dla ktorego funkcja opisujaca obwiednie izotopowa peptydu f/*(m) wykazuje
najlepsze dopasowanie do danych pomiarowych.

Algorytm wyszukiwania sktada si¢ z dwoch etapow: w pierwszej kolejnosci identyfikowane
sa  wszystkie mozliwe potozenia widma peptydu wzdluz osi czasu retencji,
z ktorych nastgpnie wybierane jest to, ktore charakteryzuje si¢ najlepszym dopasowaniem. Pierwszy
etap oparty jest na wykorzystaniu pewnej funkcji ¢”(?), ktéora w idealnym przypadku przyjmuje
warto$ci niezerowe jedynie dla poprawnego czasu retencji widma poszukiwanego peptydu. W
proponowanym algorytmie uzywana jest w tym celu funkcja bedaca $rednia geometryczna
chromatogramow c¢/(#) dla wartoSci m/z odpowiadajacych N¢ najwyzszym pikom obwiedni
izotopowe] peptydu. Dodatkowo uwzgledniany jest fakt, ze potozenie poszukiwanego widma
wzdtuz osi czasu retencji nie jest dowolne 1 nie powinno znaczaco odbiegaé od teoretycznego czasu
zej$cia z kolumny chromatograficznej okre$lanego przez parametr " modelu. Dlatego warto$ci
chromatogramu sa modyfikowane przez funkcje kary w postaci gaussoidy o maksimum dla czasu

17 1 szeroko$ci wynikajacej z warto$ci parametru oc. Ostateczna postaé funkcji ¢/”(2) dana jest
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zaleznos$cia:

W kazdym skanie warto$¢ chromatogramu czastkowego ¢”(z) wyznaczana jest jako maksymalna

wysoko$¢ widma w przedziale wartosci m/z (m"=Ame;m"+Ame) , gdzie m? jest potozeniem i-
tego, pod wzgledem teoretycznej wysokosci, piku obwiedni, a bezwzgledna tolerancja Amc
okreslana jest na podstawie wyrazonej w jednostkach ppm wzglednej tolerancji Jomc, bedacej
parametrem przeszukiwania:
Ame=10"8 mem,”

Oznacza to, ze wraz ze wzrostem warto§ci m/z zwigkszana jest tolerancja wyznaczenia
chromatogramu, co jest zgodne ze spadkiem doktadnosci wzdhuz osi m/z. Dodatkowym wymogiem
jest wystepowanie maksimum lokalnego widma w rozpatrywanym przedziale wartosci m/z.

Po wyznaczeniu ostatecznej postaci catkowitego chromatogramu poddawany jest on
wygtadzeniu przy uzyciu filtru Savitzkiego-Golaya, po ktorym nastgpuje detekcja pikow. Wykryte

w chromatogramie piki uznawane sa za potencjalne miejsca wystegpowania poszukiwanego widma



jonu peptydowego i w obszarze kazdego z nich podejmowana jest proba dopasowania
teoretycznego modelu do danych eksperymentalnych.

Dopasowanie funkcji opisujacej ksztalt obwiedni izotopowej nastepuje w skanie,
w ktorym wystepowato maksimum piku chromatogramu. Uwzgledniane sa przy tym pochodzace z
tego skanu wartosci widma w; odpowiadajace punktom m; (j = {1, ..., Ny}) znajdujacym si¢ w
zakresie m/z teoretycznej obwiedni izotopowej. Wyznaczenie modelujacej dane eksperymentalne
funkcji f*(m/z) odbywa sie metoda najmniejszych kwadratow, przy uzyciu iteracyjnego algorytmu

Levenberga—Marquardta. Minimalizacji poddawane jest wyrazenie:
Ny
S<B)=Zl[w,-—fE<mjlm]2 :
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gdzie f jest wektorem parametréw opisujacych potozenia, wysokos$ci i szerokos$ci potowkowe dla K
uwzglednianych pikoéw obwiedni. Poczatkowe wartosci parametrow okre$lone sa przez model
teoretyczny widma jonu. W wypadku wykrycia stabego dopasowania, proces moze by¢ iteracyjnie
powtarzany ze zmodyfikowanymi poczatkowymi wartosciami parametrow. Jako miara jako$ci

dopasowania do danych eksperymentalnych stosowany jest wspotczynnik determinacji (coefficient

of determination):

gdzie f sa warto$ciami funkcji f“(m/z) w punktach m;, a W jest $rednia arytmetyczng wartosci
widma. Sama warto$¢ wspotczynnika Ry’ nie jest jednak wystarczajacym wskaznikiem jakosci
dopasowania: z jednej strony nie jest ona czuta na odstepstwa od poczatkowych oszacowan potozen
1 wysokosci pikow, a z drugiej moze by¢ degradowana przez wystgpujace w rozpatrywanym
obszarze widma piki nie nalezace do poszukiwanej obwiedni. Dlatego tez wyznaczana jest rowniez

miara dopasowania do idealnej obwiedni izotopowe;:
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gdzie £ sa wartosciami funkcji f*(m/z), ktora powstaje przez takie przeskalowanie
i przesuniecie teoretycznej obwiedni f“(m/z), aby jej pik monoizotopowy mial polozenie
i wysoko$¢ zgodne z warto$ciami okreSlonymi przez funkcje f“(m/z). Warto$¢ Ry jest podstawa
wyboru najlepszego sposrod wszystkich rozpatrywanych pikow chromatogramu.

Dopasowanie danego przez funkcje g”(f) ksztaltu przekroju widma w kierunku osi czasu

retencji odbywa si¢ na podstawie chromatogramu wykonanego dla najwyzszego piku obwiedni i



przebiega w sposob analogiczny do opisanego dla kierunku m/z.

Nalezy zwréci¢ uwage, ze stanowiace podstawe algorytmu wyszukiwania modele widm
tworzone sa w oparciu o sklad peptydow oraz parametry czasowe przebiegdw
LC-MS/MS 1 tym samym nie moga z gory uwzglednia¢ btedow systematycznych zwigzanych z
pomiarami widm LC-MS. Dlatego tez lepsze rezultaty wyszukiwania mozna osiagna¢ dzigki
dostosowaniu zarowno samych modeli, jak 1 parametréw wyszukiwania do aktualnie
analizowanego widma. W tym celu opisany powyzej proces wyszukiwania powtarzany jest
dwukrotnie, przy czym pierwsze powtdrzenie stuzy do wyznaczenia parametrow korygujacych
ewentualne rdéznice w kalibracji spektrometru mas czy gradiencie chromatograficznym, ktore
nastgpnie sa uwzgledniane w drugim powtérzeniu. W pierwszym powtdrzeniu stosowane sa
szerokie przedziaty tolerancji dla warto$ci m/z 1 czasOw retencji, ktérym jednak towarzysza ostre
wymagania dotyczace jako$ci dopasowania do teoretycznej obwiedni. Dla znalezionych widm
okreslane sa wzgledne odstgpstwa wobec teoretycznego potozenia w kierunku osi m/z i czasu
retencji. Na podstawie warto$ci bledow wyznaczane saq parametry krzywych kalibracyjnych
korygujacych teoretyczne potozenia w modelach oraz nowe, zawegzone wartosci parametrow omc 1
oc zwiazanych z zakresami tolerancji chromatogramow czastkowych 1 funkcji kary. Stosowana przy
ich wyznaczaniu metoda jest taka sama jak ta zaprezentowana w podczas rekalibracji widm

fragmentacyjnych.



