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Natura jest swiqtyniq, kedy stupy zZywe

Niepojete nam stowa wymawiajq czasem.

Cztowiek wsrod nich przechodzi jak symbolow lasem,
One mu zas spojrzenia rzucajq zyczliwe.

Charles Baudelaire ,, Oddzwieki”

Nie mozna przyrody zwyciezy¢ inaczej niz przez to, ze sie jej stucha.

Francis Bacon ,, Novum organum” (1620), aforyzm 3
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1. Wstep

Prawdopodobnie jedna z najbardziej znaczacych zmian w zyciu czlowieka w ostatnim stu-
leciu stato si¢ podwyzszenie $redniej dtugosci zycia z 45 do 75 lat. W istotnym stopniu przy-
czynit si¢ do tego postep w zakresie odkrywania nowych lekow. Wzrost §redniej dlugosci
zycia stat si¢ rowniez nowym wyzwaniem rozwijajacej si¢ cywilizacji ludzkiej. Wraz ze sta-
rzejacym si¢ spoteczenstwem pojawiaja si¢ czestsze zachorowania na nowotwory, przypadki
choroby Alzheimera, choroby Parkinsona. Pojawiaja si¢ takze nowe choroby, takie jak AIDS,
choroba Kreuzfelda-Jacoba, lekooporne infekcje bakteryjne, wirusowe i grzybicze. Pogarsza
to znacznie jako$¢ dtuzszego zycia. Wyzwaniem nauki XXI wieku stajg si¢ nieustanne poszu-
kiwania nowych, skutecznych i bezpiecznych lekéw. Aby byl to proces wystarczajaco efek-
tywny, niezbedne wydaje si¢ poznanie i zrozumienie na poziomie molekularnym proceséw

fizjologicznych wystepujacych w organizmach zywych [1].

Poszukiwanie nowych lekdw jest ztozonym i1 wieloetapowym procesem. Rozpoczyna si¢
on od identyfikacji odpowiedniego punktu uchwytu dziatania potencjalnego leku. Punktem
uchwytu jest zwykle okreslone biatko. Nast¢pnie przeprowadzana jest walidacja tego punktu
uchwytu z wykorzystaniem modelu zwierzecego lub kultury tkankowej, po czym prowadzone
sa badania przesiewowe zwiazkéw maloczasteczkowych modulujacych aktywnos$¢ biatka.
Zoptymalizowane pod wzgledem struktury chemicznej wybrane zwiazki sa potem testowane
pod katem ich skuteczno$ci dziatania i toksyczno$ci. Ostatecznie wyselekcjonowany zwiazek

poddawany jest badaniom klinicznym [2].

Ostatnie badania wskazuja, Zze mniej niz 500 punktow uchwytu dziatania lekéw (recepto-
ry, enzymy, kanaly jonowe) rozwazanych jest obecnie w przemysle farmaceutycznym. Z dru-
giej strony, zakrojone na skalg przemyslowa badania zmierzajace do odkrywania nowych
lekéw dotycza okoto 100 jednostek chorobowych. Liczba genéw wspoéidziatajacych podczas
powstawania réznych fenotypéw tej samej choroby waha si¢ pomigdzy 5 a 10. Generuje to
wspoélidziatanie od 500 do 1000 potencjalnych biatek bedacych produktami ekspresji genowe;j.
W tym procesie kazde z bialek moze wchodzi¢ w oddziatywania z 3-10 innymi biatkami. Da-
je to okoto 3000-10000 biatek, ktére mogtyby by¢ teoretycznie rozwazane jako potencjalne
punkty uchwytu dziatania dla zwiazkéw biologicznie aktywnych [3,4]. Dlatego, przypuszcza

sig, ze skuteczno$¢ analizy cato$ciowego sktadu biatkowego (proteomu) organizmu bgdzie



wkrétce réwniez determinowata efektywno$¢ poszukiwania nowych zwiazkéw o warto$ci

terapeutycznej [5].

Poznanie mozliwie najwigkszej liczby biatek organizmdéw zywych powinno poméc w o-
pracowaniu oddziatlujacych na nie nowych zwiazkéw chemicznych, w tym lekéw [6]. Przy-
ktadowo, zwiazki oddziatujace z biatkami kodowanymi przez geny czynne w procesach no-
wotworowych moga sta¢ si¢ nowymi lekami powodujacymi mniej dziatan ubocznych w po-
roOwnaniu do obecnie stosowanych [7]. Z drugiej strony, biatka te moga sta¢ si¢ réwniez bio-
markerami diagnostycznymi wskazujacymi na ryzyko powstawania nowotworéw oraz moni-

torujacymi proces chorobowy [8].

Do celéow poszukiwania nowych lekéw na kazdym etapie tego procesu pomocna moze
by¢ proteomika [9]. Proteomika dazy do poznania wspétzaleznosci mozliwie wszystkich bia-
tek w danej komorce, tkance, organizmie. Obejmuje ona identyfikacj¢ i analiz¢ ilosciowa ca-
tosciowego sktadu biatkowego, a takze lokalizacje poszczegdlnych biatek, ich interakcje, ak-
tywnos¢ 1 funkcje. Ma wypehi¢ luke¢ informacyjna pomigdzy wiedza na temat kodu gene-
tycznego a produktami ekspresji genéw, czyli biatkami [10]. Proteomika ma szanse stac si¢
w przysztosci, obok genomiki, metabolomiki i innych nowoczesnych strategii biologiczno-
chemicznych, jedna z wiodacych dziedzin nauk o zyciu. Sukces tej nowej dziedziny bedzie
jednak $cisle zalezny od mozliwos$ci zaprojektowania i wykorzystania nowoczesnych i czgsto
nowatorskich, analitycznych i bioinformatycznych narzedzi badawczych umozliwiajacych
studiowanie w szybki, efektywny i doktadny sposéb ogromnej liczby bioczasteczek wystepu-

jacych w organizmach zywych [11].

Niniejsza rozprawa przedstawia wyniki studiéw nad usprawnieniem identyfikacji pepty-
dow i bialek w proteomice, wykorzystujac do tego celu chemometryczng analiz¢ otrzymywa-
nych danych. W badaniach wykorzystywano wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa, tech-
nik¢ ogniskowania izoelektrycznego w roztworze, spektrometri¢ mas z jonizacja przez de-
sorpcje laserowa w statej matrycy z analizatorem czasu przelotu oraz spektrometri¢ mas z jo-
nizacjq przez rozpylanie w polu elektrycznym. Podczas analizy otrzymywanych danych sto-
sowano analiz¢ korelacyjng i regresyjna, sztuczne sieci neuronowe oraz multiwariacyjne me-
tody analizy danych. Krytycznej ocenie poddano zaproponowane, nowatorskie strategie anali-
tyczne i bioinformatyczne majace zastosowanie podczas analizy proteomicznej. Zamiarem
autora bylo przedyskutowanie nowych rozwiazan stuzacych do frakcjonowania peptydow
i przetwarzania uzytecznej analitycznie informacji w proteomice wykorzystujac chemome-

tryczna analizg danych.
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2. Podstawowe zatozenia proteomiki

Proteomika zajmuje si¢ badaniem catosciowego sktadu biatkowego (proteomu) danej ko-
morki lub danego organizmu, zapisanego w postaci informacji genetycznej zawartej w geno-
mie, i obserwowanego w danym momencie czasu. Terminy ,,proteomika” i ,,proteom” zostaly
po raz pierwszy zaproponowane w latach 90-tych XX wieku [12]. Nawiazuja one do uprzed-
nio wprowadzonych terminéw ,,genomika” i ,,genom”, opisujacych catkowity zestaw genéw
danej komorki lub danego organizmu. Techniki analityczne stosowane w proteomice umozli-
wiaja pomiar ekspresji i aktywnos$ci bialek oraz oceng zjawisk fizykochemicznych i biolo-
gicznych na poziomie molekularnym, w ktére zaangazowane sa biatka. Wazna cecha biatek,
bedacych gtéwnymi katalizatorami funkcji biologicznych, jest fakt, ze odzwierciedlaja one
aktualny a nie potencjalny, jak w przypadku informacji zawartej w materiale genetycznym,
stan komorki lub organizmu. W ten sposéb proteomika moze przyczyni¢ si¢ w bezposredni
sposéb do zrozumienia stanéw choroby i zdrowia na poziomie molekularnym i moze by¢ po-
mocna podczas odkrywania nowych lekéw [13,14]. Badania w zakresie genomiki, proteomi-
ki, peptydomiki, transkryptomiki, metabolomiki, metabonomiki, fenomiki i innych nowocze-
snych technologii biologiczno-chemicznych oraz ich integracja w formg interdyscyplinarnej
systeomiki, wydaja si¢ obecnie niezbgdne do zrozumienia proceséw biologicznych zachodza-
cych w organizmach zywych (rycina 1). Kofcéwka ,,-omika” (ang. -omics) symbolizowa¢ ma
w wymienionych dziedzinach nowa filozofi¢ dziatania zmierzajacego do calo$ciowego zro-

zumienia funkcjonowania uktadéw zywych.

Komérka moze zawieraC tysiace genow, ktére moga przejawia¢ réznorodng ekspresje.
Stad tez zycie 1 Smier¢ komorki uzaleznione sa od ekspresji tych gendéw i aktywnosci ich pro-
duktéw, czyli bialek. Kazde biatko ma istotne znaczenie biologiczne, ale tylko w kontekscie
wszystkich innych funkcjonalnie aktywnych, wspdizaleznych biatek oraz innych sktadnikéw
komorki. Spojrzenie na uktady zywe poprzez pryzmat ,,omiki”, sprowadza si¢ do zrozumienia
danego uktadu biologicznego jako wspdtdziatajacej, zintegrowanej wewngtrznie calosci, a nie

do traktowania w sposéb oddzielny poszczegdlnych jego sktadnikéw [15].

Zaréwno proteomika, jak i klasyczna biochemia zajmuja si¢ poznawaniem bialek. Bio-
chemia biatek zajmuje si¢ zasadniczo studiowaniem struktury biatek, poznawaniem ich funk-
cjiijest silnie zwiazana z biochemia fizyczna i enzymologia. Badania biochemiczne obejmuja

catosciowa analiz¢ sekwencyjna i poznanie budowy przestrzennej biatek. Celem tych badan
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jest wyjasnienie, jak struktura biatka wplywa na jego funkcje biologiczne. Biochemicy podda-
ja szczegétowym studiom zwykle pojedyncze biatko lub kompleks biatek $cisle ze soba po-
wigzanych. Do niedawna, biochemicy i biolodzy molekularni badali indywidualne geny
i biatka oraz poszczegdlne sktadniki ré6znych szlakéw biochemicznych. Byto to spowodowane
faktem, ze dostgpne techniki analityczne umozliwiaty jednoczesne badanie stosunkowo nie-

wielkiej liczby genéw lub biatek.

Proteomika

Transkryptomika

Chromonomika Farmakogenomika
Fizjogenomika
Fenomika
Metylomika
Epitomika ,° - =~ < Jonomika
7 \
/ .
Wakcynomika ! \\ Metalomika
Immunomika \ Systeomika I, Celomika
Int ik \ /
ntegromka N / Metabonomika
S -’
~ —_—n == -
Genomika Metabolomika
Peptydomika Fizjomika
Krystalomika Fluksomika
Separomika

Rycina 1. Proteomika i inne nowoczesne, badawcze strategie biologiczno-chemiczne (na podstawie [11]).

Proteomika jest nowym podejsciem naukowym, ktérego celem jest badanie ztozonych
uktadéw mieszanin bialek w sposéb kompleksowy. Bierze si¢ pod uwage wzajemne relacje
jak najwigkszej liczby biatek, traktowanych jako czg$¢ catego uktadu biologicznego. Badania
proteomiczne ukierunkowane sg bezposrednio na poznawanie ztozonych mieszanin biatek.
Identyfikacja poszczegdlnych biatek oparta jest na fragmentarycznej analizie sekwencyjnej,

wystarczajacej do oszacowania istnienia danego biatka na podstawie wykorzystywanych
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strategii analitycznych i bioinformatycznych. Celem proteomiki jest globalne scharakteryzo-
wanie calego proteomu, a nie wybidrcze analizowanie poszczegélnych jego elementéw

[13,14].

Fakt identyfikacji ludzkiego kodu genetycznego ogloszono w lutym 2001 roku, a dokonali
tego niezaleznie badacze Projektu Badania Ludzkiego Genomu [16] oraz firmy biotechnolo-
gicznej Celera Genomics [17]. Dowiedziono wéwczas, ze genom czltowieka zawiera okoto
30-40 tysiecy gendw, mogacych potencjalnie kodowa¢ biatka. Obecnie, liczbg t¢ zredukowa-
no do okoto 20-25 tysigcy [18].

