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Analyza proteomu

De novo sequencing
Peptide mass fingerprinting (PMF)
Accurate mass and time tag (AMT)
Mascot, Sequest. X!Tandem

OMSSA, Phenyx, Spectrum Mill
PEAKS, PepNovo, InsPecT, PTM

Fouriertransform ion cyciotron MS (FT-ICR)
Liquii chromatography MS (LC-MS)
mMs

Imaging

lon mobiity MS

Tandem mass spectromatry (MSn)
Collision-induced disscciation (CID)
Electron-ransier dissociation (ETD)
Electron-caplure dissociation (ECD)
Post-source decay (PSD)

Zdroj: https://www.creative-proteomics.com/services/proteomics-service.htm
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Analyza proteomu

Intensity

2. Analyza abundance:
Hmotnostni T
spektrometrie,

proteinové mikrogipy, 2D .
gelova elektroforéza..

1. Analyza struktury:
Proteinova sekvenace — &
Edmanova degradace,
hmotnostni
spektrometrie

3. Analyza funkce: Modelovani
makromolekularnich systému —
odvozovani vlastnosti z
atomovych interakci
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Déleni proteomickych experimentu

Dle toho co zkoumaji: kvalita (struktura, funkce) nebo kvantita (abundance)
Dle komplexity vzorku: jeden, nékolik, tisice?

Dle urovné frakcionace: zkoumame peptidy nebo proteiny?

Dle znaceni: label-free, SILAC, ITRAQ, ...

Dle rozliseni: nizké vs vysoke
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2D gelova elektroforéza
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Princip

o
Proteiny jsou separované na gelu ve dvou dimenzich — na zakladé hmotnosti a na

zakladé pH

molekuoarni
hmotnost

v
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Postup experimentu

. Proteiny jsou extrahovane ze vzorku

. Vzorky se umistina 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)

. Takto se proteiny oddéli vzhledem ke svému izoelektrickému bodu

. Nasledné proteiny nechame se pohybovat na zakladé hmotnosti ve druhé dimenzi
. Nakonec je gel zabarveny, aby se detekovaly jednotlivé oblasti vyskytu proteinu (spoty)
. Zabarveny gel je pak digitalizovan do obrazu (podobné jako mikroCipy)

. Intenzita pixell koreluje s mnozstvim proteinu, pouziva se specialni SW pro analyzu spotu
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Jak vypada obrazek

Mw (Kd)
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2-D gelova elektroforéza
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Jak vypadaji data

Peptidy

SSP
101
102
103
104
105
202
203
205
206
208
209
301
302
304

L Vzo rky\
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 12.72 127.87 199.31
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DIGE

* Specialnityp 2-DE je 2-D Fluorescence Difference Gel Electrophoresis (DIGE).

Protein extract 1:
label with Cy3

Pooled internal

N\ /a®) /o@) Proteinextract 2
stondard: | ®

/ '\'. /'\ l.\ '../,l‘ |0b9| Wlth Cys

. . ’ label with Cy2 -
- Proteiny se nejprve zabarvi T !/
fluorescenc¢nim barvivem Mix labeled (&)
extracts @)/
« Kazdé barvivo se skenuje pod :
Jlnym ﬂltrem 2-D electrophoresis
« Takto se mize porovnavat vice
(o)
vzorku
Imaging

Image analysis ‘ 3 ‘
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Nutnost upravy dat

* Tak jako mikroCipovy experiment i 2-DE je vystavena experimentalnim chybam, které jsou zdrojem
sumu

* Je nutna uprava a normalizace dat

* Neexistuje tu ale takova automaticka kvantifikace spott tak jako u mikroCipu, protoze spoty nejsou
fixné dané predem!

