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Ларичев М.Н.
ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Введение. Актуальность работы
Современная масс-спектрометрия это мощный физический метод исследования, позволяющий не просто измерять массы, но также исследовать структуру вещества, благодаря чему она нашла широкое применение в биологических и медицинских исследования, в частности в таком их направлении, как протеомика, занимающемся изучением структуры и функций белков, их взаимодействием в живых организмах. Если раньше на идентификацию одного белка могли уходить дни и недели, то с приходом высокопроизводительных методик анализа при помощи масс-спектрометрии, исследователи получили возможность обнаруживать сотни белков за несколько часов. Это стало возможным не только благодаря успехам масс-спектрометрии, но и во многом благодаря успешной реализации проектов по расшифровке геномов различных организмов, в том числе и человека. В протеомике масс-спектрометрия выполняет следующие задачи: 1) высокоточное измерение отношений масс к заряду целых белков и пептидов, 2) измерение масс-спектров фрагментации белков и пептидов. 
Высокая точности измерения масс достигается за счет того, что измеряемой величиной является частота (частота колебаний ионов в ловушках типа Кингдона (Orbitrap) и циклотронных частот в масс-спектрометрах ионного циклотронного резонанса с преобразованием Фурье). Фрагментация производится различными физическими методами:
· столкновительная диссоциация - фрагментация путем столкновения с молекулами остаточного газа
· многофотонная инфракрасная диссоциация – фрагментация молекул при поглощении длинноволнового излучения
· диссоциация путем передачи электрона – разрыв связи осуществляется при передаче электрона иона донора с выделением энергии
· диссоциация при захвате медленных электронов
Атомный состав молекул с массами до 500 Дальтон можно определить, как правило, путем точного измерения их масс с помощью масс-спектрометра. Разнообразие белков в организмах не позволяет однозначно идентифицировать любой белок лишь по его измеренной массе, даже если геном организма известен и известен набор белков, которые могут экспрессироваться, это сопряжено с целым рядом проблем. Во-первых, само по себе измерение масс таких тяжелых молекул, как целые белки, с высокой точностью является непростой задачей, а с понижением точности падает вероятность однозначной идентификации белка. Во-вторых, белки – это последовательности аминокислотных остатков и в них велика вероятность одиночных замен в этих последовательностях, что, в свою очередь, меняет массу всего белка. В самой распространенной методике идентификации белков в протеомике – по восходящей (bottom up), их предварительно гидролизуют (“разрезают” на куски) каким-либо ферментом, как правило, сайт специфичным (разрывающим связи лишь в определенных местах молекулы, например, между определенными аминокислотами), получая пептиды, смесь которых затем разделяют на жидкостном хроматографе и измеряют массы продуктов хроматографии при помощи масс-спектрометра. При обнаружении  сигнала в масс-спектре, соответствующий ион изолируют, фрагментируют, измеряют масс-спектр фрагментов, который затем сравнивают с теоретическими масс-спектрами всех возможных пептидов белков из белковых баз данных (с учетом сайт-специфичности использованного фермента) для исследуемого организма. Основная цель, в данном случае, идентификация пептидов. Имея набор идентифицированных пептидов можно с некоторой вероятностью установить, каким белкам мог принадлежать данный набор. Но на стадии изоляции и фрагментации пептидов в масс-спектрометре может теряться значительная часть ионов, что ведет к ухудшению измеряемых спектров (или просто к недостаточности количества ионов для проведения фрагментации, в принципе), так как часть малоинтенсивных ионов может теряться в шуме. На измерение спектров фрагментации тратится дополнительное время, из-за чего некоторые пики могут быть пропущены, так как пептиды, присутствующие в смеси в малых количествах могут смываться с хроматографической колонки в течение нескольких секунд.
В протеомных исследованиях (связанных с идентификацией или обнаружением большого количества белков) среди прочих применяется подход точной массово-временной метки. При его использовании шаг фрагментации ионов пептидов пропускается (что дает повышение чувствительности, так как нет дополнительных потерь ионов при проведении шага измерения спектров фрагментации), измеряются лишь их точные массы (зависящие лишь от физических параметров молекулы) и времена удержания в хроматографической колонке (также называемые временами элюирования или временами выхода из колонки), которые зависят от множества физико-химических свойств пептида и могут считаться постоянными при заданных хроматографических условиях (составе неподвижной фазы и элюента, температуре, pH и т.д.). Время – это дополнительное измерение, которое позволяет убрать неоднозначность при идентификации пептида. Имеется ряд ограничений, создающих трудности на пути более широкого распространения и применения данного метода. 
При его использовании сначала составляется база данных, содержащая массы и времена удержания пептидов в хроматографической колонке, затем, при исследовании протеома интересующего образца, с ним проводят хромато-масс-спектрометрический эксперимент, в ходе которого измеряются массы и времена, которые затем сопоставляются с записями в заранее созданной базе данных. Одной из трудностей является сопоставление времен удержания пептидов, так как отсутствуют реперные точки, по которым мы могли бы связать времена в базе с временами в эксперименте, а временные шкалы могут сильно отличаться, если эксперименты по созданию базы и по последующему исследованию протеома проводились в различных хроматографических условиях. В диссертации предложен метод по нахождению таких реперных точек без использования каких-либо внешних калибрантов, не вносящий необходимость проведения каких-либо дополнительных экспериментов. Также предложена новая методика позволяющая идентифицировать элементный состав ионов, изотопные кластеры которых были обнаружены в ходе проведения эксперимента, что, как было также показано, позволяет повысить уровень идентификации пептидов в белковых базах данных, даже если элементный состав определен с некоторой ошибкой, при условии высокой точности измерения масс.
Цель работы