Analiza genomoéw z wykorzystaniem lancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase
chain reaction, PCR), ukierunkowanej mutagenezy i sekwencjonowania DNA, naleza obecnie
do podstawowych metod inzynierii genetycznej. Wystgpuje jednak staba korelacja pomigdzy
ekspresja gendéw a ostateczna ekspresja biatek. Utrudnia to znacznie analizg proteomiczna.
Komplikacje powodowane sa ciagtymi zmianami st¢zenia biatlek w komoérce oraz wystepo-
waniem tego samego biatka w wielu réznych mozliwych postaciach na skutek tzw. modyfika-
cji potranslacyjnych (np. fosforylacji, glikozylacji, hydroksylacji itp.). Szacujac liczbg gendéw
cztowieka na ok. 20-25 tysigcy [18], przypuszcza sig, ze na ich podstawie moze potencjalnie
powsta¢ co najmniej kilka-kilkanascie razy wigcej biatek. Zadanie zbadania tak ogromne;j
liczby biatek komplikuje dodatkowo szeroki zakres stezen, w ktérym moga one wystepowac
w organizmie (rozpigto$¢ 6-10 rzedéw wielkosci), zréznicowanie ich wlasciwosci fizykoche-
micznych i biologicznych oraz brak metod powielania bialek lub peptydéw w sposéb analo-

giczny do replikacji DNA poprzez PCR [15,19].

Chociaz badania proteomu rozpoczely si¢ stosunkowo niedawno, to sa one zaawansowane
pod wzgledem technicznym i informatycznym. Generalnie, badania w proteomice moga doty-
czy¢ identyfikacji sktadnikow ztozonych mieszanin biatek (ang. mining) oraz oceny ekspresji
biatek (ang. protein-expression profiling). Dotycza réwniez badan zlozonych kompleksow
biatkowych (ang. protein-network mapping) oraz modyfikacji potranslacyjnych w obrgbie

poszczegdlnych bialek (ang. mapping of protein modifications) [15,19].

Identyfikacja wszystkich (lub mozliwe najwigkszej liczby) biatek w danej probce stanowi
najprostszy typ badan proteomicznych i pozwala na poznanie danego proteomu. Przyktado-
wo, charakteryzowano biatka wystgpujace w limfoblastach typu B [20], cieczy szklistej oka

[21], wydzielinie z drzewa oskrzelowo-pgcherzykowego [22], ptynie mdézgowo-rdzeniowym
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[23], tkankach zgba i przyzgbia [24], surowicy i osoczu krwi [25,26], alergenach pochodzenia
biatkowego [27].

Ocena ekspresji bialek stanowi bardziej zaawansowany etap badan w proteomice. Doko-
nywana jest ona w zalezno$ci od okreslonego stanu fizjologicznego lub patofizjologicznego
organizmu badz komorki, lub w funkcji ekspozycji danego uktadu biologicznego na zidenty-
fikowany czynnik zewngtrzny (na przyktad lek lub inny ksenobiotyk). Najczesciej wykony-

wana jest analiza r6znicowa polegajaca na poréwnaniu dwéch badanych proteoméw (rycina 2).

Tkanka chorobowo zmieniona
Tkanka zdrowa

Nowe biatko —
—p ] —mp pl potencjalny biomarker
procesu chorobowego

M N

S

Zmniejszony poziom
biatka — potencjalny punkt
uchwytu dla nowego leku

Rycina 2. Analiza r6znicowa tkanki zdrowej i chorobowo zmienionej z wykorzystaniem dwuwymia-
rowej elektroforezy zelowej (na podstawie [8]).

Przyktadowo, proteom z komoérki zdrowej moze by¢ poréwnywany z proteomem z komo-
rek uznanych za chorobowo zmienione celem oceny, jakie biatka sa charakterystyczne dla
stanu zdrowia, a jakie dla choroby. Dlatego tez, informacja uzyskana podczas badan prote-
omicznych moze by¢ pomocna w identyfikacji biomarkeréw stanu chorobowego lub poten-

cjalnych punktéw uchwytu dziatania dla nowych lekéw.
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3. Strategie analityczne i bioinformatyczne w proteomice

Pomimo trudno$ci natury analitycznej oraz w zakresie przetwarzania ogromnej ilosci in-
formacji uzyskiwanej podczas badan proteomicznych, poznawanie proteoméw jest obecnie
realizowane. Stato si¢ to mozliwe dzigki integracji podstawowych narzgdzi badawczych pro-
teomiki: technik rozdzielczych, spektrometrii mas oraz algorytméw wykorzystywanych pod-
czas przetwarzania danych ze spektrometrii mas i bioinformatycznych baz danych. Narzgdzia

te stanowia czuly i specyficzny instrument do identyfikacji i poréwnywania proteomoéw [28].

3.1. Techniki rozdzielcze w proteomice

Podstawowym narzedziem analitycznym wykorzystywanym w badaniach proteomicznych
sg techniki stuzace do frakcjonowania i rozdzielania biatek i peptydow. Poprzez rozdzielenie
zYozonej mieszaniny uzyskuje si¢ frakcje skladajace si¢ z mniejszej liczby biatek lub pepty-
déw. Proces rozdzielenia pozwoli¢ moze na zaobserwowanie ewentualnego zréznicowania
pod wzgledem skiadu biatkowego dwoch poréwnywanych prébek. Mozliwa jest takze selek-

tywna ekstrakcja danego biatka z mieszaniny [15,29].

Jednokierunkowa elektroforeza zelowa w zelu poliakryloamidowym (ang. one-dimen-
sional polyacrylamide gel electrophoresis, 1D-PAGE) oraz dwukierunkowa elektroforeza
zelowa w zelu poliakryloamidowym (ang. two-dimensional polyacrylamide gel electrophore-
sis, 2D-PAGE) naleza tradycyjnie do podstawowych technik rozdzielczych w proteomice.
Pomimo wielu trudno$ci napotykanych podczas analiz tymi technikami, pozostaja one najpo-

pularniejszymi technikami stuzacymi do rozdzielania ztozonych mieszanin biatek [20-23,29-34].

Dwuwymiarowa elektroforeza zelowa jest wciaz czgsto stosowana technika rozdzielcza
w proteomice [29,30]. Dotychczasowa popularno$¢ i czgsto$¢ wykorzystywania dwukierun-
kowej elektroforezy zelowej jest zwiazana z mozliwoS$cia rozdzielania za jej pomoca znacznej
liczby bialek. Rozdzielenie w 2D-PAGE realizowane jest na podstawie réznic tadunku elek-
trycznego (réznic w zakresie punktu izoelektrycznego) rozdzielanych bialek w pierwszym
wymiarze oraz na podstawie wielkosci czasteczki (réznic w zakresie masy czasteczkowej)

w drugim wymiarze.

Wykorzystanie proteomiki w badaniach biomedycznych wymaga technik rozdzielczych

pozwalajacych analizowaé znaczng ilo$¢ prébek w stosunkowo krétkim czasie. Elektroforeza
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zelowa nie jest jednak narze¢dziem, ktére mozna wykorzystywaé do takich celéw w tatwy
sposob. Nawet ostatnie udoskonalenia pozostawiaja wciaz t¢ technikg czasochtonng i praco-
chtonnag. Dwuwymiarowa elektroforeza zelowa moze by¢ obecnie czgSciowo zautomatyzo-
wana. Konieczny jest jednak odpowiedni czas na przeprowadzenie ogniskowania izoelek-
trycznego w pierwszym wymiarze, nastgpnie wykonanie doswiadczenia w drugim wymiarze
i wizualizacj¢ plam rozdzielonych bialek. Gléwnym jednak minusem dwukierunkowej elek-
troforezy zelowej jest niemozno$¢ identyfikacji z jej udzialem catego proteomu. Duze i bar-
dziej hydrofobowe biatka stabo przemieszczaja si¢ wewnatrz Zelu, a biatka o charakterze
kwasowym 1 zasadowym sa gorzej rozdzielane. Biatka wystgpujace w matych stgzeniach
w materiale biologicznym zwykle sa ponizej granicy wykrywalnos$ci. To ograniczenie wydaje
si¢ by¢ najbardziej istotne, poniewaz wiele biatek regulacyjnych, odgrywajacych istotna role
w procesach chorobowych i mogacych sta¢ si¢ miejscami uchwytu dla nowych lekow, znaj-

duje si¢ w komérkach w bardzo matych st¢zeniach.

Oproécz elektroforezy zelowej, takze inne techniki oparte na ogniskowaniu izoelektrycz-
nym (ang. isoelectric focusing, 1EF) [35-39] oraz wysokosprawna chromatografia cieczowa
[40-47] i elektroforeza kapilarna [48-50] sa stosowane w badaniach proteomicznych do frak-
cjonowania i rozdzielania biatek i peptydéw. Techniki te staja si¢ obecnie istotna konkurencja

dla elektroforezy zelowe;.

W dwuwymiarowej elektroforezie zelowej rozdzielenie oparte jest na réznicach w zakre-
sie punktow izoelektrycznych i masy rozdzielanych bialek [51-54]. Ogniskowanie izoelek-
tryczne jest technika elektroforetyczna, w ktdrej biatka lub peptydy rozdzielane sg w zalezno-
$ci od réznic w zakresie ich punktéw izoelektrycznych (pl). Bialka i peptydy jako zwiazki
amfoteryczne i w zalezno$ci od pH $rodowiska, w ktérym si¢ znajduja, posiadaja dodatni,
ujemy lub zerowy tadunek elektryczny. Sredni, wypadkowy tadunek elektryczny biatka lub
peptydu jest sumag wszystkich dodatnich i ujemnych lokalnych tadunkéw w czasteczce. Za
punkt izoelektryczny uznaje si¢ takie pH srodowiska, w ktérym wypadkowy tadunek biatka
lub peptydu réwna si¢ zero. pl nalezy do jednych z najwazniejszych deskryptoréw charakte-
ryzujacych dane biatko lub peptyd pod wzgledem fizykochemicznym. Wielko$¢ pI moze by¢
roéwniez pomocna podczas identyfikacji biatlek w proteomice [38,39].

Dwuwymiarowa elektroforeza zelowa ma znaczaca sil¢ rozdzielcza. Jest jednak takze
obarczona licznymi wadami wymienionymi uprzednio. Z drugiej strony, technika ogniskowa-

nia izoelektrycznego moze by¢ przeprowadzona nie tylko na pasku Zelowym z immobilizo-

wanym gradientem pH (ang. immobilized pH gradient, IPG) lub w rurce zelowej, ale tez
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bezposrednio w roztworze. Gradient pH w tych metodach ogniskowania izoelektrycznego
wytwarzany jest za pomocg roztworéw amfolitéw charakteryzujacych si¢ okres§lonym zakre-
sem pH lub roztworéw tzw. immobilin (ang. immobilines), charakteryzujacych si¢ okreslo-
nym pH i immobilizowanych w sieci zelu poliakryloamidowego [38]. Po przylozeniu napigcia
generowany jest wowczas stabilny gradient pH, umozliwiajacy rozdzielenie biatek lub pepty-

déw zgodnie z posiadanymi przez nie warto$ciami punktu izoelektycznego.

.
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-
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-

Rycina 3. Urzadzenie do ogniskowania izoelektrycznego w roztworze (SIEF), wykonane przez autora
rozprawy na podstawie [37] i wykorzystane podczas badan przedyskutowanych w [38,39].

Rozdzielanie oparte na réznicach punktu izoelektrycznego analitéw moze by¢ realizowane
bezposrednio w roztworze z wykorzystaniem kilku nowatorskich urzadzen. Do takich nalezy
rotofor [55], urzadzenie do mikroskalowego ogniskowania izoelektrycznego w roztworze
(ang. microscale solution isoelectrofocusing device, psol-IEF) [36], urzadzenie do ognisko-
wania izoelektrycznego typu off-gel (ang. off-gel isoelectric focusing) [56], elektrolizer wie-
lokompartmentowy (ang. multicompartment electrolyzer) [35,57]. Na uwage zastuguje takze
ogniskowanie chromatograficzne (ang. chromatofocusing) [58], w ktérym wykorzystuje si¢
technike¢ chromatograficzna rozdzielania bialek opartego na réznicach w zakresie punktéw
izoelektycznych. Podczas procesu ogniskowania izoelektycznego biatek moze jednak zacho-
dzi¢ ich agregacja i wytracanie [15]. Tego niebezpieczenstwa nie ma w przypadku peptydow.
Wiasciwosci fizykochemiczne peptydow, otrzymanych po trawieniu proteolitycznym bialek,

sq mniej zréznicowane niz oryginalnych bialek. Ponadto, wigkszo$¢ peptydéw jest fatwo
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rozpuszczalna w wodzie lub rozworach wodno-organicznych. Dlatego rozdzielanie peptydéw
w oparciu o réznice ich punktéw izoelektrycznych mozliwe jest obecnie takze poprzez zasto-
sowanie kapilarnego ogniskowania izoelektrycznego (ang. capillary isoelectric focusing,
cIEF) [59,60] lub ogniskowania izoelektrycznego w roztworze (ang. isoelectric focusing in

solution, sIEF) [37-39] (rycina 3).

