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Analyza proteomu

Od hmotnostnich spekter — preS komplexni struktury proteinovych
shluku - po analyzu funkce proteinu

*Analyza struktury: Proteinova sekvenace — Edmanova
degradace, hmotnostni spektrometrie

*Analyza exprese: Hmotnostni spektrometrie, proteinove
mikroCipy, 2D gelova elektroforeza..

*Analyza funkce: Modelovani makromolekularnich systému —
odvozovani vlastnosti z atomovych interakci
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Dva hlavni pristupy

Bottom-up proteomika
« protein — peptidy
* analyza peptidu po

« fragmentace peptidu v MS

Top-down proteomika

« analyza intaktnich proteinu v MS

« fragmentace protei

A Bottom-up MS approach
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Experiment

Izolace,
Stepeni

LC MS/MS systém

Biologicky
material
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Identifikace proteinu

=]
A D E [F] G H I J K L M N
1 Identification and relative comparison ry
2 1__identificati (pept
3 Prot Group Accession Description Presence of the protein group in individ
4 Line1 “Line2 Line3 Lined
5
6 1 Q09666 Neuroblast differentiation:ass 629 62 82% Y Y Y Y
7
a7 2 Q151494 Isoform 4 of Plectin OS=Hom 516 58 58% Y Y Y Y
418
685 3 Q15149-3 Isoform 3 of Plectin OS=Hom\ 518 57 58% Y Y Y Y
686
951 4 P09211;P0921 Glutathione S-transferase P ( 23 56 63% Y Y Y Y
952
971 5 075369-2 Isoform 2 of Filamin-B OS#Hc 276 58 47% Y Y Y Y
972 5 075369 Filamin-B OS=Homo sapiens 278 57 46% Y Y Y Y
973 5 075369-9 Isoform 9 of Filamin-B OS=Hc¢ 217 5.7 46% Y Y Y Y
974
975 Sequence #PSMs # Proteing # Protein Groups
976 AAGSGELGVTMK 8 6 1
77 AAGSGELGVTMKGPK 2 1
978 ADIEMPFDPSK 4 3 1
979 AEVSIQNNKDGTYAVTYVPLTA 2 3 1
980 AGGPGLER 2 9 2
981 AGLAPLEVR 2 3 1
. lnon ACDATLCVTIE ARSI N = 4
M 4 » M| comments . report format prot groups_orig_repl line 1_combined combined+peptides - Ine 2_combined line Z,z:mmblnedweﬂ 4 [

Zpracovani dat

Statisticka a bioinformaticka analyza -
IBA




Typy experimentu |

@
= Podle komplexity vzorku (poCtu oCekavanych proteinu):

= |dentifikace proteinu(u) z gelu 2D-SDS-PAGE (jednotky
proteinu, desitky vzorku)

C#19  #39 H4T

{ YA\ /J\x o
* # 50
e

Heineken - gel repl. 1
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Typy experimentu |

= Podle komplexity vzorku (poCtu oCekavanych protinu):

= |dentifikace proteinu(u) z gelu 2D-SDS-PAGE (jednotky
proteinu, desitky vzorku)

= |dentifikace proteinu v prouzkach z gelu 1D-SDS-PAGE
(jednotky az stovky proteinu, jednotky vzorku)
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Typy experimentu |

= Podle komplexity vzorku (poCtu oCekavanych protinu):

= |dentifikace proteinu(u) z gelu 2D-SDS-PAGE (jednotky
proteinu, desitky vzorku)

= |dentifikace proteinu v prouzkach z gelu 1D-SDS-PAGE
(jednotky az stovky proteinu, jednotky vzorku)

= Relativni porovnani dvou bun. linii — wild-type vs. mutant

(tisice proteinu, jednotky vzorku)
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Typy experimentu li

= Podle pouziteho znaceni:
= |abel-free — bez znaceni

= SILAC — stabilni izotopové znaceni aminokyselin v
bunecnych kulturach (2-3 vzorky)

