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2.UvVOD

Cilem této multidisciplinarni bakalaiské prace je vytvoieni softwarového modulu
pro interpretaci elementarniho slozeni dat z hmotnostnich spektrometri. Vzhledem k
tomu, ze se ideoveé jedna o praci, kterd spojuje znalosti riznych obort, je nutné v
uvodni Casti prace vysvétlit zékladni pojmy a principy hmotnostni spektrometrie. Na
tuto cCast bude navazovat kapitola, ve které budou detailn¢ zminéna heuristicka
optimalizacni pravidla pro generovani vystupu. Na zaklad€ zkuSenosti z ptfedchozich
kapitol by navrzen software, ktery rutinni praci zautomatizuje. Srovnani teoretického
ptistupu feSeni a redlnych dosazenych vysledkli bude provedeno v zavére¢né fazi.
Vyvoj daného softwarového modulu bude hrat klicovou roli pii intepretaci dat
namétenych v Laboratofi analytické chemie v Biologickém Centrum Akademie véd

CR, kde bude posléze i redlné nasazen.

3. TEORETICKA CAST

3.1.0becny princip hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemickd metoda slouzici k identifikaci a
kvantifikaci jak zndmych, tak zcela nezndmych latek. Hmotnostni spektrometrie je
velmi citliva analyticka technika. Je schopna s velkou rychlosti stanovit slozeni i velmi
komplexnich smési molekul. Nepouziva se pouze k prostému stanoveni molekulové
hmotnosti analyzované molekuly, ale slouzi diky moznosti fragmentace molekul i k

objasiovani jeji vnitini struktury a chemickych vlastnosti.

Zpracovani vzorka hmotnostnimi spektrometry se déje pomoci elektrickych a
elektromagnetickych poli. (9) Elektricky neutralni ¢astice nejsou témito poli ovlivnény
a hmotnostni spektrometrie je tak zavisla na prevedeni latek obsazenych ve vzorku na
nabité Castice (ionty). Aby se ionty mohly pohybovat v elektrostatickych polich,

prevadi hmotnostni spektrometrie analyzované vzorky do plynné faze. (2)



3.1.1. Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr je iontové-opticky ptistroj umoziiujici métit hmotnosti a
relativni ¢etnosti iontt ve vzorku. Hmotnostni spektrometr méti hmotnost jednotlivych
iontll nepfimo, tj. na zakladé poméru hmotnosti iontu m a poétu jeho elementarnich
naboji z (M/z). VétSina iontl vytvorenych v hmotnostnim spektrometru ma naboj

rovny jedné. Pomér m/z iontu tak odpovida molekulové hmotnosti. (1)
3.1.1.1. Zakladni princip hmotnostniho spektrometru

Hmotnostni spektrometr je slozen ze tii zakladnich ¢asti:
1) lontovy zdroj

2) Hmotnostni analyzétor

3) Detektor

lontovy N Hmotnqstm ) Detektor
zdroj analyzator
Atmosféricky tlak Vakuum

Obrazek ¢. 1 — Obecné schéma hmotnostniho spektrometru

Vzorek je vstiiknut do prostoru iontového zdroje. Zde dochazi k ionizaci molekul
vzorku na ionty. Vytvoiené ionty jsou nasledné elektrostaticky smérovany do
hmotnostniho analyzatoru. Vzhledem k tomu, Ze ionty jsou velmi reaktivni a existuji
jen po velmi kratkou dobu, musi byt jejich vznik a manipulace provadéna ve vakuu.

Vysokym vakuem je zamezeno kolizim s molekulami vzduchu. (1)

V hmotnostnim analyzatoru dochazi k oddéleni iontii na zakladé poméru jejich
hmotnosti a naboje (m/z) a v detektoru jsou ionty zachytavany. Detektor pievadi
energii jednotlivych iontd na elektrické signaly, a ty jsou posléze pienaseny do

pocitace jak tzv. hmotnostni spektrum. (2)
3.1.1.2. ReozliSovaci schopnost hmotnostniho analyzatoru

Ionty se stejnym pomérem m/z by mély dosahovat detektoru ve stejny okamzik,

nicmén¢ tomu tak neni a vystup z detektoru je ¢asové proménny. Pfi¢iny mohou byt



od rizné pocateCni energie u iontl se stejnou hmotnosti az po nizkou rozliSovaci
schopnost analyzatoru. V takovém piipadé se stane, Ze pokud se ve vzorku nachazeji
ionty majici velmi podobné elementarni slozeni, tudiz i velmi podobny pomeér
hmotnosti a naboje, piistroj nemusi byt schopen tyto slouceniny od sebe odlisit. (3)

V idedlnich podminkach a za stalé ptfesnosti hmotnostniho analyzatoru by bylo
spektrum tvofeno ¢arami, které by odpovidaly pfislusnym pomérim m/z. Z idealniho
¢arového hmotnostniho spektra se diky nestabilitdm stava graf tvoteny sadou Car, které
se shlukuji do tvaru kiivky Gaussova rozloZeni, jejichz vrcholy odpovidaji statisticky
nejpiesnéjsim hodnotam m/z analyzovanych iontd.

Do jaké miry je hmotnostni analyzator schopny s jistotou rozliSovat hmotnostné
blizké ionty je zavislé na jeho typu a konstrukci. Tzv. rozliSovaci schopnost (Resolving
power, RP) hmotnostniho analyzatoru je jednim z hlavnich parametrti i celého
hmotnostniho spektrometru. Definice stanoveni rozliSovaci schopnosti hmotnostniho
analyzatoru, neni jednotna a lisi se podle typu analyzatoru. Obecné se rozliSovaci
schopnosti rozumi schopnost rozlisit ionty s blizkou hodnotou poméru m/z. (3)

RozliSovaci schopnost 1ze definovat dvojim zptisobem. (1)

1) Definice na zaklad¢ izolovaného piku. RozliSovaci schopnost je stanovena na
zaklad¢ podilu poméru m/z a Sitky piku v urcité vysce piku. Nejcastéji se pouziva

Sitka piku v poloving vysky (FWHM, Full Width at Half Maximum, Am). (1)
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Obrazek ¢. 2 — Urceni rozliSovaci schopnosti na zakladé jednoho hmotnostniho piku
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m

RP = =
Am

2) Definice na zakladé piekryvu dvou stejné vysokych sousednich piki a
s jednotkovym néabojem. Rozlisovaci schopnost je pak stanovena pii jejich

10% ptekryvu, tzn. ,,adoli* mezi nimi dosahuje k 10 %. (1)
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Obrazek ¢. 3 — Urceni rozliSovaci schopnosti na zakladeé prekryvu hmotnostnich pikii

m
Z

RP = A
Podle rozliSovaci schopnosti definované na zakladé ptrekryvu dvou sousednich
pikd délime hmotnostni spektrometry do dvou tiid. Hmotnostni spektrometry
s vysokou rozlisovaci schopnosti a spektrometry s nizkou rozliSovaci schopnosti. Mezi
spektrometry s nizkou rozliSovaci schopnosti patii pfistroje s tzv. jednotkovym
rozliSenim, kdy mizeme rozli$it hmotnost iontli pouze s piesnosti na cela ¢isla. (5)
Hmotnostnimi analyzatory s nizkou rozliSovaci schopnosti jsou naptiklad kvadrupoly
a iontové pasti. Rozliovaci schopnost téchto spektrometri se pohybuje mezi 10 az
5x10°. Do skupiny hmotnostnich spektrometri s vysokou rozliovaci schopnosti

fadime ty, které maji rozliovaci schopnost mezi 10* az 10°. (4)

RozliSovaci schopnost hmotnostniho analyzatoru, kterou udavaji vyrobci, se

vztahuje vzdy k ur¢itému hmotovému rozsahu. Mtize byt pro cely rozsah analyzatoru,
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tj. hmotnosti iontl, které je schopen spektrometr zméfit, anebo muize byt stanovena

pro jednotlivé intervaly hmot rtizné.
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Obrazek ¢. 4 — Porovnani moznosti zobrazeni blizkych hodnot m/z

Na obrazku je znazornéno srovnani rozliseni blizkych hmotnosti, resp. m/z obéma
ttidami hmotnostnich spektroskopt. Ptistroj s nizkou rozliSovaci schopnosti by rozlisil
pouze jeden pik, zakresleny modrou barvou, RP(FWHMsq) = 218.1136/0,07 = 3116.
Spektroskop s vysokou rozliSovaci schopnosti by rozlisil jiz tfi odlisné piky, které jsou
zachyceny ¢ernou barvou, RP(FWHMsgy) = 218.1136/0.0028 = 77 898.

3.1.1.3. Spravnost hmoty naméfené hmotnostnim spektrometrem

Dal$im dulezitym parametrem hmotnostniho analyzatoru je spravnost, se kterou
je zjisténa hmotnost iontu méfena. DileZity je zejména u hmotnostnich spektrometra
S vysokou rozliSovaci schopnosti. Vysoka spravnost namétené hmoty umoziuje
stanoveni elementarniho sloZeni ptislusného iontu. Hmotnostni spektroskop musi
poskytnout hmotnost s danym rozliSenim a s garantovanou spravnosti.

