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Proteomické data

2D gelova elektroforéza
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Princip

= Proteiny su separovane na geéle v dvoch dimenziach — na
zaklade hmotnosti a na zaklade pH
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Princip

. Proteiny su extrahované zo vzorky

. Vzorka sa umiestni na geél a proteiny migruju az kym dosiahnu
izoelektronicky bod (kedy ich naboj je nula)

= Ddlezity je vyber gélu, ktory musi byt dostato¢né porovity, aby
umoznil proteinom pohyb (agar6za alebo polyacrylamidovy gél)

. Takto sa proteiny oddelia vzhladom k svojej hmotnosti a naboju.

. Nasledne proteiny nechame pohybovat sa na zaklade pH v druhej
dimenazii

. Nakoniec je gél zafarbeny aby sa detekoval jednotlivé spoty
. Ked su spoty zafarbené, gél sa méze odfotit
. Intenzita pixelov koreluje s mnozstvom proteinu, pouziva sa Specialny

SW pre analyzu spotov

L
IBA




Ako vyzera obrazok
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2-D gelova elektroforéza
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Ako vyzeraju 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 72.72 127.87 199.31

IBA




DIGE

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

(DIGE).

Proteiny sa najprv zafarbia
fluorescencnym farbivom

Kazdeé farbivo sa skenuje pod inym
filtrom

Takto sa mo6ze porovnavat viac
vzoriek

Protein extract 1:

label with Cy3
Pooled internal "N\ /a®) /o@®) Proteinextract2
stondard: \ /@) \@F/ labelwithCy5
label with Cy2 - \ L l/
Mix labeled N
extracts @/
e
2-D electrophoresis ?;} - s
g =
Imaging Cy2 = Cy3 f = CyS B
>3 - T _'. RTRS
Image analysis L A L
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Nutnost’ upravy dat

Tak ako mikrocCipovy experiment i 2-DE je vystavena experimentalnym
chybam ktore su zdrojom sumu

Je nutna uprava a normalizacia dat

Neexistuje tu ale taka automaticka kvantifikacia spotov tak ako u
microarrays, pretoze spoty nie su fixne dané predom!

= ta Co existuje, vyzaduje manualnu upravu
= premenne kvality spotov

Data z 2DE nie su normalne rozlozené — je nutna transformacia (log)
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Normalizacia

Délezitym krokom v uprave dat je kalibracia vsetkych expresnych
hodno6t a gélov navzajom

V tomto procese sa odstranuje priestorovy efekt, aj efekt farbiva

Na kazdom géle su kontrolné proteiny, podla ktorych gél kalibruje
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Kontrola kvality spotov
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Kontrola kvality spotov 2.

Density

Density

Histogram of CV.good

e

0.0

05 1.0 15
Ch - wze

Histogram of CV.good.50

...

0.0

| |
05 1.0 1.5
Ch - cut off 26

Density

Density

Histogram of CV.good.25

0.0

|
0.5 1.0 15
CN - zut off 26

Histogram of CV.good.75

h‘“ﬂ\rﬂ‘nn i

0.0

T |
0.5 1.0 1.5
CN - zut off 26

L
IBA




i
IBA

Kapitola IX

Hmotnostna spektrometria
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Hmotnostna spektrometria

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

Zalozena 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.

NajCastejSie pouzivany - TOF

Laser
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Hmotnostny spektrometer TOF - princip

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

TOF =t +t,+t¢t,

{, je Cas letu v akceleracni oblasti,
I je Cas preletu v oblasti s nulovym elektrickym polem
t, je c¢as detekce

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

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

A a B jsou stanoveny pomoci kalibrace
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Hmotnostny spektrometer TOF - druhy

Najpouzivanejsie:

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

Zpusob uchyceni proteinu a ionizace

Proteiny vzorku jsou pred samotnou analyzou upevneny 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 ionizaci.

