Modelowanie fragmentacji biomolekut indukowanej transferem elektronu w spektrometrii mas

Odkrycie fragmentacji indukowanej wychwyceniem elektronu (ETD - z ang. Electron Transfer Dissociation) znaczaco poszerzyto
repertuar technik analitycznych dostepnych w proteomice. Celem niniejszego projektu jest poznanie dynamiki tych reakcji w
spektrometrze mas poprzez sporzadzenie ich uproszczonego statystycznego opisu. Nasze badania oprzemy o dane doswiadczalne
pozyskane przez specjalistow z Centre For Proteomics, z Antwerpii w Belgii. Zdobyte wyniki przedstawimy w formie praktycznej
wiedzy dla chemikdw zajmujacym sie badaniami proteomicznymi.

W naszych badaniach skupimy sie gtéwnie na biatkach, jednakze prezentowana metodologia moze uogélnic sie na inne struktury.
Biatka petnig przemozna role w kazdej komorce: katalizujg reakcji metaboliczne, petnig dozor nad prawidtowa replikacja DNA
oraz przekazujg informacje w ramach sieci sygnatowych. Poznanie zestawu biatek aktywnych w komorkach wigze sie
bezposrednio ze zrozumieniem ich dziatania, a przede wszystkim - z okresleniem czynnikéw patogennych, gdy przestajg dziatac.
Dlatego identyfikacja biatek oraz pomiar ich stezeri w komaérkach jest waznym narzedziem w badaniach podstawowych biologii
oraz w praktyce klinicznej. Spektrometria mas walnie przyczynita sie do zwiekszenia przepustowosci badan proteomicznych
poprzez umozliwienie jednoczesnego pomiaru mas i liczebnosci tysiecy molekut tworzacych analizowane prébki. Proste wazenie
molekut nie zawsze skutkuje jednoznacznym rozpoznaniem biomolekut. Problem ten rozwigzuje sie przez fragmentacje
biomolekut zawartych w prébce. Jedng z nowszych, acz juz rozpowszechniona technikg umozliwiajaca fragmentacje wewnatrz
instrumentu (tzw. podejscie top-down) jest ETD. Szczegdtowy mechanizm rozpadu nadal jest przedmiotem zacietych debat.

Nasze badanie nie rozstrzygnie tego problemu, nie da sie bowiem tego uczynié tylko na podstawie wynikéw badan
spektrometrycznych. Dlatego tez tego skupimy sie innym problemie: wiadomo, ze fragmentacja nie jest jedynym zjawiskiem
wynikajacym z transferu elektronu. Mozliwe sg i inne reakcje, ktére skutkujg obserwowalnymi wynikami.Do tej pory nie
potrafiono stwierdzié, ktére reakcje zachodza czesciej od innych. Naszym zadaniem jest zrozumienie dynamiki tych zjawisk na
podstawie eksperymentalnie pozyskanych danych.

Sporzadzenie statystycznego opisu reakcji dostarczy praktycznych wskazéwek dla chemikéw chcacych optymalizowaé swoje
protokoty badan oraz umozliwi petniejsze poréwnanie maszyn. Upatrywane korzysci wynikng z lepszego zrozumienia nastepstw
czasowych reakcji oraz mozliwosci monitorowania tylko niewielkiej liczby parametréw przy poréwnaniach réznych
eksperymentow.

Obrana przez nas strategia modelowania zaktada pominiecie skomplikowanych kulomboskich interakcji przestrzennych oraz
uzaleznienie ewolucji uktadu jako catosci od liczebnos$ci podgrup czasteczek go tworzacych. Naturalne jest rozpatrzenie podgrup
czastek o tym samym tadunku. Zaktadamy, ze w ramach badanego zjawiska statystycznie najpierw powinny odreagowac czastki o
wyzszym tadunku, oraz ze w danym momencie zachodzi co najwyzej jeden rodzaj reakcji, a sam rodzaj reakcji, ktérej zostanie
poddana molekuta jest losowy. Na poczatku naszej wspotpracy z Centre For Proteomics, specjalisci-chemicy z tej grupy
sporzadzili liste trzech reakcji, ktére mogtyby dostatecznie dobrze wyttumaczy¢ obserwowane dane. Po stworzeniu odpowiednich
narzedzi identyfikujacych fragmenty (projekt MassTodon), i przebadaniu ponad setki spektr masowych jestesmy pewni, ze liste te
uzupetnic trzeba co najmniej o czwartg reakcje.

Chcemy teraz dalej ulepszyé te narzedzia o wykorzystanie opracowanego przez nas metody wyliczenia zbioru krytycznego
doktadnej wiazki izotopowej - algorytmu IsoStar. Wigzka izotopowa to zbidr danych zaobserwowanych w spektrometrze mas,
ktdry mozna utozsamic z jednym rodzajem czasteczki. W przyrodzie spotykamy izotopy, czyli atomy gniezdzace w jadrze rézne
liczby neutrondw. To wptywa na ich mase, a wiec takze i na mase interesujacych nas czasteczek chemicznych. Tym samym, przy
pomiarze spektrometrycznych, kilka pikdw (zaobserwowanych par masa-intensywnos¢) moze odpowiada¢ jednemu i temu
samemu rodzajowi czasteczki. Pikéw tych moze by¢ bardzo bardzo duzo, ale nie wszystkie sa rownie prawdopodobne. IsoStar
wykorzystuje wtasno$¢ gromadzenia sie prawdopodobienstwa tych rozktadéw w pewnych obszarach i je eksploruje. Narzedzie to
pozwoli nam wyczyta¢ z danych informacje na temat liczebnosci obserwowanych produktéw rozwazanych przez nas reakcji.

Uzyskane tym sposobem oszacowania chcemy wykorzysta¢ w bayesowkiej analizie rozktadu a posteriori parametréw opisujacych
dynamike reakcji. Zaktadamy bowiem, ze stery naszego ukiadu tez sg do pewnego stopnia losowe. Wyznaczenie rozkfadu a
posteriori udziela odpowiedzi na pytanie, jak bardzo losowe. Aby ten rozktad poznac, przeprowadzimy ekstensywne symulacje
komputerowe.

Zastosowana metoda badawcza ma na celu uchwycenie kwintesencji zjawisk spowodowanych wychwyceniem elektronu,
zachodzacych wewnatrz spektrometru mas. Dostarczy to informacji niezbednych chemikom, ktérzy chcg efektywnie pozyskiwac
informacje ze swoich maszyn. Nadto, nasz projekt doprowadzie do rozwoju szybkich algorytmow stuzacych identyfikacji
biomolekut w danych z wysokoprzepustowych instrumentéw, zarzucajacych nas danymi. W tym upatrujemy przysztosci metod
obliczeniowych w proteomice i tym chcemy sie zajmowac.