* existujici automaticka kvantifikace vyzaduje manualni upravu
* proménné kvality spotu

* Data z 2DE nejsou normalné rozlozené — je nutna transformace (log)
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Normalizace a Upravy dat

* Dalezitym krokem v Upravé dat je kalibrace vSech expresnich hodnot a geli navzajem
* V tomto procesu se odstranuje prostorovy efekt, i efekt barviva
* Na kazdém gelu jsou kontrolni proteiny, podle kterych se kazdy gel kalibruje (posouva)
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Kontrola kvality spotu

598, N3=1217, N4=1053)

93, N2=

Spot quality (N1

2 kwadrant 3 kvadrant 4 kvadrant

1 kvadrant
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Hmotnostni spektrometrie
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Hmotnostni spektrometrie
o

Technika pouzivana pro charakterizaci (nejen) proteomu v biologickem vzorku (plasma, sérum, . . .)
riizné konzistence (pevna konzistence, tekutina, plyn)

Zalozena na rozdilném naboji a hmotnosti peptidu a proteint (nebo jinych molekul)

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.

Casto pouzivané systémy - TOF nebo Orbitrap
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Hmotnostni spektrometrie

Technika pouzivana pro charakterizaci (nejen) proteomu v biologickém vzorku (plasma, sérum, .. .) ruzné
konzistence (pevna konzistence, tekutina, plyn)

ZaloZzena na rozdilném naboji a hmotnosti peptidu a proteinu (nebo jinych molekul)

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.

Casto pouzivané systémy - TOF nebo Orbitrap

1. lonizace molekul
pomocilaseru

Laser

Orbitrap\

analyzer W

Intensita

o\ _ ¥
f/:-_.\}‘ Akceleraéni - o
| potencial > Detektor
Amplifier
- 2. Urychleni 3. Pohyb iontd nulowym elektrickym m/z
iontll pomoci polem doll po délce MS pfistroje k
akceleraéniho detektoru, ktery méri TOF
potencialu
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Hmotnostni spektrometr TOF - princip

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

TOF =t +t, +t,

je Cas letu v akceleracni oblasti, t,
je Cas preletu v oblasti s nulovym elektrickym polem
je 8as detekce 14

TOF Ize aproximovat pouze pomoci tp
mass-to-charge ratio je vypocteno podle:

m/z= B(t, — A)"2

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

o
Priklady TOF spektrometru:

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

Zpusob uchyceniproteini a ionizace

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

Jeho ukolem je také absorbovat energii v ionizatoru a predat ji vzorku a tak usnadnit jeho
lonizaci.

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

SELDI vyuziva proteinovy Cip (s nékolika - obvykle osmi - spoty), opatfen specialnim
chromatografickym povrchem, takze se na povrch vazi rizné 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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MALDI-TOF

Matrix-Assisted Laser Desorption-lonisation- TOF

A Naneseni vzorku a matice
W
oo
’ ‘ // © I:/" ﬁ;ﬁ\\
\ ]
B

]

Akceleraéni
potencial

Detektor
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SELDI-TOF

| )| Akceleragni _

Surface-Enhanced Laser Desorption-lonisation — TOF

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

Naneseni Promyti Pridani
_ H vzorku Cipu (82‘( matrice
0 QD
1Y, P St > 9.9, VWhoda SELDI:
U £ . Cwn @\/ e 1 0 |[|---\\l {7\/ e % 7 ;r[ll y
> Noh & ___.'./,/ S \.\.\___I_ B _I____’.,-f \/ N
MozZnost odmyt latky,

ovliviovali spektrum
vzorku

(napf. moCovina
pouzivana k pfipravé
vzorku, nebo Na+ ionty
pfitomné fyziologicky
ve vzorcich).

» Detektor

potencial
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Kapalinova chromatografie — LC-MS/MS

DalSi druh hmotnostni spektrometrie pro identifikaci proteinu

Vzorky nejsou na matrici jako u MALDI nebo SELDI, ale v kapalinée
MS/MS - tandemovahmotnostnispektrometrie

VA
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Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)

Collision
=} El Photon
L 4 ESI L 4 Surface
. MALDI i

Jde o pouziti dvou spektrometrii jednu po druhé. . W
1. Molekuly vzorku jsou ionizovany a prvni spektrometr (oznaceny MS1) \ /
oddéluje tyto ionty podle jejich poméru hmotnosti k naboji (m/z). sample
2. lonty s konkrétnim pomérem m/z pochéazejici z MS1 jsou vybrany a
poté se rozstépi (fragmentuji) na mensi ionty (kolizi indukovanou MS1 MS2
disociaci, reakci iontd a molekul nebo fotodisociaci).