Spravnost naméfené hmoty udava rozdil mezi hmotnosti, kterou o¢ekavame, tj.
hmotnosti vypoctenou, a hmotnosti naméfenou pfistrojem. Spravnost se nejcastéji

vyjadiuje jako bezrozmérna velic¢ina ppm (miliontina z celku, parts per million).
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m(naméf‘ené) _ m(vypoétené)

_ Z Z 6
ppm = m(vypoétené) x 10

Z

3.1.2. Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum je zéznam zavislosti Cetnosti iontd a poméru jejich
hmotnosti a naboje. Spektrum je obvykle zjednodusené zobrazovano jako vertikalni
carovy graf, v némz ¢ara piedstavuje iont odpovidajici poméru m/z a délka ¢ary udava
pomérnou Cetnost piislusného iontu. Kazdé spektrum je normalizovano vzhledem
k tzv. zakladnimu iontu, coZ je iont s nejvyssi Getnosti. Cetnosti ostatnich iontd spektra
jsou pak vyjadteny v procentech vzhledem k zékladnimu iontu. (3)

Vzhled hmotnostniho spektra je zavisly na mechanizmu ionizace vzorku. (1)
Nejcastéji pouzivanym mechanizmem u plynové chromatografie je elektronova
ionizace (EI) a u kapalinové chromatografie ionizace elektrosprejem (ESI). Vzhled
spekter je ilustrovan na obrazku 5. Na obou hmotnostnich spektrech je zachycena
aminokyselina fenylalanin. V ptipad¢ ESI se jedna o tzv. m¢kkou ioniza¢ni techniku,
kdy nedochdzi k destrukci primérniho analyzovaného iontu. Ve spektru tak mizeme
najit molekulovy ion, ktery odpovida analyzované slouceniné. V levém hmotnostnim
spektru se jednd o m/z = 266.14. Oproti tomu elektronova ionizace je tzv. tvrdou
ioniza¢ni technikou, kdy dochazi k destrukci ptivodniho iontu a ke vzniku nékolika
fragmentt, které jsou pro piivodni ion charakteristické. Molekulovy ion miva pfi této

ionizaci velmi malou Cetnost a ve spektru nemusi byt patrny.
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Obrdazek ¢. 5 — Porovnani hmotnostnich spekter vytvorenych odlisnou ionizaci, na

ose x je uvedena hodnota m/z iontii, Na ose y je relativni cetnost iontil.
3.2.Spojeni hmotnostni spektrometrie a chromatografie

Hmotnostni spektrometrie je schopna odd¢lit molekuly ve vzorku na zaklad¢ jejich
molekulové hmotnosti a umoziuje jejich detekci a kvantifikaci s extrémné vysokou
citlivosti. Nicméné u velmi slozitych vzorkid obsahujicich fadové stovky a tisice
slouCenin nastava problém, protoze hmotnostni spektrometr je schopen oddélit
sloueniny pouze na zaklad¢ podilu m/z. Napiiklad hmotu 250Da mé v piirodé vice
nez 1500 riznych slou€enin. Spojenim se separa¢nimi technikami, které provedou
velmi rychlé, kvantitativni oddéleni sloucenin v ¢ase, se docili jedine¢ného, rychlého,

nakladové efektivniho a kvantitativniho méfeni celkové smési. (2)

Chromatografie odlisi slouceniny na zakladé jejich fyzikalné-chemickych
vlastnosti a hmotnostni spektrometrie rozlisi slouc¢eniny podle jejich hmotnosti, resp.
poméru m/z. Je to pravé tato dvoji selektivita, ktera déla z tandemovych spojeni tak

silny analyticky nastroj. Sila této techniky je znazornéna na obrazku 6. (2)

Smés sloucenin je nanesena na chromatografickou kolonu a ta nasledn¢ podle
vlastnosti jednotlivych sloucenin tyto slouceniny rtizn¢ dlouho v koloné zadrzuje.
Dojde tak k separaci jednotlivych slou¢enin v ¢ase. Hmotnostni spektrometr v danych

Casovych intervalech provadi méfeni, tzv. provadi skeny aktualniho slozeni vystupu

14



z chromatografické kolony a vytvaii hmotnostni spektrum. Béhem méfeni dochazi

k simultannimu zaznamu prubéhu chromatografie do tzv. chromatogramu. Existuje

vice druhti chromatogramil, nicmén¢ se vzdy jedna o zavislost relativni ¢etnosti iontl

skenu a tzv. reten¢niho Casu, tj. Casu, ve kterém byl sken proveden.

Odezva signalu

Obrdazek ¢. 6 — Propojeni méreni chromatografem a hmotnostnim spektrometrem

Spojeni separacnich technik a hmotnostni spektrometrie se vénuje fada firem. Je

mozné vybrat si na trhu téméf jakoukoliv kombinaci. Moznost volby za¢ina samotnym

spektrometrem, kdy kazda ze tii zakladnich soucasti hmotnostniho spektrometru mize

byt jinak konstrukéné feSena. Prvni duleZitou soucasti je iontovy zdroj. Na typu

iontového zdroje a mechanizmu vzniku iontl je zavisly tvar hmotnostniho spektra.

Druhou dtlezitou soucasti je hmotnostni analyzator, ktery zejména zodpovida za to,

S jakou presnosti budou hmotnosti iontli méfeny. Co se tyka separa¢nich technik,

hmotnostni spektrometrie se pouziva ve spojeni jak s plynovou chromatografii (Gas

chromatography mass spektrometry, GC/MS), tak kapalinovou chromatografii (Liquid

chromatography mass spektrometry, LC/MS).
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3.3.0rbitrap Q Exactive Plus

Obrazek ¢. 7 — Orbitrap Q Exactive Plus

Jedna se o hmotnostni spektrometr s vysokou rozliovaci schopnosti. Vysoka
rozliSovaci schopnost je dana konstrukénim feSenim hmotnostniho analyzatoru.
Analyzatorem, jak jiz nazev napovidd, je Orbitrap, elektrostaticka orbitalni past, ktery
navrhl rusky fyzik Alexander Makarov (13).

Orbitrap Q Exactive Plus je svymi ¢astmi klasickym hmotnostnim spektrometrem.

HyperQuad Mass Filter with Advanced
HCD Cell C Trap Quadrupole Technology (AQT)
1 Advanced Active Beam

: Guide (AABG)

e et

RF Lens —{— Eg}

| Orbitrap —

\ / Mass Analyzer ~

Obrazek ¢. 8 — Vnitini organizace spektrometru Orbitrap Q Exactive Plus
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V iontovém zdroji dojde ke vzniku ionti, které jsou nasledné zaostfovany a
smérovany do kvadrupolového hmotového filtru, kde dojde odchyleni iontl, které
nepatii do zvoleného hmotového rozsahu. Svazek iontu pak sméfuje do zakiivené
linearni pasti, C-trapu (Curved Linear Trap). Zde ionty ztraceji svou energii kolizemi
s molekulami dusiku, Poté, co jsou dostate¢né zbrzdény, jsou stlaéeny v centru linearni

pasti a vstieleny do hmotnostniho analyzatoru, Orbitrapu. (14)

- N
G S /

‘II’,

Obrazek ¢. 9 — Schématické zobrazeni Orbitrapu

Orbitrap je tvofen dvéma elektrodami. Uvnitt je centralni elektroda vietenovitého
tvaru, kolem které béhem meéteni krouzi ionty, a vnéjsi elektrody, podél které se
krouzici ionty pohybuji v zavislosti na elektrostatickém poli. (13)

Na centralni elektrod¢ Orbitrapu se postupné zvySuje napéti a ionty se zacinaji
spiralové pohybovat. lonty se stejnou hodnotou m/z vytvaieji kolem centralni
elektrody prstence. Béhem pohybu generuji proudovy signal, ktery je pomoci
Fourierovy transformace pfeveden na hmotnostni spektrum. (14)

Pokud je provadéna fragmentace iontu, jsou ionty s danou hodnotou m/z z linearni
pasti sméfovany do kolizni cely (HCD Cell, Higher Energy Collisional Dissociation
Cell), kde dojde k rozbiti molekul na dil¢i fragmenty, které jsou privedeny zpét do

linearni pasti a odtud stejnym principem uvedenym vyse do Orbitrapu. (13)
3.4.1zotopové slozeni prvkl a molekul

Kazdy chemicky prvek, ktery najdeme v periodické tabulce je charakterizovan
nékolika zdkladnimi ¢isly odrazejicimi elementarni atomové slozeni daného prvku.
Kazdy atom prvku je slozen z jadra, kde se nachazeji protony a neutrony, a obalu, kde

se nachazeji elektrony. Z hlediska ptislusnosti atomu k danému prvku je rozhodujici
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pocet protonti. PoCet protonii v jadie se pak na zéklad¢ této skutecnosti oznacuje jako
tzv. atomové Cislo. Aby byl atom povazovan za dany prvek, musi mit stejné atomové
¢islo, nicméné pocet elektronti a neutronti mize byt rizny.

Pokud ma atom stejny pocet protont V jadie a elektront v obalu, mé celkovy néboj
nulovy. Jestlize atomu odebereme nebo naopak pifidame elektrony, pak se stava
nabitou cCastici, ktera je oznaCovana jako iont. Jestlize pocet neutrond v jadie
neodpovida atomovému Eislu, resp. po¢tu protont, pak se jedna o tzv. izotop. Soucet
protont a neutront V jadfe se oznacuje jako tzv. nukleonové ¢islo.

