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STRESZCZENIE:

pektrometria mas jest nieocenionym narzedziem w analizie proteomicznej, metabolo-

micznej i lipidomicznej. Dla pelnego wykorzystania jej potencjalu kluczowym jest wy-
branie i skonfigurowanie odpowiedniego podejscia analitycznego. W przypadku badan nie-
celowanych dostepne sa dwie gléwne strategie: analiza zalezna od danych (DDA) oraz anali-
za niezalezna od danych (DIA). Obie metody r6znia si¢ sposobem przeprowadzenia analizy
i stopniem pokrycia uzyskanych danych, dlatego kazda z nich moze znalezé zastosowanie
w réznych typach badafi. Metoda DDA opiera sie na biezagcym skanowaniu analizowanych
jonoéw, w efekcie czego prekursory o najwyzszej intensywnosci poddawane sa fragmentacji.
Z kolei technika DIA, dzieki zastosowaniu taczonych zakreséw izolacji jonéw prekursoro-
wych, pozwala na glebsza analize badanych zwiazkéw. Oba podejscia mozna modyfikowaé
usprawniajac ich dzialanie i umozliwiajac uzyskanie wiekszej ilosci danych. Na horyzoncie
pojawiaja sie takze metody taczace obie techniki, jak np. DDIA, ktéra wykorzystuje zalety
obu tych metod otwierajac nowe mozliwosci analityczne.

WPROWADZENIE

Ostatnie dwie dekady, w ktérych badania genomu i transkryptomu wiodty
zdecydowany prym, pozwolily na glebsze poznanie wielu proceséw biologicz-
nych lezacych u podstaw m.in. dziedziczenia, proceséw patologicznych, czy
efektow terapii medycznych. Jednakze zdobyta w ten sposéb wiedza uwypukli-
ta fakt, Ze bez informacji o pelnym profilu biatkowym i metabolomicznym, po-
zostaje ona co najmniej niepelna. Stezenie biatek i metabolitéw w komoérce, ich
profil, czy modyfikacje, ktore stanowia o funkcji i fenotypie komorki, sg na tyle
zréznicowane, ze ich analiza nastrecza wiele trudnosci. Obserwujemy jednak
bardzo szybki rozwdj technik umozliwiajacych analize nie tylko pojedynczych
bialek i metabolitéw, ale takze, a moze przede wszystkim, szerszego spektrum
proteomu i metabolomu. Metoda z wyboru w ich analizie coraz czesciej jest
spektrometria mas. Umozliwia ona zaréwno badania iloéciowe jak i jakosciowe,
co wykorzystywane jest nie tylko w diagnostyce medycznej, projektowaniu i
produkcji nowych lekéw [1] czy poszukiwaniu biomarkeréw [2], ale takze w tak
na pozor odlegltych dziedzinach, jak archeologia i paleontologia [3,4].

Spektrometr mas zbudowany jest z trzech gléwnych komponentéw: Zrédla
jonéw, analizatora oraz detektora (Ryc. 1). Powstale w Zrédle jony przyspiesza-
ne sa w polu elektromagnetycznym i kierowane do pracujacego pod wysoka
préznia analizatora mas. Rozdziat analizowanych jonéw na podstawie stosunku
masy do tadunku (m/z) przedstawiany jest graficznie w postaci wykresu MS' -
widma mas, na ktérym zaznaczana jest na osi odcietych wartosé stosunku my/z,
a na osi rzednych intensywnosc¢ sygnalow. Analizatory mozna taczy¢ uzyskujac
spektrometry tandemowe, ktére umozliwiajg glebsza analize badanych prébek.
W pierwszym analizatorze odbywa si¢ wybor jonu o okreslonej wartosci m/z.
Nastepnie wybrany jon ulega rozpadowi w komorze zderzeri, a masy powsta-
tych fragmentéw mierzone sg za pomoca drugiego analizatora. Uzyskane w ten
spos6b wyniki rejestrowane sa w postaci widma fragmentacyjnego - MS~

Zaréwno w badaniach proteomicznych, metabolomicznych czy lipidomicz-
nych, analiza interesujacych nas obszaréw z wykorzystaniem spektrometrii mas
dostarcza ogromnych ilodci danych. Kluczowym aspektem jest wiec zastoso-
wanie odpowiedniej strategii w przygotowaniu materiatu badawczego, a takze
metod analizy instrumentalnej i chemometrycznej, stuzacych uzyskaniu danych
pozwalajacych na identyfikacje badanych molekul. W przypadku spektrometrii
mas stosuje sie¢ dwie gléwne strategie analityczne, tzw. ,top-down” oraz ,bot-
tom-up”. Na przykladzie proteomiki, strategia ,top-down” zaklada, ze cale,
nietrawione biatka zostaja poddane jonizacji, a nastepnie fragmentacji w celu
uzyskania widma MS? Natomiast, strategia ,, bottom-up” polega na uprzedniej
hydrolizie biatek przy uzyciu odpowiedniego enzymu (najczesciej trypsyny), a
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Rycina 1. Ogolny schemat blokowy spektrometru mas, ktéry sktada sie ze zrodta jonow, analizatora(ow) oraz detektora. Duzymi literami oznaczono jony prekursorowe,

matymi literami jony fragmentacyjne.

nastepnie na separacji mieszaniny peptydoéw z uzyciem me-
tod chromatograficznych. Tak rozdzielone peptydy trafiaja
do spektrometru mas, gdzie po jonizacji nastepuje ich roz-
dzial w oparciu o stosunek masy do tadunku (17/z), a w dal-
szej kolejnosci identyfikacja i kwantyfikacja. Podejécia ana-
lityczne oparte o MS mozna réwniez podzieli¢ na celowane

i niecelowane. Gléwnymi metodami analizy celowanej sg
podejscia: SRM/MRM (ang. Selective/Multiple Reaction Mo-
nitoring) i PRM (ang. Parallel Reaction Monitoring), a analizy
niecelowanej: DDA (ang. Data Dependent Acquisition) i DIA
(ang. Data Independent Acquisition) (Ryc. 2, 3).
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Rycina 2. Schematyczne przedstawienie podejs¢ ,top-down” (A) i ,bottom-up” (B) w analizie proteomicznej oraz podstawowych metod analiz celowanych opartych o