Jedna z najwazniejszych technik rozdzielczych, wykorzystywanych w celach naukowych
i w rutynowych pomiarach laboratoryjnych, jest obecnie wysokosprawna chromatografia cie-
czowa. Technika ta jest powszechnie wykorzystywana w analizach farmaceutycznych i che-
micznych. Jest ona warto$ciowym narzg¢dziem analitycznym w laboratoriach klinicznych,
a takze podczas pomiaréw wtasciwosci fizykochemicznych zwiazkéw chemicznych [62,63].

Znajduje ona réwniez szerokie zastosowanie w badaniach proteomicznych [15,64].

Techniki chromatograficzne maja wiele zalet w poréwnaniu do technik opartych na elek-
troforezie zelowej. Moga by¢ wykorzystywane zarowno do wstgpnego frakcjonowania ztozo-
nej mieszaniny, jak i pézniejszego rozdzielania biatek i peptydéw. Duza pojemno$¢ upako-
wan kolumn stosowanych w wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high-
performance liquid chromatography, HPLC) jest cenna z punktu widzenia wymogdéw roz-
dzielen preparatywnych. Przy uzyciu kolumn chromatograficznych mozliwe jest takze zate-
zanie analitow z duzych objgtosci probek bez utraty ich rozdzielczosci. Technika HPLC po-
zwala na zautomatyzowanie procesu wprowadzania probki, rozdzielania i detekcji oraz zbie-
rania frakcji [61]. Szeroki wybdr rodzajéw technik chromatograficznych umozliwi¢ moze
uzyskanie dobrego rozdzielenia i detekcj¢ réznych bialek i peptydéw, ktére trudno jest anali-
zowac technikg elektroforezy zelowej. Chromatografia w odwréconym uktadzie faz oraz
chromatografia oddziatywan hydrofobowych naleza do podstawowych technik rozdzielania
biatek i peptydow opartego na ich wtasciwosciach hydrofobowych i polarnosci. Chromatogra-
fia kationowymienna moze by¢ wykorzystywana do rozdzielania biatek o charakterze zasa-
dowym, a anionowymienna — biatek o charakterze kwasowym. Obie techniki stuza takze do
rozdzielen peptydéw w oparciu o réznice w zakresie tadunkow elektrycznych. Chromatogra-
fia wykluczania objetosciowego (chromatografia sitowa) wykorzystywana jest do wstgpnego
frakcjonowania bialek, a chromatografia powinowactwa jest pomocna podczas izolacji specy-

ficznych bialek lub peptydéw [15,61].

Wstepna charakterystyka genomu czlowieka wykazata, ze zawiera on porownywalna licz-
be genéw kodujacych biatka w stosunku do genomu myszy domowej (Mus musculus)

czy rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) [16-18,65]. Na proteom organizmu
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cztowieka w przeciagu jego catego zycia sktada¢ si¢ moze natomiast od okoto kilkudziesigciu
tysigcy do nawet kilkuset tysiecy biatek. Charakterystyka calego zestawu bialek w okreslo-
nych warunkach fizjologicznych lub patofizjologicznych jest podstawowym celem ekspery-
mentu proteomicznego. W przypadku badan przeprowadzanych z wykorzystaniem technik
chromatograficznych jako metody rozdzielen, poczatkowo przeznaczone do rozdzielen biatka
traktowane sa odpowiednim enzymem proteolitycznym (np. trypsyna), generujac powstania
licznych peptydéw. Peptydy moga by¢ nastepnie rozdzielane przed ostateczna ich identyfika-
cja na podstawie widm masowych uzyskanych za pomoca spektrometrii mas. Trawienie pro-
teolityczne z wykorzystaniem trypsyny generuje okoto 20-50 peptydéw z jednego biatka.
Oznacza to, ze ostateczna probka, np. proteom drozdzy piekarniczych (Saccharomyces ce-
revisiae), ktére maja okoto 6 tysigcy gendw kodujacych biatka, zawiera¢ moze przynajmnie;j
120 tysiecy peptydéw. Nawet najlepszy pojedynczy chromatograficzny uklad rozdzielczy nie
jest w stanie rozdzieli¢ w sposéb satysfakcjonujacy tak ziozonej probki. Dlatego tez bardzo
czesto spotyka si¢ w proteomice ztozone zestawy uktadéw chromatograficznych, w ktérych
proces rozdzielenia opiera si¢ na réznych wiasciwosciach fizykochemicznych peptydéw.
Umozliwi¢ to ma ostateczne uzyskanie odpowiedniego do celéw identyfikacyjnych rozdzie-

lenia ztozonych mieszanin peptydow [15,29].

W przypadku dwukierunkowej elektroforezy zelowej wystepuja dwa niezalezne od siebie
uktady rozdzielcze. Dziataja one w oparciu o réznice tadunku elektrycznego (punktu izoelek-
trycznego), i jest to rozdzielenie biatlek w pierwszym wymiarze, oraz na podstawie wielkosci
czasteczki (masy czasteczkowej), i jest to rozdzielenie w drugim wymiarze. W przypadku
rozdzielenia realizowanego z wykorzystaniem chromatografii, aby uzyska¢ poréwnywalne do
dwuwymiarowej elektroforezy zelowej mozliwos$ci rozdzielcze, nalezy skorzysta¢ z dwoch
technik chromatograficznych (uktad dwuwymiarowy) rézniacych si¢ znacznie mechanizmem
rozdzielenia pod wzgledem fizykochemicznym. Stosuje si¢ wigc chromatografi¢ jonowy-
mienng odzwierciedlajaca pierwszy wymiar w dwukierunkowej elektroforezie zelowej. Roz-
dzielenie oparte jest wowczas na réznicach w zakresie tadunkéw elektrycznych peptyddéw,
oraz chromatografi¢ w odwréconym uktadzie faz, w ktérej rozdzielenie oparte jest na rézni-
cach w zakresie hydrofobowosci peptydéw. W praktyce, podczas korzystania z dwuwymia-
rowego uktadu chromatograficznego, probka wedruje najpierw na kolumng jonowymienna.
Z tej kolumny poszczegdlne frakcje peptydéw sa wymywane eluentem o wzrastajacym eta-
powo stezeniu roztworu soli (np. 350 mM KCl1 [66-69]), wedtug uprzednio zaprogramowane-

go gradientu. Frakcje te zatrzymywane sa na prekolumnie pracujacej w odwréconym uktadzie
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faz. Po zmianie kierunku przeptywu fazy ruchomej dokonanej poprzez uktad zaworéw, pep-
tydy wymywane z prekolumny rozdzielane sa na kolumnie pracujacej w odwréconym ukta-

dzie faz i nastgpnie analizowane w spektrometrze mas.

Tkanka zdrowa Tkanka chorobowo zmieniona

Deuterowany Niedeuterowany
odczynnik ICAT odczynnik ICAT

Zmieszanie peptydéw uzyskanych po proteolitycznym tra-
wieniu biatek i wczesniejszym ich znakowaniu odczynnikiem
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Rycina 4. Analiza por6wnawcza tkanek zdrowych i zmienionych chorobowo w proteomice z wyko-
rzystaniem dwuwymiarowej chromatografii cieczowej (na podstawie [8,70]).

Wielowymiarowa chromatografia cieczowa (ang. multidimensional liquid chromatogra-
phy), w potaczeniu z kompatybilnymi z nig technikami spektrometrii mas (tandemowg spek-
trometriag mas z jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym i spektrometria mas z joniza-
cja przez desorpcje laserowa w stalej matrycy), staja si¢ obecnie coraz czgsciej wykorzysty-
wanymi narz¢dziami w badaniach proteomicznych [66-76]. Przyktadowo, analiz¢ r6znicowa
prébek pochodzacych z tkanek zdrowych i chorych mozna dokona¢ nie tylko z wykorzysta-

niem elektroforezy zelowej, lecz i dwuwymiarowej chromatografii cieczowej (rycina 4).
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3.2. Spektrometria mas w proteomice

Istotnym narzg¢dziem analitycznym w proteomice jest spektrometria mas (ang. mass spec-
trometry, MS). Spektrometria mas to technika analityczna, w ktérej wykorzystywana jest jo-
nizacja analitéw w fazie gazowej oraz rozdzielanie otrzymanych jonéw w polu elektrycznym
i magnetycznym. Rozdzielanie jonéw zalezy od stosunku wartos$ci ich masy do liczby tadun-
kéw (m/z), a identyfikacja analitow dokonywana jest na podstawie widm masowych. Spek-
trometria mas, osiagajac wysoki poziom techniczny, stata si¢ obecnie czutym i wiarygodnym
narzedziem podczas analizy bioczasteczek. Technika ta jest bardzo uzyteczna w proteomice.
Przede wszystkim, dzigki spektrometrii mas mozliwe stato si¢ otrzymywanie bardzo doktad-
nych warto$ci mas czasteczkowych peptydow i bialek. Jest to aktualnie wiodaca metoda po-
miaru mas czasteczkowych bialek i peptydow, wypierajaca pomiary oparte na réznicach
w migracji bioczasteczek w zelu poliakryloamidowym. Nie mniej jednak, nawet najdoktad-
niejszy pomiar masy czasteczkowej (szczegolnie, gdy rozwazane sa ztozone mieszaniny bia-
tek, bedace obiektem badan proteomicznych) jest czgsto niewystarczajacy do jednoznacznego
zidentyfikowania danego biatka lub peptydu. Jednakze spektrometria mas moze by¢ takze
stosowana w analizie sekwencyjnej peptydow poprzez wykorzystanie widm masowych typu
MS/MS. Analiza widm MS/MS jest uwazana obecnie za metode umozliwiajaca jednoznaczna
identyfikacje peptydéow. W zwiazku z tym, mozliwa jest réwniez identyfikacja biatka, ktérego

fragment struktury pierwszorzedowej stanowia te peptydy [28,77].

Analityczna identyfikacja bialek w proteomice oparta jest na wstgpnym ich proteolitycz-
nym trawieniu do peptydow, okresleniu sekwencji otrzymanych peptydéw i wykorzystaniu tej
sekwencji do identyfikacji biatek poprzez przeszukiwanie odpowiednich, bioinformatycznych
baz danych sekwencji peptydowych. Badania proteomiczne rozpoczynaja si¢ od mieszaniny
biatek charakteryzujacych si¢ zréznicowanymi masami czasteczkowymi, rozpuszczalno$cia
i modyfikacjami potranslacyjnymi. Aby otrzymaé mieszaning peptydéw z pierwotnej miesza-
niny bialek, nalezy podda¢ badane biatka trawieniu proteolitycznemu. Jest to konieczne, gdyz
aktualnie dostgpna spektrometria mas dokonuje najdoktadniejszych pomiaréw mas czastecz-
kowych wtasnie w przypadku peptydow, w przeciwienstwie do samych czasteczek biatek.
Réwniez widma MS/MS, niezbgdne do wiarygodnych identyfikacji peptydéw, sa otrzymy-

wane dla peptydéw.

Nowoczesne spektrometry mas sa w stanie mierzy¢ masy czasteczkowe dla wzglednie
zYozonych mieszanin peptydow. Uproszczenie ztozonosci tych mieszanin jest jednak koniecz-

ne w przypadku bardzo skomplikowanych probek. Aby wigc efektywnie analizowaé taka
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mieszaning peptydow z wykorzystaniem spektrometrii mas, mieszanina ta musi by¢ wstgpnie
rozdzielona na frakcje zawierajace mniejsza ilo$¢ sktadnikéw. Przyjeta strategia wstgpnego
frakcjonowanie moze przy tym przebiega¢ na dwa sposoby. Najpierw rozdzielana moze by¢
mieszanina biatek, a nastgpnie rozdzielane biatka trawione sa do peptydéw i analizowane za
pomocg spektrometrii mas. Czgsto spotykanym postgpowaniem jest takze wstepne trawienie
biatek do peptydéw w poczatkowej mieszaninie. Rozdzielanie dokonywane jest nast¢pnie dla

mieszaniny peptydow [15,69,78] (rycina 5).

Identyfikacja peptydow w proteomice dokonywana jest najczgsciej z wykorzystaniem
dwoch typéw spektrometréw mas: spektrometru mas z jonizacja przez desorpcje laserowa
w statej matrycy z analizatorem czasu przelotu (ang. matrix-assisted laser desorption ionisa-
tion time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS) oraz tandemowego spektrometru
mas z jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym (ang. electrospray ionisation tandem

mass spectrometry, ESI-MS/MS) [79,80].