3. Tyto fragmenty dale putuji do druhého hmotnostniho spektrometru Precursor Product
(MS2), ktery dale oddéluje fragmenty podle jejich poméru m/z a detekuje ) ion
je.

Fragmentacni krok umoZzriuje identifikovat a separovat ionty, které maji
velmi podobné m/z-poméry v béznych hmotnostnich spektrometrech.

T:+ ¢ ESld Full me2 620,29 @25 00 [ 120,00 200000
G651.2
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Jak vypadaji data vzorku z hmotnostniho spektrometru
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Zpracovani dat
v

1. uprava hrubych dat (MS/MS i MS), normalizace, identifikace piku
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Vznik a uprava dat

Kalibrace

Signal je pfreménény na Skalu m/z pomoci mnozstvi kalibraCnich proteint ze znamou
m/z hodnotou. Toto se d€je jeste v pristroji

\ 4

Zakladni data (formaty raw, mzXML, mzML, ...)

Odstranéni baseline ‘

Odstranéni baseline Sumu z profilu, napfiklad pomoci loess
Normalizace
Abychom monhli porovnat spektra mezi vzorky
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80

60

40

20

Baseline subtraction

A -

.

I
10000

I
20000

mz

I
30000

I
40000

intensity

baseline

I
50000

IBA



100

80

60

40

20

Upravena data

I
10000

I I
20000 30000

mZz

I
40000

I
50000

IBA



Normalizace

Odstranujeme technickou variabilitu (pfistrojové chyby, odliSné mnozstvi
vzorku)

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

$

_ AUC)

Normalizace pomoci prumerné 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

Existuji nepresnostinax (m/z) ay

(signal) osach

Piky kazdého spektra muzou byt

definované jako body které jsou

maximalné +/- N bodu v okoli m/z

first, second, estimated..

DuleZzité je brat do uvahy signal-to-
noise ratio — piky musi prekrocit

néjakou béznou hranici Sumu

smoothed spectrum

40

30

20

10

smaooth
0 peaks
— local sigma

Lo ]

2000

10000

miz

|
15000

|
20000
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Jak vypadaji data po zarovnani a detekci piku

SELDI-TOF

Clus

ter

N =

Group

chemoresistentni
chemoresistentni
chemoresistentni
chemoresistentni
chemoresistentni

chemoresistentni

Norm. Log

Intensity
0.581550
-0.072123
0.023116
0.160910
0.199591
0.161331

M/Zz

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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Uprava hrubych dat - dvé moznosti

Relative Abundance

Profilové spektrum Cérové spektrum
= Ziskane z experimentu = VypocCitané z profilového

614.34 614.37

Relative Abundance

615.34 615.32

[EEY
cuEPRPNNWWEAMITIDNDNNO®OWO

H
oo PRPNNWWAMJIUIONDNDNNO®OOWO©

5175 6130 6135 6140 645 6150 6155 6160 6165  C 6125 6130 0135 6140 6145 6150 6155 6160 6105
m/z m/z
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Cipy pro SELDI hmotnostni spektrometrii

Kvantitativni hodnoty proteomu jsou také ovlivnéné ruznymi zdroji

variability (experimentalni i biologické)

Velmi velké rozdily mezi typy pouzitého Cipu!