MS (C). MS' -

podstawowy skan MS; MS? - skan MS po fragmentacji wybranego jonu; LC-MS - chromatografia cieczowa z detekcja MS; Q1, Q2, Q3 - analizatory typu

kwadrupol w tandemowym spektrometrze mas; na rysunku C kolorami oznaczono poszczegélne jony o réznych wartosciach my/z.
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Rycina 3. Por6wnanie metody DDA oraz DIA. W podejsciu DDA po uzyskaniu skanu podstawowego MS' wykonywane sa skany fragmentacyjne w oparciu o $cile okre-
slone w metodzie parametry, najczesciej na podstawie intensywnosci jonéw prekursorowych. W podejsciu DIA jony prekursorowe z zadanego zakresu 11/z sg wspdlnie
fragmentowane dajgc usrednione widmo MS%. W ten sposéb w analizie DIA wszystkie prekursory sa poddawane fragmentacji.

CHARAKTERYSTYKA METODY MS
ZALEZNE]J OD DANYCH (DDA)

W podejsciu DDA informacje uzyskane na podstawie ska-
nu MS! stuza do dalszej analizy w kolejnych skanach MS?.
W pierwszym analizatorze (najczesciej jest to kwadrupol)
nastepuje pomiar jonéw wedlug ustalonego wczedniej za-
kresu m/z. Na podstawie uzyskanego widma MS' typowane
sq jony prekursorowe, ktére nastepnie ulegaja fragmentacji
w komorze zderzen (ang. Collision Induced Dissociation, CID)
i powstale fragmenty sa badane w drugim analizatorze [6].
Ze wzgledu na droge, ktéra musi pokonac jon (od pierw-
szego analizatora, przez komore zderzen, do drugiego ana-
lizatora), waznym parametrem jest dobér odpowiedniego
czasu skanowania zaréwno w trybie MS! jak i MS? oraz sa-
mej liczby generowanych skanéw MS? [5]. Wraz ze wzro-
stem czasu skanowania zwigksza sie czuto$¢ pomiaru. Nie
mozna jednak w nieskoriczonos¢ rozciggac czasu pomiaru i
najlepiej ustali¢ te wartosci eksperymentalnie. W przypad-
ku analiz metabolomicznych przyjmuje sie wartosci miesz-
czgce sie¢ w zakresie od 20 do 800 ms czasu przeznaczonego
na skan oraz 3 do 20 skanéw MS? [5,7].

W przypadku prowadzenia analiz MS zaleznych od da-
nych nalezy zwréci¢ uwage na dobér wlasciwego analiza-
tora, ktéry powinien charakteryzowac sie wysoka rozdziel-
czoscig i odpowiednia szybkoscia akwizycji uzyskiwanych
danych. Chociaz w teorii metoda DDA mozne by¢ imple-
mentowana na kazdym tandemowym spektrometrze mas,
najczesciej do tego typu analiz wykorzystuje sie nowocze-
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sne analizatory typu Q-TOF lub Orbitrap [5]. Spektrometry
z analizatorami typu potréjny kwadrupol lub pulapka jo-
nowa stosowane sa stosunkowo rzadko do wykonywania
wysokoprzepustowych analiz DDA, gtéwnie ze wzgledu na
ich niska rozdzielczosé¢ i mata doktadnosé pomiaru masy.

Kolejnymi waznymi parametrami w przypadku pro-
wadzenia analiz metodami DDA sa tzw. punkty odciecia,
wedlug ktérych spektrometr zakonczy proces skanowania
MS! i przejdzie do trybu MS%. Moga to by¢ punkty odciecia
okreélane na podstawie parametréw takich jak: minimalna
intensywnos¢ sygnatu dla jonu lub minimalna, czy maksy-
malna dopuszczalna wartos¢ m/z. W przypadku analiz pro-
teomicznych parametrem odcinajagcym moze by¢ réwniez
krotnos¢ jonizacji badanego zwiazku, gdzie w przypadku
peptydéw pomija sie czastki jednokrotnie zjonizowane.
Parametr ten ma o tyle istotne znaczenie, ze zbyt wysoko
ustawiona linia odcigcia bedzie powodowala ominiecie
istotnych jon6éw, jednak ustawiona na zbyt niskim poziomie
spowoduje obnizenie jakosci widm MS? [5].