Izotopy daného prvku se 1isi svymi fyzikdlnimi vlastnostmi, mohou mit v ptirodé
riznou stabilitu a ¢etnost, nicméné svymi chemickymi vlastnostmi se nijak vzajemné
neli$i a podléhaji stejnym chemickym reakcim. (9) Dilezitym dopadem tvorby izotopt
je, ze diky nim dochazi ke zméné atomové hmotnosti.

Vétsina chemickych prvkia vyskytujicich se v pfirod¢ je tvofena vice nez jednim
izotopem. Zastoupeni jednotlivych izotopl stanovuje a kontroluje mezinarodni unie
pro cistou a uzitou chemii, ktera kazdé dva roky tabulku izotopového rozlozeni prvki

aktualizuje. (7)

Tabulka €.1 — Zastoupeni izotopu Sesti nejvice zastoupenych prvki v ptirodé

Prvek Izotop Cetnost Hmotnost [Da] Izotop Cetnost Hmotnost [Da]
\Vodik 'H 0999885 1.0078250322 °H 0.000115 2.0141017781
Uhlik 2Cc 0.9893 12 (ptesné) 3¢ 0.0107 13.003 354 835
Dusik N 099636 14.003074004 '°N 0.00364 15.000 108 899
Kyslik %0 0.99757 15994914620 'O 0.00038 16.999 131757

80  0.00205 17.999 159613

Fosfor 3P 1 30.973 761 998

Sira 25 0.9499 31.972071174 S  0.0075 32.971458 910
335 0.0425 33.967 8670
363 0.0001 35.967 081

3.4.1. Izotopicka obélka

Diky vysoké rozliSovaci schopnosti hmotnostnich spektrometrt, a to jiz u tzv.
jednotkovych hmotnostnich spektrometrti, hmotnostni spektrometrie neidentifikuje
molekuly pouze jedinym Gdajem, a to Udajem o jeji molekulové hmotnosti, ale je

schopna zachytit 1 hmotnosti jednotlivych izotopt.
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Hmotnostni spektrometr by ukazal jeden hmotnostni Gdaj (m/z) jediné tehdy,
pokud by se dana molekula skladala pouze z nejéetnéjsich izotopti vSech obsazenych
atomu. Takova pravdépodobnost se u molekul pochazejici z ptirodniho zdroje téméef
blizi nule. Pokud bychom brali v ivahu jednoduchou pravdépodobnost a molekula by
byla tvofena jen jednim atomem uhliku, mélo by se na zakladé znamého pomérného
zastoupeni jeho vyskytu v piirodé v 98, 93 % jednat o uhlik 2C. Pokud by molekula
obsahovala 10 atomii uhliku, pak by mé&la mit 9, 893 uhlikii 12C a pouze 0,107 uhlikd
13¢. Pokud by obsahovala 100 atomi uhliku, pak by jiz mé&la obsahovat 98,93 uhlik{
12¢ 2 1,07 uhlikd 13C. AZ v této chvili by se mé&la na hmotnostnim spektru objevit
kromé ¢ary odpovidajici hmoté (m/z) uhliku 12C i ¢ara odpovidajici hmoté (m/z) uhliku
13C. Ve skute¢nosti by se na hmotnostnim spektru ¢ary obou izotopti ukézaly jiz pfi
méteni molekuly tvofené jednim uhlikem. Je to dano tim, ze hmotnostni spektrometr
neméii jedinou molekulu, ale fadové 100Ky tisic, miliony, molekul té samé latky.

Zatim bylo uvazovano, Ze se molekula sklddala pouze z uhlikli, nicméné molekuly
obsahuji vice druhii prvki. Vétsina prvkd, stejné jako uhlik, tvofi své izotopy a svym
pomérnym zastoupenim piispivaji pak k Cetnosti pfisluSnych izotopu. Vysledné
hmotnostni spektrum jakékoliv méfené molekuly tak vzdy koresponduje s izotopovym
rozlozenim prvkd molekuly v piirod¢. (9)

Izotopickou obalku si lze predstavit jako hmotnostni spektrum v omezeném
rozsahu. Pokud se podivame na hmotnostni spektrum molekuly na nasledujicim
obrézku, najdeme v ném nejintenzivnéjsi hmotnost (m/z) odpovidajici molekulové
hmotnosti latky a pak dal$i méné intenzivni hmotnosti (m/z), které odpovidaji
izotopum tvofenych prvky, ze kterych se molekula latky sklada. Takovéto spektrum
pro urcitou latku oznacujeme jako izotopicka obalka, pattern. (6).

Zastoupeni izotopu se normalizuje vzhledem k nejcetnéjSimu izotopu, jak je
znazornéno na obrazku 10, nebo se scitaji v procentech do sumy 100 %. Jednotlivé
hmotnosti izotopu se znaci jako M + posun od molekulového iontu M. Pismeno M je
zastupné pro obecny molekulovy iont, nebot’, jak je nize uvedeno, molekulovy iont

muze byt rizného typu.
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Obrazek ¢. 10 — Izotopicka obdlka slouceniny
Aby bylo mozné takovéto hmotnostni spektrum spravné interpretovat, musime

znat informace jak o hmotnostech izotopt, tak o jejich vztahu k pfisluSnym prvktim.

3.4.2. Relativnhi atomova hmotnost

Jak je patrné jiz z ndzvu technologie hmotnostni spektrometrie, hraje hmotnost, at’

jiz atomova nebo molekulovda, a zejména jeji presnost v hmotnostni spektrometrii

wevr

pro standardy a technologie jsou hmotnosti elementarnich ¢astic v tabulce 2(12).

Tabulka ¢.2 — Pfesna hmotnost elementarnich ¢astic

Castice Naboj Hmotnost [kg] Hmotnost [Da]

Proton +1 1.672 621777 e-27 | 1.007 276 466 812
Neutron 0 1.674 927 351 e-27 | 1.008 664 916 000
Elektron -1 9.109 382 91 e-31 | 5.485 799 0946 e-4

Hmotnosti jednotlivych ¢astic, potazmo celych atomu, vyjadiené v kilogramech
jsou velmi mala ¢isla. Byla proto pro né zavedena nova mira, tzv. relativni atomova
hmotnost. Relativni atomova hmotnost je skute¢nou hmotnosti atomu vztazenou K tzv.
atomové hmotnostni konstanté, ktera odpovida 1/12 hmotnosti atomu 2C:

1u = 1.660 538921 x 107 ?7kg

Jednotkou relativni atomové hmotnosti se stala unifikovana atomova hmotnostni
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jednotka u, v anglické verzi amu. V hmotnostni spektrometrii se nicméné Castéji
pouziva synonymni jednotka Da (dalton), 1 Da =1 u. (1)

Relativni hmotnost atomu udava, kolikrat je skute¢na hmotnost atomu vétsi nez
atomova hmotnostni konstanta. Relativni molekulova hmotnost je pak souctem

relativnich atomovych hmotnosti prvki, z nichz je molekula slozena. (6)
3.4.2.1. Stiedni relativni hmotnost

Tato hmotnost se pouziva v piipadé existence izotopu, kdy je skute¢na hmotnost
stanovena jako vazeny prumér hmotnosti vSech ptirozené se vyskytujici stabilnich
izotopu daného prvku. Tuto hmotnost najdeme uvedenou v periodické tabulce. Ai je

¢etnost i-tého izotopu a m; je hmotnost i-tého izotopu v Da. (6)

L .
—— i=1 A~ my
Ar — i

3.4.2.2. Monoizotopicka hmotnost

Skutecnd hmotnost se pocitd oproti stfedni relativni hmotnosti jako suma
hmotnosti atomii vyjadienych pouze hmotnosti nejcetnéjsiho, tj. vétsinou nejleh¢iho

izotopu daného prvku uvedeného rovnéz v Da. (5)

i
My, = § m;
i=1

3.5.Predikce elementarniho slozeni

Kazda molekula ma stejné jako chemicky prvek né€kolik zékladnich vlastnosti,
kterymi se 1i8i od ostatnich molekul. Jednou z nejzakladnéjsich vlastnosti je hmotnost.
Hmotnostni spektrometrie s vysokou rozlisovaci schopnosti jde dale. Molekulova
hmotnost odrazi tzv. elementarni slozeni, SUMAarni vzorec, coz je pocet jednotlivych
atomu prvkd, ze kterych se molekula sklada. Pokud je pouzit hmotnostni analyzator,
ktery umoznuje urcit m/z hodnoty s pfesnosti na minimalné Ctyfi desetinna mista, je
mozné rozlisit 1 pfesné izotopoveé sloZeni.