3.3. Bioinformatyka i chemometria w proteomice

Niezbednymi narzgdziami podczas badan proteomicznych sa algorytmy umozliwiajace
analiz¢ danych ze spektrometrii mas w powigzaniu z informacja z bioinformatycznych baz
danych. Analiza ta stuzy do identyfikacji bialek na podstawie mas czasteczkowych i sekwen-
cji aminokwasowych analizowanych peptydéw. Do najbardziej znanych i wykorzystywanych
bioinformatycznych baz danych naleza kolekcje sekwencji biatkowych Universal Protein Re-
source (UniProt Knowledgebase) [81] oraz kolekcje sekwencji biatkowych National Center
for Biotechnology Information (NCBI) [82]. Cenne pod wzglgdem praktycznym sa ponadto

proteomiczne bazy danych European Bioinformatics Institute (EBI) [83].

Do efektywnego analizowania informacji ze spektrometii mas i bioinformatycznych baz
danych niezbedne sa odpowiednie, specjalistyczne algorytmy. Do najbardziej znanych naleza:
Mowse w programie komputerowym Mascot [84], Sequest w programie BioWorks [85] oraz

programy MS-FIT i MS-TAG [86].
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Rycina 5. Podstawowe strategie analityczne w proteomice (na podstawie [78]).

Wiasciwa interpretacja sekwencji peptydéw na podstawie tych informacji nie jest jednak
zadaniem tatwym. Szczegdlnie, jezeli wezmie si¢ pod uwage, ze w przypadku ztozonych
mieszanin biatek odpowiedniej interpretacji podlega¢ musza tysiace widm masowych dla
setek peptydow. Generalnie, widma masowe sg analizowane poprzez dopasowanie ekspery-

mentalnie uzyskanych sekwencji aminokwasowych analizowanych peptydéw do sekwencji
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teoretycznie mozliwych. Specjalistyczne algorytmy pozwalaja na automatyczne analizowanie
duzej liczby widm masowych. Informacja pochodzaca z tych widm wykorzystywana jest p6z-

niej do identyfikacji biatek.

Niektore algorytmy oparte sa na informacji uzyskanej eksperymentalnie odnoszacej si¢ do
warto$ci mas czasteczkowych peptydéw (,,podejscie peptydowego odcisku palca”, ang. pepfi-
de mass fingerprinting approach). Inne wykorzystuja informacje z tandemowych widm ma-
sowych (widmo MS/MS), odzwierciedlajacych sekwencje aminokwasowe analizowanych
peptyddw 1 potwierdzajacych identyfikacje danego biatka (podejscie przeszukiwania jonow
fragmentarycznych MS/MS, ang. MS/MS ions search approach) [87]. Dane eksperymentalne
sq porOwnywane z wyliczonymi masami czasteczkowymi peptydéw lub warto$ciami mas
jondéw fragmentarycznych, otrzymanymi poprzez zastosowanie teoretycznego trawienia bia-
tek wedtug Scisle okreslonych regut. Wartos$ci mas, a takze widma MS/MS, sa nastgpnie in-

terpretowane w kontekscie identyfikacji peptydow i biatek.

Nalezy rowniez wspomnie¢, ze w bioinformatyce, oprécz wykorzystywania rozwigzan ty-
powo informatycznych zwiazanych z komputerowo wspomaganym przeszukiwaniem baz
danych, stosowane sg takze rozwigzania oparte na metodach statystycznych i chemometrycz-
nych. Chemometria jest dziedzing zajmujaca si¢ wydobywaniem uzytecznej informacji z wie-
lowymiarowych danych pomiarowych, wykorzystujaca metody statystyki 1 matematyki [88].
Do jednych z podstawowych zadan chemometrii nalezy przewidywanie wartosci zmiennej
zaleznej (odpowiedzi) badanego zjawiska na podstawie wartosci zmiennych objasniajacych.
Proces modelowania danego zjawiska polega na tym, ze aby przewidzie¢ warto$¢ odpowiedzi
nalezy stworzy¢ wiarygodny model matematyczny. Podstawowym, najcz¢$ciej stosowanym
sposobem wyznaczania parametrow modelu jest metoda regresyjna. Analiza regresji wyko-
rzystywana jest w badaniach zaleznos$ci pomigdzy zmiennymi i pozwala na przewidywanie
warto$ci jednej zmiennej, nazywanej zmienna zalezna, na podstawie jednej lub wickszej licz-
by innych zmiennych, nazywanych zmiennymi niezaleznymi. Nalezy w tym miejscu zazna-
czy¢, ze w przeciwienstwie do metody regresyjnej, metody korelacyjne stuza jedynie do wy-
krycia zwigzku pomigdzy dwiema zmiennymi lub wigksza ich liczba oraz oszacowania sity

1 istotnosci statystycznej tego zwiazku.

llosciowe zaleznosci struktura-retencja (ang. quantitative structure-retention relationships,
QSRR) sa na ogét wyprowadzane z uzyciem analizy liniowej regresji wieloparametrowej (ang.

multiple regression analysis, MRA). Sa one statystycznie wyprowadzonymi zalezno$ciami
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pomigdzy parametrami chromatograficznymi i deskryptorami charakteryzujacymi strukturg

molekularng analitéw.

Obecnie coraz czegsciej pojawiaja si¢ takze inne metody budowania i identyfikacji modeli.
Sztuczne sieci neuronowe (ang. artificial neural networks, ANN), to nowoczesna metoda ob-
liczeniowo-predykcyjna, ktéra moze znalez¢ zastosowanie w takich przypadkach. Wigkszos¢
tradycyjnych analiz statystycznych zorientowanych jest na stworzenie uzytecznego modelu na
bazie pewnych zalozefi i rozwazan teoretycznych (np. o liniowo$ci zalezno$ci pomigdzy
zmiennymi). Podejscie do problemu z pomoca sieci neuronowych wolne jest od wigkszosci
standardowych zalozen i nadaje si¢ bardzo dobrze do modelowania ztozonych, nieliniowych

zaleznosci.

W praktyce chemometrycznej wystgpuje czgsto takze potrzeba analizy struktury we-
wnetrznej wielowymiarowego zbioru danych. Czgsto gromadzone dane dotycza zmiennych,
ktoére nie tylko sa ze soba skorelowane, ale takze zawieraja bardzo duza liczbg przypadkow.
Powodowac¢ to moze problemy zwigzane z interpretacja danych oraz moze utrudnia¢ wykry-
cie ich struktury. Metoda analizy gléwnych sktadowych (ang. principal component analysis,
PCA) utatwia wykonanie tych zadan poprzez przeksztalcenie oryginalnych zmiennych do
mniejszej liczby nowych, nieskorelowanych zmiennych (tzw. gtéwnych sktadowych). Z dru-
giej strony, metoda czastkowych najmniejszych kwadratéw (ang. partial least squares, PLS)
jest metoda regresji liniowej, ktéra w charakterze zmiennych niezaleznych uzywa takze no-
wych sktadowych (zmiennych ukrytych, ang. latent factors). Regresja metoda czastkowych
najmniejszych kwadratéw stanowi jednak rozszerzenie modelu liniowej regresji wieloparame-
trowej 1 umozliwia analiz¢ wplywow duzej liczby zmiennych niezaleznych dowolnego typu
na duza liczbg zmiennych zaleznych. Dalszym rozszerzeniem mozliwos$ci samej metody PLS
jest metoda czastkowych najmniejszych kwadratow z eliminacja zmiennych niewnoszacych
istotnej informacji (ang. uninformative variable elimination by partial least squares, UVE-

PLS).
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4. Usprawnienie identyfikacji peptydéw w proteomice
z wykorzystaniem chemometrycznej analizy danych
(prace wilasne)

Poznanie genoméw umozliwi¢ moze lepsze zrozumienie funkcji biologicznych organizméw
zywych. Jednak badania samego genomu dostarczaja wciaz jeszcze ograniczonego wgladu w po-
szczegoblne, szczegdtowo rozpatrywane, procesy komorkowe. Dlatego tez dalsze badania ukierun-
kowane na wszystkie bioczasteczki wystgpujace w komorce, w tym biatka, analizowane z wykorzy-
staniem nowoczesnych strategii bioanalitycznych, sa obecnie w fazie gruntownych rozwazan i wie-
loptaszczyznowej oceny. Jednym z kluczowych aspektéw badan proteomicznych jest poszukiwanie
strategii analitycznych i bioinformatycznych pozwalajacych na catkowicie jednoznaczna identyfi-
kacje bialek. Badania bedace przedmiotem niniejszej rozprawy wpisuja si¢ w ten obszar zaintere-
sowan proteomiki. Mianowicie, zaprezentowano przyktady wykorzystania chemometrycznej anali-
zy danych podczas przetwarzania danych analitycznych otrzymywanych z uzyciem technik roz-

dzielczych i spektrometrii mas [38-44].

Celem pracy byto usprawnienie identyfikacji peptydow w proteomice. Aby zrealizowac
ten cel, zaproponowano nowatorskie podejscia badawcze umozliwiajace, w sposob efektywny
i wiarygodny, analiz¢ danych otrzymywanych podczas badan proteomicznych. Wykorzystano
przy tym nowe rozwiazania w zakresie rozdzielania peptydéw oraz chemometryczna analizg

danych.

W pierwszym etapie badan rozwazano mozliwo$¢ wykorzystania informacji analityczne;j
otrzymanej podczas rozdzielen peptydéw technika oparta na réznicach pomiedzy ich punkta-
mi izoelektrycznymi. Celem pracy byto przebadanie mozliwosci analitycznych i bioinforma-
tycznych frakcjonowania peptydéw opartego na ogniskowaniu izoelektrycznym w roztworze.
Technika ta rozwazana byla jako alternatywna metoda rozdzielania mieszanin peptydéw
w proteomice. W pierwszej kolejnosci, analiza identyfikacyjna bialek przeprowadzana byta
z wykorzystaniem tandemowej spektrometrii mas z jonizacja przez desorpcj¢ laserowa w sta-
tej matrycy z analizatorem czasu przelotu. Do oceny efektywnosci i doktadnosci rozdzielenia,
opartego na ogniskowaniu izoelektrycznym, potaczonego z identyfikacja peptydéw za pomo-
cg tandemowych widm masowych, uzyto mieszaning peptydéw otrzymana w wyniku proteo-
litycznego trawienia osoczowej albuminy wotowej oraz mieszaning peptydéw otrzymana

w wyniku proteolitycznego trawienia pigciu biatek (osoczowej albuminy wolowej, albuminy
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kurzej, f-laktoglobuliny, mioglobiny i f-kazeiny) [38]. Dodatkowo, celem pracy byto przeba-
danie mozliwosci identyfikacji biatek drozdzy piekarniczych (Saccharomyces cerevisiae) wy-
korzystujac do rozdzieleh peptydow ogniskowanie izoelektryczne w roztworze sprzg¢zone
z chromatografia cieczowa w odwréconym uktadzie faz. W tym przypadku, identyfikacje
peptydéw przeprowadzano korzystajac z tandemowego spektrometru mas z jonizacja przez
rozpylanie w polu elektrycznym. Zaproponowane podejscie oparte na ogniskowaniu izoelek-
trycznym w roztworze przebadano pod katem efektywnosci i doktadnosci alternatywnej me-
tody ogniskowania izoelektrycznego w roztworze rozwazanej jako pierwszy wymiar podczas
proteomicznych rozdzielen dwuwymiarowych do frakcjonowania ztozonych mieszanin pep-
tydow. Ponadto, informacja analityczna uzyskiwana podczas analizy ta technika byla prze-
dyskutowany jako dodatkowe narzedzie bioinformatyczne usprawniajace identyfikacje pepty-

déw w proteomice [39].

W kolejnym etapie badan przedyskutowano zastosowanie sztucznych sieci neuronowych do
wiarygodnej oceny widm masowych MS/MS peptydow, rozdzielonych uprzednio z wykorzysta-
niem wysokosprawne]j chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz sprzgzonej z tande-
mowym spektrometrem mas z jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym. Przeprowadzone
zostaly szczegétowe rozwazania dotyczace zastosowania sztucznych sieci neuronowych do automa-
tycznej klasyfikacji tandemowych widm masowych peptydéw. Identyfikowano biatka z komorek
drozdzy piekarniczych (Saccharomyces cerevisiae) opierajac si¢ na tandemowych widmach ma-
sowych uprzednio rozdzielonych peptydéw, otrzymanych w wyniku proteolitycznego trawienia
bialek w poczatkowym etapie tego eksperymentu. Przeanalizowano mozliwosci zaprojektowane;j
sztucznej sieci neuronowej w kontekscie automatycznej klasyfikacji, jako ,,poprawne” lub ,,niepo-
prawne”, poszczegdlnych tandemowych widm masowych peptydéw w poréwnaniu do uprzednio

przeprowadzonej indywidualnej oceny ich jakosci [40].