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

SELDI vyuziva proteinovy Cip (s nékolika - obvykle osmi - spoty),
opatfen 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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Ako vyzera TOF MS profil
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MALDI-TOF

Matrix-Assisted Laser Desorption-lonisation - TOF
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Naneseni vzorku a matice
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SELDI-TOF

Surface-Enhanced Laser Desorption-lonisation — TOF

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

Naneseni Promyti Pridani
H vzorku Cipu ogSh  matrice
o O eet 4 Q1Y M \J I/
v MozZnost odmyt latky,
ALY — XY — AXOOXXY  které by jinak
ovlivhovali spektrum
- Laser VZOI"SU ..
4 (0 I (napf. mocovina
T AL pouzivana k pripravé
) a vzorku, nebo Na+ ionty

pritomné fyziologicky

: 2 r - ) o “"-._\,\I - i
S — a — — — O — — — 5 ve vzorcich).

) Akceleracni
potencial »  Detektor
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Cipy pre SELDI hmotnostnu spektrometriu

Kvantitativne hodnoty proteomu su takisto ovplyvnene
r6znymi zdrojmi variability (experimentalne aj biologické)

Velmi velke rozdiely medzi typmi pouziteho Cipu!

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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Intensity

CM10 IMAC-Cu H50
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Peaky profilov 3 odlisSnych SELDT ¢ipov
Vzorky spracované 4 roznymi spésobmi
Banks et al, Clinical Chemistry 2005
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Priklad

W
= Zhlukovanie profilov tych istych vzoriek zo 4 typov SELDI

sklicok:
B IMAC30, I H50, llINP20zas, [ INP20kys
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Upravy dat

Kalibracia

TOF premeneny na skalu m/z pomocou mnozstva
kalibraCnych proteinov so znamou m/z hodnotou. Toto sa
deje este v laboratoriu

Zakladné data

\ 4

Odstranie baseline Ssumu z profilu, napriklad pomocou
loess

Baseline subtraction

Normalizacia
Aby sme mohli porovnat spektra medzi vzorkami
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baseline corrected
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Normalizacia

Odstranujeme technicku variabilitu (pristrojové chyby,
odlisné mnozstvo vzorky)

Koncentracia proteinu sa odhaduje ako plocha pod
pikom (Area Under Curve — AUC)

\ 4

Normalizacia pomocou priemernej AUC (TIC — total ion
current)

AUC celéeho spektra / priemerna AUC vSetkych spektier
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Detekcia pikov a ich zarovnanie

Pik ~ peptid/protein, definuje sa
ako lokalne maximum na zaklade
porovnania variability v okoli ;

smooth
0 peaks
— local sigma

40

Existuju nepresnosti na x (m/z) ay
(mnozstvo) osiach

30
|

Piky ktorehokolvek spektra mézu
byt definované ako body ktoré su i

maximalne +/- N bodov v okoli m/z o 4 JM“LAL

first, second, estimated.. | | | | |
5000 10000 15000 20000

10

smoothed spectrum
20
|

=

miz

DOlezité je brat do uvahy signal-to-
noise ratio - peaky musia prekrocCit
nejaku beznu hranicu sumu, aby
boli oznacené za piky
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Ako vyzeraju data po zarovnani a detekcii pikov

= SELDI-TOF

Clus Norm. Log Norm. Linear Mass

ter Group Intensity M/z Intensity Intensity Type Dev.
1 chemoresistentni 0.581550 2392.84 3.058176 30.578211 estimated 0.000007
1 chemoresistentni -0.072123 2392.84 1.943959 12.984676 estimated 0.000007
1 chemoresistentni 0.023116 2392.84 2.076621 15.079403 estimated 0.000007
1 chemoresistentni 0.160910 2392.84 2.284742 18.365652 estimated 0.000007
1 chemoresistentni 0.199591 2392.84 2.346828 19.345988 estimated 0.000007
1 chemoresistentni 0.161331 2392.82 2.285410 18.376190 first -0.000004
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Aplikacie | — identifikacia bakterii
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Aplikacie | — identifikacia bakterii
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Aplikacia ll
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Aplikacia Il
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Liquid Chromatography MS/MS