Wybér jonéw do analizy MS? jest kluczowym elementem
dziatania metody DDA. Odbywa si¢ on w sposéb semisto-
chastyczny [8]. W efekcie, jony pochodzace od istotnych
biologicznie peptydéw lub metabolitéw, ktére w badanym
materiale s3 obecne w mniejszej ilosci, moga zosta¢ pomi-
niete w trakcie analizy. Aby jednak zniwelowac ten efekt
i uzyska¢ z danego eksperymentu jak najwiecej interesu-
jacych nas danych, mozna odpowiednio zoptymalizowac
ustawienia spektrometru [9].
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Przy wyborze jonéw prekursorowych najczesciej stosuje
sie tzw. podejscie TopN. Polega ono na wyborze N liczby
jonéw, ktére zostang poddane analizie MS%. Wyboru tego
dokonuje sie na podstawie intensywnosci ich sygnatu m/z.
Jednym z narzedzi pozwalajacych na bardziej dogtebna
analize probki jest statyczna lista wykluczenia (ang. Static
Exclusion List, SEL), zawierajaca jony, ktére maja by¢ po-
mijane podczas analizy MS, co ma tym samym umozliwi¢
detekgcje jonéw, o nizszej abundancji. W zaleznosci od za-
stosowanego analizatora lista moze zawiera¢ rézna liczbe
jonéw. Nowsze uktady MS pozwalaja na usuniecie nawet
kilkuset prekursoréw korzystajac z tej metody. Oproécz sta-
tycznej listy, stosuje sie réwniez dynamiczne listy wyklu-
czenia. W metodzie TopN najczeéciej uzywany jest jeden
z dwoéch gtéwnych algorytméw: dynamiczne wykluczenie
(ang. Dynamic Exclusion, DE) lub wielkokrotne wyklucze-
nie (ang. Iterative Exclusion, 1E) [10]. W algorytmie DE po
pierwszym skanie wytypowane zostaja jony, ktore trafiaja
na ,dynamiczna”, czyli czasowa liste. Jony te nie beda brane
pod uwage w nastepnych skanowaniach. Procedura ta po-
wtarzana jest wielokrotnie i dzigki temu mozna wytypowacé
wiele potencjalnych prekursoréw, jednak nadal sa to jony o
najwiekszej intensywnosci [10]. Warto zaznaczy¢, ze zwiaz-
ki ktore trafiaja na liste DE, sa wykluczane z analizy tylko
na pewien czas, dzieki czemu pomijane w badaniu jony o
danych warto$ciach m/z beda mogly by¢ analizowane p6z-
niej. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku mozliwej
obecnosci zwigzkéw izomerycznych, czy izobarycznych w
prébee. Drugie podejécie (IE) opiera sie na wielokrotnym
analizowaniu danej probki. Podobnie jak w przypadku DE,
pierwszy skan pozwala wytypowaé najbardziej intensyw-
ne jony i umiesci¢ je na lidcie, ktéra w ponownej analizie
postuzy do wykluczenia wybranych jonéw z analizy frag-
mentacyjnej. Zastosowanie IE pozwala na wytypowanie
jonéw majacych nizsze intensywnosci niz w metodzie DE,
wymaga jednak wiekszych objetosci probki, gdyz jest ona
analizowana wielokrotnie, co zmniejsza wydajnos¢ i prze-
pustowosé¢ metody. Proba odpowiedzi na niedoskonatosci
metody TopN jest tzw. metoda DiffN, zaprezentowana na
przykladzie analizy lipidéw [10]. Nie bazuje ona na absolut-
nej abundangji jonu, ale na poréwnaniu réznic ilosci danego
jonu w kolejnych analizowanych prébkach. W efekcie, do
analizy MS? jesteSmy w stanie wybra¢ jony prekursorowe,
ktére najbardziej réznicuja w danym materiale. Metoda ta
moze by¢ wykorzystywana m.in. przy poszukiwaniu no-
wych biomarkeréw [10].

Oproécz listy wykluczajacej, w metodzie DDA istnieje
takze opcja utworzenia ,listy wiaczajacej” jony do analizy
(ang. Inclusion List, IL) [5]. IL moze by¢ utworzona przed
analizg lub tez po pierwszym skanowaniu prébki. W pierw-
szym przypadku odgoérnie wybieramy jony prekursorowe,
natomiast w drugim, analiza widma MS' dostarcza infor-
magji o jonach, ktére zostaty pominiete w badaniu. W dal-
szej kolejnosci, na podstawie wartosci m/z oraz tzw. okna
czasu retencji (ang. Retention Time Window, RTW) algorytm
typuje jony do IL, a tym samym do ich dalszej analizy. Po-
dejscie takie zwieksza czuloé¢ analizy, a rownoczeénie licz-
be zwiazkéw, ktére mozna zidentyfikowac [11]. Metoda
DDA z zastosowaniem IL ma pewne cechy analizy celowa-
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nej, dzieki czemu pozwala na czeSciowe zawezenie badania
ijego udokladnienie.

Kolejnym waznym czynnikiem w przypadku analizy
DDA jest energia kolizji jonéw uzyta do ich fragmentacji.
Przy zbyt matej energii jon albo nie ulegnie rozbiciu, albo
jego dysocjacja bedzie tylko cze$ciowa, co spowoduje nie-
wystarczajaca intensywnosé sygnatu jonéw fragmentacyij-
nych [12]. Odwrotnie, przy zbyt wysokiej energii kolizyjnej,
obserwuje sie efekt nadmiernej fragmentacji, co z kolei pro-
wadzi do otrzymania widm z niewspdétmiernie reprezen-
towanymi jonami o niskich wartoéciach m/z. Ogranicza to
istotnie przydatnos¢ takich widm do analiz strukturalnych
i ilodciowych.

Programy sterujace spektrometrami mas pozwalajg réw-
niez ustawic filtry ulatwiajace wylapywanie wtasciwych jo-
néw prekursorowych. Najczesciej stosowane sa dwa typy
takich filtrow. Pierwszym jest funkcja wylaczania izotopow
(ang. Monoisotopic Precursor Selection, MPS). Dzigki temu fil-
trowi, spektrometr nie bedzie analizowat izotopologéw da-
nego jonu i tym samym zaoszczedzi czas na analize tylko jo-
néw monoizotopowych, zwiekszajac tym samym catkowita
sume przebadanych jonéw réznego pochodzenia. Drugim,
czesto stosowanym filtrem jest filtr separujacy jony o wiek-
szej liczbie ladunkéw od jonéw pojedynczo natadowanych,
co ma znaczenie gléwnie w analizach metabolomicznych
czy lipidomicznych [5].

