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АЛГОРИТМ  IPEX-2D  ДЛЯ  ИЗВЛЕЧЕНИЯ  ИНФОРМАЦИИ
О  КОМПОНЕНТАХ  ПРОБЫ  ИЗ  МАССИВОВ  ДАННЫХ

(ВЭЖХ-МС)-ЭКСПЕРИМЕНТОВ  ПРОТЕОМИКИ

Описан алгоритм обработки хромато-масс-спектрометрических данных с целью извлечения информации о
молекулярных массах, времени хроматографического элюирования и интенсивности сигналов компонентов
пробы. Алгоритм адаптирован для обработки масс-спектров многокомпонентных смесей пептидов, харак-
терных для экспериментов протеомики. Описан исследовательский комплекс программ, в котором реализо-
ван данный алгоритм. Приводятся результаты тестирования алгоритма на масс-спектрометрических данных,
полученных в модельном эксперименте по идентификации белка.

ВВЕДЕНИЕ

Особенностью масс-спектрометрических экс-
периментов протеомики является высокая слож-
ность анализируемых смесей (порядка 105–106

компонентов с содержанием в диапазоне от 10–15

до 10–4 М). Поэтому перед проведением масс-
спектрометрического анализа проба, как правило,
подвергается предварительному фракционирова-
нию и разделению методами двумерного гель-
электрофореза и (или) высокоэффективной жид-
костной хроматографии.

Перспективные разработки в области масс-спек-
трометрической техники нацелены на создание
приборных комплексов с многоступенчатым разде-
лением пробы, на повышение  скорости разделения,
разрешающей способности и чувствительности
масс-спектрометрического анализа. Повышение
этих характеристик сопряжено с ростом потоков
экспериментальных данных, что в свою очередь
требует повышения производительности методов
первичной обработки и интерпретации масс-
спектрометрических данных. Выполнение этих
операций должно производиться за время, сопоста-
вимое с продолжительностью самого эксперимента.

Ключевой задачей обработки масс-спектро-
метрических данных является  извлечение анали-
тически значимой информации о компонентах
пробы, на основе которой производится химико-
биологическая интерпретация данных. Сущест-
вующие алгоритмы либо встроены в коммерче-
ские продукты и недоступны, либо доступны, но
недостаточно эффективны, т. е. обладают низкой
производительностью и плохо приспособлены для
автоматической обработки масс-спектров много-
компонентных проб. Актуальной является разра-
ботка нового класса алгоритмов, обладающих вы-
сокой производительностью и позволяющих авто-
матизировать процесс обработки данных.

Важной инженерной задачей является создание
программной среды для разработки и тестирова-
ния алгоритмов, в которой должны быть эффек-
тивно организованы хранение и доступ к масс-
спектрометрическим данным, а также их визуали-
зация.

В настоящей работе описан алгоритм IPEX-2D,
предназначенный для обработки массива хромато-
масс-спектрометрических данных с целью извле-
чения аналитически значимой информации о ком-
понентах пробы. Приводится описание комплекса
программ "Масс-процессор", в котором реализо-
ван данный алгоритм.

АЛГОРИТМ

Для решения задачи извлечения аналитически
значимой информации из масс-спектра смеси пеп-
тидов был разработан алгоритм IPEX (сокращение
от "Isotopic Pattern Extraction" — извлечение изо-
топных мультиплетов), подробно описанный в
наших предыдущих работах [1–3]. Алгоритм
IPEX-2D является модификацией алгоритма IPEX
для массива данных (ВЭЖХ-МС)-эксперимента,
задача обработки которого несколько отличается
от обработки одиночного масс-спектра.