Z pohladu centralneho laboratéria
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Dva hlavne pristupy

Bottom-up proteomika

« protein — peptidy

« analyza peptidov pomocou MS
« fragmentacia peptidov v MS

Top-down proteomika

* analyza intaktnych proteinov v MS@

- fragmentacia proteinu v MS

A Bottom-up MS approach

:/ > Y Digestion with >
Y <y an enzyme 4]? = _
& =g v (e.g. trypsin) S
by AN s o
o<y oo fs c

A
L - Peptlde
t ~- Protein miz

Sequence peptide, Isolation
Identify protein,

Map modifications
(partial coverage)

dentified
Modification

>
=
W
c
@
-

Intensity

m/z m/z
B Total
Top-down MS approach Modifications
; HA®O
@ = " > 4
& MsS 2l 1 ¢ Isolation »
e —_— 0 CICJ
R il
' Protein me m/z

Sequence protein, MS/MS

Identify protein,
Map modifications
(full coverage)

Intensity

Iy i
m/z

Zhang, H.; Ge, Y. Circ Cardiovasc Genet, 2011, 4, 711-711. Taq




Experiment

Izolacia,

Ve _ : LC MS/MS systém
__stlepenle

Biologicky
material ..

ﬂ M
. /
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. |

Identifikacie proteinov

[
A D E LF] G H I J K L M N
1 Identification and relative comparison summary
2 1 |identificati (pept
3 Prot Group Accession Description Presence of the protein group in individ
4 Line1 "Line2 “Line3 Line4
5
(] 1 Q09666 Neuroblast differentiation-ass 629 6.2 82% Y Y Y Y
7
47 2 Q15149-4 Isoform 4 of Plectin OS=Hom: 516 58 58% Y Y Y Y
418
685 3 Q15149-3 Isoform 3 of Plectin 0S=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 277 57 46% Y Y Y Y
974
975 Sequence #PSMs # Proteins # Protein Groups
976 AAGSGELGVTMK 8 6 1
977 AAGSGELGVTMKGPK 2 3 1
978 ADIEMPFDPSK 4 3 1
979 AEVSIQNNKDGTYAVTYVPLTA 2 3 1
-+ 980 AGGPGLER 2 9 2 7
+ 981 AGLAPLEVR 2 3 1 -
== neneT ey mEane - - . ra Cova r] Ie a
M < » » | comments - report format prot groups_orig_repl ine 1_combined combined+peptides ./ line 2_combined ine 2_combined+pej| 4 ul
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Typy experimentov |

W
» Podla komplexity vzorky (poCtu oCakavanych proteinov):

= |dentifikacia proteinu(ov) z gelu 2D-SDS-PAGE (jednotky
proteinov, desiatky vzoriek)

#50
LR

G 1
o

Heineken - gel repl. 1
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Typy experimentov |

W
» Podla komplexity vzorky (poCtu oCakavanych proteinov):

= |dentifikacia proteinu(ov) z gelu 2D-SDS-PAGE (jednotky
proteinov, desiatky vzoriek)

= |dentifikacia proteinov v pruzkoch z gelu 1D-SDS-PAGE
(jednotky az stovky proteinov, jednotky vzoriek)
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Typy experimentov |

W
» Podla komplexity vzorky (poCtu oCakavanych proteinov):

= |dentifikacia proteinu(ov) na gele 2D-SDS-PAGE
(jednotky proteinov, desiatky vzoriek)

= |dentifikacia proteinov v pruzkoch z gelu 1D-SDS-PAGE
(jednotky az stovky proteinov, jednotky vzoriek)

= Relativhe porovnanie dvou bun. linii — wild-type vs.
mutant (tisice proteinov, jednotky vzoriek)
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Typy experimentov I