Pro¢ na ¢tyfi desetinna mista? Vse to souvisi s jadrem atomu. Jadro atomu se

sklada z protonti a neutront, a ty jsou vzajemné pritahovany jadernymi silami. Tyto
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sily maji sice velmi kratky dosah, ale jsou asi tisickrat siln¢jsi nez elektromagnetické
sily, kterymi se stejné nabité ¢astice odpuzuji a rizné nabité Castice pfitahuji. Tyto sily
zacinaji plisobit ve chvili, kdy se protony a neutrony témét dotykaji. Pii vytvoreni
jadra, tj. pfi spojeni protont a neutront, dochdzi k uvolnéni energie, ktera dle
Einsteinovy teorie relativity vede i k odpovidajicimu ubytku hmotnosti. Rozdil mezi
témito hmotnostmi oznacujeme jako hmotnostni schodek jadra, resp. vazebna energie
jadra. Soucet hmotnosti samostatnych ¢astic jadra je proto vzdy vétsi nez hmotnost
jadra. Izotopy jsou Castice, které se li§i po¢tem neuronti v jadfe. Vaha samotného
neutronu je vzdy stejna, nicméné pokud dojde k jeho pfipojeni do jadra, pak rozdil
hmotnosti ptivodniho atomu a tohoto atomu izotopu zavisi na mnozstvi energie, ktera
se uvolni. Velikost uvolnéné energie, a tedy i hmotnostni ibytek zavisi na atomovém
¢isle prvku. Pti vytvareni molekuly tak kazdy prvek ovlivituje vyslednou molekulovou

hmotnost podle svého izotopového slozeni. (7)

Tabulka ¢.3 — Zastoupeni izotopti prvka C, H, N, O, P, S

Prvek |lzotop | Hmotnost [Da] |lzotop | Hmotnost [Da] | Rozdil hmotnosti [Da]
Vodik !4 1.0078250322| 2H |2.0141017781 |1.006 2767459
Uhlik 12C 112 (ptesné) 13C 113.003 354 835 |1.003 354 835
Dusik | *N [14.003 074004 | ™N |15.000 108 899 |0.997 034 895
Kyslik | 10 [15.994 914620 | YO [16.999 131 757 |1.004 217 137
180 117.999 159 613 |2.004 244 993
Fosfor | 3P [30.973 761 998
Sira 825 131.972071174 | S |32.971 458 910 [0.999 387 736
%S 133.967 867 0 1.995 795 826
%S 135.967 081 3.995 009 826

Kdybychom méfili kazdy prvek zvlast, na hmotnostnim spektru by se zobrazilo
tolik car, kolik by odpovidalo poctu izotopu, které prvek v ptirod€ tvoii a velikost ¢ar
by odpovidala jejich poméru. Pfi méfeni molekul se méti nékolik prvkii najednou a
vysledny tvar izotopické obalky je tak dan superpozici izotopickych prispévki
jednotlivych atomti. Kazda molekula mé tuto izotopovou obalku jako jakysi otisk prstu
a podle néj Ize potvrdit €1 vyvratit navrzené elementarni sloZeni.

Predikce elementarniho slozeni je pocitanim celkové hmotnosti kombinaci atomtl,
ze kterych se miiZze sloucenina skladat. Pfi predikci elementarniho sloZeni jsou
generovany vSechny mozné kombinace z riiznych prvku a hleda se ta spravna. Spravna

je takova kombinace atomd, kterd svou vypoctenou hmotnosti odpovida presné nebo
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s co nejmensi odchylkou od hmotnosti naméfené.

Zakladnim problémem predikce elementarniho slozeni je exponencialni nartst
poctu validnich elementarnich slozeni na n¢kolika trovnich. Zékladem vseho je mit
hmotu s dostatecnou ptesnosti a spravnosti.

MnozZstvi moznych kombinaci narusta s klesajici spravnosti méteni. Pro predikci
elementarniho slozeni iontu je limitni hodnota 5 ppm coz odpovida odchylce 0,005 Da

pti m/z 1000 ¢i 0,001 Da pii m/z 200. (4)

A

( 1\
Chyba méteni 1 ppm - 4 mozné elementarni sloZeni

e — o
Chyba méfeni 2 ppm - 9 moznych elementarnich slozeni

i <
Chyba méteni 5 ppm - 17 moznych elementarnich slozeni

S ——— o
Chyba météni 10 ppm - 38 moznych elementarnich slozeni

y )
Obrazek ¢. 11 — Nariist mnozstvi moznych elementarnich slozeni

Mnozstvi moznych kombinaci roste a roste se vzrustajici hmotnosti slouceniny.
S kazdym dal$im atomem se razantné zvySuje pocet moznych kombinaci prvki, ze
kterych se muze analyzovand sloucenina skladat. Dulezité je proto omezit pocet
moznych kombinaci. JiZ v prvnim kroku Ize jejich pocet omezit volbou atomu, ze
kterych by se méla sloucenina skladat. V pfirod¢ je nejvice zastoupeno pouze Sest
prvkd, tj. vodik, uhlik, dusik, kyslik, fosfor a sira. (9)

Ne kazda matematicky generovana kombinace atomu je z hlediska chemického,
biologického a funkéniho spravna. Zakladem ovéfeni spravnosti navrhovanych
elementarnich slozeni se stala prace Dr. Tobiase Kinda a Dr. Olivera Fiehna (8), ve

které pomoci analyz velkych databazi stanovili 7 heuristickych pravidel.

3.5.1. Ovéreni predikované molekulové hmotnosti

Je dilezité si uvédomit, ze hmotnostni analyzator rozliSuje hmotnosti na urovni
jednotlivych izotopti, proto jsou vSechny tdaje v hmotnostnim spektru tedy vzdy tzv.
monoizotopickymi hmotnostmi. Dal§im dulezitym faktem je, ze v iontovém zdroji

dochazi k pfeméné neutralni molekuly na nabité ionty, a tak i v hmotnostnim spektru
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najdeme hmotu iontu, nikoliv vychozi molekuly. Pokud se jedna o kladnou ionizaci
elektrosprejem (ESI), pak vznika kladny ion ozna¢ovany [M+H]+, pokud o zapornou
ionizaci ESI, vznika zaporny ion ozna¢ovany [M—H]—. Na obrazku 12 je pozitivni ESI

hmotnostni spektrum. Nejintenzivnéjsi pik odpovida iontu [M+H]+.

100— 266.1386

90— [M+H]+
80
70
60
50
40
30

20— 267.1420
10—

265.1072 268.1446  269.1501 270.1104 271.0811

0 rr 1| rrr 11 rr 11| rr 11| 111 1.1 1 1t 1. 1.1 11T T 1T 1T
265 266 267 268 269 270 271
m/z

Obrazek ¢. 12 — Spektrum izotopického slozeni latky s [M+H]+ 266.1386 Da

Monoizotopicka hmotnost [M+H]* ze spektra: 266,1386 Da
Predikované elementarni slozeni, sumarni vzorec [M]: C14H1004N
Monoizotopicka hmotnost vypoctena pro [M]: 265.1314081035 Da
Monoizotopickd hmotnost H: 1,0078250321 Da

Monoizotopickd hmotnost e : 0,00054857990946 Da

Vypocet monoizotopické hmotnosti [M+H]*:
M+H = 265,1314081035 + 1,0078250321 = 266,1392331356
M+H—-e" = 266,1392331356 — 0,00054857990946 = 266,13868455569054

K ovéZeni spravnosti predikované molekulové hmotnosti, se pouziva stejného
postupu jako pii stanoveni pfesnosti méteni hmotnostniho analyzétoru, a to pomoci
ppm, coz ptedstavuje odchylku predikované hmotnosti od hmotnosti nameétené

piistrojem. V konecném diisledku by se mélo pti stanoveni odchylky od predikované
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hmotnosti brat i v ivahu, Ze naméfena hodnota hmotnosti je méfena jen s uréitou mirou

spolehlivosti, ktera je dand méticim piistrojem.

M(naméiens) _ M(yypoctena)

ppm = . M(yypottena) . X 106
Z
_266,1386 — 266,138685 6
ppm = 266,138685 x 10
ppm = 0,319

3.5.2. Heuristicka pravidla

S rozvojem rozliSovaci schopnosti hmotnostnich spektrometri se oteviela
moznost predikce elementdrniho slozeni analyzovanych latek na zdklad€é pifesné
hmotnosti molekuly a pfesnych hmotnosti jejich jednotlivych ¢asti, tj. izotopické
obalky. Heuristicka pravidla usnadniujici nalezeni spravného sumarniho vzorce pro

analyzovanou pfesnou molekulovou hmotnost.
3.5.2.1. Dusikovo pravidlo

Dusikové pravidlo tika, Ze pokud ma molekula lichou molekulovou hmotnost, pak
obsahuje lichy pocet atomi dusikii. Nicméné kdyz toto pravidlo bylo tvofeno,
molekulova hmotnost se pocitala z celo¢iselnych hodnot atomovych hmotnosti, coz
Z dnesniho pohledu vneslo do hodnot zna¢né nepiesnosti. Pokud pouzijeme vypoéty
S pfesnymi monoizotopickymi hmotnostmi, pravidlo pfi vySSich hmotnostech neplati.

Heuristicky bylo zji§téno, ze pravidlo je nespolehlivé od hmoty 500 Da. (8).
3.5.2.2. Poéty prvki v molekule

Toto pravidlo fika, Zze pokud zname hmotnost molekuly, neni nutné do predikce
jejiho elementarniho slozeni zahrnovat neadekvatné vysoké pocty jednotlivych atomu.
Pro 4 intervaly molekulovych hmotnosti byly stanoveny maximalni po¢ty jednotlivych

prvki, které je do predikce elementarniho slozeni smysluplné zahrnout. (8)
3.5.2.3. Lewisovo a Seniorovo pravidlo

Hmotnostni spektrometrie méti nabité ionty. Nékteré slouceniny sice vytvarejici

méfitelné ionty ale nejsou schopny v ptirodé€ jako neutralni molekuly existovat. Tato
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dv¢ pravidla zkoumaji, zda se z navrzeného elementarniho sloZeni da sestavit stabilni
neutralni molekula. Pravidla se vztahuji k tzv. oktetovému pravidlu. (8)

Oktetove pravidlo tika, ze pokud jsou zaplnény valenéni orbitaly 8 elektrony
(tvorba oktetu), pak miizeme povazovat slouceninu za stabilni. Pravidlo ale neplati
vzdy, striktng plati jen u prvka druhé periody. Prvky vyssich period jej ¢asto porusuji.
Prvky teti periody mohou dosahnout oktetu i v nestabilnim stavu.