Первоочередной целью настоящей работы является решение проблемы сопоставления хроматографических времен удержания пептидов, занесенных в базу данных точных массово-временных меток, с временами, получаемыми в экспериментах по протеомному скринингу. Также ставилась задача улучшения алгоритмов определения точной моноизотопной массы и элементного состава молекул по их масс-спектрам высокого и сверхвысокого разрешения. Требовалось создание с применением развитых методов базы точных массово-временных меток для протеома физиологических жидкостей человека, по которой можно осуществлять белковый скрининг.
Научная новизна работы
Разработана и запатентована новая методика надежного выравнивания хроматограмм, позволяющая нормировать времена даже при малом количестве доступных точек. Методика устойчива к шуму - большому количеству совпадающих по массам, но химически различных, ионов в нормируемых хроматограммах. 
Предложен и обоснован метод расчета изотопных распределений молекул для случаев, когда количество атомов не является целым числом (например, становится возможным расчет интенсивности пиков изотопного кластера реально не существующей молекулы С12.3S25.5), что позволяет, например, использовать существующие методы расчета изотопных кластеров в алгоритмах оптимизации, требующих непрерывных функций. Данный метод был применен для создания алгоритма деизотопирования масс-спектров и определения элементного состава обнаруженных в нём изотопных кластеров.
В ходе работы была создана уникальная база данных для протеома мочи здоровых людей, а также пакет программного обеспечения, позволяющий хранить содержащуюся в базе информацию эффективным образом, производить по ней поиск и сравнительный анализ.
Практическая значимость работы


Новая методика нормировки хроматограмм может быть применена во всех случаях, когда полная хроматограмма недоступна (например, данные из статьи в журнале, или опубликованные списки белков и пептидов, обнаруженных разными исследовательскими группами). Также преимуществом является отсутствие привязки к какой-либо конкретной функции нормировки - может быть выбрана любая монотонная функция.
Определение элементного состава иона позволяет лишь по массе и даже неточно определенному составу однозначно идентифицировать значительное количество пептидов даже в сложных организмах с большим протеомом (сравнимым по размеру с человеческим). Определение формы изотопного распределения для нецелого числа атомов позволяет применять существующие методы расчета изотопных распределений в новом круге задач.
Созданная база данных точных массово-временных меток мочи здоровых людей и может быть использована для высокопроизводительного анализа протеома мочи человека.