= i TRAQ — izobarické znacCky pro relativni a absolutni
kvantifikaci (4 a nebo 8 vzorku)

al
IBA




Ziskané informace

= Kvalitativni — primarni cil

= Jakeé proteiny se ve vzorku vyskytuji?
= Kvantitativhe

= Hodnoceni koncentrace proteinu (PSMs, AUC)
= Modifikace

= Vyskyt posttranslacnich modifikaci (fosforylace)

al
IBA




Experiment

Izolace,
Stepeni

Biologicky " LC MS/MS system

material
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4 Line1 “Line2 Line3 Lined
5
6 1 Q09666 Neuroblast differentiation:ass 629 62 82% Y Y Y Y
7
a7 2 Q151494 Isoform 4 of Plectin OS=Hom 516 58 58% Y Y Y Y
418
685 3 Q15149-3 Isoform 3 of Plectin OS=Hom\ 518 57 58% Y Y Y Y
686
951 4 P09211;P0921 Glutathione S-transferase P ( 23 56 63% Y Y Y Y
952
971 5 075369-2 Isoform 2 of Filamin-B OS#Hc 276 58 47% Y Y Y Y
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973 5 075369-9 Isoform 9 of Filamin-B OS=Hc¢ 217 5.7 46% Y Y Y Y
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Princip

o
= Proteiny jsou separované na gelu ve dvou dimenzich — na

zaklade hmotnosti a na zaklade pH

molekuoarni
hmotnost

v

pH e




Postup experimentu
@ —Proteiny jsou extrahované ze vzorku

2. Vzorky se umisti na gel a proteiny migruji az dosahnou izoelektronicky
bod (kdy je jejich naboj nula) - pH(l)

= Dulezity je vybér gelu, ktery musi byt dostatecné porovity, aby
umoznil proteinum pohyb (agaréza nebo polyakrylamidovy gel)

3. Takto se proteiny oddeli vzhledem ke svému izoelektrickému bodu a k
hmotnosti

4. Nasledne proteiny nechame se pohybovat na zaklade hmotnosti ve
druhé dimenzi

5. Nakonec je gel zabarveny, aby se detekovaly jednotlivé oblasti vyskytu
proteinu (spoty)

6. Zabarveny gel je pak digitalizovan do obrazu (podobné jako mikrocCipy)

7. Intenzita pixell koreluje s mnozstvim proteinu, pouziva se specialni SW
pro analyzu spotu T6a




Jak vypada obrazek

M (Kd)

2@

188

Ta

58

=8

28

1@

5.8 5.5 .8 .3 T.8 8.8

|
IBA




2-D gelova elektroforeza
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Jak vypadaji data

Peptidy

SSP
101

102
103
104
105
202
203
205
206
208
209
301

302
304

L Vzorky\
wt A wt A wt A wt S
2338.84 2078.42 2625.1 2550.54
118.92 68.65 125.8 109.66
221.89 55.32 NA NA
215.3 189.02 220.28 NA
106.56 NA 238.36 NA
328.32 226.46 522.52 1281.75
259.8 228.13 340.37 NA
1439.72 1213.28 1187.43 1353.14
1094.33 754.83 1291.89 1240.82
97.78 41.51 164.49 33.25
NA NA NA 22.42
212.63 92.12 307.19 317.67
1491.34 1703.79 1830.19 1976.66
71.25 712.72 127.87 199.31
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DIGE

Specialni typ 2-DE je 2-D Fluorescence Difference Gel Electrophoresis

(D I G E) Protein extract 1:
label with Cy3
Pooled internal N\ /@) /o@) Proteinextroct 2
standord: ) @) \@ee/  labelwith CyS
. . , label with Cy2 e —
Proteiny se nejprve zabarvi \\ ¢ /
fluorescenénim barvivem Mix labeled (.9
extracts @/
Kazdé barvivo se skenuje pod | '
Jlnym ﬂltrem 2-D electrophoresis '@‘;" :
R WER
O v I 4 V4 — )
Takto se muze porovnavat vice N
vzorku
Imaging Cy2 ‘ 3 : C;'?;*-_r' IC;S

Image analysis L " ‘
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Nutnost upravy dat

Tak jako mikrocCipovy experiment | 2-DE je vystavena experimentalnim
chybam, které jsou zdrojem sumu

Je nutna uprava a normalizace dat

Neexistuje tu ale takova automaticka kvantifikace spotu tak jako u
mikrocCipu, protozZe spoty nejsou fixné dané predem!