NARZEDZIA BIOINFORMATYCZNE
WYKORZYSTYWANE W METODZIE DDA

Kluczowym elementem analizy danych uzyskanych w
efekcie zastosowania tandemowej spektrometrii mas jest
dobér narzedzi bioinformatycznych stuzacych do analizy
widm MS%. W przypadku analiz proteomicznych istnieje
wiele algorytméw wspierajacych opracowanie widm, prze-
szukiwanie baz danych oraz bibliotek widm masowych.
Wsréd nich najbardziej znanymi i zarazem najczesciej wy-
korzystywanymi sa: SEQUEST, Mascot oraz MaxQuant (An-
dromeda). Podstawowa réznica miedzy nimi jest funkcja
oceny wyniku analizy, czyli tzw. ,score”, ktéra odpowiada
za dopasowanie zarejestrowanego widma fragmentacyjne-
go do widm pochodzacych z repozytorium. SEQUEST byt
jednym z pierwszych, komercyjnie dostepnych programoéow
stuzacych do analizy widm MS? Jego funkcja ,,score” opiera
sie na korelacji krzyzowej i szybkiej transformacji Fouriera
(ang. Fast Fourier Transform, FFT) [13]. SEQUEST jest bardzo
czuly, jednakze ze wzgledu na uzyta FFT jego dzialanie jest
bardzo wolne. Istnieje modyfikacja algorytmu uzywane-
go przez SEQUEST, w ktérej pomija sie liczenie FFT [13].
Algorytm SequestHT pozwala na przyspieszenie procesu
analizy danych przy jednoczesnym poprawieniu stopnia
identyfikacji.

Innym przykladem narzedzia sluzacego do identyfikacji
i kwantyfikacji bialek w spektrometrii mas jest Mascot. Al-
gorytm uzyty w programie Mascot w analizie widm pepty-
dowych stosuje podobne podejécie jak wspominany wyzej
SEQUEST, jednak operacje matematyczne lezace u podstaw
obu metod sa rézne [14]. Mascot wykorzystuje obliczenia
probabilistyczne do poréwnania danych uzyskanych z wid-
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ma fragmentacyjnego i trawienia biatka in silico. Co wiecej
oba algorytmy daja nieco inne wyniki w zaleznosci od uzy-
tego w trakcie analizy uktadu MS [14].

Jednym z najczesciej stosowanych programéw bioin-
formatycznych w analizie danych proteomicznych jest
MaxQuant, ktéry swoja premiere mial w roku 2008 [15].
Program ten wyposazony jest we wlasny algorytm do prze-
szukiwania baz danych peptydéw - Andromede. Jest on
w stanie zidentyfikowaé wiecej niz jeden peptyd z widma
MS2 Wynika to z tego, ze MaxQuant prowadzi drugie ska-
nowanie widma MS?* w poszukiwaniu kofragmentujacych
jonéw [15,16]. MaxQuant do analizy danych wykorzystuje
tzw. strategie , target - decoy”, ktéra polega na wyszukiwa-
niu blednych identyfikacji bialek, co w przypadku analizy
bardzo duzej liczby peptydéw ma ogromne znaczenie [15].
Warto doda¢, ze MaxQuant jest programem niekomercyj-
nym i stale rozwijanym, co zdecydowanie zwieksza jego
aplikacyjnoé¢ w badaniach.

Oprécz wyzej oméwionych narzedzi, istnieja inne algo-
rytmy i programy, ktére moga by¢ wykorzystane do ana-
lizy widm masowych mieszaniny peptydéw uzyskanych
przy pomocy metody DDA. Wsréd nich sa m.in.: X!Tan-
dem, Comet, czy OMSSA. Warto jednak zwrdéci¢ uwage, ze
wszystkie te narzedzia wykorzystuja nieco inne podejécie
do analizy widm, a zatem wyniki, ktére uzyskamy z ich
uzyciem moga sie miedzy soba rézni¢. Jednym z ciekaw-
szych przykladéw podnoszacych ta kwestie, jest praca do-
tyczaca analizy spektrometrycznej biatek jadu kobry [17].
W badaniu tym uzyto 2 réznych algorytméw stosowanych
do analizy ilosciowej peptydéw, NSAF+ zaimplementowa-

nego w programie PeptideShaker oraz algorytmu iBAQ za-
implementowanego w programie MaxQuant. Wnioski z tej
analizy jasno wskazuja, Ze w zaleznoéci od zastosowanego
narzedzia, liczba identyfikowanych biatek moze si¢ réznic.
Praca ta podkresla, ze nalezy by¢ ostroznym w interpretacji
danych oraz sugeruje, ze dobdr narzedzi bioinformatycz-
nych powinien by¢ starannie przemys$lany i dostosowany
do rodzaju badanych prébek [17]. Podsumowanie narzedzi
bioinformatycznych przedstawiono w Tabeli 1.

WYKORZYSTANIE SPEKTROMETRII MOBILNOSCI
W METODZIE DDA (DDA - PASEF)

W chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometria
mas wiele zwiazkéw stanowiacych potencjalne prekurso-
ry opuszcza kolumne chromatograficzng réwnoczesnie.
W metodzie DDA w danym czasie, z calej mieszaniny jo-
néw, tylko jeden jon prekursorowy moze zosta¢ poddany
fragmentacji, a reszta zostaje utracona. W odpowiedzi na
ten problem opracowana zostala metoda PASEF (ang. Pa-
ralell Accumulation — Serial Fragmentation) wykorzystujaca
dodatkowy wymiar analizy jakim jest spektrometria mobil-
noéci jonowej TIMS (ang. Trapped Ion Mobility Spectrometry)
w spektrometrach firmy Bruker Daltonics [18]. Analiza ta
sklada sie z 2 etapéw. W pierwszym nastepuje akumulacja
jonéw, ktéra odbywa sie w module TIMS. Nastepnie, po-
przez obnizanie napiecia pola elektrycznego, zatrzymane
jony podlegaja selektywnemu uwolnieniu do dalszej ana-
lizy. Dzieki takiemu podejsciu znacznie wiecej jonéw moze
ulec fragmentacji. Zastosowanie metody PASEF pozwala
na uzyskanie 10 krotnie wiekszej szybkosci analizowanych
probek przy zachowaniu tej samej czulosci metody [18].