На защиту выносятся:

· метод фильтрации данных для надежного выравнивания хромаотограмм
· методика расчета интенсивностей пиков изотопных распределений виртуальных молекул, содержащих нецелочисленное количество атомов

· база точных массово-временных меток протеома мочи человека
Личный вклад автора
Автор является создателем программного пакета, позволяющего хранить и использовать созданную базу точных массово-временных меток. База точных массово-временных меток мочи человека создавалась при непосредственном участии автора в проведении спектрометрических экспериментов, обработке и анализе хромато-масс-спектрограмм совместно с И.А. Агроном (ИБХФ РАН, Москва), А.С. Кононихиным (ИНЭП ХФ РАН, Москва) и И.А. Поповым (ИНЭП ХФ РАН, Москва). Пробоподготовка для данных экспериментов осуществлялась совместно с С.А. Мошковским (ГУ НИИ БМХ РАМН, Москва). Методика нормировки хроматограмм разработана лично автором. Методика вычисления формы изотопных кластеров в случае нецелого числа атомов разработана совместно с А.Роквудом (ARUP Lab, Salt Lake City, Utah, USA) и И.А. Болдиным (ИНЭП ХФ РАН, Москва).
Апробация работы
Результаты работы докладывались на следующих Российских и международных конференциях: 58-ая ежегодная конференция американского масс-спектрометрического общества «масс-спектрометрия и смежные темы» в Солт Лейк Сити, США, 23-27 мая 2010; Четвертая Всероссийская конференция «Фундаментальные вопросы масс-спектрометрии и ее аналитические применения», Звенигород, Россия, 10 -14 октября 2010; 8-ая международная конференция организации “Протеом Человека” (HUPO) в Торонто, Канада, 26-30 сентября 2009; 57-ая ежегодная конференция американского масс-спектрометрического общества «масс-спектрометрия и смежные темы» в Филадельфии, США, июнь 2009.
Публикации

По материалам диссертации опубликовано 4 статьи в рецензируемых журналах и 11 тезисов конференций.
Структура и объем диссертации 
Работа изложена на 107 страницах, содержит 27 рисунков, 4 таблицы. Диссертация состоит из введения, четырех глав, выводов, списка цитируемой литературы из 101 наименования и пяти приложений.
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

В первой главе содержится литературный обзор, в котором описываются распространенные на данный момент подходы к идентификации белков при помощи масс-спектрометрии, приводится изложение сути метода точных массово-временных меток (АМТ меток). Выделяются и описываются сложности, возникающие при реализации данного метода.

В современной протеомике с применением масс-спектрометрии имеется 5 основных способов идентификации пептидов:
1. Секвенирование de novo
2. Top-down подход
3. Bottom-up подход
4. Peptide Mass Fingerprint (PMF)

5. Подход точных массово-временных меток (АМТ)

Все они, за исключением последних двух, имеют в своей основе использование тандемной масс-спектрометрии (МС/МС). Тандемным называют масс-спектрометр, имеющий два масс-анализатора. Первый масс-анализатор измеряет спектры молекулярных ионов. Покидая первый масс-анализатор, молекулярные ионы фрагментируются под действием соударений с молекулами инертного газа или излучения лазера, после чего спектры их фрагментов измеряются вторым масс-анализатором. Применение такой методики является недостатком в определенных типах исследований, из-за дополнительных потерь ионов и времени, требуемого на измерение спектров фрагментации, например, когда требуется высокая скорость анализа либо когда количество исследуемого вещества очень мало. 

Peptide mass fingerprint (PMF) – был разработан одним из первых и похож на подход Bottom-up, только в нём отсутствует шаг измерения спектров фрагментации пептидов. Белки гидролизуют, полученные пептиды разделяют на хроматографе и измеряют спектры продуктов хроматографии в реальном времени. Но массы пептидов, будучи измеренными даже с высокой точностью, не обладают достаточной уникальностью для идентификации таким способом белков, когда их количество в исходной смеси велико, метод применяют, когда требуется идентификация предварительно выделенного белка или небольшого набора белков.
Метод точных массово-временных меток – логическое продолжение методики Peptide mass fingerprint, позволяющее расширить границы её применимости. Изначальной проблемой метода PMF является неуникальность масс пептидов, но добавление еще одного измерения - времени удержания пептида в хроматографической колонке, делает идентификацию, как правило, однозначной. Но в имеющихся на данный момент белковых базах данных не содержится такого параметра как время, в них записаны аминокислотные последовательности, по которым можно рассчитать массу. Поэтому требуется создание баз данных на основе хромато-масс-спектрометрических экспериментов, в которых каждому сиквенсу сопоставлялось бы экспериментально измеренное хроматографическое время. 
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Рис. 1. Схема процедуры идентификации белков в смесях с применением Bottom-up подхода в протеомике.