= existujici automaticka kvantifikace vyzaduje manualni upravu
= proménné kvality spotu

Data z 2DE nejsou normalné rozlozené — je nutna transformace (log)

ml
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Normalizace a Upravy dat

Dulezitym krokem v upravé dat je kalibrace vsech expresnich hodnot

a gelll navzajem
V tomto procesu se odstranuje prostorovy efekt, i efekt barviva

Na kazdem gelu jsou kontrolni proteiny, podle kterych se kazdy gel
kalibruje (posouva)
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Kontrola kvality spotu
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Spot quality (N1=53, N2=598, N3=1217, N4=105)

I I | I
1 kwadrant 2 kvadrant 3 kvadrant 4 kyvadrant
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Hmotnostni spektrometrie

Technika pouzivana pro charakterizaci proteomu v biologickém vzorku (plasma,
sérum, . . .)

ZaloZzena na rozdilné hmotnosti peptidu a proteinu

Hmotnostni spektrometr je separuje na zakladé poméru hmotnosti k naboji

(anglicky mass to charge ratio — m/z, jednotka Dalton), ktery je specificky pro

kazdou molekulu.

NajCastéji pouzivany - TOF
Laser

_ 1. lonizace molekul

pomoci laseru

Intensita

|
|
|
|
|
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|
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|

A m/z
/| Akceleraéni )
7Y potencial »  Detektor
_2 Urychleni 3. Pohyb iontd nulovym elektrickym
iontu pomoci polem dolt po délce MS pristroje k
akceleracniho detektoru, ktery méFi TOF
potencialu e




Hmotnostni spektrometr TOF - princip

TOF (time-of-flight) zavisi na hmotnosti proteind nebo presnéji na jejich
m/z a predstavuje sumu téchto Casu:

TOF =t ,+1t,+t,

{, je Gas letu v akcelerac¢ni oblasti,
[ je Cas preletu v oblasti s nulovym elektrickym polem
[, je Cas detekce

TOF |ze aproximovat pouze pomoci £,
mass-to-charge ratio je vypocteno podle:

m/lz=B(t, - A) 2

A a B jsou stanoveny pomoci kalibrace
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Hmotnostni spektrometr TOF - druhy

Nejpouzivanejsi:

Matrix-Assisted Laser Desorption-lonisation (MALDI)-TOF
Surface-Enhanced Laser Desorption-lonisation (SELDI)-TOF

Zpusob uchyceni proteinti a ionizace

Proteiny vzorku jsou pred samotnou analyzou upevneny na podklad,
ktery se v zavislosti od typu hmotnostni spektrometrie lisi.

Jeho ukolem je take absorbovat energii v ionizatoru a predat ji
vzorku a tak usnadnit jeho ionizaci.

u MALDI se jedna o energii-absorbujici matrici (matrix), co je
nejCastgji organicka kyselina s aromatickym jadrem

SELDI vyuziva proteinovy Cip (s nékolika - obvykle osmi - spoty),
opatren specialnim chromatografickym povrchem, takze se na
povrch vazi ruzné proteiny v zavislosti na svych chemickych
vlastnostech a vlastnostech Cipu. A az potom dojde k naneseni
matrice, ktera se vzorkem vytvori krystaly.
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Kapalinova chromatografie — MS/MS

Dalsi druh hmotnostni spektrometrie
Vzorky nejsou na matrici jako u MALDI nebo SELDI, ale v kapalinée

al
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Jak vypada TOF MS profil
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MALDI-TOF

Matrix-Assisted Laser Desorption-lonisation - TOF

A Naneseni vzorku a matice
R
il ! \ 8%0
% %ﬁ
\i R
N
B

Laser

Akceleracni

potencial

/

Detektor
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SELDI-TOF

)| Akceleracni

Surface-Enhanced Laser Desorption-lonisation — TOF

Existuje nékolik druhu €ipu (IMAC30, H50, NP20...), které se liS§i svym
aktivnim povrchem (anionicky, kationicky, kovovy, normalni faze,
hydrofobicky, ...) a proto také prednostné vazou jiné molekuly.