Ostatni etap badan dotyczyt przedyskutowania uzytecznosci przewidywan czasow retencji pep-
tydéw rozdzielanych z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym
uktadzie faz w badaniach proteomicznych. W celu przewidywania retencji chromatograficznej pep-
tydéw wyprowadzono odpowiednie iloSciowe zaleznosci struktura-retencja. Do iloSciowego scha-
rakteryzowania struktury czasteczkowej peptydow, i nastgpnie, przewidywania gradiento-
wych czaséw retencji w danych warunkach chromatograficznych, wykorzystano nastgpujace
parametry strukturalne: logarytm sumy czasOw retencji aminokwaséw budujacych dany pep-
tyd, log Sumaa, logarytm objetosci van der Waalsa danego peptydu, log VDWy,,, i logarytm

obliczonego wspétczynnika podziatu n-oktanol/woda danego peptydu, clog P. Pierwszy
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z deskryptorow oparty byt na danych chromatograficznych otrzymanych dla naturalnie wy-
stgpujacych aminokwasdéw. Dwa pozostate deskryptory obliczono na podstawie struktury cza-
steczkowej peptydow z wykorzystaniem metod modelowania molekularnego [41]. Zapropo-
nowana strategi¢ przeanalizowano roéwniez w aspekcie przewidywania czaséw retencji pepty-
déw w odpowiednio scharakteryzowanych, zr6znicowanych uktadach chromatograficznych
[42]. Ponadto strategia ta zostata wykorzystana podczas poréwnywania wlasciwosci fizyko-
chemicznych kolumn chromatograficznych, dokonywanego z pomoca chemometrycznej ana-
lizy danych retencyjnych rozdzielanych peptydow [43]. Uzupelnieniem i dalszym rozszerze-
niem analizy danych, podczas przewidywania retencji HPLC peptydéw w proteomice, z wyko-
rzystaniem strategii chemometrycznych, byly studia nad wykorzystaniem metody czastkowych

najmniejszych kwadratéw z eliminacja zmiennych niewnoszacych istotnej informacji [44].

4.1. Frakcjonowanie peptydow w proteomice z wykorzystaniem
réznic ich punktéw izoelektrycznych

Poszukujac alternatywnej, w stosunku do jedno- i dwuwymiarowej elektroforezy zelowe;j,
techniki rozdzielef,, wykorzystywanej w pierwszym etapie analizy proteomicznej, zapropo-
nowano i przetestowano nowatorska technikg ogniskowania izoelektrycznego, przeprowadza-
nego bezposrednio w roztworze (ang. in-solution isoelectric focusing, sIEF), stuzaca do frak-
cjonowania peptyddw w oparciu o rdznice warto$ci ich punktéw izoelektrycznych (pl)
[38,39]. Kompleksowej ocenie podlegato zaréwno analityczne zastosowanie pod wzgledem
frakcjonowania ztozonych mieszanin peptydéw, jak rowniez mozliwos¢ wykorzystania uzy-
tecznej bioinformatycznie informacji dotyczacej eksperymentalnie uzyskiwanych wartos$ci
punktéw izoelektrycznych rozdzielanych peptydéw w aspekcie usprawnienia poprawnos$ci
identyfikacji peptydéw i biatek. Metoda ogniskowania izoelektrycznego w roztworze zostala
przedstawiona jako alternatywna metoda rozdzielen w proteomice zlozonych mieszanin pep-
tydow otrzymanych z biatek trawionych trypsyna. Do frakcjonowania peptydéw wykorzysta-
no zminiaturyzowane urzadzenie dwunastokomorowe (o objgtosci kazdej z komdér wynosza-
cej 75 pL), wykonane przez autora rozprawy, przeznaczone do ogniskowania izoelektryczne-
go w roztworze z membranami z zelu poliakryloamidowego utrzymujacymi $cisle okreslony

zakres pH w obrebie poszczegdlnych komdr (rycina 3).

Do wstepnej oceny efektywnosci i doktadnosci frakcjonowania z wykorzystaniem sIEF
polaczonego z réwnoczesna identyfikacja peptydow na podstawie widm MS/MS wykorzysta-

no dwie probki zawierajace mieszaniny peptydéw otrzymane z trawionych trypsyna biatek
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[38]. W pierwszej z probek byly peptydy pochodzace z albuminy wolowej. Druga probka
zawierala mieszaning peptydéw z pigciu biatek: albuminy wotowej, albuminy jaja kurzego, /-
laktoglobuliny, mioglobiny i f-kazeiny. W pierwszej fazie badan analiza identyfikacyjna pep-
tydow zostata przeprowadzona z wykorzystaniem tandemowej spektrometrii mas z jonizacja
przez desorpcjg laserowa w stalej matrycy z analizatorem czasu przelotu (MALDI-TOF/TOF-
MS). Otrzymywane widma masowe byly analizowane z wykorzystaniem programu kompute-

rowego Mascot.

Poczatkowo dokonywano frakcjonowania mieszaniny peptydéw z albuminy wotowej. Ba-
dania przeprowadzone dla tej stosunkowo prostej mieszaniny peptydéw (zidentyfikowano
tacznie 24 peptydy w oparciu o widma MS i MS/MS) dowiodly mozliwosci doktadnego ogni-
skowania peptydow gtéwnie w jednej z poszczegdlnych komor zastosowanej aparatury sIEF
w zaleznosci od ich wartosci pl. Dodatkowo przeprowadzona analiza korelacyjna pomigdzy
obliczonymi warto$ciami punktéw izoelektrycznych (pl.,.) i oszacowanymi eksperymental-
nie (pl.y,) wykazata istnienie wysokiej korelacji migdzy tymi warto$ciami o wspotczynniku
korelacji 0,9697. Dowiedziono, ze informacja ta moze mie¢ warto$¢ analityczna, stanowiac
dodatkowy, identyfikacyjny filtr ograniczajacy (eliminujacy) podczas procesu identyfikacji
peptydéw na podstawie ich widm masowych. W tym przypadku, poréwnujac wyniki identy-
fikacji otrzymane na podstawie podejscia ,,peptydowego odcisku palca” (widma MS) w po-
rOwnaniu do podej$cie opartego na przeszukiwaniu jonéw fragmentarycznych (widma
MS/MS), poprawnos$¢ identyfikacji byla potwierdzana znajomoscia wartosci punktéw izo-
elektrycznych dla danych peptydéw znajdowanych w poszczegélnych komorach urzadzenia
sIEF. W ten sposéb, za pomoca dodatkowego identyfikacyjnego filtru ograniczajacego (eli-
minujacego) opartego na punktach izoelektrycznych peptydéw zwigkszona moze by¢ jedno-

znaczno$¢ identyfikacji peptydow.

Nastepnie, frakcjonowanie za pomoca sIEF sprz¢zono z frakcjonowaniem z zastosowa-
niem mikrokolumn ZipTip. Mikrokolumny ZipTip zawierajq zloze z faza stacjonarna pracuja-
ca w odwréconym uktadzie faz i sg wykorzystywane zasadniczo do odsalania i zaggszczania
prébek przed analiza MALDI-MS. W tym przypadku uzyto je réwniez do frakcjonowania
peptydéw na podstawie réznic w zakresie ich hydrofobowos$ci wykorzystujac eluent z rosnaca
zawarto$cig rozpuszczalnika organicznego (acetonitrylu). Analizowano prébke zawierajaca
mieszaning peptydow otrzymana po trawieniu trypsyna pigciu biatek (albuminy wotowe;j,
albuminy jaja kurzego, f-laktoglobuliny, mioglobiny i f-kazeiny). Z tym, ze obie metody

frakcjonowania (zastosowane osobno lub facznie) wykorzystano do rozdzielen mieszaniny
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peptydéw otrzymanych z biatek, ktére wystgpowaty w jednej z probek w tym samym stgze-
niu, a w drugiej prébce réznity si¢ migdzy soba w zakresie stgzen obejmujacych cztery rzedy
wielkos$ci. Identyfikacja z pomoca widm MS/MS, otrzymanych w wyniku analizy MALDI-
TOF/TOF-MS, przeprowadzona bez zastosowania wcze$niejszego frakcjonowania mieszani-
ny peptydéw z pigciu biatek, umozliwila identyfikacje ograniczonej liczby biatek na podsta-
wie nielicznych peptydéw. Szczegdlnie w przypadku probki, w ktorej stgzenia biatek réznity
si¢ miedzy soba w zakresie czterech rzedéw wielkosci mozliwe bylo zidentyfikowanie tylko
albuminy wotowej, czyli biatka wystgpujacego w najwyzszym stgzeniu. Poprawe identyfika-
cji peptydéw i odpowiednich bialek, osiagnigto po wczesniejszym zastosowaniu frakcjono-
wania metoda sIEF. Natomiast kombinacja frakcjonowania za pomoca sIEF z frakcjonowa-
niem za pomoca mikrokolumn ZipTip przed analizq za pomoca spektrometrii mas umozliwity
identyfikacje najwigkszej liczby peptydéw, wszystkich pigciu biatek w probce pierwszej i
czterech biatek w prébee drugiej. Kombinacja frakcjonowania opartego na sIEF i mikroko-
lumnach ZipTip moze stanowi¢ w zwiazku z tym prosta, alternatywna metod¢ analizy probek
zawierajacych niezbyt skomplikowana mieszaning biatek, bez potrzeby stosowania chromato-
graficznych metod rozdzielen. Strategia ta moze by¢ szczegdlnie uzyteczna podczas analiz, w
ktérych zastosowana jest spektrometria mas MALDI-MS, i zwigzanych z potwierdzaniem
skutecznos$ci catkowitego rozdzielenia biatek (np. po uprzednim zastosowaniu elektroforezy

zelowej do rozdzielenia ich mieszaniny).

W wyniku przeprowadzonych badan udowodniono, ze zaproponowane podejécie oparte
na ogniskowaniu izoelektrycznym w roztworze moze stanowi¢ efektywna, alternatywna me-
toda frakcjonowania peptydéw otrzymywanych z bialek trawionych trypsyna. Ponadto, in-
formacja analityczna uzyskiwana podczas frakcjonowania opartego na réznicach w zakresie
punktéw izoelektrycznych peptydéw moze by¢ traktowana jako cenny, dodatkowy filtr ogra-
niczajacy (eliminujacy) podczas identyfikacji biatlek w procesie analizy bioinformatycznej
danych proteomicznych. Zaproponowana strategia, oparta na réznicach w zakresie punktéw
izoelektrycznych peptydéw, moze stanowi¢ wartoSciowe analitycznie i bioinformatycznie

narzedzie do frakcjonowaniem peptydow w proteomice.

Celem kolejnego etapu pracy bylo przestudiowanie skuteczno$ci i wiarygodnos$ci identy-
fikacji biatek pochodzacych z proteomu drozdzy piekarniczych (Saccharomyces cerevisiae)
wykorzystujac zaproponowana metod¢ frakcjonowania peptydow oparta na ogniskowaniu
izoelektrycznym w roztworze (sIEF) sprzgzona z kapilarna wysokosprawng chromatografia