Pravidla vychazeji z tzv. RDB (Rings + Double Bonds) rovnice (11):
1
RDB =1+ Ez ni(vi — 2)
i

n; = pocet atomi prvku i, v; = valence prvku i

Cvwr

a pokud hodnota RDB nepfiesahuje 40. (8)

Lewisovo pravidlo fika, Ze pokud je hodnota RDB neceloéiselna, pak se nejedna

o0 stabilni molekulu, molekula ma lichy pocet elektronti. Toto pravidlo neplati pro
nitrososlouc¢eniny, tj. slou¢eniny s -N=0 skupinou. (8)

Seniorovo pravidlo tika, ze pokud se nejedna o hypervalentni molekulu, coz je

molekula, kterd obsahuje alespon jeden prvek nesouci ve své valen¢ni sfétfe vice nez 8

elektrontl, pak by hodnota RDB neméla byt zaporna. (8)
3.5.2.4. lzotopicka obalka, pattern

Izotopova obélka je tzv. otiskem prstu molekuly a patii pii predikci elementérniho
navrzeného elementarniho sloZeni musi odpovidat izotopové obélce naméiené latky.
Hmotnostni spektrometrie s vysokou rozliovaci schopnosti umoziiuje rozlisit
izotopy né¢kolika stupni a poskytuje tak ptresné informace o elementarniho slozeni.
(10) Pti porovnani se zahrnuji do izotopické obalky izotopy M, M+1 a M+2. Izotop
M-+4 miva jiz tak malou intenzitu, Ze je t¢éméf neméfitelna.
3.5.2.5. Pomér poctu atomii K po¢tu atomi uhliku

Bylo zjisténo, ze v molekulach plati zakonitosti v pomérech pocti atomu, ze
kterych se sloucenina sklada, k poctu atomi uhliku. Poméry, které stanovili Tobias

Kind a Oliver Fiehn ve své publikaci (8), budou uvedeny v ¢asti testovani.
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3.5.2.6. Kontrola pravdépodobnosti vyskytu prvkii

V piredchézejicim pravidle doslo k omezeni vyskytu prvka pouze na zakladé
poméru poctu jednotlivych prvkua K poctu uhliku. K dalsimu omezeni slouzi pravidla
pro vzajemny vyskyt prvki a omezeni maximalniho rozsahu poctu jednotlivych
atomd. Byly stanoveny prahové hodnoty pro kombinaci ¢tvefice ¢tyi zékladnich
prvki N, O, P, S a vSechny kombinace trojic téchto prvku. Pravidla budou uvedena

nize, v oddilu zabyvajicim se testovanim heuristickych pravidel.
3.5.2.7. Tandemové, MS/MS pravidlo

Hmotnostni spektrometrie umoziiuje tzv. MS/MS fragmentaci. V pfistroji lze
zvolit hmoty (m/z), které jsou po detekci roz§tépeny na fragmenty a nasledné znovu
zmé&feny. Tyto fragmenty se pak promitnou i do naméfeného hmotnostniho spektra.
Pokud bylo predikované elementarni slozeni iontu, pak fragmenty, které z n¢j vznikaji,

musi mit slozeni sestavitelné z prvku elementarniho slozeni vychoziho iontu. (10)

4. IMPLEMENTACE

”

4.1.Navrhova a implementacni €ast programu

Reélné nasazeni programu pro interpretaci elementarniho sloZeni predstavovalo
jeho zaclenéni do systému Metabolite Mapper, ktery sehrava klicovou roli ve
zpracovani dat naméfenych v Laboratofi analytické chemie BC AV CR. Jelikoz
systém Metabolite Mapper je pomérné rozsahly a neni efektivni jej kvili nové verzi
modulu pro interpretaci elementarniho sloZeni neustdle rekompilovat, byla vlastni
implementace modulu umisténa do dynamicky linkované knihovny, jejiz casové
invariantni rozhrani Metabolite Mapper pro jeji volani pouziva. Implementace
optimalizacnich metod pomoci heuristickych pravidel, zminénych v ptfedchozich

kapitolach, byla sumarizovana do jediné tfidy s ndzvem formulaGenerator.
4.2.Algoritmy generovani sumarniho vzorce

Generovani jednotlivych validnich sumarnich vzorct je ovlivnéno nastaveném

parametrti, které predpokladaji urCité vlastnosti (napi. i empiricky zjisténé) latky.
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Primérnim problémem pii generovani teoretického sumarniho vzorce je rapidni narast
kombinaci validnich sumarnich vzorct v zavislosti na vzrastajici hmot¢ molekuly.
Studie Tobiase Kinda a Olivera Fiehna (8) prokazaly, ze se v biogennich latkach v
zavislosti na hmot€ vyskytuji jednotlivé chemické prvky pouze do uréitého poctu a ze
existuji urcité zakonitosti v poméru poctu atomu uhliku a jinych prvkia. Tyto
predpoklady lze velmi efektivné zahrnout do rozhodovaci podminky rekurzivni ¢asti
generovani sumarniho vzorce a zabranit tak generovani mnozstvi podstromi
s chybnymi vstupy jiz na zac¢atku. Ostatni pravidla, kterd byla uvedena vyse, mohou
byt aplikovana az na navrzeny hmotnostn¢ validni sumarni vzorec, protoze pocty

vSech atomii obsazenych v sumarnim vzorci jsou podstatné pro spravnost vypoctu.

4.2.1. Parametry algoritmu generovani sumarniho vzorce

Nektera pravidla lze vyuzit jiz v pribéhu generovani sumarniho vzorce. Tato
pravidla jsou brana jako parametry funkce generovani sumarniho vzorce:

a. Rozdil teoretické sumarni hmotnosti vygenerovaného elementarniho slozeni a
hmotnosti namétené. Validni rozdil je omezeny hmotnostnim rozliSenim pfistroje.

b. Minimalni a maximalni po¢ty vSech pouzitelnych chemickych prvkda.

c. Hodnoty poméri po¢ti pouzitelnych chemickych prvki k poc¢tu atomu uhliku.
Dalsi pravidla lze aplikovat az na finalni vygenerovany sumarni vzorec:

d. Procentudlni shoda izotopické obalky naméfeného spektra s teoretickou.

e. Hodnota z rovnice pro vypocet RDB.

f. Kontrola suméarniho vzorce pomoci Lewisova, Seniorova dusikoveho pravidla.

g. Je-li pro analyzovanou hmotu k dispozici MS/MS fragmentacni spektrum,
nasleduje ovéfovani, zda je mozné sestavit, interpretovat, vSechny vzniklé
fragmenty MS/MS spektra pomoci prvku, které obsahuje vygenerovany sumarni
vzorec. Interpretovatelnost spektra znamena, kolik % fragmentd z naméfeného

MS/MS spektra Ize interpretovat pomoci prvki navrzeného elementarniho slozeni.
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4.2.2. Algoritmus generovani sumarniho vzorce

Vstupy: \Vystup:

Seznam vygenerovanych

Naméfena hmota S, L .
validnich elementarnich slozeni

Izotopicka obalka

MS/MS spektrum

Hmotnostni rozliSeni ptistroje

Parametry generovani

Privatni proménné predavajici se jako parametry funkce generateFormula:

Mnozina chemickych prvki P

Mnozina vygenerovanych sumarnich vzorct F

Externi proménna:

Mnozina validnich sumarnich vzorcu FG

Zacatek algoritmu:  Mnozina P obsahuje vSechny prvky ziskané z parametrt

Mnoziny F a FG jsou prazdné

Rekurzivni faze algoritmu:

1.
2.

Vyber prvni prvek z mnoziny P, existuje-li, pokud ne, ukon¢i algoritmus.

Pro aktualné ptfedanou mnozinu vygenerovanych sumarnich vzorci F proved’
jeji duplikaci a spoj ji s dalsim volnym prvkem mnoziny P do v§ech moznych
kombinaci pro vytvofeni dalSich ¢asti generovanych vzorct.

Pro nové vytvofené kombinace duplikované mnoziny F aplikuj pravidla a aZ ¢
a vyfad’ nevalidni prvkové kombinace.

Pro kombinace, jejichz sumarni hmotnost je mensi nezZ namétena, duplikuj
mnozinu P, odeber z ni aktualni prvek a pokracuj rekurzivné bodem 1.

Pro kombinace, jejichz hmota je pfiblizné rovna naméfené hmoté, aplikuj
pravidla ¢ az f a sumarni vzorce, které jsou validni, uloz do mnoziny FG,

ostatni sumarni vzorce vymaz.

Iterativni faze algoritmu:

Pro vSechny validni formule spocitej celkové skore validity formule.
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RP
Validita = -simIP - iMSMS

|mnaméf‘ené — Myypotitana

RP — rozlisovaci schopnost piistroje, SimIP — shoda izotopové obalky,
iMSMS — interpretovatelnost MS/MS spektra

V posledni fazi algoritmu je mnozina FG je setfidéna vzestupné dle validity.