Tabela 1. Narzedzia bioinformatyczne uzywane w analizach DDA i DIA

ANALIZA OPROGRAMOWNIE

DARMOWY
PROGRAM DDA | DIA | Windows | Linux | Mac DOSTEP UWAGI LINK
SEQUEST 9 0 9 nie jest juz wspierany https//proteomicsresource.washington_edu/protocols06/sequest. php
DIA mozliwe tylko dla
analiz wykonywanych
na spektrometrach . :
Mascot o o ThermoScientific i w https://iwww matrixscience.com/
waskich zakresach
okna
DIA mozliwe po
aktualizacji 2.0z .
MaxQuant 0 uzyciem biblioteki https://www.maxquant.org/
MaxDIA
XITandem 0 https://iwww . thegpm.org/tandem/
Comet e e https://comet-ms.sourceforge.net/
OMSSA o https//bioinformaticshome.com/tools/proteomics/descriptions/OMSSA. himl#gsc.tab=0
PeptideShaker e http://compomics.github.io/projects/peptide-shaker
Skyline 0 o o https://skyline. ms/project/home/begin. view?/
DIA-NN o [} https-//github_com/vdemichev/DiaNN
Spectronaut e e e https://biognosys.com/software/spectronaut/
DIA-Umpire o e https://diaumpire.nesvilab.org/
PECAN 0 o https://bitbucket.org/maccosslab/pecan/src/master/
FragPipe https //fragpipe.nesvilab.org/
PEAKS Studio 0 0 https://iwww bioinfor.com/peaks-studio/
EncyclopeDIA https://bio.tools/encyclopedia
jest réwniez wersja dla
Scaffold DIA analizy DDA Scaffold https://iwww proteomesoftware com/products/scaffold-dia
DDA
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Dzieki mozliwosci analizy kilku jonéw w jednym skanie,
metoda PASEF pozwala réwniez na wykorzystanie mniej-
szej ilodci materiatu. Jest to szczegélnie wazne w przypad-
ku analizy prébek takich jak np. tkanki z biopsji, gdzie sam
proces jej pozyskania warunkuje matg ilos¢ materiatu, czy w
analizach pojedynczej komoérki (ang. Single Cell Proteomics),
w ktorych takie podejscie istotnie poprawia wydajnos¢ ana-
lityczna [19].

Metoda DDA, mimo, ze powoli wypierana przez DIA,
nadal wykorzystywana jest w badaniach biomedycznych.
Kompleksowe analizy metabolomiczne i proteomiczne
oparte o podejscie DDA umozliwily na przyklad identyfika-
¢je potencjalnych biomarkeréw zwiazanych z odpowiedzia
raka odbytnicy na przedoperacyjna radioterapie [20].

CHARAKTERYSTYKA METODY MS
NIEZALEZNEJ OD DANYCH (DIA)

Analizy DDA pomimo swoich zalet: latwosci aplikacyj-
nej i powszechnego zastosowania, majg jedng zasadnicza
wade jaka jest utrata informacji dotyczacej jonéw, ktére
nie zostaly wskazane do fragmentacji i w konsekwencji nie
byly jej poddane. Fakt ten powoduje, ze analizy DDA nie
umozliwiajg uzyskania pelnej informacji o skladzie analizo-
wanej probki, a otrzymane wyniki czesto nie sa powtarzal-
ne. Rozwdj narzedzi bioinformatycznych oraz technologii
w konstrukgcji spektrometréw mas sprzyjal opracowaniu
podejécia analizy niezaleznej od danych DIA, omijajace-
go powyzsze niedogodnosci. Najwieksza zaleta DIA jest
mozliwoé¢ uzyskania pelnej informacji o jonie na podsta-
wie skanowania w trybach MS' oraz MS?, a takze precyzja
i powtarzalno$¢ bedaca unikalng cecha metod SRM/PRM.
DIA polega na réwnoczesnym wykonywaniu fragmentacji

(MS?) dla wszystkich zwigzkéw ulegajacych w danym mo-
mencie jonizacji. W metodzie tej analizowane sa wszystkie
jony obecne w prébce jednoczeénie. Mozliwa jest rowniez
analiza partiami, w szybko nastepujacych po sobie skanach
MS?, w komplementarnych zakresach mierzonych mas. W
praktyce oznacza to, ze zaden zwiazek nie jest pomijany, ani
wykluczany z analizy.

Najczesciej w technice DIA stosuje sie podejscie pozwala-
jace na sekwencyjne skanowanie, w ktérym szeroki zakres
mas jest dzielony na mniejsze zakresy my/z. Nastepnie, w
kazdym oknie wszystkie jony sa réwnoczesnie izolowane
i poddawane fragmentacji. Dzieki temu mozna uzyskac
taczone widma MS? dla wszystkich zwigzkéw w badanej
probce, co umozliwia bardziej kompleksowa analize jej
skiadu.

Metoda DIA jest szczegdlnie przydatna w badaniach bio-
logicznych i medycznych, w ktérych probki sa czesto bar-
dzo zlozone pod wzgledem skladu molekularnego, a ana-
liza wszystkich obecnych zwigzkéw jest istotna dla zrozu-
mienia proceséw biologicznych, czy diagnostyki choroby.