cieczowa w odwréconym ukladzie faz (RP-HPLC) i spektrometria mas [39]. W tym przypadku,
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analiza identyfikacyjna peptydéw przeprowadzona zostala z wykorzystaniem tandemowe;j
spektrometrii mas z jonizacja za pomoca rozpylania w polu elektrycznym i analizatorem typu
pulapki jonowej (ESI-IT-MS/MS). Otrzymywane widma masowe analizowane byly z wyko-
rzystaniem algorytmu Sequest. W przeprowadzonych badaniach dla widm peptydéw obda-
rzonych pojedynczym tadunkiem dodatnim, za poprawne uwazano widma charakteryzujace
si¢ warto$ciami korelacji krzyzowej pomigdzy obserwowanym fragmentem widma masowego
a widmem teoretycznie przewidzianym (X)) wigkszymi niz 2,0. Z kolei dla widm peptydéw
obdarzonych podwdéjnym tadunkiem dodatnim, za poprawne uwazano widma charakteryzuja-
ce si¢ wartosciami X, wiekszymi niz 1,5, a dla widm peptydéow obdarzonych potréjnym
tadunkiem za poprawne uwazano widma charakteryzujace si¢ wartosciami X, wigkszymi
niz 3,3 [66]. Akceptowane byly tylko widma charakteryzujace si¢ warto$cia réznicy pomig-
dzy znormalizowanymi warto$ciami korelacji krzyzowej pomigdzy pierwszym i drugim zi-
dentyfikowanym peptydem (4C,) przekraczajaca 0,08. Na podstawie widm masowych typu
MS/MS zidentyfikowano wstgpnie 851 biatek wchodzacych w sktad analizowanej probki
proteomu drozdzy piekarniczych. Nastgpnie, zgodnie z zaleceniami odno$nie wlasciwej inter-
pretacji widm MS/MS, poddano je indywidualnej ocenie jako$ci widm uznanych za popraw-
nie zidentyfikowane, weryfikujac ich prawidtowos¢ wedlug zasad zaproponowanych przez
Linka i wspdlpracownikéw [72]. Po tej weryfikacji pozostato 542 zidentyfikowane biatka.
Niestety tylko 17,2% sposrdd tych biatek bylo zidentyfikowanych na podstawie wigkszej
liczby peptydéw niz jeden, co sugerowa¢ moze duza liczbe biatek zidentyfikowanych fatszy-
wie pozytywnie. Celem zwigkszenia wiarygodnos$ci uzyskanych identyfikacji postanowiono
wprowadzi¢, proponowany wczesniej, dodatkowy, identyfikacyjny filtr ograniczajacy (elimi-
nujacy) oparty na réznicach w zakresie punktéw izoelektrycznych badanych peptydow. Za-
stosowanie tego filtra spowodowato istotna redukcj¢ w zakresie catkowitej liczby zidentyfi-
kowanych biatek wynoszacej w tym momencie 187. Pozwolito to réwniez na zwigkszenie
procentu biatek zidentyfikowanych na podstawie wigkszej liczby peptydow niz jeden osiaga-
jac 26,7%. Ostatecznie, zastosowano jeszcze jeden dodatkowy filtr ograniczajacy oparty na
przeszukiwaniu bazy danych dla bialek proteomu drozdzy piekarniczych podczas jednocze-
snego porownania otrzymanych identyfikacji po wprowadzeniu funkcji okreslajacej zastoso-
wany enzym trawiacy i bez okre$lania tego enzymu. Osiagnigto liczbe zidentyfikowanych
biatek 126, przy czym 39,7% z nich byto zidentyfikowanych na podstawie wigkszej liczby

peptydéw niz jeden.
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Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie metody ogniskowania izoelektryczne-
go w roztworze (sIEF) jako jednego z etapéw rozdzielenia zlozonej mieszaniny peptydéw
z proteomu drozdzy piekarniczych, wskazuje na zasadno$¢ i istotne korzys$ci wynikajace ze
stosowania metody rozdzielen peptydow w proteomice opartej na réznicach w zakresie ich

punktéw izoelektrycznych.

4.2. Poprawa indywidualnej oceny jakosci widm masowych
peptydoéw w proteomice z wykorzystaniem sztucznych sieci
neuronowych

W dotychczasowych badaniach zwigzanych z zastosowaniem metody ogniskowania izo-

elektrycznego w roztworze (SIEF) przy identyfikacji biatek wykorzystywano algorytm Mow-
se zawarty w programie Mascot (pierwsza czg$¢ tych badan dotyczaca albuminy wolowej
i mieszaniny pigciu biatek) lub Sequest zawarty w programie BioWorks (druga cz¢s¢ badan
obejmujaca analize proteomu drozdzy piekarniczych). Podczas analizy widm MS/MS przy
identyfikacji proteomu drozdzy piekarniczych, zgodnie z zaleceniami odno$nie wlasciwej
interpretacji widm MS/MS, poddano je wstepnie standardowej procedurze indywidualnej
oceny jakosci widm MS/MS uznanych za poprawnie zidentyfikowane [72]. Procedurg tg
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami odno$nie wilasciwej interpretacji widm masowych
zaproponowanymi przez Linka i wspdtpracownikéw [69]. Obejmuje ona w szczegdlnosci
weryfikacj¢ poprawnosci kazdego z widm MS/MS, okreslanych poprzez algorytm Sequest
jako identyfikacja odpowiednich peptydow.

W 1994 roku opracowany zostal algorytm korelacji krzyzowej (ang. cross-corellation al-
gorithm) do identyfikacji bialek na podstawie odpowiednich bioinformatycznych baz danych
z wykorzystaniem informacji dla peptydéw otrzymanej za pomoca tandemowej spektrometrii
masowej [89-91]. Otrzymany na jego podstawie algorytm Sequest zawarty w programie kom-
puterowym BioWorks stanowi obecnie integralng czg$¢ kompleksowych, komercyjnie do-
stgpnych platform rozdzielczo-identyfikacyjnych typu LC/MS/MS stuzacych w badaniach
proteomicznych. Program ten jest ciagle udoskonalany i, obok programu Mascot, jest jednym
z najczescie] wykorzystywanych programéw do identyfikacji biatek w praktyce proteomicz-
nej. Podstawowa cecha algorytmu Sequest jest zalozZenie, ze sekwencja aminokwasowa pep-
tydow moze by¢ zdefiniowane za pomoca tandemowego widma masowego (MS/MS). Zasto-
sowany algorytm automatyzuje proces oceny widm dopasowujac widma dostgpne w bazie

danych do widm eksperymentalnie otrzymanych. Na poczatku, sekwencje aminokwasowe sa
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szybko oceniane za pomoca wstgpnego algorytmu numerycznego, co ulatwia eliminacje se-
kwencji niepoprawnych. Nastgpnie, stosowany jest bardziej zaawansowany algorytm korela-
cji krzyzowej, ktory ocenia bardziej szczegélowo widma otrzymane eksperymentalnie z wid-
mami teoretycznymi [92]. Wykorzystywanie algorytmu Sequest jest $ciSle zwiazane z odpo-
wiednig interpretacja danych parametrycznych z analizy bioinformatycznej. Parametry te wa-
runkuja identyfikacje peptydéw, dla ktérych dopasowane zostaly widma eksperymentalne
[91]. Zestaw informacji statystycznej utatwia¢ ma przy tym klasyfikacje zidentyfikowanych
peptydow. Wstepnie wykorzystywana jest roznica pomigdzy znormalizowanymi wartosciami
korelacji krzyzowej (4C,) pomigdzy pierwszym i drugim zidentyfikowanym peptydem. Stuzy
ona do wskazania poprawno$ci wyboru sekwencji aminokwasowej. Nastgpnie, za pomoca
dodatkowych parametréw, jak wartosci korelacji krzyzowej pomigdzy obserwowanym frag-
mentem widma masowego a widmem teoretycznie przewidzianym (X.,,), warto§ci wstgpne-
go rankingu liczby jonéw w teoretycznym widmie MS/MS, ktére znajduja si¢ w widmie eks-
perymentalnym (S,), rankingu dopasowania widm (RS,), wartosci liczby jonoéw (I) w teore-
tycznym widmie MS/MS, ktére znajduja si¢ jednoczesnie w widmie eksperymentalnym, do-
konywana jest dalsza korekta poprawnosci identyfikacji. Jako podstawowy filtr ograniczajacy
(eliminujacy) stuza w szczegdélnosci wartosci korelacji krzyzowej pomigdzy obserwowanym
fragmentem widma masowego a widmem teoretycznie przewidzianym (X)), Wyznaczane
oddzielnie dla peptydéw o okreslonej wartosci tadunku dodatniego na czasteczce. W prze-
prowadzonych badaniach [40] dla widm peptydéw obdarzonych pojedynczym tadunkiem
dodatnim, za poprawne uwazano widma charakteryzujace si¢ wartosciami X, wigkszymi niz
2,0. Z kolei dla widm peptydow obdarzonych podwé6jnym tadunkiem dodatnim, za poprawne
uwazano widma charakteryzujace si¢ wartosciami X, wigkszymi niz 1,5, a dla widm pepty-
déw obdarzonych potréjnym tadunkiem za poprawne uwazano widma charakteryzujace si¢
warto$ciami X, wigkszymi niz 3,3 [72]. Akceptowane byly tylko widma charakteryzujace

si¢ warto$cia AC, przekraczajaca 0,08.

Rekomendowana jest takze dodatkowo indywidualna ocena jakosci widm MS/MS pepty-
déw uznanych za poprawnie zidentyfikowane. Tu wlasnie wlacza si¢ procedurg zapropono-
wang przez Linka i wspdlpracownikéow [72], dotyczaca wiasciwej oceny widm masowych
i ostatecznie weryfikacji ich ,,dobroci”’. Wedtug tych kryteriow rozpatruje sig, czy jakos¢ wid-
ma jest odpowiednia dla jednoznacznej wizualizacji jonéw fragmentarycznych powyzej linii
bazowej widma. Ponadto, potwierdza si¢ sp6jnos¢ kontynuacji wystepujacych serii b i serii y

jondw oraz ocenia si¢, czy jony odpowiadajace resztom proliny sa wystarczajaco intensywne.
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Ostatecznie, nieidentyfikowalne, intensywne jony fragmentaryczne powinny odpowiadac jo-
nom fragmentarycznym obdarzonym ladunkiem dodatnim, badz utracie jednego lub dwdéch

aminokwaséw z koncéw danego peptydu.

Ostatnio zostal opisany i zastosowany algorytm SVM (ang. support vector machine), kto-
rego celem jest szybsza i doktadniejsza ocena wynikéw uzyskanych z wykorzystaniem algo-
rytmu Sequest [91]. Polega na rozréznianiu poprawnie i niepoprawnie zidentyfikowanych
peptydéw w oparciu o subtelne réznice w obrebie ztozonego zestawu danych wejsciowych.
Nie jest on jednak wciaz w stanie wyeliminowac etapu czasochtonnej i pracochtonnej, indy-

widualnej oceny jakosci kazdego z widm MS/MS.

Do rozwiazania problemu indywidualnej oceny jakosci widm MS/MS peptydéw zapropo-
nowano nowatorskie podejscie, ktdérego podstawe stanowia sztuczne sieci neuronowe (ang.
artificial neural networks, ANN). Sztuczne sieci neuronowe sa metoda analizy danych, ktéra
odzwierciedla¢ ma spos6b pracy mézgu. R6znia si¢ one od klasycznych programéw kompute-
rowych tym, ze maja zdolno$¢ ,,uczenia si¢”’, a informacja jest zakodowana w sile potaczen
»synaptycznych” sieci [93-95]. W zaproponowanym podejsciu [40] wykorzystane zostaly
dane uzyskane z tandemowej spektrometrii mas ESI-MS/MS dla peptydéw otrzymanych pod-
czas trawienia trypsyna zespolu biatek pochodzacych z komérek drozdzy piekarniczych
(Saccharomyces cerevisiae), rozdzielonych, w poprzednim etapie badan, za pomoca ogni-
skowania izoelektrycznego w roztworze (sIEF) i kapilarnej wysokosprawnej chromatografii
cieczowej w odwréconym uktadzie faz (RP-HPLC). Do sprawdzenia przydatnosci sztucznych
sieci neuronowych wszystkie widma MS/MS musiaty by¢ poczatkowo poddane indywidual-

nej ocenie ich jakos$ci.

Celem pracy byto udowodnienie, ze na podstawie widm, dla ktérych przeprowadzono in-
dywidualng oceng jakosci widm MS/MS peptydéw uznanych za poprawnie lub niepoprawnie
zidentyfikowane, zebranych w zbiorze uczacym i walidacyjnym, mozliwe jest zaprojektowa-
nie odpowiedniej sztucznej sieci neuronowej pozwalajacej na klasyfikacj¢ widm zebranych
w zbiorze testowym na ,,poprawne” i ,,niepoprawne” dokonywang w sposob zautomatyzowa-
ny, analogicznie do klasycznie przeprowadzanej indywidualnej oceny ich jako$ci. Popraw-
no$¢ lub brak poprawnosci identyfikacji peptydéw byla oceniana na podstawie kryteriow
opublikowanych przez Linka i wspétpracownikéw [72]. Kazdy peptyd charakteryzowany byt
za pomoca zestawu zmiennych, niezb¢dnych do ich rozpoznawania przez sztuczng sie¢ neu-
ronowa jako ,,poprawny”’ lub ,.niepoprawny”’. Poprawnos$¢ zostata potwierdzona poprzez indy-

widualng oceng jakosci widm MS/MS zgodnie w powyzszymi zalozeniami. W$rdd zmiennych
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opisujacych peptydy znalazly si¢ wartosci parametrow X, 4C,, S, 1 RSp z algorytmu Sequ-
est, oraz liczba charakteryzujaca tadunek, jakim obdarzony jest dany peptydu (CH), masa
czasteczkowa peptydu (MW), i parametry obliczone dla poszczegdlnych peptydéw, takie jak
hydrofobowos¢ (H), warto$¢ punktu izoelektrycznego (pl) i warto$¢ nachylenia funkcji opisu-
jacej relacje miedzy H i z, dz/dpH, gdzie z to fadunek. W wyniku przeprowadzonej analizy
zaprojektowano i zastosowano sztuczng sie¢ neuronowa o architekturze perceptronu wielo-
warstwowego, sktadajacego si¢ z 10 neuronéw w warstwie wejsciowej, 23, 10 i 7 neuronéw
w odpowiednio trzech kolejnych warstwach ukrytych oraz jednego neuronu w warstwie wyj-
sciowej. Wykorzystano nadzorowang metode uczenia stosujac algorytm wstecznej propagacji
btedu i algorytm gradientéw sprz¢zonych. Rejestrowano zmiany biedu sredniokwadratowego
(ang. root mean square, RMS) dla zbioru uczacego i walidacyjnego podczas procesu uczenia.