H50 IMAC30 NP20acid NP20alkaline

N % N %o N %o N %o

H50 25 100.0 | 19 47.5 24 22.2 26 29.6
IMAC30 19 25.3 40 100.0 19 41.3 21 22.3
NP2 i 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
I M/Z 15 20.0% 15 7.5% 12 | 30.0% | 28 29.8%
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Intensit
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CM10

IMAC-Cu

H50

Peaky profilt 3 odli$nych SELDI &ipl
Vzorky zpracované 4 riznymi zplsoby
Banks et al, Clinical Chemistry 2005
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Priklad

= Shlukovani profilu stejnych vzorku ze 4 typu SELDI sklicek:

IMAC30, H50, NP20zas, NP20kys
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Aplikace |

identifikace bakterii
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MALDI-TOF MS fingerprint containing maltooligosaccharides

Sedo et al., 2012
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Aplikace Il
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Aplikace II
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ALE MY CHCEME JESTE URCIT
PROTEINY...
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Zpracovani dat

s
1. Uprava hrubych dat (MS/MS i MS), normalizace, identifikace pikU

2. ldentifikace proteinl s pomoci databaze

IBA



ldentifikace proteinu

Princip: Porovhavame ziskana spektra s cilovou databazi pomoci

databazovych vyhledavacu (Sequest a Mascot), vysledkem je seznam shod spekter
vzorku se spektrami proteinu v db (peptide sequence matches - PSMs) =>
Identifikace

Problem: Posoudit presnost téchto identifikaci vSak neni trivialni.

Reseni: Statistické pFistupy a machine learning

IBA



Tri zakladni kroky identifikace proteinu

s
1. Priprava dat

= \/ybér ,reprezentativnich® signalt MS/MS
= Qdstranéni ,méné kvalitnich® spekter MS/MS
= Top N (z okna), dekonvoluce signalu a Ssumu

= Ziskame tabulku m/z hodnot a intenzit
2. Priprava databaze
= in silico $tépeni sekvenci z databaze

= Prifazeni jednoho a nebo vice peptidu k jednomu spektru (s pomoci statistiky
a machine-learning pristupu)

3. Vybeér peptidovych identifikaci (kam patfri, prirazeni k proteinu)
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1. prohl

Percolator (http://percolator.ms)

edani dat MS/MS

2. vypocet ,vlastnosti® peptidd

3. propocitani skére peptidl

1 S
Target Decoy
FASTA FASTA
Lo
Fragment Spectra {L Target PSMs Decoy PSMs
R | :
0 1. = - 1. OUNST FBORGK
1 QMSSRLOQLY 2. -
@ Search Engine l:{> ). 21I00ATOSARSY I ‘fﬁfs,‘; ":,,
| l &, CRKENTOMBDVE &. GEXIFVOK
5, KN AY ANEAS 5. QLECASPK
Features Lists -
2 PSM KL P2 P N4 PEK Y1 F2 F3 M4
$ 3 7 b8 ; “ . : | Feature
SR e Calculator
0, SE T ‘
3 Percolator
Scored PSMs
Classification ﬁ
* FDR
Filter
SVM
Training

Propoditani skére peptidl
Pouziti support vector machines (SVM)

sady identifikaci
faleSné pozitivni — decoy databaze

pozitivni — plvodni databaze

(skore)
prifrazeni vah vlastnostem v SVM
« napr. skére; chyba hmotnosti

intenzita, modifikace, ...

. vic identifikovanych peptidl
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Rekonstrukce sady proteinu

Korf, Nat Methods, 2013

Analogie puzzle, ALE:
« Tisice kousku:
« Stejné
« Poskozené
« Chybegjici
« Z jinych skladacek

« Pasuji na stejna mista
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Metody rekonstrukce sady proteinu

* Cil: zjistit, ktere peptidy patfi kterym proteinum s vétSi pravdépodobnosti

* Dva zakladni pfistupy:

1. N — peptidové pravidlo
*Proteiny, u kterych pozorujeme alespon N peptidu
*Vysoka faleSna pozitivita
*Pouzivané na sekvencni homologickeé proteiny