4.2.3. Algoritmus generovani izotopické obalky (AGIO)

Vstupy: Vystup:

Sumarni vzorec Izotopicka obalka

Izotopy jednotlivych prvki

1. Wber aktudlni prvek ze vzorce, existuje-li, jinak ukon¢i algoritmus,

2. Vsechny jeho izotopy piidej do izotopické obalky nasledujicim zptisobem:
pokud jiz existuje ion spektra, ktery je hmotnostné shodny (dle rozliseni
ptistroje) s pfidivanym, seéti jejich intenzity, jinak vloz do spektra novy ion.

3. Pokracuj bodem 1.

Vysledny tvar izotopické obdlky je siln€ zdvisly na hmotnostnim rozliSeni

piistroje, které se miize ménit v zavislosti na méfené hmot¢.

4.2.4. Algoritmus vypoétu shody teoretické a namérené

izotopické obalky

Vstupy: Vystup:
Shoda teoretické izotopické obalky
Naméiena izotopicka obalka vychazejici ze sumarniho vzorce a

namé&fené izotopické obalky

Sumarni vzorec

1. Pomoci AGIO vygeneruj teoretickou izotopickou obalku pro sumarni vzorec.
2. Porovnej teoretickou izotopickou obalku s naméfenou nasledujicim zptisobem:
e Proved sparovani jednotlivych iontl dle hmotnostniho rozliSeni pfistroje.

e Vypocti shodu mezi izotopickymi obalkami dle nasledujiciho vzorce.
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CMinP

Shoda =100 = 57 CN

CMIinP - souet minimalnich intenzit v8ech dvojic sparovanych iontii, CMaxP - soucet

maximalnich intenzit vSech sparovanych iontd, CN - soucet vSech intenzit nesparovanych iontt

4.2.5. Zakladni dulezité datové typy a funkce

Primarnim problémem implementace predikce elementarniho slozeni byla
definice vhodnych datovych struktur a navrh zakladnich tfidnich metod. Detailni

implementace v C++ je uvedena v piiloze, nasledujici odstavce obsahuji vycet

vvvvvv

4.25.1. Datove struktury

Izotop (isotope), Prvek (element), Prvek (seznam<Izotop>, parametry),

PouzityPrvek (*Prvek, parametry), SumarniVzorec (seznam<PouzityPrvek>)

4.25.2. Funkce

e countFormulaMass(&Formula) — vypocita hmotnost sumarniho vzorce
e countSpecralLikeness(&Spectruml, &Spectrum2) — vypocita podobnost dvou
spekter — napf. realné a teoretické izotopické obalky
4.2.5.3. Specifikace tFidy formulaGenerator
Pouzité tfidni metody:
1. Nastaveni a nacteni parametri generovani sumarniho  vzorce
(napt. setRdbeValue, setMassResolution)
2. Otestovani generovaného vzorce (checkFormula, generateFormulas)
3. \Wgenerovani izotopické obalky (generatelsotopePatternFromFormula)

4. Rekurzivni generovani sumarniho vzorce funkci generate (vné&jsi funkce) a

generateFormulas (vnitini funkce)

Veskeré metody jsou véetné okomentovani umistény ve zdrojovém kodu, ktery je

soucasti cd ptilozenych k bakalatské praci.
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4.2.6. Implementace dynamicky linkované knihovny

Implementovanou tfidu formulaGenerator bylo nutné nacitat z dynamicky
linkované knihovny (Win32 DLL) massnterpreterLib.dll. Vzhledem k tomu, Ze
architektura knihoven DLL neni objektova, ale pouze procedurélni, bylo nutné
implementaci tfidy mirné poupravit. Vyuzitim schopnosti pozdni vazby u abstraktnich
tfid 1ze dosahnout toho, ze metody tfidy lze volat stejnym zplisobem, jako v ptipadé
dynamicky vytvotené jeji instance s tim, Ze tyto metody musi byt v pfedkovi uvedeny
jako abstraktni. Knihovna tudiz realné exportuje pouze jedinou metodu, pomoci které

se vytvoii instance tfidy formulaGenerator.

Zdrojovy kéd knihovny je nasleduijici:

#include <vcl.h>
#include <windows.h>
#tinclude "formulaGenerator.h"

extern "C"

{

formulaGenerator*__stdcall_declspec(dllexport)createFormulaGenerator();

}

#if _ WIN32
int WINAPI D1lEntryPoint(HINSTANCE hinst, unsigned long reason, void*
1pReserved)

{
return 1;

}

#include "massInterpreterLibDll.h"

formulaGenerator* _ stdcall _ declspec(dllexport) createFormulaGenerator()

{
}

return new _formulaGenerator();

Nacteni knihovny lze provést v programu Metabolite Mapper pomoci
LoadLibrary, ziskani pfistupu k metodé pro vytvoreni instance tfidy formulaGenerator

Ize provést pomoci funkce getProcAddress().

Ptilozeny zdrojovy kod knihovny je kompilovatelny jak pro 32 tak i 64 bitovou

verzi OS Windows.
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4.3.0ptimalizace paralelniho béhu programu

S wvzrustajici hmotnosti molekuly exponencialné nartistd pocet hmotnostné
korektnich sumarnich vzorct. Jednim ze zptsobu, jak je mozné tento fakt ¢astecné
kompenzovat, je vyssi vypocetni vykon. Hlavni idea celého feSeni je zaloZena na
rozlozeni vypocetni prace na vétsi pocet procesorti prostiednictvim procesu ¢i vlaken.
ProtoZze vlakna na rozdil od separatniho procesu sdileji s matefskym procesem pamét’
programu, je v tomto piipadé vhodnéjsi pouzit prave je.

Zakladni myslenka byla tedy takova, ze do urcité hloubky od kotene stromu vSech
sumarnich vzorcd, bude pro kombinaci dané skupiny vzorcl vytvofeno rekurzivné
volané separatni vlakno, které otestuje urcity spoleény podstrom sumarnich vzorct.
Tato myslenka byla opusténa, nebot’ se ukazalo, ze rezie tvorby paralelnich vlaken v
navaznosti na rekurzivni volani funkce pro generovani kombinaci sumarniho vzorce
ma takovou rezii, ze je paralelni narist vypoCetnich prostfedki degradovan rezii
opera¢niho systému po jejich spravu. Bylo tedy nutné sahnout k jiné variant¢ feSeni.

Bylo realizovano sériové paralelnimu feseni na bazi tzv. thread-poolu, coz je
skupina vlaken, ktera se prostfednictvim sdilené instance uréité datové struktury
periodicky dotazuje o pridéleni prace. Prvotni sériova ¢ast toho feSeni spodiva v
predgenerovani pocatkli chemickych vzorct (1-3 znakd, dle hmotnosti), které jsou pro
dalsi generovani jiz rozdéleny mezi vlakna thread-poolu.

Pro synchronizaci pfistupu do spoleéné datové struktury - zejména kvili
odstraiiovani jiz proslych podstromt, bylo nutné pouzit vhodny mechanismus, coz byl
jednoduchy binarni semafor — mutex. Pro tvorbu, synchronizaci a spravu paralelnich
vlaken byla pouzita multiplatformni knihovna s nazvem Boost. Algoritmicky na

arovni jednotlivych vlaken se jedna pouze o mirnou modifikace feSeni z piechozi ¢asti.
4.4.Grafické prostredi

Grafické prostiedi bylo vytvofeno ve vyvojovém prosttedi Embarcadero C++
Builder. Grafické rozhrani systému je velmi intuitivni a jednoduché pro praci.
Nastaveni parametril generovani sumarnich vzorct se provadi v hlavnim okné

matetského programu Metabolite Mapper ikonou Nastaveni.
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@l!ll@ﬁ#ﬁ%@@
Analyse | Analyse Data |

N astavenf |

i Debug Info |Debug Output |

System Windows je 64 bitavy.
Maximum vyuzitelnych procesoru je 64.
Multiprocesorova podpora je aktivni.

Intensi 0 Time

Obrazek ¢. 13 — Vnitrni prostiedi programu Metabolite Mapper

Pak se otevie dialogové okno, kde je mozné na zalozce Detekce komponent a
identifikace v listu Predikce elementdrniho slozeni mozné ménit parametry

odpovidajici implementovanym chemickym a heuristickym pravidlim.

Multiple analysis | Appearence | Processing methads | Owline databazes | Computing | Updates

Peak detection I Adduct detection | Component detection & identification
[+ Enabled
Possible elements in the substance Ratios of elements (E1/E2)
Mum  Sign  Mass in [GE z Mum  Elementl  Element2 Min  Mas z
3 1 [c 12 1 s |41 [H C 0 31 |
2 H 107828 2 130 2 M C i 13
3 u] 15.934915 0O 27 3 F C i 15
4 N 14.003074 0O 32 o4 u] C i 12 []
| Edit " Remove " Load default values | | Edit || Remove || Load default values
Patterns of M5 spectra
|sotope pattemn & mass resoluti0n| M5 /M5 pattern |
Meeded izotope lkeness [%] M5 /MS masz resolution
Ring double bonds eq
Additional heuristic rules
[ Use MITROGEM e [T HMultiple element counts restictions

| Basic paramaters | Elementary composition [only for LC HR M5) |
el

m | PR
L Parametry predlkce sumarnich vzorcu L

Obrazek ¢. 14 — Dialogové okno parametrii programu Metabolite Mapper
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Predikce sumarniho vzorce je mozna bud’ v rdmci Metabolite Mapperu, poté co
zpracuje analyzu z pfistroje nebo je mozné spustit samostatny modul massinterpreter.