При (ВЭЖХ-МС)-эксперименте производится
последовательная регистрация масс-спектров
в процессе хроматографического элюирования
компонентов пробы. Период регистрации cht∆  вы-
бирается с таким расчетом, чтобы за время выхода
хроматографического пика компонента пробы бы-
ло зарегистрировано как минимум 7–10 масс-спек-
тров. Это позволяет фиксировать форму хромато-
графического пика данного компонента пробы
с точностью, достаточной для определения поло-
жения центроида (центра тяжести пика).
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Сигнал каждого из компонентов пробы распре-
делен между несколькими последовательно заре-
гистрированными масс-спектрами, поэтому перед
обработкой алгоритмом IPEX производится сум-
мирование фрагментов сигнала, относящихся к
каждому из компонентов пробы. Это позволяет
повысить соотношение "сигнал/шум" и улучшить
качество масс-спектрометрических данных.

Методы избирательного суммирования хрома-
то-масс-спектрометрических данных разрабатыва-
лись в работах [4, 5] в приложении к приборным
комплексам "газовый хроматограф—масс-спек-
трометр". Непосредственное применение данных
методов для обработки массива (ВЭЖХ-МС)-
данных затруднено необходимостью учета изо-
топных и зарядовых распределений ионов. Для
обработки таких данных более эффективным яв-
ляется подход, предложенный в [6] для решения
аналогичной задачи и основанный на "скользящем
суммировании" массива масс-спектров.

На рис. 1 представлена схема обработки масси-
ва хромато-масс-спектрометрических данных. На
начальном шаге производится расчет суммы SΣ

масс-спектров, зарегистрированных на промежут-
ке времени, равном времени элюирования  хрома-
тографического пика chT TΣ = . Время chT  может
быть рассчитано на основе характеристик  исполь-
зуемого хроматографа и характеристик вещества,
либо известно из предыдущих экспериментов. Да-
лее осуществляется последовательная обработка
массива масс-спектров S , на каждом шаге кото-
рой к сумме [ ]S iΣ  добавляется масс-спектр, соот-

ветствующий времени элюирования cht TΣ= +
( 1),cht i+∆ ⋅ +  и вычитается масс-спектр времени

элюирования ch cht t i= ∆ ⋅ .
Каждый из суммарных масс-спектров [ ]S iΣ  об-

рабатывается алгоритмом IPEX (шаг 2, рис. 1). Ре-
зультатом обработки является список параметров
компонентов пробы, элюированных в промежутке
времени ( ) ;   ch cht i t i TΣ∆ ⋅ ∆ ⋅ + . Данная информация
включается в массив предварительных результа-
тов обработки данных *C .

Поскольку каждый из выделенных компонен-
тов массива *[ ]C i  может присутствовать в резуль-
татах обработки предшествующих и последующих
суммарных масс-спектров, массив *C  содержит
многократно дублированные результаты по каж-
дому из компонентов пробы. Для устранения этого
дублирования на массиве *C  решается задача кла-
стерного анализа, в результате чего дублирующие
друг друга элементы группируются в кластеры.
Кластеры массива *C  имеют характер цепочек,
элементы которых распределены по времени хро-
матографического выхода и сгруппированы по
молекулярной массе. Для объединения компонен-
тов в кластеры применяется невзвешенный цен-
троидный метод, согласно которому компонент

*[ ]C i   с молекулярной массой *[ ]C i
m  присоединя-

ется к кластеру, расстояние до центра которого
*[ ]C C i

m m−  имеет минимальную величину.

Рис. 1. Схема обработки массива хромато-масс-спектрометрических данных алгоритмом IPEX-2D
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Рис. 2. Структурная схема комплекса программ

Присоединение компонента *[ ]C i  к кластеру [ ]C j
производится в том случае, если разность соответ-
ствующих им молекулярных масс не выходит за
пределы, определяемые разрешающей способно-
стью масс-спектрометра R , а разность времени
элюирования меньше установленного значения
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После присоединения очередного компонента
положение центра кластера ( ),C Cm t  пересчитыва-
ется для учета параметров нового компонента:
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где индекс n обозначает обновленные значения
параметров кластера.