= Podla pouzitého znacenia:
= [abel-free — bez znacenia

= SILAC - stabilné izotopoveé znacCenie aminokyselin v
bunkovych kulturach (2-3 vzorky)

* I TRAQ — izobaricke znacCky pre relativhu a absolutnu
kvantifikaciu (4 alebo 8 vzoriek)
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Ziskané informacie

W
= Kvalitativne — primarny ciel

= Ake proteiny sa vo vzorke vyskytuju?
= Kvantitativhe

= Hodnotenie koncentracie proteinov (PSMs, AUC)
= Modifikacie

= Vyskyt posttranslacnych modifikacii (fosforylacie)
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975 Sequence #PSMs # Proteins # Protein Groups
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Spracovanie dat

N o s~ Wb~

uprava hrubych dat (MS/MS i MS)

priprava dat pre databazove vyhladavanie

priprava proteinovej databazy, databazové vyhladavanie
spracovanie vysledkov z pohladu FDR

vyber peptidovych identifikacii (PSMs)

rekonstrukcia zoznamu ,identifikovanych® proteinov
interpretacia proteinového zoznamu(ov)
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Uprava hrubych dat
®

) '4
L] r L] V 4
Profilové spektrum Ciarové spektrum
1 4 r u Ny 1 4 u 1 4
= Ziskané z experimentu = Vypocitané z profilového
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Rekalibracia

15

10 4

-10 4

chyba m/z prekurzoru (ppm)

-15

o] 20 40 S0 80 100 120

retencni ¢as (min)

140

nterna rekalibracia — rovnaka na cely zaznam

ockmass — kazde spektrum podla opakujucej sa
Kontaminanty

Podla identifikovanych peptidov — odhad zavislosti z
identifikovanych peptidov (polynom)
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Databazove vyhladavanie
w

1. Priprava dat
= Vyber ,reprezentativnych” signalov MS/MS
= (Qdstranenie ,menej kvalitnych® spektier MS/MS
= Top N (z okna), dekonvolucia signalu a Sumu

= Ziskame tabulku m/z hodn6ét a intenzit
2. Priprava databazy
= jn silico stiepenie sekvencii z databazy

* Priradenie jedneho alebo viacerych peptidov k jednemu
spektru (decoy databaza, FDR, Percolator)

3. Vyber peptidovych identifikacii
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Percolator

1. prehladanie dat MS/MS

3. prepocitanie skor peptidov

1 ==
Target Decoy
FASTA FASTA

Fragment Spectra {} Target PSMs

2. vypocet ,vlastnosti" peptidov

Decoy PSMs

Milndeelnd

Features Lists

Feature
Calculator

Scored PSMs

=]

2 PaM FL 2 FY P4 FER ¥ F2 F3 M4
L | 7 £ 3 3 %
2 2 5 4 4 <ll:|
3 J 3 4 3
L 5 7 4 3.
3 Percolator
| | Classification |1
4 FDR YR
| Filter !
|| svm —
‘ Training

Prepocitanie skor peptidov
- Pouzitie support vector machines
(SVM)
- sady identifikaci
- falosne pozitivhé - decoy
databaza
« pozitivhé - povodna dabaza
(1skore)
- priradenie vah vlastnostiam v SVM
« napr. skore; chyba hmotnosti
intenzita, modifikacie, ...