Naneseni Promyti Pridani
H vzorku Cipu ?0” matrice
i %ﬁl . "N 2.9 Vyhoda SELDI:
R - W L wu L
A 4 MozZnost odmyt latky,
yoeeoesess gy 000000600 g ey 2V 00000000, ktere by jinak

ovliviiovali spektrum
vzorku

(napf. mocCovina
- pouzivana Kk pripravé
vzorku, nebo Na+ ionty
pritomné fyziologicky

b RSN _ _ _ _ A 2 g ve vzorcich).
. s i /I i

potencial » Detektor
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Cipy pro SELDI hmotnostni spektrometrii

Kvantitativni hodnoty proteomu jsou take ovlivnené
ruznymi zdroji variability (experimentalni i biologické)

Velmi velkeé rozdily mezi typy pouziteho Cipul!

H50 IMAC30 NP20acid NP20alkaline
N % N % N % N %
H50 75 100.0 19 47.5 24 52.2 56 59.6
IMAC30 19 25.3 40 100.0 19 41.3 21 22.3
NP20acid 24 32.0 19 47.5 46 100.0 30 31.9
NP20alkaline 56 74.7 21 52.5 30 65.2 94 100.0
separate M/Z 15 20.0% 15 37.5% 12 30.0% | 28 29.8%
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100

75

50

25

100

75

50

25

100

75

50

25

100

75

50

25

2500

5000

CM10

7500

IMAC-Cu H50

10000 2500 5000 7500 10000 2500 5000 7500 10000

100 100

75 75

Jl * * Citrate
25 25
0 e B Ad 0

2500

|

5000

7500

10000 100 5500 5000 7500 10000 100 ["2500 5000 7500 10000

75 75

50 50 } H EDTA
2ZM~L' " .\A P S, e o 22“@@

2500

&

il

5000

7500

10000 100 ["5500 5000 7500 10000 100 ["2500 5000 7500 10000

75 75

50 50 A | Heparin
Utkp 22‘ 22 Mﬁ"-—-«d‘u'n-.—-db

100 100

2500 5000 7500 10000 2500 5000 7500 10000 2500 5000 7500 10000
75 75
50 50
Serum
25 25 U
0 0
2500 5000 7500 10000 2500 5@00 7500 16000 2500 5000 7500 10000
m/z m/z m/z

Peaky profilt 3 odlignych SELDI ip
Vzorky zpracované 4 riznymi zplsoby
Banks et al, Clinical Chemistry 2005

|
IBA




Priklad

W
= Shlukovani profilu stejnych vzorku ze 4 typu SELDI skli¢ek:

IMAC30,  H50, NP20zas, NP20kys
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Upravy dat

Kalibrace

TOF preménény na skalu m/z pomoci mnozstvi
kalibraCnich proteint ze znamou m/z hodnotou. Toto se
deje jeste v laboratori

Zakladni data

$

Odstraneni baseline

Odstranéni baseline sumu z profilu, napfiklad pomoci
loess

Normalizace
Abychom mohli porovnat spektra mezi vzorky
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Baseline subtraction
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baseline_corrected
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Normalizace

Odstranujeme technickou variabilitu (pristrojove chyby,
odlisné mnozstvi vzorku)

Koncentrace proteinu se odhaduje jako plocha pod
pikem (Area Under Curve — AUC)

\ 4

Normalizace pomoci prumérné AUC (TIC — total ion
current)

AUC celého spektra / prumérna AUC vSech spekter
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Detekce piku a jejich zarovnani

Pik ~ peptid/protein, definuje se
jako lokalni maximum na zaklade
porovnani variability v okoli ;

smooth
- 0 peaks
— local sigma

40

Existuji nepresnostina x (m/z) ay
(signal) osach

30
|

Piky kazdého spektra muzou byt
definované jako body které jsou
maximalné +/- N bodu v okoli m/z b b2

first, second, estimated..

smoothed spectrum
20
|

10

| | | | |
5000 10000 15000 20000

Lo ]

Dulezité je brat do uvahy signal-to-
noise ratio — piky musi prekrocCit
nejakou beznou hranici Sumu

m/z
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Jak vypadaji data po zarovnani a detekci p

ku

Clus
ter

SELDI-TOF

Group

chemoresistentni
chemoresistentni
chemoresistentni
chemoresistentni
chemoresistentni

chemoresistentni

Norm. Log

Intensity
0.581550
-0.072123
0.023116
0.160910
0.199591
0.161331

2392.84
2392.84
2392.84
2392.84
2392.84
2392.82

Intensity
3.058176
1.943959
2.076621
2.284742
2.346828
2.285410

Norm. Linear

Intensity

30.578211
12.984676
15.079403
18.365652
19.345988
18.376190

Type

estimated
estimated
estimated
estimated
estimated

first

Mass
Dev.