Podstawowe podejscie DIA z selekcja jonéw w petnym
zakresie zostalo wykorzystane w technice MSE, w ktérej
réwnoczesnie uzyskuje sie zaréwno widma jonéw prekur-
sorowych jak i fragmentacyjne w czasie jednego rozdzialu
chromatograficznego, poprzez skanowanie naprzemienne
przy wysokich i niskich wartoéciach energii kolizji [21].
Inne podejscie, stosujace wiele zakreséw izolacji po raz
pierwszy wykorzystano w pracy Venable i wsp. Zastoso-
wano w niej liniowa pulapke jonowa (ang. Linear lon Trap)
i przeprowadzono sekwencyjng izolacje i fragmentacje dla
20 okien (kazde o szerokosci 10 my/z). Pozwolito to na po-
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Rycina 4. Schematyczne przedstawienie metod wyboru szerokosci okna: elastyczne (ang. variable-window DIA, (vDIA)-MS) oraz overlapping-window DIA (oDIA)-MS. W
pierwszej metodzie szeroko$¢ okna dostosowana jest do czestoéci wystepowania peptydéw natomiast, w metodzie drugiej, okna izolacji zachodza na siebie i s3 demulti-

pleksowane, co redukuje ztozonosé¢ widm MS2
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krycie zakresu 900-1100 my/z oraz kilkukrotnie zwigkszyto
stosunek sygnalu do szumu i umozliwilo poréwnanie po-
ziomoéw akumulacji bialek dla dwoch stanéw rozwojowych
Caenorhabditis elegans [22]. Jednak pomimo tych zalet, stra-
tegia predefiniowanych okien nie byla szeroko stosowana
ze wzgledu na ograniczenia wynikajace z szybkosci skano-
wania oraz niska rozdzielczos¢ spektrometréw mas. Wraz z
wprowadzeniem spektrometréw wysokorozdzielczych za-
proponowano nowa technike “SWATH MS” (Sciex), ktéra
wykorzystuje stala szerokosé okna Q1 (25 Da). Taka szero-
kos¢ zostata uznana za réwnowazna z wielokrotnymi (piec
lub wiecej) przejéciami dla peptydu w metodzie SRM, bez
zakloécen i dokladnoscia pomiaru do 10 ppm [23].

Przy doborze metody MS nalezy zréwnowazy¢ kilka
istotnych parametréw, m.in: wptyw zlozonosci probki, sze-
rokos¢ okna izolacji oraz pokrycie jak najszerszego zakresu
mas. Wynika to z faktu, Ze poprzez zmniejszanie szerokosci
okna izolacji prekursoréw my/z zostaje zwiekszona czulos¢ i
precyzja metody, réwnoczesnie zmniejszeniu ulega liczba
peptydéw reprezentowanych w kazdym widmie MS?, co
w konsekwencji zmniejsza pokrycie prekursoréw w catym
zakresie m/z. Opracowano dwa podejécia ulatwiajace wy-
bér szerokosci okna: elastyczne (ang. variable-window DIA,
(vDIA)-MS) [24] i overlapping-window DIA (oDIA)-MS [25].
Pierwsze dostosowuje szerokos$¢ okna do czestosci wyste-
powania peptydéw: w obszarach, w ktérych sygnaly MS
sa bogato wykrywane, zmniejsza szeroko$¢ okna izolacji
i zwieksza szeroko$¢ w obszarach gdzie sygnaly sa mniej
intensywne. Natomiast w metodzie oDIA-MS okna izolacji
zachodza na siebie i s demultipleksowane, co redukuje zto-
zonoé¢ widm MS? Podejscie to poprawia prawie dwukrot-
nie selektywno$¢ wyboru prekursoréw bez utraty rozdziel-
czosci w analizie masy, rozdzielczosci chromatograficznej,
szybkosci skanowania i innych kluczowych parametréw
akwizycji (Ryc. 4).

NARZEDZIA BIOINFORMATYCZNE
WYKORZYSTYWANE W METODZIE DIA

Dane uzyskane w wyniku prowadzenia analiz DIA, ze
wzgledu na kompleksowos¢ i brak przypisania widm MS?
do konkretnych prekursoréw, cechuja sie znacznie wiek-
sza zlozonoscia niz dane uzyskane w eksperymencie DDA.
Stad oczywistym staje sie konieczno$¢ korzystania z za-
awansowanych metod bioinformatycznych w celu dekon-
wolugcji i interpretacji uzyskiwanych widm. Identyfikacja
bialek obecnych w prébce analizowanej metoda DIA od-
bywa sie przede wszystkim na podstawie zlozonych analiz
opartych o biblioteki widm peptydowych. Moga one by¢
tworzone badz to w oparciu o dostepne atlasy peptydo-
we, badz by¢ kompilowane na podstawie badan wiasnych
probek, wykorzystujac wyniki wczedniejszej analizy DDA.
Biblioteki te kataloguja czasy retencji, masy prekursoréw,
wzory fragmentacji peptydéw i znane zakldcenia. Nalezy
tutaj wyraznie zaznaczy¢, ze jakos¢ dekonwolucji widm i
identyfikacji oraz badania iloSciowego w oparciu o DIA za-
lezy w oczywisty sposéb od jakosci dostepnych bibliotek.
Tak wiec dobér tych ostatnich i sposob ich przygotowania
jest kluczowym aspektem calego eksperymentu.
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Zaawansowane programy informatyczne dedykowa-
ne analizom DIA, takie jak DIA-Umpire [26], PECAN [27]
oraz EncyclopeDIA [28], umozliwiaja poprawiona identy-
fikacje oraz analize iloSciowa bialek i peptydéw, w odnie-
sieniu do opisywanych wczeéniej analiz DDA. Analize da-
nych mozna przeprowadzac¢ réwniez przy wykorzystaniu
komercyjnie dostepnych aplikacji takich jak: Scaffold DIA
(Proteome Software Inc., Portland OR, USA), Spectronaut,
a takze PEAKS Studio. Dekonwolucja danych moze odby-
wac sie na kilka sposobéw np. stosujac metode najmniej-
szych kwadratéow w polaczeniu z technikg MSX (ang. mul-
tiplexing). Wykorzystanie jej jest mozliwe jednak jedynie w
przypadku spektrometréw mas typu kwadrupol-orbitrap,
gdzie izolacja, aktywacja i akumulacja prekursoréw moze
odbywac sie réwnolegle z akwizycja widma MS? [25]. Inny
algorytm wykorzystywany w metodzie oDIA-MS, pozwala
przypisa¢ kazdy sygnat z okna o szerokosci 20 m/z do wta-
Sciwego podokna 10 my/z, uzyskujac wysokiej jakosci piki
chromatograficzne prezentujace charakterystyczny ksztatt
wynikajacy z naprzemiennego skanowania w dwoéch pod-
oknach [25].