= viac identifikovanych peptidov
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Rekonstrukcia sady proteinov

Analdgia puzzle, ALE:

((([semeopenc] ) » Tisice kuskov:

« Rovnake

« Poskodené

« Chybajuce
- Z inych skladaciek

Korf, Nat Methods, 2013

« Pasuju na rovnaké miesta
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Vybrane pristupy

= N — peptidove pravidio
= Proteiny, u ktorych pozorujeme aspon N peptidov
= Vysoka faloSna pozitivita
= Pouzivane na sekvencne homologicke proteiny

* Pravdepodobnostné pristupy
= ProteinProphet, Nested mixtures, Fido
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Princip parS|mon|e a Occamovej brltvy
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A. Vytvorenie biparitného grafu:

peptidy - mozné proteiny A

-] {
o
/

= e T Tl
(pep lpep ‘bep' (pep) (pepy (pepy /pepy /pep’
RPAC VA PRVPRN VRPN AN PAN!Y

B. ZluCenie proteinov a peptidov
/p ro", pm|

do skupin (napr. pep 3,7,9; ") I
pro 4,9) 5 S

1\_1 _,-i II'\_?.&/'J \5 / I"\ 3___,-’I i 3 6 ! ? ;"I
. 4 T _'-\\ ’_.T N __.--"':". T
C. Rozdelenie skupin C o

D. Vyber minimalnej sady

proteinov

pep (b (boD) (BeD| (beD)
s, La) ) (2 e lo) lis/

Dosledok: falosna negativita vysledkov

|
Zhang, B. et al. J. Proteome Res., 2007, 6, 3549-3359.
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974
975 Sequence #PSMs # Proteins # Protein Groups
976 AAGSGELGVTMK 8 6 1
977 AAGSGELGVTMKGPK 2 3 1
978 ADIEMPFDPSK 4 3 1
979 AEVSIQNNKDGTYAVTYVPLTA 2 3 1
-+ 980 AGGPGLER 2 9 2 7
+ 981 AGLAPLEVR 2 3 1 -
== neneT ey mEane - - . ra Cova r] Ie a
M < » » | comments - report format prot groups_orig_repl ine 1_combined combined+peptides ./ line 2_combined ine 2_combined+pej| 4 ul

Statisticka a bioinformaticka analyza o

IBA




Co s identifikovanymi proteinmi?

= Zavisi od poévodneho experimentu

= Typicky, doplnenie anotacie proteinov z databazy (GO,
KEGG, TAIR) a pouzitie metdd analyzy génovych sad
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Kapitola X

Databazy dat
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Verejne pristupné databazy

= Velké experimenty maju az stovky,alebo tisice vzoriek, v kazdej sa
studuju desattisice, az stotisice génov

= Pre publikaciu vysledkov je vyzadovane vlozit' data v standardizovanom
formate (MIAME - Minimal Information About a Microarray Experiment)
do jednej z verejne pristupnych databaz,tak aby ktokolvek bol schopny
vysledky zreprodukovat

= Toto prinasa velku vyhodu:

= mobzeme data podrobovat meta-analyze (simultanne porovnavat
data z r6znych experimentov)

= vdaka Standardnému formatu mézeme vyhladavat subory s
parametrami, ktoré potrebujeme

= data m6zeme automaticky stahovat
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GEO na NCBI
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Array Express na EBI

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

A LI5S

Sy

-t ARRAYEXPRESS

L)
The ArrayExpress Archive iz a database of functional genomics experiments including gene expression where you 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
gqueried for individual gene expression under different biclogical conditions across experiments.

Experiments Archive .l | | Gene Expression Atlas
15786 experiments, 442596 assays 5670 experiments, 138315 as=ays, 18346 conditions

Experiment, citation, sample and factor annotations Genes Conditions

| | | | up/downin - | |

/=] Browse experiments \ Advanced query syntax'=d Cluery Any species - Query

zene Expression Atlas Home

ﬁ Submitter/reviewer login @ArrayE}Epress, Query Help

News B Links
®* 20 Oct 2010 - Internship for a student project in human ® ArrayExpress User Survey
gene expression - Filled now 0ld ArrayExpress Interface

This student project is now taken. Help | Training | FAQ | Citing
Submit Data (array based and re-seguencing)

Programmatic Access | FTP Access
Software Downloads and Statistics

® 17 5=p 2010 - New Atlas Data Release 10.8
A new release of Gene Expression Atlas has been made with 93
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= E-learningové 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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