В случае, если условие (1) не выполняется ни
для одного из существующих кластеров,  резуль-
тат *[ ]C i  выделяется в отдельный кластер.

По завершении обработки кластеры тестируют-

ся на предмет достоверности.  Кластер признается
достоверным, если его элементы покрывают диа-
пазон времени элюирования шириной не менее

2TΣ , в противном случае кластер отбраковывает-
ся. Это позволяет исключить кластеры, состоящие
из неправдоподобно малого количества элементов,
подавляющее большинство которых являются
ложноположительными результатами.

После выполнения этих операций массив C
содержит только достоверные кластеры, соответ-
ствующие сигналам компонентов пробы. Молеку-
лярная масса и среднее время элюирования каждо-
го из компонентов пробы вычисляются как сред-
невзвешенные значения на множестве элементов
кластера:
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Суммарная интенсивность сигнала ионов ком-
понента пробы определяется по элементу кластера
с максимальной интенсивностью:

**[ ] [ ][ ] [ ]
max ( )C i C jC j C i

I I
∈

= .
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РЕАЛИЗАЦИЯ АЛГОРИТМА

Для реализации и тестирования алгоритма
IPEX-2D и других алгоритмов обработки масс-
спектрометрических данных был разработан ис-
следовательский комплекс программ "Масс-
процессор".  Создание данного комплекса про-
грамм позволило унифицировать форматы хране-
ния и процедуры доступа к хромато-масс-
спектрометрическим данным, а также реализовать
инструменты их визуализации.

В состав комплекса (рис. 2) входят следующие
функциональные блоки.

1. Реляционная база данных формата Microsoft
SQL Server для хранения хромато-масс-
спектрометрических данных и результатов их об-
работки.

2. Программа "Масс-процессор", в которой
реализован графический интерфейс пользователя,
средства доступа к данным, инструменты обра-
ботки данных, отображения и сохранения резуль-
татов.

3. Библиотеки методов обработки хромато-

масс-спектрометрических данных.
4. Набор вспомогательных модулей для им-

портирования данных, полученных на оборудова-
нии различных производителей.

Модульная структура графического интерфейса
позволяет напрямую связать алгоритмы обработки
данных с инструментами визуализации, обеспе-
чить гибкость и расширяемость комплекса про-
грамм. Графический интерфейс программы "Масс-
процессор" представлен на рис. 3. Доступ к базе
экспериментальных данных организован в окне 1
в виде структуры. Визуализация масс-спектра
осуществляется на одномерной диаграмме 2, в ок-
не которой реализован стандартный набор инст-
рументов масштабирования и выбора отображае-
мого диапазона шкалы. Для визуализации массива
хромато-масс-спектрометрических данных разра-
ботан инструмент двумерной растровой диаграм-
мы 3, которая строится в осях "Отношение массы
иона к заряду—Время хроматографического
элюирования",  где логарифм интенсивности сиг-
нала кодируется оттенками серого цвета различ-
ной плотности.

Рис. 3. Графический интерфейс программы "Масс-процессор". Пояснение в тексте
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Рис. 4. Фрагменты массива хромато-масс-спектрометрических данных, представленного на рис. 3,
и соответствующие суммарные масс-спектры

В графическом интерфейсе программы "Масс-
процессор" на рис. 3 представлен массив хромато-
масс-спектрометрических данных гидролизата мо-
дельной смеси белков (bovine serum albumin, bovin
thyroglobulin, chicken ovalbumin, horse ferritin,
fructose-bisphosfate aldolase, l-lactate dehydro-
genase). На рис. 4 приведены результаты обработ-
ки данных алгоритмом IPEX-2D, иллюстрирую-
щие способность алгоритма к выделению инфор-
мации о  компонентах пробы, сигналы которых
претерпевают наложения в силу близких значений
времени хроматографического элюирования и от-
ношения массы к заряду. При визуальном анализе
масс-спектров правильное выделение компонен-
тов с молекулярными массами 1474.678, 1475.681,
1832.844, 1221.545 а.е.м. представляет значитель-
ные трудности по причине наложения спектраль-
ных пиков. При использовании алгоритма IPEX-
2D данные компоненты были успешно выделены.
Для каждого из перечисленных компонентов были
обнаружены изотопные мультиплеты ионов не-
скольких зарядовых состояний, что свидетельст-
вует о высокой достоверности выделения.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ АЛГОРИТМА IPEX-2D
В ЭКСПЕРИМЕНТЕ ПО ИДЕНТИФИКАЦИИ