Biblioteki DIA mozna tworzy¢ z pomocg dedykowanego
oprogramowania, a wéréd dostepnych aplikacji sa zarow-
no rozwigzania komercyjne jak i te z otwartym dostepem.
Poleci¢ nalezy zwtaszcza darmowy program Skyline (obec-
nie v2.5, Seattle, WA) [29], ktéry nie tylko usprawnia proces
przygotowania metod do analiz MS, ale réwniez wspomaga
opracowanie bibliotek MS?. Umozliwia on przeprowadze-
nie trawienia biatek in silico, wspierajac dobor peptydoéw i
przejé¢ fragmentacyjnych, a takze automatyczne wybiera-
nie filtréw do bibliotek spektralnych. Skyline wspétpracuje
z ukfadami MS wiekszosci producentéw, takich jak Agilent,
Sciex, Thermo Fisher Scientific, Bruker czy Waters [29]. Z
innych programéw warto wymienié¢ tez oprogramowanie
DIA-NN [30], czy komercyjny Spectronaut [31]. Wymienio-
ne narzedzia bioinformatyczne podsumowano w Tabeli 1.

WYKORZYSTANIE SPEKTROMETRII MOBILNOSCI
W METODZIE DIA (DIA - PASEF)

Analizy DIA mozna réwniez taczy¢ z analizami mobil-
nosci jonéw (ang. ion mobility spectrometry, IMS), tak jak to
opisano w przypadku analiz DDA (rozdzial o DDA-PA-
SEF). Metoda ta, nazwana analogicznie DIA-PASEF, wyko-
rzystuje mobilnos¢ jonowg, ktéra zwieksza czulos¢ analizy,
przyspiesza ja oraz pozwala na zmniejszenie ilosci probki
niezbednej do przeprowadzenia badania. Uzyskiwane w
czasie analizy widma sa ,czystsze”, gdyz metoda ta po-
zwala na rozréznienie sygnaléw pochodzacych od réznych
peptydéw, przez co nie dochodzi do wspélfragmentaciji.
Co wazne, w przypadku analizy niewielkich ilodci prébek,
obserwowany jest 2-5-krotny wzrost czulosci. Zalezy on
od schematu akwizycji i doboru odpowiedniego uloZenia
okien izolacji jonéw prekursorowych w wymiarze ruchli-
wosci jonéw, co tym samym zwieksza efektywnos¢ cyklu
pracy [32]. Dodatkowo biorac pod uwage fakt, ze wiele
prekursoréw jest dobieranych i fragmentowanych pod-
czas pojedynczego skanowania TIMS, PASEF osigga ponad
dziesieciokrotny wzrost predkosci niz w przypadku DDA,
bez utraty czulosci, ktora jest charakterystyczna dla bardzo
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Tabela 2. Istotne czynniki przy analizach DIA i DDA.

Czynnik

Spektrometr mas systematycznie fragmentuje
jony w predefiniowanych oknach masowych,
Jonizacja i analiza MS ~ zapewniajac kompleksowe pokrycie widma

DDA obejmuje selektywna jonizacje. Spektrometr izoluje i
fragmentuje jony prekursorowe w oparciu o okreslone kryteria,
na ktore czesto wplywa intensywnos¢ lub liczebnosé jonow. To

masowego. Ta systematycznosc i powtarzalnosé jest ukierunkowane podejécie pozwala na doglebna charakterystyke

kluczowa cechg wyrézniajaca DIA.

okreslonych jonéw.

Generowany jest kompleksowy zestaw danych,
ktory wymaga zaawansowanych narzedzi do
analizy. Narzedzia i algorytmy bioinformatyczne
zaprojektowane do dekonwolucji i niecelowanej

analizy danych sa niezbedne do wnioskowania z
eksperymentéw DIA.

Analiza danych

Analiza danych DDA jest zwykle prostsza i koncentruje sie na in-
terpretacji danych pochodzacych od wyselekcjonowanych jonéw.
Wyzwania moga pojawic sie w sytuacjach, w ktérych kluczowe
znaczenie maja jony o niskiej intensywnosci, poniewaz moga
zostac przeoczone w procesie selektywnego gromadzenia danych.

szybkich cykli fragmentacji [18]. Dzieki zastosowaniu DIA-
-PASEF udato sie np. zidentyfikowaé 9 000 biatek w prébce
komorek HeLa zawierajacej 200 ng peptydéw, stosujac roz-
dziat chromatograficzny trwajacy zaledwie 93 minuty [33].