Создание такой базы данных для протеома мочи человека было проведено в диссертации (далее в тексте упоминается также как просто “база”). Таким образом, применение метода точных массово-временных меток разделяется на два этапа: создание базы данных и её использование при последующем поиске (см. Рис. 1). Когда такая новая база данных создана, возникают следующие вопросы:
1. Как привести времена, записанные в базе данных для одной и той же аминокислотной последовательности, обнаруженной в разных экспериментах, к единому масштабу? (нормировка времен в базе данных)

2. При поиске по такой базе данных, как сравнить времена из эксперимента с временами в базе? (нормировка времен при поиске) Так как масштабы времен могут не совпадать. 

3. Как выбрать критерии совпадения массы и времени из эксперимента с массой и временем в базе данных? (поиск по базе данных)
Ответам на которые посвящены последующие главы.
Во второй главе описывается структура созданной базы данных, предложенный метод нормировки хроматографических времен в ней и метод фильтрации данных, позволяющий выбрать опорные точки для нормировки времен из проведенного эксперимента к временам, хранящимся в базе данных. Также описана схема проведения поиска по вышеупомянутой базе.
Так как создаваемая база данных призвана содержать информацию о протеомах сложных объектов, объем данных может быть огромен. Важно эффективное хранение информации в компактном виде, но при этом без потери данных, и с сохранением возможности быстрого доступа, для проведения поиска по ней. В качестве основы была выбрана реляционная Система Управления Базами Данных (СУБД) MySQL версии 5, с открытым исходным кодом и распространяемая свободно под лицензией GNU GPL (General Public License). Общая структура данных и схема использования базы данных представлена на рисунке 2.
[image: image2.png]MpoekTbl
AN

BKcnepuMeHTb

lVlaBeCTHbIe MOJJ,I/ICbVIKaL[VIVII

M3BecTHble Bernku
BoamoxHble Onucanua
uaeHTUbMKaLum % Macc-CMeKTpoB
M3BecTHble nenTuabl & pukay po

OT160op NenTuaoB Mo ycrosuam
Hopmanusauus BpeMéH Bbixoaa

MpeHTunLpoBaHHbie
nenTuabl





Рис. 2. Схематичное представление структуры хранения данных в базе АМТ и её применения для поиска белков.

Нормировка времен хроматографического удержания в базе данных, производится одновременно для всех экспериментов, находящихся в ней. То есть при добавлении нового эксперимента будет проведена перекалибровка нормировочных коэффициентов для всех экспериментов. Проведенные тесты показали, что при проведении экспериментов на одной и той же хроматографической системе но при разных хроматографических условиях, мы наблюдаем лишь изменение масштаба шкалы времен (например, при изменении скорости потока мобильной фазы) и сдвиг этой шкалы. Поэтому для нормировки времен, хранящихся в базе данных, было выбрано простое линейное уравнение. Нормировка производится методом наименьших квадратов. Нам известно, какие пептиды должны совпадать по времени во всех экспериментах, так как мы знаем их аминокислотные последовательности (на этапе создании базы мы идентифицируем все пептиды при помощи белковых баз данных).
Когда база создана, и времена хроматографического удержания пептидов в ней отнормированы, встает задача поиска по ней. Проведя хромато-масс-спектрометрический эксперимент без МС/МС, мы измеряем лишь полные массы пептидов и времена их удержания в колонке. Далее полученный список пар масса-время надо сравнить с записями в базе. Как проводить сравнение масс – очевидно, так как это величина абсолютная, а с временами возникает некоторая трудность, так как они измеряются относительно. Требуется выровнять временные шкалы проведенного эксперимента и базы данных, чтобы иметь возможность правильного их сравнения. Это сделать не так просто, так как заранее неизвестно, какие из пиков в измеренной хроматограмме соответствуют каким записям в базе. Для решения этой проблемы был предложен (и запатентован) метод выравнивания с использованием наибольшей общей подпоследовательности.
Что такое наибольшая общая подпоследовательность (англ. Longest common subsequence - LCS). Это такая последовательность в которой одинаковые элементы 2-х последовательностей имеют одинаковый порядок, т.е. это последовательность, которая является подпоследовательностью нескольких последовательностей (обычно двух). например, наибольшей общей подпоследовательностью двух строк ‘ABCDABCD’ и ‘BCDECG’, будет строка ‘BCDC’). На рис. 3 приведен пример хроматограмм с наибольшей общей подпоследовательностью из трех совпадающих по массам пиков и одним пиком (1024.5), хоть и совпадающим по массе, но выбивающимся из последовательности.
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Рис. 3. Пример 2-х хроматограмм, в которых последовательность 3-х пиков, совпадающих по массе одинаковая в обоих случаях, а один пик (масса 1024.5) не вписывается в эту последовательность.