БЕЛКА

Для тестирования алгоритма IPEX-2D был по-
ставлен модельный эксперимент по идентифика-
ции белка методом пептидного массового карти-
рования. В качестве модельного белка был выбран
бычий сывороточный альбумин (БСА), широко

используемый для тестирования аналитических
характеристик масс-спектрометрических прибо-
ров.

Препарат БСА (Sigma, США) был гидролизо-
ван трипсином, затем полученная смесь пептидов
анализировалась методом ВЭЖХ-МС. Масс-спек-
трометрический анализ проводился на времяпро-
летном масс-спектрометре МХ-5303 с источником
ионов "электроспрей" (разработка  Института ана-
литического приборостроения РАН). Предвари-
тельное разделение пробы производилось на жид-
костном хроматографе "Милихром А-02" (произ-
водства ЗАО Институт хроматографии "Эконова",
г. Новосибирск),  работающем в режиме прямой
стыковки с источником ионов.

В результате масс-спектрометрического экспе-
римента был получен массив из 569 масс-спек-
тров, регистрация которых производилась  в  те-
чение 21 мин  с  периодом около 2 с.

Массив экспериментальных данных был обра-
ботан алгоритмом IPEX-2D. Список из 367 компо-
нентов пробы, полученный в результате обработ-
ки, был направлен в программу Mascot, доступную
в сети Интернет по адресу http://www.matrix-
science.com для интерпретации по методу пеп-
тидного массового картирования. Проба была вер-
но интерпретирована как гидролизат БСА. Данный
вариант интерпретации оценен наивысшим значе-
нием рейтинга, в то время как оценки прочих ги-
потез лежат ниже порога достоверности, вычис-
ляемого программой Mascot.

Пептиды, обнаруженные в пробе, в совокупно-
сти покрывают 71 % аминокислотной последова-
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тельности белка, что является высоким показате-
лем для метода пептидного массового картирова-
ния. Высокая достоверность идентификации белка
свидетельствует о качественном решении задачи
извлечения аналитически значимой информации
из масс-спектрометрических данных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленный алгоритм позволяет автомати-
зировать обработку хромато-масс-спектрометри-
ческих данных экспериментов протеомики. Высо-
кая производительность алгоритма позволяет ис-
пользовать его в программном обеспечении масс-
спектрометрических приборов, разрабатываемых в
настоящее время. Способность алгоритма к выде-
лению информации о компонентах пробы, сигна-
лы которых претерпевают наложения, позволяет
успешно анализировать смеси с большим количе-
ством компонентов, что особенно актуально для
задач протеомики.

Авторы выражают благодарность Александру
Подтележникову, Екатерине Подольской и Алек-
сандру Новикову за предоставленные данные
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IPEX-2D:  DATA  MINING  ALGORITHM
FOR  MASS  SPECTRA  OF  LC-MS  EXPERIMENT

V. V. Makarov, Ya. I. Lutvinsky, A. N. Verentchikov

Institute for Analytical Instrumentation RAS, Saint-Petersburg

An algorithm is described for extraction of analytically significant information from spectra of LC-MS ex-
periment. The algorithm is adjusted for mass spectra of complex peptide mixtures, which are typical for pro-
teomics experiments. The algorithm has been implemented in the research-grade software and tested in the ex-
ample protein identification.