Analiza wykorzystujaca podejscie DIA gwarantuje zatem
wysokie pokrycie uzyskiwanych danych, zapewnia wysoka
czuloéc jak réwniez pozwala na wzgledna analize ilo$ciowa
badanych biatek oraz jest wysoce powtarzalna. Metoda ta
umozliwia przeprowadzenie analiz proteomicznych, me-
tabolomicznych i lipidomicznych. Jako przyklad wszech-
stronnej analizy z wykorzystaniem DIA mozna podac bada-
nia Zhang i wsp. ktérzy przeprowadzili analize proteomicz-
na komoérek dendrytycznych wyizolowanych z krwi obwo-
dowej oraz analize metabolomiczna moczu pozyskanego od
zdrowych ochotnikéw [24]. Analiza DIA umozliwita takze
badanie kinaz i czynnikéw transkrypcyjnych w prébkach
tkanek mézgéw myszy [34]. Niewatpliwa zaleta DIA jaka
jest znaczaca liczba identyfikacji biatek (>10 000) uzyskana

przy diugim rozdziale na kolumnie chromatograficznej (6h
gradient) przedstawiono w pracy Muntel i wsp. [35].

PODSUMOWANIE

W przesztosci metody DIA byly wykorzystywane gtow-
nie do jakosciowych badan przesiewowych, jednakze roz-
wdj spektrometrii mas pozwolil na ogromny postep w tej
dziedzinie znacznie poprawiajagc wydajnosé tej metody.
Oczywiscie rozw6j nie ominat réwniez technik opartych o
podejécie bardziej klasyczne jakim jest DDA. Spektrometry
sa coraz dokladniejsze, bardziej czule, a przede wszystkim
oferuja wieksza czestotliwos¢ skanowania. Przeklada sie to
na poprawe skutecznosci analiz opartych o dane, co przybli-
za ta metode do skutecznosci DIA. DIA wykazuje wieksza
czutosé niz DDA, szczegélnie w przypadku, kiedy w anali-
zowanej probce znajduje sie niewielka liczba jonéw ulegaja-
cych jednoczesnej elucji z kolumny. DIA pozwala réwniez
na detekcje wiekszej liczby jonéw oraz z powodzeniem jest

Tabela 3. Podsumowanie zalet i wad metod DDA i DIA.

DDA

Dobér prekursoréw wybranych do fragmentacji odbywa sie w

czasie rzeczywistym

Biblioteki widm DDA moga zawiera¢ ,luki”, gdy peptydy
Wady zostana zidentyfikowane tylko w niektérych prébkach

Nizsza precyzja i odtwarzalnosé

Metoda niewystarczajaca do analizy peptydéw o niskiej abun-

dangji

Postepy Biochemii 70 (2) 2024

Wysokie zapotrzebowanie na zasoby obliczeniowe wynikajace z ilosci
generowanych danych

Wymagajaca analiza danych wynikajaca z multipleksowego charakteru
widm MS?

Koniecznos¢ ulepszenia narzedzi i oprogramowania wykorzystywanego
do dekonwolugcji uzyskanych widm

Brak mozliwosci przesledzenia jonéw fragmentacyjnych w widmach
MS? do ich prekursorow

Drozsza analiza
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uzywana do badania modyfikacji potranslacyjnych biatek.
DDA z kolei czesciej stosuje sie w analizie immunopepty-
déw. Istotnymi czynnikami wplywajgcymi na dobor podej-
Scia analitycznego beda potencjalne sposoby przygotowa-
nia probki, a takze sposéb przeprowadzenia analizy oraz
tryb opracowania uzyskanych danych (Tabela 2.) Wady i
zalety obu podejs¢ analitycznych zostaty zebrane w Tabe-
li 3.

Wielu badaczy uwaza, ze ze wzgledu na ciagte udosko-
nalanie algorytméw i oprogramowania do dekonwolucji
ztozonych danych DIA, obie metody ostatecznie potacza sie
w jedna, hybrydowaq. Teza ta wydaje sie powoli urzeczy-
wistniaé biorac pod uwage propozycje zastosowania metod
takich jak DDIA [36], czy DaDIA [37]. Lacza one oba po-
dejscia wykorzystujac jednoczesnie narzedzia glebokiego
uczenia (ang. deep learning), w celu usprawnienia analizy
danych.

Podsumowujac, ze wzgledu na fatwosé konfiguracji me-
tod i analizy, podej$cie DDA nadal jest lepszym rozwigza-
niem, szczegodlnie jesli eksperymentator nie ma doswiad-
czenia w tandemowej spektrometrii mas oraz bieglosci w
prowadzeniu przesiewowych analiz biologicznych. Z dru-
giej strony DIA daje lepsze rezultaty, wymaga jednak wiek-
szego doswiadczenia, bezstronnego i glebszego spojrzenia
na profil badanych prébek, szczegolnie, gdy pochodza one
ze stabo zbadanego organizmu lub typu komoérek. Tak wiec,
DIA powinno by¢ wyborem w przypadku dysponowania
odpowiednio zaawansowanym spektrometrem przez do-
$wiadczonego operatora oraz zawsze wtedy gdy dysponu-
jemy mozliwoscig korzystania z bogatej i wszechstronnej
biblioteki widm pozwalajacej na skuteczna dekonwolucje
uzyskiwanych danych.
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ABSTRACT

Mass spectrometry is an important tool in proteomic, metabolomic and lipidomic analysis. To fully use its potential, it is crucial to select
and configure the appropriate analytical approach. For untargeted research, there are two main strategies available: data-dependent analysis
(DDA) and data-independent analysis (DIA). Both methods differ in the way the analysis is carried out and in the degree of coverage of the
obtained data, which is why each of them can be used in various types of research. The DDA method is based on continuous scanning of the
analyzed ions, as a result of which the precursors with the highest intensity are fragmented in the MS? mode. On the other hand, DIA, due
to the use of combined ranges of precursor ion isolation, allows for a deeper analysis of the analyzed compounds. Both approaches also have
modifications that improve their operation and enable obtaining more valuable data. Methods combining both techniques are also appearing
on the horizon, such as DDIA, which uses the advantages of both methods, opening new analytical possibilities.
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