Задача поиска наибольшей общей подпоследовательности хорошо известна, стандартными для ее решения являются методы динамического программирования. Смысл динамического программирования в том, чтобы исключить многократное вычисление одних и тех же величин, для этого расчетные данные записываются в различные структуры данных, например, для двухмерного случая (каковым является выравнивание двух хроматограмм) в матрицу. Алгоритм построения матрицы прост: по горизонтали откладываются массы из одной хроматограммы, отсортированные по времени элюирования, по вертикали массы из второй хроматограммы, отсортированные тем же образом. Если времена элюирования совпадают (времена элюирования совпадают у всех пиков, зарегистрированных в одном отдельном масс-спектре в хроматограмме), то пики сортируются по массе. На пересечении строки и столбца ставится значение некоторой функции точности совпадения масс, например сигмоиды или ступенчатой функции для задания порога отсечения пиков, плохо совпадающих по массе (пример матрицы приведен на рис. 4). Целью процедуры является обход матрицы, начиная с верхнего левого угла, таким образом, что  бы сумма значений в ячейках на пути была максимальной. При этом на каждом шаге необходимо смещаться минимум на одну клетку вправо и на одну клетку вниз относительно текущей позиции. Алгоритмы поиска таких путей также известны, один из которых был реализован в данной работе.
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Рис. 4. Пример матрицы построенной для нахождения наибольшей общей подпоследовательности двух хроматограмм. Возможны два пути обхода данной матрицы, один из которых имеет большую длину.
На рисунке 5 приведен пример применения описанного алгоритма к реальным данным. Две хромато-масс-спектрограммы схожих образцов одной природы были измерены с промежутком в один день, одна хромато-масс-спектрограмма играла роль записей из базы данных, вторая являлась экспериментом без МС/МС, для которого требовалось осуществить поиск по этой виртуальной базе массово-временных меток. Как видно из рисунка, фильтрация помогает эффективно избавиться от всех выпадающих из общего тренда точек. Выделенные на рис. 5 Б) точки могут служить для нормировки. При этом выбор функции нормировки произволен, единственное ограничение, накладываемое на неё – монотонность. В данном случае, работая на одном и том же оборудовании в схожих условиях было достаточно линейной функции, однако, при больших различиях в хроматографических условиях или внесении нелинейностей в них, может потребоваться другая функция, которая, однако, может подбираться автоматически.
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Рис. 5. Пример применения предлагаемого способа фильтрации данных, для надежного выравнивания хроматограмм. Точки на графиках соответствуют пикам, совпадающим по массе в 2-х хроматограммах с точностью 5ppm (parts per million – миллионные доли). На графике А) проведена линейная нормировка по методу наименьших квадратов, коэффициент корреляции получился равным 0.77, на графике Б) проведена предварительная фильтрация данных, затем точно такая же нормировка по методу наименьших квадратов, коэффициент корреляции возрос до 0.99, что соответствует почти идеальной линейно корреляции.
После того, как хроматографические времена удержания пептидов в эксперименте приведены к временам, записанным в базе данных, остается последний шаг – выборка пар масса-время, которые мы считаем совпавшими с базой. Для этого предлагается строить статистику числа точек, лежащих на заданном расстоянии от найденной линии, как показано на рисунке 6.
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Рис. 6. Статистика числа точек, лежащих на заданном расстоянии от нормировочной линии. Синим (ромбы) отмечено число точек, лежащих на заданном расстоянии от линии, красным (квадраты) показана первая производная данной функции, зеленым (треугольники) – вторая производная.
По графику второй производной видно, что область нелинейности функции заканчивается приблизительно в районе 3-х минут. Исходя из предположения, что случайные совпадения по массе должны быть распределены более или менее равномерно, мы считаем, что в области нелинейности лежат действительные совпадения и предлагаем выбрать конец области нелинейности пороговым значением для отсечения ложных идентификаций. Применяя данное пороговое значение, получаем картину, показанную на рисунке 7. На ней отражены идентифицированные пептиды. В диссертации предлагается схема оценки достоверности полученного результата.
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Рис. 7. Точки из проведенного эксперимента, принятые, как идентифицированные пептиды при сравнении с базой данных с использованием предложенных методик.