Jak spustit predikci v rdmci Metabolite Mapperu je zachyceno na obrézku 15.
Jednd se 0 wvnitini prostiedi Metabolite Mapperu po zpracovani analyzy smési
sloucenin. V pravé ¢asti okna je vypis nalezenych sloucenin ve smési sefazenych dle
jejich retencniho Casu. Po vybéru jedné latka ze seznamu, je mozné si v levé ¢asti okna
vybirat zobrazeni podrobnosti o zvolené latce. Je zde i volba pro zobrazeni izotopické
obalky zvolné slouceniny. V pravé ¢asti pod seznamem latek se nachazi ikona pro

spusténi predikce elementarniho slozeni, které je predmétem mé bakalaiské prace.

(] M2 (built 1) - D:\Data\2015_03_25_Bruckner_datle\Sample_paste_SA 01.raw == -
PBEERI@E 5 WD
! in © f [
Analyse | Analyse Data | Results
2
8 [s8 | [ sema |
z
2 Mumber Name Composition RT [min]  Fragments ~
= 328.1504
. 1345 6.55 223.1443;
5 || w 1346 5.5 313.13%
= 1347 6.56 114.055%
S o] 1343 6.56 359.1513; 360.1845;
2 1349 6.5 96.0814; 97.0848;
3
| 1350 6.5 142.03%;
2 1351 6.5 98.0654;
5
5 1352 6.5 261.1808;
2| &
H 1353 6.58 144.0871;
B 1354 66 98.1204;
2| =
= 1355 .62 321.1736; 322.177%;
]
b 1356 | 6.62 328.1504; ]
| 4
= 1357 662 314.1235; 315.1265;
E 1353 662 373.1396;
R
2 1359 664 414.1607; 415.1643;
1360 664 307.102%;
=1 1361 5.64 127.0392;
329.1537 1362 664 289.0918;
™ | E— 1363 6.64 155.070%
o 3290847 | 1364 665 412,1451;
328,21 1]
° T T Y T T T T T T 1365 6.65 395.1185: h
- 8 E =] £ £ £ £ y o
[ w5 spectrum | s Spectrum Fitered | MS/MS Spectrum ‘ Isotope Pattern |PW @ E% $ ﬁ e ‘ k \
Debug Info. | Debug Output | \
Prohledavani bylo dokonceno.
Bylo nalezeno 3046 kand

Intensity

Q== ad QEk kK|

| Predikce sumarnich vzorcd |

Obrazek ¢. 15 — Vnitini prostiedi Metabolite Mapperu po zpracovani analyzy

Po klinuti se otevie dialogové okno, v némz se po sléze vypiSe seznam nalezenych

validnich sumarnich vzorct. Vzorce jsou fazeny dle celkového skore.
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Elementary composition prediction -

| Start generating Stop generating 21
Murmnber Formula Difference [M/z] Rdbe IHikeness [36] MS/MS score [%6] Score -
i § C20H25P2 2E-5 {-0. ippm) 9.5 92.2 ] 6.6
2 C10H17ONTF4 &E-5 (0. 2ppm) 4 91 0 7.1
3 C14H2106M3 0.0001(0.3ppm) & 95,5 ] 4.4
4 C13H150M10 0.0001 (0.3ppm) 11.5 95.3 0 4.6
5 C17H2403FS 0.00011 {0.3ppm) 5.5 20,3 ] 4
& C11H2TM4FP3 0.00013 (-0.4ppm) 1.5 97.6 0 3.8
7 C15H180N43 0.00014 (-0.4ppm) 7.5 90.7 0 3.3
8 C12HZ00NFT 0.00018 (-0.5ppm) O 94.1 0 2.7
9 C15H240M3FP2 0.00013 (0.6ppm) & 35,7 0 2.6
10 C10HZ2406M4P 0.00022 (0.7ppm) 1.5 92.4 0 2.1
i1 CoH2006MEF 0.0003 (0.%ppm) 2.5 94 o 1.6
17 C12H2303N3F25 0.00031 {1ppm) 2 33.6 0 1.5
13 C16H28MP3 0.00033 (-1ppm) 5 95,3 ] 1.4 "y

| Select formula |

Obrazek ¢. 16 — Dialogové okno s predikovanymi sumarnimi vzorci

Druhy zptsob, jak spustit predikci sumdrnich vzorctd, je samostatny modul
massInterpreter, ktery jiz neni zavisly na zpracovani analyzy Metabolite Mapperem.
Hlavni dialogové okno je viceméné spole¢né pro okno s oknem nastaveni Metabolite
Mapperu s malymi rozdily. Slou¢enina, kterou chceme analyzovat, resp. jeji spektrum,
se nacte po stisknuti tladitka Set. Spektrum je mozné nacist z .xIsx souboru nebo

z proprietarniho raw souboru vyrobce piistroje.
4.5.Testovani programu

K testovani programu byla pouzita smés latek naméfenych Orbitrapem Q Exactive

Plus. Smés byla namétena v deseti opakovani a obsahovala 28 latek.

Predikci navrzenym programem byly stanoveny sumarni vzorce pro
monoizotopické hmotnosti latek smési. V tabulce 5 je zachyceno srovnani 2
opakovanych méfeni. Kromé sumarnich vzorct je v tabulce zachycena i spravnost
namétfené monoizotopické hmoty. V poslednim sloupci je uveden hmotnostni rozdil

naméfeny v prvnim a druhém opakovaném méteni.
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Tabulka ¢.5 — Piiklad vyhodnocované tabulky pro predikci elementarniho slozeni

Soubor 01 Soubor 02

Navrzeny Monoizotopickd | Navrzeny Monoizotopickd | Rozdil
sumarni vzorec | ppm | hmotnost [Da] | sumarnivzorec | ppm | hmotnost [Da] | hmot
C13H1905N 0.3 269.1264 C13H1905N 0 269.1263 0.0001
C10H1103N 1.3 193.0741 C10H1103N 1.1 193.0741 0
C4H303N 3.8 113.0117 C4H303N 3.8 113.0117 0
C9H1305N 1.2 215.0796 C9H1305N 0.9 215.0796 0
C8H1304N 1.1 187.0847 C8H1304N 0.8 187.0846 0.0001
C13H2005N2 0.5 284.1374 C13H2005N2 0.2 284.1373 0.0001
C10H1706N3 0.2 275.1118 C10H1706N3 0.4 275.1118 0
C5H5N5 1.5 135.0547 C5H5N5 1.3 135.0547 0
C7H802N2 0.9 152.0587 C7H802N2 1.4 152.0588 -0.0001
C11H1505N 0.3 241.0951 C11H1505N 0 241.095 0.0001
C8H1204 1.3 172.0738 C8H1204 1.4 172.0738 0
C12H1404N2 0.6 250.0952 C12H1404N2 -1.2 250.0951 0.0001
C6H11N4S 0 171.0704 C6H11N4S 0.2 171.0705 -0.0001
C7H150N4S 0.5 203.0968 C7H150N4S 0.8 203.0968 0
C9H1604N2 1.5 216.1113 C9H1604N2 0.5 216.1111 0.0002
C10H1805N2 0.5 246.1217 C10H1805N2 0.4 246.1217 0
C8H1003 1.1 154.0632 C8H1003 0.9 154.0631 0.0001
C12H1704N -0 239.1157 C12H1704N 0.5 239.1159 -0.0002
C8H1005 1.1 186.053 C8H1005 0.9 186.053 0
C7H15N 4.1 113.1209 C7H15N 3.9 113.1209 0
C11H1805N2 0.9 258.1218 C11H1805N2 0.4 258.1217 0.0001
C13H1705N3 1.2 295.1169 C13H1705N3 0 295.1168 0.0001
C6H802N2 1.2 140.0587 C6H802N2 1.2 140.0587 0
C9H1404N2 1.2 214.0956 C9H1404N2 1.1 214.0956 0
C6H1002N2 1.3 142.0744 C6H1002N2 1.1 142.0744 0
C9H1404N3S -0 260.0704 C9H1404N3S -0.2 260.0705 -0.0001
C7H802 2.7 124.0528 C7H802 2.6 124.0528 0
C16H90ON3 -0 259.0745 C16H90ON3 -0.9 259.0743 0.0002

Bé&hem testovani byla predikce sumarnich vzorct téméf bezchybna.

Ke $patné predikci doslo pouze v jednom piipadé. Po prozkoumani pficiny bylo
zjisténo, Ze v daném piipadé doslo ke stanoveni nespravné monoizotopické hmotnosti
diky fluktuaci signalu z ptistroje. Chyba pfistroje se pohybovala v rozmezi -1 az 4
ppm, coz bylo dostacujici k spravné predikci sumarnich vzorcu. Na obrazku 17 je

zachycen histogram ¢etnosti jednotlivych ppm pro dva srovnavané soubory.
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Obrazek ¢. 17 — Histogram rozloZeni presnosti méreni

4.6.0ptimalizace heuristickych pravidel

Jako testovaci databazi jsem zvolila databazi Human Metabolome Database,
HMDB. Database je volné stazitelnd na strankdch http://www.hmdb.ca/ ve formé
datového balicku obsahujiciho samostatné html soubory pro kazdou latku. Databaze
obsahuje zejména informace o nizkomolekularnich metabolitech, které se nachazeji v
lidském t¢le. Jedna se o 41 471 zaznami, tzv. MetaboKaret. Kazda MetaboKarta
obsahuje vice nez 110 datovych poli. Vzhledem k zaméfeni mé bakalatské prace jsem
vétSinu poli nepotiebovala, vyuzila jsem pouze tudaje o sumarnim vzOrci,

monoizotopické hmotnosti a zafazeni do chemické taxonomie.