Ostateczne wykorzystano sie¢ charakteryzujaca si¢ najmniejsza wartoscia RMS.

Dane wejsciowe zostaty podzielone w sposdb losowy w programie komputerowym Stati-
stica Neural Networks (StatSoft, Tuls, OK, USA) na zbidr uczacy, walidacyjny i testujacy.
Analizie poddano lacznie 2094 widm MS/MS peptydow. W zbiorze uczacym byto 1048
widm peptydéw, a w zbiorze walidacyjnym i zbiorze testujacym po 523 widm peptydow.
Sposréd 704 widm dla peptydéw przypisanych jako ,,poprawne”, w zbiorze uczacym wybrana
sztuczna sie¢ neuronowa 588 widm sklasyfikowata wtasciwie. Natomiast wlasciwie przypisa-
nych widm w zbiorze uczacym dla danych oznaczonych wstgpnie jako ,,niepoprawne” byto
281 na 344 rozwazanych widm. Bardzo podobne wyniki otrzymano dla zbioru walidacyjnego.
Sposréd 368 widm ,,poprawnych” i 155 widm niepoprawnych”, odpowiednio 282 widma
i 113 widm bylto zaklasyfikowanych wtasciwie. W przypadku zbioru testujacego, na 362 wid-
ma wlasciwie sklasyfikowane byly 272 widma, oznaczone jako ,,poprawne”. Natomiast 130
widm ,,niepoprawnych” zostato sklasyfikowanych wtasciwie sposréd 161 widm rozwazanych
w tym zbiorze. Stanowi to odpowiednio 75,14% i 80,75% poprawnosci klasyfikacji uzyska-
nych zaprojektowang i zastosowana siecia neuronowq. Z praktycznego punktu widzenia, wy-
niki te nalezy wciaz traktowa¢ pilotowo, nie mniej jednak skuteczno$¢ klasyfikacji mozna
uzna¢ za zadowalajaca i obiecujaca w perspektywie dalszego zastosowania zaproponowanej
strategii. W przypadku zastosowania innego zbioru danych uczacych i walidacyjnych oraz
zaprojektowania architektury odpowiedniej sieci neuronowej, zaproponowana strategia przy-
czyni¢ si¢ moze do zoptymalizowania zautomatyzowanego procesu oceny jakosci widm

MS/MS w analizie proteomiczne;j.
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Réwnolegle z podstawowa statystyka poprawnosci przewidywan zaprojektowanej sieci
neuronowej przeprowadzono analiz¢ wrazliwo$ci (ang. sensitivity analysis) dla danych wej-
$ciowych. Pozwala ona na rozréznienie waznych zmiennych od takich, ktére niewiele wnosza
do wyniku dziatania sieci. Analiza wrazliwosci daje wglad w uzyteczno$¢ poszczegélnych
zmiennych wejsciowych. Wskazuje zmienne, ktére, bez straty jakosci przewidywanej sieci
moga by¢ pominigte i zmienne kluczowe, ktérych nie nalezy pomijac. Analiza ta pozwolita na
klasyfikacj¢ zmiennych pod wzgledem ich uzyteczno$ci w kontekscie automatycznej klasyfi-
kacji widm MS/MS na ,,poprawne” i ,,niepoprawne”. Zidentyfikowane parametry najbardziej
istotne to §,, oraz w nieco mniejszym stopniu X.,., MW, I oraz AC,. Wyraznie mniej istotne
dla wiasciwej klasyfikacji widm okazaty si¢ RS,, CH, H, pl i dz/dpH. W celach poréwnaw-
czych, oprdcz analizy wrazliwosci przeprowadzonej w ramach analizy sztucznych sieci neu-
ronowych, dane ze zbioru uczacego poddano takze analizie za pomoca testu Fishera [91].
Wykazano, ze najbardziej uzytecznym predykcyjnie parametrem jest Xcor, a kolejnymi istot-
nymi parametrami sa S, i I. Dopiero na kolejnych miejscach znalazty si¢ 4C, i RS,. Podobnie
jak poprzednio CH, H, pl, i dz/dpH okazaly si¢ najmniej istotne. Pomimo pewnych réznic
w ocenie uzyskanej z wykorzystaniem obu metod, jednoznaczna jest przewaga parametréw
pochodzacych z algorytmu Sequest. Nie mniej jednak, obie analizy potwierdzaja rowniez fakt
duzego znaczenia parametru X, podczas oceny jakosci widm MS/MS, co znalazlo swoje
odzwierciedlenie w literaturze po$wigconej kryteriom klasyfikacyjnym widm w konteks$cie

identyfikacji peptydéw i biatek [40].

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze odpowiednio wyuczona i zwalidowana sztuczna
sie¢ neuronowa wykazuje czuto$¢ i specyficzno$¢ odnosnie doktadnego i wydajnego analizo-
wania widm masowych MS/MS peptydéw pod wzgledem ich ,,dobroci”. Zaproponowana
strategia oparta na wykorzystaniu sztucznych sieci neuronowych dostarcza przewidywan mo-
gacych w spos6b wiarygodny wskazywaé, czy dane widmo MS/MS moze by¢ traktowane
jako ,,poprawne” lub ,,niepoprawne”. Poprzez to, zredukowa¢ mozna potrzebg indywidualnej

oceny jako$ci ogromnej liczby widm MS/MS zwykle rozwazanych w praktyce proteomiczne;.

4.3. Przewidywanie retencji chromatograficznej peptydow
z wykorzystaniem ilosciowych zaleznosci struktura-retencja
(QSRR) do celéw analizy proteomicznej

Nierozwiazanym dotychczas w sposéb satysfakcjonujacy problemem analizy proteomicz-

nej jest pelne wykorzystanie w celach bioinformatycznych informacji analitycznej uzyskiwanej
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podczas rozdzielania peptyddéw z pomoca technik chromatograficznych, w szczegdlnosci wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz (RP-HPLC). Dla danego
eksperymentu chromatograficznego (okre$lona faza ruchoma i faza stacjonarna, temperatura,
pH itd.), czas retencji jest parametrem charakterystycznym dla danego analitu. W potaczeniu
z informacja uzyskiwana z widm MS/MS, przewidywanie czasu retencji dla danej struktury
peptydu moze by¢ uzyte w celu usprawnienia identyfikacji peptydéw i zwigkszenia liczby
poprawnie zidentyfikowanych peptydéow. Co wigcej, przy odpowiednio wysokiej doktadnosci
pomiaréw warto$ci mas czasteczkowych, przewidywania retencji peptydéw moga réwniez

ograniczy¢ potrzebe uwzgledniania danych z widm MS/MS [95].

Zasadniczo wszystkie prowadzone dotychczas proby oszacowania retencji peptyddéw,
w tym takze dla celéw analizy proteomicznej [95-105], oparte byly na prostych zaleznosciach
wynikajacych ze znajomosci sktadu aminokwasowego danego peptydu. Zaproponowana no-
watorska procedura przewidywania retencji chromatograficznej peptydéw wykorzystuje ilo-
sciowe zaleznosci struktura-retencja (QSRR) [41,106]. Réwnania QSRR wyprowadzone byty
z uzyciem wieloparametrowej analizy regresji. Do ilosciowej charakterystyki struktury mole-
kularnej peptydow wykorzystano nastgpujace deskryptory: logarytm z sumy czaséw retencji
aminokwaséw budujacych dany peptyd, log Sumaa, logarytm z objgtosci van der Waalsa, log

VDWy,, oraz logarytm ze wspotczynnika podziatu n-oktanol/woda, clog P [41]:

tr=k; + ks log Sumapa + k3 log VDWy,; + kg clog P Roéwnanie 1

gdzie: g to czas retencji peptydu rozdzielanego w elucji gradientowej RP-HPLC,
a k;-k, to wspétczynniki réwnania regres;ji.

Pierwszy z parametréw strukturalnych otrzymywany byt eksperymentalnie, natomiast dwa
pozostate byly obliczane na podstawie modelowania molekularnego. Podczas gdy parametr
log Sumas odnosi si¢ do udziatu retencji poszczegélnych aminokwaséw w ogélnej retencji
peptydu, parametry log VDWy,,; i clog P nalezy traktowa¢ jako parametry korekcyjne pod-
wyzszajace wiarygodno$¢ przewidywania retencji peptydu. Dodatkowo, deskryptory log
VDVy, i clog P odzwierciedlaja r6znice w retencji dla tych samych sekwencji aminokwaso-
wych, spowodowane wypadkowa struktury peptydu oraz modyfikacjami potranslacyjnymi.
Przewidywanie retencji RP-HPLC peptydéow za pomoca QSRR zostalo przetestowane na
zréznicowanej strukturalnie grupie peptydow oraz w zréznicowanych eksperymentalnych

warunkach procesu HPLC.
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W pierwszym etapie badanh przeprowadzono eksperyment dla wybranych 35 peptydéw,
ktére potraktowano jako zbiér modelowy do wyprowadzenia réwnania QSRR, charakteryzu-
jacego dany uktad chromatograficzny. Po zastosowaniu elucji gradientowej z czasem gradien-

tu réwnym 20 min uzyskane réwnanie QSRR miato nastgpujaca formg [41]:

tr="7,52 (£ 3,12) + 15,24 (£ 1,54) log Sum,, - 5,83 ( 1,84) log VDW,,, +
p=0,022 p=4x10" p=0,003

+ 0,26 (£ 0,08) clog P Roéwnanie 2
p =0,004
n=35; R=0,966; F = 144; s = 1,06; p < 3x10™'®

W przypadku zastosowanego uktadu chromatograficznego charakterystyka fx poprzez za-
proponowane parametry strukturalne jest satysfakcjonujaca. Wszystkie wspdtczynniki przy
trzech deskryptorach strukturalnych sa istotne statystycznie (p < 0,003). Istotne statystycznie
jest réwniez cate rownanie (p = 3x107™"%). Wspdtezynnik korelacji, R, oraz wartos¢ testu F sa

wysokie, a standardowy btad estymacji, s, odpowiednio niewielki.

Wykorzystujac rownanie 2 mozna byto w kolejnym etapie przewidywac czasy retencji dla
pozostatych 66 peptydéw niewykorzystywanych do wyprowadzenia modelu QSRR. Otrzy-
mano wysoka korelacje pomiedzy czasami retencji uzyskanymi eksperymentalnie i obliczo-
nymi z wykorzystaniem odpowiedniego réwnania QSRR, wynoszaca 0,963. Srednia réznica
pomigdzy czasami retencji uzyskanymi eksperymentalnie i obliczonymi z wykorzystaniem
odpowiedniego réwnania QSRR wynosita 0,76 min. Przy tym, czasy retencji analizowanych

peptydow znajdowaty sie w szerokim zakresie warto$ci: od 2,32 min to 17,72 min.

Wyniki uzyskane podczas tych badan byly obiecujace i w nastgpnym etapie przeprowa-
dzono rozszerzone studia na temat przewidywan retencji peptydéw [42,43]. W pierwszym
rzgdzie przeprowadzono badania w r6znych warunkach chromatograficznych. Nastgpnie prze-
testowano og6lny wptyw innych parametréw strukturalnych na retencj¢ peptydéw w odnie-
sieniu do zastosowanych w wyprowadzonym rownaniu QSRR oraz w aspekcie klasyfikacji

kolumn chromatograficznych stosowanych do rozdzielen peptydéw.

Na poczatku, korzystajac z 98 peptydow, wyprowadzono odpowiednie rownania QSRR
dla uktadéw chromatograficznych rézniacych si¢ zastosowana kolumna chromatograficzna,

czasem gradientu i temperaturg kolumny [42]. Otrzymano 18 istotnych statystycznie réwnan
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QSRR, charakteryzujacych poszczegdlne uktady chromatograficzne. Umozliwilo to przepro-
wadzenie analizy poréwnawczej przydatnosci zastosowanej strategii w testowanych ukladach
chromatograficznych podczas przewidywan retencji RP-HPLC peptydéw. Generalnie, najlep-
sze korelacje pomigdzy eksperymentalnymi i przewidywanymi czasami retencji otrzymano
w przypadku mniej polarnych kolumn chromatograficznych (XTerra, LiChrospher RP-18,
PLRP-S i Chromolith). Wyniki mniej satysfakcjonujace odnotowano dla bardziej polarnych
kolumn (Discovery Amide C16, LiChrospher CN i Discovery HS FS-3). W kontekscie bada-
nia oddzialywan migdzyczasteczkowych, popartego rozwazaniami nad parametrami struktu-
ralnymi analitow, jest to wynik potwierdzajacy ogdlnie wigksza trudnos¢ ilosciowego wyja-
$nienia specyficznych oddziatywaé polarnych w poréwnaniu do oddzialywan niespecyficz-

nych majacymi przewage w przypadku niepolarnych faz stacjonarnych [63,106].