0.000007
0.000007
0.000007
0.000007
0.000007
-0.000004
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Aplikace | — identifikace bakterii

Escherichia coli
9553 |
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500 T 878 1236
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Aplikace | — identifikace bakterii

Intens. [a.u.]

Intens. [a.u.]

Intens. [a.u.]

Intens. [a.u.]

x109 ] 5176
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Lactococcus lactis
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Aplikace Il
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Zpracovani dat

S - I

uprava hrubych dat (MS/MS i MS)

priprava dat pro databazove vyhledavani

priprava proteinove databaze, databazove vyhledavani
zpracovani vysledku z pohledu FDR

vyber peptidovych identifikaci (PSMs)

rekonstrukce seznamu ,identifikovanych® proteinu
interpretace proteinového seznamu(u)
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Uprava hrubych dat

Profilove spektrum Carove spektrum
= Ziskané z experimentu = VypocCitané z profiloveho
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Rekalibrace
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chyba m/z prekurzoru (ppm)

Y
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o] 20 40 60 80 100 120 140

retencni ¢as (min)

nterni rekalibrace — stejna na cely zaznam

ockmass — kazde spektrum podle opakuijici se
Kontaminanty

Podle identifikovanych peptidu — odhad zavislosti z
identifikovanych peptidu (polynom)
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Databazové vyhledavani

1.

Priprava dat
= Vybér ,reprezentativnich” signalu MS/MS
= Qdstraneni ,méne kvalitnich® spekter MS/MS
= Top N (z okna), dekonvoluce signalu a sumu

= Ziskame tabulku m/z hodnot a intenzit
Priprava databaze
= /n silico stepeni sekvenci z databaze

= Pfifadéni jednoho a nebo vice peptidu k jednomu
spektru (decoy databaze, FDR, Percolator)

Vyber peptidovych identifikaci
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Percolator

1

Fragment Spectra

1. prohledani dat MS/MS

2. vypocet ,vlastnosti™ peptidd

Target Decoy
FASTA FASTA

) 4

3. propocitani skdre peptidd

Target PSMs Decoy PSMs

’|“ : \_J@ Search Engine :::} A izl
4L ' :l LAY ANLLAK

Features Lists

L

: Classification ll
|
|

FDR
: Filter

| svm ':]—

‘ Training
.

2 :uurlr‘.'rau PEN T1 F2 ¥3 M
L 7 € 338 :1l Feature
2 2 % 4 €.
' 3 3 5 L %, Calculator
) & 5 1 4 5
3 Percolator

Scored PSMs

Propoditani skdre peptidu
« Pouziti support vector machines (SVM)
- sady identifikaci
- falesné pozitivni — decoy databaze
. pozitivni - plUvodni databaze
(1 skore)
- prifazeni vah vlastnostem v SVM
« napr. skére; chyba hmotnosti
intenzita, modifikace, ...

— vic identifikovanych peptidu
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Rekonstrukce sady proteinu

(((| SHEEROMLLE 1))

Korf, Nat Methods, 2013

Analogie puzzle, ALE:
» Tisice kousku:
- Stejné
« Poskozené
« Chybéjici
« Z jinych skladacek

« Pasuji na stejna mista
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Vybrane pristupy

= N — peptidove pravidlo
= Proteiny, u kterych pozorujeme alespon N peptidu
= Vysoka falesna pozitivita
= Pouzivané na sekvencni homologicke proteiny

= Pravdepodobnostni pristupy
= ProteinProphet, Nested mixtures, Fido
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A. Vytvoreni biparitniho grafu:

peptidy - mozné proteiny

(pep) =pep /bep\ (Pep| (Pep\ (pep| (Pep\ (Pep) (Pep) /pep
\ 1 .-'"- \ 2 "'. 3 S \\..54_... \-.,__5__.'; I_E:? ! l“‘».__?__.f;l '\.._ 8-./,-" "-.\. _-J/ff ";\JQ..._.