В третьей главе дается описание методики деизотопирования масс-спектров, содержащих изотопные кластеры ионов. Предлагается и обосновывается метод расчета формы изотопных кластеров для случаев с нецелым числом атомов в молекуле, что имеет применение в алгоритмах оптимизации, работающих с изотопными кластерами.

На этапе создания АМТ базы данных применяется подход bottom-up. Однако также предлагается использовать дополнительную возможность идентификации пептидов по тем же масс-спектрам, измеренным в ходе создания базы. В работе была проведена оценка возможности использования для идентификации пептида не только его массы, но и, например число атомов углерода. Результаты показали, что можно понизить требования к точности измерения масс (до рутинно достижимых на текущем уровне развития масс-спектрометрии) для уникальной идентификации большого количества пептидов даже в случае исследования сложного организма, имеющего геном сравнимый по размеру с человеческим. Для определения элементного состава пептидов предлагается схема, основанная на алгоритме оптимизации методом сопряженных градиентов – эффективном методе многопараметрической оптимизации.  Алгоритм основывается на аппроксимации исследуемой функции квадратичной формой:
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Где H(x0) матрица вторых производных (Гессиан). Если Гессиан  положительно определенный, то локальный минимум функции можно найти приравнивая градиент квадратичной формы нулю, откуда следует:
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В нашем случае функция сложная и не задается аналитически:
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В ней предполагается:
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Где f – минимизируемая функция, R - вектор невязки, imp – теоретические относительные интенсивности пиков в изотопных кластерах, inst i – значения функции отклика прибора (в простейшем случае, вектор единиц, что соответствует пороговому уровню чувствительности прибора), ckdistr – относительные интенсивности соответствующих веществ в изотопном кластере (в случае наложения нескольких кластеров), iiexp – экспериментально наблюдаемые интенсивности пиков в изотопном кластере. Данное матричное уравнение описывает разность между наблюдаемым изотопным кластером и какой либо пробной комбинацией теоретических кластеров, которую мы предложим. Как видно, найти производную f в общем случае невозможно, поэтому применяется модифицированная версия алгоритма – метод Флетчера-Ривза, не требующий знания Гессиана.  Кратко алгоритм можно записать следующим образом:
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Как видно, для его применения требуется знание хотя бы градиента функции f, но даже это не столь простая задача в нашем случае, так как в функции f переменными являются количества атомов различных элементов, по которым функция строит изотопное распределение. Однако, если мы хотим найти градиент подобной функции в заданной точке, нам необходимо уметь рассчитывать изотопные кластеры для случаев с нецелым числом атомов. 
В диссертации приводится теоретическое обоснование методики расчета изотопных распределений в подобных случаях. Доказательство основывается на представлении функций, описывающих масс-спектры молекул, в пространстве Фурье и последующем разложении в ряд Тэйлора.
Масс-спектр элемента Е представляется следующей функцией в пространстве масс:
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Где aEi интенсивность  i-го изотопа элемента E, а mEi его масса. Эта же функция в пространстве Фурье имеет вид:
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Известно, что масс-спектр молекулы из N атомов представляет собой свертку спектра одиночного атома данного элемента самого с собой N раз. По известной теореме о свертке, свертка в обычном пространстве эквивалентна произведению в пространстве Фурье, таким образом, масс-спектр молекулы из N атомов обретает следующий вид в этом пространстве:
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Если вынести член, соответствующий моноизотопу, за скобки, получим:
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Разобьем N на сумму x + y, где x – целая часть N, а у – десятичная. Введем дополнительное обозначение:
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Тогда в Фурье пространстве спектр обретает простую форму записи:
[image: image18.png]F(u) = (e72mmema) Vel = (gm2imumo ) gxey = (g2imueme ) gxey
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Обозначив [image: image21.png]


 получим:
[image: image22.png]F(u) = (e72imem
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И, разлагая второй член в ряд Тэйлора около нуля:

[image: image23.png]) = (e2mme) (1 y2 4 5y (= 1) + Sy = )
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Коэффициенты данного ряда быстро уменьшаются, и без серьезной потери точности вычислений можно оставить лишь первые два члена разложения:
[image: image25.png]() = (e73mme) " e%(1 + yz) = (e72mm0) " e¥(14 (e — 1)) = (e7%™m0) c¥(1 +y2 —y)
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Что соответствует взвешенной линейной интерполяции между изотопными кластерами, соответствующими молекулам, содержащим x и x+1 атомов. При этом как массы, так и интенсивности пиков меняются равномерно и непрерывно, что позволяет составить дифференцируемую функцию для использования в вышеописанной задаче оптимизации. На рисунке 8 показан пример расчета формы изотопного кластера в случае нецелого числа атомов (пример для вымышленной молекулы [image: image27.png]C13.45:3s
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[image: image28.png]0.0000014
0.0000012
0.0000010
0.0000008
0.0000006
0.0000004
0.0000002
0.0000000

0.0000010
0.0000008
0.0000006
0.0000004
0.0000002
0.0000000

©O00Om ML
SNRORoNE @K

NN W
oo

He
o

oo
o

abundance
COPHNNWW AN

oliowououon

Full spectrum from Taylor expansion: C13.4523.5

mass

J LA A
912 914 916 918 920 922 924
Element: C13.4 Taylor coef num: 0

N

912 914 916 918 920 922 924
le-9 Element: C13.4 Taylor coef num: 1

912 914 916 918 920 922 924
le—7 Element: $23.5 Taylor coef num: 0O

912 914 916 918 920 922 924
1le—9 Element: $23.5 Taylor coef num: 1

)\ i\ )\

912 914 916 918 920 922 924





Рис. 8 Изотопное распределение молекулы [image: image30.png]C13.45:3s



C (вверху), далее вклады первого и второго членов ряда Тэйлора (для атомов углерода и серы отдельно) в общий суммарный спектр.
В четвертой главе приводится описание созданной базы точных массово-временных меток для протеома мочи человека, статистика по ней и качественный анализ полученных результатов, в том числе данных, собранных в процессе создания базы данных.
Всего было проведено 233 хромато-масс-спектрометрических эксперимента с образцами мочи собранными в клинических условиях от здоровых людей. 

По данным экспериментам было идентифицированно:

	Статистика наполнения базы АМТ меток

	
	Пептиды
	Белки

	Используя все пептиды
	2758
	840

	Используя только протеотипические пептиды
	1129
	421


Статистика измерений показала, что 3х экспериментов с одним образцом достаточно, для обнаружения подавляющего большинства пептидов в смеси (на рис. 9 приведен пример для одного конкретного образца мочи). Проведение последующих экспериментов даёт лишь несколько процентов новых идентификаций, появляться они могут всегда и связаны с ложноположительными идентификациями.
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Рис. 9. Относительные количества новых пептидных идентификаций при нескольких последовательных экспериментах с одним образцом (номера экспериментов указаны цифрами справа от столбца).

Проводя по 3 эксперимента для каждого образца, мы приблизились к максимально возможно глубокому исследованию данного протеома на нашем оборудовании (ограничения по чувствительности масс-спектрометра). Дальнейшее исследование протеома было бы необоснованным, так как для обнаружения каждого нового белка требуется экспоненциально большее время (на рис. 10 приведена статистика по первым 100 экспериментам, голубыми стрелками показаны шаги одинакового увеличения кол-ва белков в базе данных).
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Рис. 10. Рост количества идентификаций в базе данных по мере её наполнения. Вертикальные голубые стрелки показывают шаги одинакового увеличения кол-ва идентификаций, длина горизонтальных стрелок на оси абсцисс пропорциональна времени, необходимому для обнаружения новых белков.
Выводы:
1) Была предложена и опробована новая методика фильтрации данных хромато-масс-спектрометрических  измерений для надежного выравнивания хроматограмм, способная работать даже при наличии большой зашумленности масс-спектров и малом общем доступном для сравнения количестве точек.
2) Проведено теоретическое обоснование возможности расчета формы огибающих изотопных кластеров в масс-спектрах для нецелого числа атомов и показано, как расчет может проводиться при помощи существующих методов расчета изотопных кластеров, работающих в случаях, когда число атомов целое.
3) Создана база данных точных массово-временных меток для протеома мочи человека, на основе которой можно проводить быстрый протеомный анализ. Предложена методика проведения поиска по ней с оценкой достоверности полученных идентификаций.
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