Jakos$¢ przewidywania retencji byta rowniez rozwazana w zalezno$ci od zastosowanego
czasu gradientu podczas analizy. Poréwnawcza analiza przewidywan przy czasie gradientu
rownym 20, 60 i 120 min zostata przeprowadzona z wykorzystaniem wynikéw otrzymanych
na kolumnie LiChrospher RP-18. Zaobserwowano wzrost btedu $redniokwadratowego obli-
czonego z zastosowaniem walidacji krzyzowej (ang. cross-validated root mean square error,
RMSECYV) z warto$ciami 0,98 min, 2,91 min i 7,06 min przy wzro$cie dtugosci czasu gra-
dientu, ¢, od odpowiednio 20 min, poprzez 60 min i koniczac na 120 min. Réwnoczes$nie nie
odnotowano znaczacego spadku korelacji pomigdzy czasami retencji uzyskanymi ekspery-
mentalnie i obliczonymi z wykorzystaniem danego réwnania QSRR: R = 0,964 (¢ = 20 min),

R =0,951 (t = 60 min) i R = 0,913 (5 = 120 min).

Nie zauwazono wyraznych réznic w zakresie czas6w retencji podczas chromatografowa-
nia peptydéw w ukladach chromatograficznych rézniacych si¢ temperatura kolumny (40, 60
lub 80 °C) podczas przewidywania retencji za pomoca QSRR. Jedynie niewielkie zmniejsze-
nie korelacji pomigdzy czasami retencji uzyskanymi eksperymentalnie i obliczonymi z wyko-
rzystaniem odpowiedniego réwnania QSRR wraz ze wzrostem temperatury zaobserwowano

w przypadku kolumny PLRP-S.

W kolejnym etapie badan, postugujac si¢ danymi retencyjnymi otrzymanymi dla serii
zréznicowanych fizykochemicznie peptydéw w réznych uktadach chromatograficznych,
przeprowadzono dodatkowa oceng chemometryczng zaleznosci pomigdzy retencja chromato-
graficzng a deskryptorami strukturalnymi peptydéw [43]. Oceng t¢ wykonano z uzyciem mul-
tiwariacyjnej metody analizy danych, wlaczajaca analize¢ gtéwnych sktadowych (ang. princi-

pal component analysis, PCA). Sposréd 44 parametrow strukturalnych charakteryzujacych
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w sposob ilosciowy 98 testowanych peptydow, 17 stanowily logarytmy z sumy czaséw reten-
cji aminokwasOw budujacych dany peptyd, log Sumga, otrzymane dla wszystkich analizowa-
nych uktadéw chromatograficznych. Ten parametr, w wyniku przeprowadzonej analizy PCA,
okazatl si¢ mie¢ najwigkszy wplyw na retencje¢ peptydéw. Rozwazajac udziat innych deskryp-
toréw w retencji peptydow, w kontekscie przewidywania retencji z wykorzystaniem iloscio-
wych zalezno$ci struktura-retencja, dowiedziono, ze oprocz parametru log Sumay, istotne zna-
czenie maja takze parametry strukturalne opisujace wtasciwosci powierzchni i objgtosci cza-
steczek peptydéw (jak np. log VDWy,,) oraz ich hydrofobowosci (jak np. clog P). Na podsta-
wie przeprowadzonej analizy potwierdzono dodatkowo stuszno$¢ wyboru zastosowanych
uprzednio deskryptoréw podczas przewidywan retencji za pomoca QSRR. Dodatkowo, wyko-
rzystujac analiz¢ PCA, przeprowadzono klasyfikacj¢ testowanych kolumn chromatograficz-
nych. Umozliwilo to oceng podobienstw i réznic tych kolumn w zakresie rozdzielen pepty-
déw. Zaproponowane podejscie zostalo przedyskutowane jako prosta metoda poréwnywania
kolumn chromatograficznych w celu usprawnienia identyfikacji ortogonalnych warunkéw
HPLC podczas wielowymiarowych rozdzielen ztozonych mieszanin peptydéw w analizie

proteomiczne;.

Ostatni etap badan obejmowat analizg ilo§ciowych zalezno$ci struktura-retencja przepro-
wadzonych z wykorzystaniem danych retencyjnych dla 90 peptydéw otrzymanych z wyko-
rzystaniem elucji gradientowej HPLC i wartosci 1726 deskryptoréw strukturalnych opisuja-
cych kazdy z peptydéw [44]. Rozwazano duzy zbiér deskryptoréw strukturalnych reprezentu-
jacych szeroki wachlarz wiasciwosci fizykochemicznych analitéw, ktére moga by¢ potencjal-
nie uzyteczne podczas budowania modelu QSRR. Etapem o decydujacym znaczeniu podczas
tego podejscia byt obiektywny wybdr istotnych statystycznie deskryptoréw strukturalnych
spos$réd danego zbioru deskryptorow. Celem niniejszych badan bylo przeanalizowanie moz-
liwosci efektywnej selekcji zmiennych przydatnych do analizy QSRR wykorzystujac metode
czastkowych najmniejszych kwadratéw z eliminacja zmiennych niewnoszacych istotnej in-
formacji (ang. uninformative variable elimination by partial least squares, UVE-PLS). Do
wyprowadzenia odpowiedniego modelu QSRR wykorzystano 63 peptydy. 27 peptydéw sta-
nowito niezalezna grupe testowa stuzaca do oceny sity predykcyjnej zaproponowanego mode-
Iu. Nowy model QSRR, oparty na analizie UVE-PLS, wykazywat dobre wtasciwosci przewi-
dywania retencji peptydow niewykorzystanych uprzednio podczas konstruowania tego mode-

Iu. Warto$¢ btedu sredniokwadratowego przewidywan (ang. predictive root mean square error,
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RMSEP) wynosita 0,454 dla modelu z pigcioma zmiennymi ukrytymi obejmujacymi 128 de-

skryptoréw wyselekcjonowanych wstgpnie z wykorzystaniem metody UVE-PLS.

Stwierdzono, ze wyniki osiagnigte z uzyciem metody UVE-PLS byty lepsze w poréwna-
niu do klasycznej metody PLS. Oprécz wigkszej sity predykcyjnej, model UVE-PLS byt réw-
niez mniej ztozony (zawierajac pig¢ zmiennych ukrytych, w poréwnaniu do siedmiu w meto-
dzie PLS). Zastosowanie metody czastkowych najmniejszych kwadratéw z eliminacja zmien-
nych niewnoszacych istotnej informacji umozliwito efektywna selekcj¢ najbardziej istotnych
statystycznie zmiennych w liczbie 128 sposréd wstgpnie rozwazanych 1726 deskryptoréw.
Metoda UVE-PLS moze by¢ réwniez rozwazana jako metoda alternatywna w stosunku do
metody krokowej regresji wieloparametrowej (ang. stepwise regression). Jest to spowodowa-
ne faktem wykazania mozliwosci efektywnej selekcji istotnych statystycznie deskryptoréw
strukturalnych w polaczeniu z duza sila predykcyjna wyprowadzonego modelu z btedem

przewidywan wynoszacym mniej niz 30 s.

Otrzymane wyniki [41-44] wskazuja, Zze zaproponowana strategia identyfikacyjna pepty-
déw oparta na analizie QSRR stuzacej do przewidywania retencji chromatograficznej, moze
by¢ rozwazana jako nowatorskie narzg¢dzie umozliwiajac petniejsze wykorzystanie informacji
analitycznej gromadzonej podczas rozdzielen HPLC mieszanin peptydow przeprowadzanych
w trakcie analizy proteomicznej. Dowiedziono, ze przewidywanie retencji peptydéw oparte
na ilo$ciowej charakterystyce peptydéw z wykorzystaniem deskryptoréw z modelowania mo-

lekularnego moze stanowi¢ nowy filtr ograniczajacy (eliminujacy) w proteomice.
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5. Podsumowanie

Podstawowym celem przeprowadzonych badan bylo przedyskutowanie mozliwosci
usprawnienia identyfikacji peptydéw w proteomice z wykorzystaniem chemometrycznej ana-
lizy danych. Kluczem do powstania nowych narzedzi umozliwiajacych bardziej efektywna
analiz¢ proteomiczna byto rozwinigcie i zastosowanie zoptymalizowanych pod katem analizy
proteomicznej odpowiednich strategii rozdzielczych i chemometrycznych. Podczas tych ba-
dan dowiedziono przydatnos$ci opracowanej nowatorskiej metody rozdzielen ztozonych mie-
szanin peptydéw opartej na izoelektrycznym ogniskowaniu w roztworze [38] oraz w sprz¢ze-
niu z mikrokapilarng wysokosprawna chromatografia cieczowa podczas analizy probek prote-
omicznych, w tym takze do analizy proteomu drozdzy piekarniczych (Saccharomyces cerevi-
siae) [39]. Do rozwiazania problemu interpretacji widm typu MS/MS peptydéw zapropono-
wano nowatorskie podejscie, ktorego podstawe stanowi wykorzystanie sztucznych sieci neu-
ronowych. Wykorzystane zostaly dane z tandemowej spektrometrii masowej dla peptydéw
i dowiedzione zostalo, Ze odpowiednio zaprojektowana sztuczna sie¢ neuronowa jest w stanie
usprawni¢ i ograniczy¢ proces indywidualnej oceny jakosci widm masowych typu MS/MS
dla peptydéw w proteomice [40]. Zaprezentowany w kolejnej pracy algorytm oparty na ilo-
sciowych zalezno$ciach struktura-retencja (QSRR) wykorzystano do przewidywania retencji
chromatograficznej HPLC peptydéw w odwréconym uktadzie faz metoda elucji gradientowe;]
w badaniach proteomicznych [41]. W oparciu o parametry strukturalne przeprowadzone byty
takze przewidywania retencji dla serii strukturalnie zré6znicowanych peptydéw w warunkach
gradientowych w scharakteryzowanych za pomoca modeli QSRR, réznych pod wzgledem
fizykochemicznym ukladach HPLC [42]. Na podstawie przeprowadzonej chemometrycznej
analizy danych z wykorzystaniem analizy gléwnych sktadowych potwierdzono stuszno$¢ wy-
boru zastosowanych deskryptoréw do przewidywania retencji za pomoca QSRR. Dodatkowo,
przeprowadzono klasyfikacj¢ testowanych kolumn chromatograficznych w aspekcie poszu-
kiwania podobienstw i roznic w zakresie rozdzielen peptydéw [43]. Ostatecznie, retencje pep-
tydow skutecznie modelowano z wykorzystaniem metody czastkowych najmniejszych kwa-

dratéw z eliminacja zmiennych niewnoszacych istotnej informacji (UVE-PLS) [44].

Proteomika, jako jedna z dziedzin wspotczesnej biologii molekularnej, jest zwigzana z o-
siagnigciami ostatnich lat zwigzanymi z ustalaniem sekwencji genomow organizmow

zywych. Dynamicznie rozwijajaca si¢ proteomika integruje takze szereg innych dyscyplin
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naukowych, wliczajac szybkie i czule techniki rozdzielen biatek, bioinformatyke, inzynierig
materialowa, metody krystalograficzne i spektroskopowe [107]. Nie nalezy réwniez zapomi-
na¢ o istnieniu i mozliwo$ciach poznawczych genomiki, transkryptomiki, metabolomiki i in-
nych nowoczesnych technologii biomedycznych. Cata wiedza o funkcjonowaniu organizméw
zywych staje si¢ wigc interdyscyplinarna, szeroko pojeta systeomika [108]. Analizowanie
catkowitych zespoléw biatkowych oraz identyfikacja i monitorowanie skladnikow wielu
kompleksow biatkowych zaangazowanych w istotne procesy komérkowe, bedacych domena
proteomiki, bedzie mozliwe dzigki zlozonym, zintegrowanym platformom analityczno-
bioinformatycznym [8,11,78,108,109]. Wykorzystanie w pelni mozliwo$ci proteomiki zaleze¢
bedzie nie tylko od umiejgtnosci opracowania i zastosowania nowych narzedzi analitycznych
i bioinformatycznych pozwalajacych w spos6b szybki i doktadny analizowaé tysiace bialek
wystepujacych w komérkach organizméw zywych, lecz réwniez od umiejgtnosci zastosowa-
nia chemometrycznej analizy danych pozwalajacej na bardziej efektywna i wiarygodna ich

identyfikacje.
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