B. Slouceni proteinu a peptidi do
/proy  (pro

skupin (napf. pep 3,7,9; pro SOOI
4.9) B “ '-'-'Cf_,""_-h-\--..:':,__f';_

C. Rozdéleni skupin c o

D. Vybér minimalni sady proteinu

Py \,_-_ S H}Ql § }P,/ \._}_‘:/ \ r__.'-,
(pep)  /pep) (pep) (pep\ /pep | (Pep)
o ., o i o 379/ L4/ 8/ \2/ 16/ 110/ L1,5)
Dusledek: falesna negativita vysledku B mn
Zhang, B. et al. J. Proteome Res., 2007, 6, 35493559,
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Co s identifikovanymi proteiny?

= Zavisi od puvodniho experimentu

= Typicky doplnéni anotace proteinu z databaze (GO, KEGG,

TAIR) a pouziti metod analyzy genovych sad
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Identifikace proteinu

= NCBI Protein -http://www.ncbi.nim.nih.gov/protein

= jen pro proteinové sekvence odvozenee
ch

= RefSeq - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/

= UniProt— ze; kompoazit
SwissProt, TrEMBL a PIR-PSD-http://www.uniprot.org
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Verejne pristupneé databaze
W

= Velké experimenty maji az stovky, a nebo tisice vzorku, v kazdé se
studuji desetitisice az stovky genu

= Pro publikaci vysledku je vyzadované vloZit data ve standardizovaném
formatu (MIAME — Minimal Information About a Microarray Experiment)
do jedné z verejnée pristupnych databazi tak, aby kdokoliv byl schopny
vysledky zreprodukovat

= Toto prinasi velkou vyhodu:

= MuZeme data podrobit meta-analyze (simultanné porovnat data z
ruznych experimentu)

= Diky standardnimu formatu muzeme vyhledavat soubory s
parametry, ktere potrebujeme

= Data muZzeme automaticky stahovat
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GEO na NCBI

O————— Netscape: GEO Database Design Brief =]
Back Forward Reload Home Search MNetscape Images Print  Security  Shop Stop
7 Looation: . [http 7 7www ncbinim nih gov 7geo? info/scheme ogi | @) what's Related
> -4
-~
& - - =
(3 NCB] Gene Expression Omnibus ge.
Entrez ProbeSet SAGEmap Publed UniGene LocuslL ink
Database Design Brief Query: | 9°|
Paper | FAQ | News Please fill out our feedback suggestionnaire NEW
Feedback Q3% : " -
At the most basic level of organization of GEO there are four
Retrieval tools entities.
.« 0¥ GEO acc 10N
...by attribute
Deposit tools S(m
Brief info
Current hol
: g data -
3 data Platform Series
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1a direct
Ad nauseam
SOFT guide
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Array Express na EBI

http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/

=1 ? 2

[ ]
LET ]

= ARRAYEXPRESS

The ArrayExpress Archive iz a database of functional genomics experiments including gene expression where you can gquery and download data
collected to MIAME and MINSEQE standards. Gene Expression Atlas contains a subset of curated and re-annotated Archive data which can be

gueried for individual gene expression under different biological conditions across experiments.

R
o

Experiments Archive 1 | | Gene Expression Atlas

15786 experiments, 442596 as=says 5670 experiments, 138915 a==ays, 18346 conditions

Experiment, citation, sample and factor annotations Genes Conditions

| | | | up/downin « | |
/=] Browse experiments \ Advanced query syntax® Amy =pecies - Query |

3ene Expression Atlas Home

i, . ) .
£ Submitter/reviewer login F:WArrayExpresa Query Help

News B Links

® 20 Oct 2010 - Internship for a student project in human ® ArrayExpress User Survey

gene expression - Filled now
Thiz student praject i= now taken.

® 17 52p 2010 - New Atlas Data Release 10.8

A new releasze of Gene Expresszion Atlas has been made with 93

Dld ArrayExpress Interface

Help | Training | FAQ | Citing

Submit Data (array baszed and re-sequencing)
Programmatic Access | FTP Access
Software Downloads and Statistics
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= E-learningova skripta analyzy dat IBA
= http://portal.matematickabiologie.cz/index.php?pg=analyza-

genomickych-a-proteomickych-dat--analyza-genomickych-
a-proteomickych-dat
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