Pro ziskani téchto polozek jsem naprogramovala jednoduchy syntakticky HTML
analyzator. Jako vystup jsem zvolila vystup do souboru formatu csv oddéleného
stiedniky. Tento soubor slouZil jako vstup pro program RapidMiner 5.3.013, ve kterém
jsem posléze pracovala na vlastnim testovani databaze. Program RapidMiner 5.3.013

je volné stazitelny z internetovych stranek https://rapidminer.com/.

Tobias Kind a Oliver Fiehn ve své publikaci (8) uvedli, ze jejich trénovaci
databaze vykazovaly nerovnomérné zastoupeni sloucenin, a tim jsou jejich heuristicka

pravidla ovlivnéna. Nicméné v diskuzi uvadi, Ze valida¢ni databazi byla databaze

38



PubChem. Databaze kromé ptirodnich slou¢enin obsahuje i slouceniny piipravené
synteticky a v té dob¢ ¢itala 5 miliénu sloucenin a dle grafu v publikaci vykazovala

normalni rozloZeni s maximem na hmotnosti 435 Da.

Jako prvni jsem zpracovala rozloZzeni slou¢enin HMDB v zavislosti na jejich
monoizitopické hmotnosti databazi. HMDB vykazuje rovnéZz nerovnomérné rozlozeni,

ma 3 lokalni maxima, a to na hmotnosti 1 525 Da, 925 Da a 240 Da.
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Obrazek ¢. 18 — Histogram rozlozeni cetnosti sloucenin HMDB v zavislosti na hmoté

Druhym krokem bylo zkontrolovat, zda plati pravidlo o maximalnich poctech
jednotlivych prvku zastoupenych v molekule, zda souhlasi i jejich poméry k uhliku a
zda plati pravidlo o vyskytu jednotlivych prvkovych kombinaci.

V tabulce 6 je uvedeno, jakych maximalnich hodnot dosahuji prvky v HMDB ve

srovnani s maximy uvedenymi v publikaci Tobiase Kinda a Olivera Fiehna (8).
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Tabulka ¢.6 — Srovnani maximalnich hodnot zastoupeni prvka v molekule

Interval [Da] Databdze C H N O S F CI
1-500 DNP 29 72 10 18 7 15 8
Wiley 39 72 20 20 10 16 10
HMDB 34 70 10 18 7 17 10
501-1000 DNP 66 126 25 27 8 16 1
Wiley 78 126 20 27 14 34 12

o
v
&
<

0O OO0 O© OO0 © OO~ © ~
\‘
~NOONE 00N o~ M~ o
N

HMDB 70 128 15 31 17 12
1001-2000 DNP 115 236 32 63 8§ 16 11
Wiley 156 180 20 40 14 48 12 0 15
HMDB 108 188 28 61 8§ 17 12 2
2001-3000 DNP 162 208 48 78 9 16 11
HMDB 144 240 28 91 8§ 17 12 2

RozloZeni slou¢enin HMDB je nerovnomérné, ale zastoupeni prvka v molekulach
Vv jednotlivych intervalech molekulovych hmotnosti viceméné odpovida databazim
Wiley (John Wiley & Sons database) a DNP (Dictionary of Natural Products).

Tabulka 7 ukazuje srovnani pomért prvki vzhledem k uhliku. Jednd se o
vyhodnoceni na =zakladé =zuzeného intervalu hmotnosti latek databdze na
30 — 1500 Da. Jsou zde uvedeny hodnoty pro 2 rozsahy, které zahrnuji bud’ 99,7 %

vSech sloucenin databaze, nebo 99.99 %.

Tabulka ¢€.7 — Srovnani intervali hodnot pomért poctu prvkl k poc¢tu uhlika

Pomér Databaze 99.7 % 99.99 %
H/C Wiley 0,2-3,1 0,1-6,0
HMDB 0,1-4,0 0,1-5,0

F/C Wiley 0,0-15 0,1-6,0
HMDB 0,0-0,7 00-19

Cl/C Wiley 0,0-0,8 0,0-2,0
HMDB 0,0-1,0 00-15

Br/C Wiley 0,0-0,8 0,0-2,0
HMDB 0,0-0,5 0.0-0,7

N/C Wiley 00-1,3 0,0-4,0
HMDB 0,0-1,0 0.0-2,0

o/C Wiley 00-1,2 0,0-3,0
HMDB 0,0-3,3 00-46

P/C Wiley 0,0-0,3 0,0-2,0
HMDB 0,0-0,7 00-1.0

S/IC Wiley 0,0-0,8 0,0-3,0
HMDB 0.0-1.3 0.0-2,0

40



Hodnoty jednotlivych pomérii poctu prvki k poc¢tu uhliku ve slou¢eniné z HMDB
se nijak vyrazné nelisi od hodnot z databazi pouzitych v publikaci.
Poslednim testem databaze bylo otestovani pravidel vzajemného vyskytu prvkl a

poméru poctu jejich atomll prvkl ve sloucening.

Tabulka ¢.8 — Tabulka heuristickych pravidel

Vstupni podminky Vystupni podminky
N O |P |S N o) P S

Heuristické pravidlo

1. >1 |[>1 |>1|>1 |<10 | <20 |<4 |<3
2. >3 [>3 |>3 <11 | <22 [<6

3. >1 [>1(>1 <14 | <3 | <3
4. >1 >1 |>1 | <4 <3 |<3
5. >6 [>6 >6 | <19 |<14 <8

Tato heuristickd pravidla pfi testovdni nebyla potvrzena z divodu nesplnéni
vstupnich podminek heuristickych pravidel. Z testovanych 41 471 sloucenin by tato
pravidla oznacila jako vyhovujici slouceniny tadové pouze jednotky. Podmince
prvniho pravidla, tj. Ze pokud je ve slouceniné alespoi jeden N, jeden, O, jeden fosfor
a jedna S, vyhovovalo pouze 12 slouéenin a zadna z nich nespliovala parametry druhé
poloviny pravidla. Vstupnim podminkam druhého pravidla vyhovovalo pouze 20
sloucenin a vystup splnilo 9. U tfetiho pravidla splnily obé podminky 2 slouceniny
z 12. U ¢tvrtého pravidla splnilo vstupni podminku 12 sloucenin, ale vystupni
podmince jiz nevyhovovala zadna. U patého pravidla nebyla v celé databazi nalezena
sloucenina, ktera by vyhovovala vstupni podmince pravidla.

To, Ze tato pravidla jsou porusovana slou€eninami existujicimi béZné v piirod¢,
zminil ve své publikaci 1 Toma$ Pluskal (10). Poukazal na to, ze pravidlo vyZaduje
pomeér kysliku a uhliku ve sloucenin€ mensi nez 1,20, coz porusuji napt. bézn¢ znamé
ATP (adenosin trifosfat) ¢i fruktoza-1,6-bisfosfat. | v HMDB je obecné pomér kysliku

a uhliku o néco vyssi, viz tabulka 7. Pomér O/C > 1,20 ma ale jen 264 sloucenin.

5.Zhodnoceni vysledku a zaveér

Zakladnim cilem mé bakalaiské prace bylo vytvofit aplikaci pro predikci
elementarniho slozeni z dat z hmotnostnich spektrometrd s vysokym rozlisenim.

Po prostudovani literatury tykajici se predikce elementarniho slozeni jsem
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vyvinula program pro predikci sumarnich vzorcu, do kterého jsem implementovala
heuristicka pravidla uvedena v sekci vyse. Analyzou sloucenin databaze Human
Metabolome jsem odhalila n€kolik rozdilti oproti stanovenym pravidlim. Souhrn je
uveden rovnéz v sekci vyse. Tyto zmény jsem promitla do implementace programu a
nasledné otestovala, zda doSlo v predikci vzorcti ke zlepSeni, tj. zda byl program
schopen stanovit validni elementarni slozeni v rychlej$im Case. Piestoze se nejednalo
o pfili§ razantni odchylky od hodnot, které uvedl ve své publikaci Tobias Kind a Oliver
Fiehn (8), na vysledném ¢ase zrychleni predikce se to projevilo. Primérny ¢as predikce
vSech validnich sumarnich vzorct pro testovaci smési 28 latek se z pivodnich 34ms
vylepsil na 24ms. Vzhledem k vypocetni naro¢nosti stanoveni sumarnich vzorci jsem
implementovala sériové paralelni zpracovani pomoci thread-poolu. Jako dal§i mozny
VYVOj programu spatiuji pravé v moznostech optimalizace programu pro pokrocilé
paralelni architektury. Nemaly vliv by mohla mit i hlubsi analyza heuristickych
pravidel. PIné pochopeni a ndsledné vypracovéani vylepSenych pravidel vyzaduje

nicméné nastudovani dalsi odborné chemické literatury.
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