2. Pravdepodobnostni pristupy
*ProteinProphet, Nested mixtures, Fido

IBA



Princip parsimonie a Occamoveé britvy

/o o (proy pro /pro,
\o ./ N8B/ \‘\__7__./"' 8/ N8

A. Vytvofeni biparitniho grafu:

peptidy - mozné proteiny A

| (PSP, (beP) (DeD) (PED| (beR) (oD (PED| (ED) /PeD
JN2 /N8 N4/ N8/ \6/ 7/ \8/ \9 /10,

B. Slouceni proteinu a peptidd do
skupin (napf. pep 3,7,9; pro
4,9)

C. Rozdéleni skupin c

D. Vybér minimalni sady proteinu

‘pep  (pep\ (pep) /pep
379/ 4/ 8/ \2/ 6/ 10/ 15/

mu

Dulsledek: fale$na negativita vysledkd mEs
Zhang, B. et al. J. Proteome Res., 2007, 6, 3549-3557.



Co s identifikovanymi proteiny?
»

* Zavisi od puvodniho experimentu

* Typicky doplnéni anotace proteinu z databaze (GO, KEGG, TAIR) a pouziti metod
analyzy genovych sad (dalSi prednaska)
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Identifikace proteinu

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

* jen pro proteinové sekvence odvozeneé translaci nukleotidovych sekvenci
= RefSeq - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/

= UniProt— administrovana databaze; kompozit SwissProt, TrEMBL a PIR-PSD-
http://www.uniprot.org
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CvicCeni a R baliky

* Provedeme cviCeni MassSpectrometry.R
*Vyuziva bioconductor balik PROcess

* DalSi baliky
- rTANDEM (an R/Bioconductor package for MS/MS protein identification)

- dagLogo: An R/Bioconductor package for identifying and visualizing differential
amino acid group usage in proteomics data

IBA



Databaze dat

Vyuka IBA



Verejne pristupne databaze
»

= 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 verejné pristupnych databazi tak, aby
kdokoliv byl schopny vysledky zreprodukovat

= Toto prinasi velkou vyhodu:
= MuZeme data podrobit meta-analyze (simultanné porovnat data z riznych experimentu)

= Diky standardnimu formatu muzeme vyhledavat soubory s parametry, které potfebujeme
= Data muzZeme automaticky stahovat

IBA



GEO na NCBI

[0 =-—————————— Netscape: GEO Database Design Brief

08
-
- Back Forward  Reload Harne Search  Metscape  Images Print  Security Shop Stop
v anatinn:\_&lhttp:.-".-"www.ncbi.nlm.nih.gw.-"ge-:-.-"inf-:-.-"scheme.cgi | ﬁv"ﬁ"hat’s Related
F
L Ll -
Gene Expression Omnibus =
SAGEmap PubMed UniGene LocusLink
Database Design Brief Query: | QUI
Pepes || 3 Wae Please fill out our feedback suggestionnaire MEW
Feedback 4 . ) )
At the most basic level of organizotion of GEO there are four
Retrieval tools entities.
Ad nauseam
SOFT guid
-
]
[i 2 %W P ED (2
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Array Express na EBI

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

- ARRAYEXPRESS

The ArrayExpress Archive is a database of functional genomics experiments including gene expression where vou can query 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
queried for individual gene expression under different biclogical conditions across experiments.

Experiments Archive B
15786 experiments, 442596 assays

Experiment, citation, sample and factor annotations

Gene Expression Atlas
5670 experiments, 138915 assays, 18346 conditions

Genes Conditions

| | up/downin - |

[=] Browse experiments \Advanced gquery syntax =’

&-}Submitter.-"reviewer login '?!:!JArra',.rExpress Query Help

Any species - Guery

Gene Expression Atlas Home

News &

® 70 Oct 2010 - Internship for a student project in human
gene expression - Filled now

This student project is now taken.

® 17 5sp 2010 - New Atlas Data Release 10.8

A new release of Gene Expression Atlas has been made with 93

Links

® ArrayExpress User Survey

Old ArrayExpress Interface

Help | Training | FAQ | Citing

Submit Data (array based and re-sequencing)
Programmatic Access | FTP Access
Software Downloads and Statistics

mu
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Dalsi cteni
«

= 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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