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Porovnani proteotypt nadorovych bunécnych linii pomoci
kvantitativni hmotnostni spektrometrie

Teoreticky uvod

Proteomika predstavuje soubor experimentalné naroénych metod vyuzZivanych ke studiu mnoha
(stovek az tisicl) protein(i soucasné. Proteomika pfispivda mimo jiné k charakterizaci signalnich drah
zapojenych v rliznych biologickych procesech, ke studiu biomarkerl a identifikaci potencialnich
terapeutickych cil(. Klicovou metodou proteomiky je kapalinova chromatografie on-line spojena
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). V ramci tohoto cviceni vyuzijeme proteomicky
pFistup na bazi LC-MS/MS k porovnani aktualnich proteinovych profilG (proteotypt) tfi bunéénych
linii odvozenych od rGznych typa karcinomi: luminalniho nadoru prsu, trojité negativniho nadoru prsu
a skvamocelularniho karcinomu.

Nadory prsu patfi k nejéastéjsSim nadorovym onemocnénim u Zen, z hlediska molekuldrni podstaty jsou
pritom velmi heterogenni. Na zakladé genové exprese je lze rozdélit na nékolik subtypl, mezi které
patfi luminalni A, které jsou hormonalné zdvislé, a proto lécitelné antihormonalni |écbou, a trojité
negativni, které jsou velmi agresivni, nevykazuji expresi hormonalnich receptor( a nejsou proto zatim
béiné biologicky lécitelné. Skvamocelularni karcinom je pak zdvainym typem nadorového
onemocnéni dlazdicobunééného epitelu (napf. horni vrstva kizZe, vystelka plic, epikardium) - jedna se
o maligni nador vytvoreny z dlazdicovitych bunék, ktery ma tendenci metastazovat.

Pfi studiu nador0 Ize kromé analyzy nadorovych tkani vyuzit bunééné modely, predevsim nadorové
bunécné linie. Ty byly derivovany z nador( konkrétnich pacientll a od té doby jsou udrZovany
v bankach biologického materialu ve zmrazeném stavu. Odtam jsou komeréné dostupné, mohou byt
kultivovany v laboratornim prostfedi a vyuZity napfiklad k funkénim experimentdim zahrnujicim
studium dlohy konkrétnich proteinli v nadorovych procesech. Nevyhodou nadorovych linii
kultivovanych in vitro je absence nadorového mikroprostiedi, zejména nepritomnost dalSich typU
bunék (napf. fibroblastu), které mohou rist nadorovych bunék v Zivém systému ovliviiovat.

V lloze se pracuje se tfemi nadorovymi bunécnymi liniemi: s bunécnou linii MCF-7 odvozenou od
lumindiniho A nadoru prsu, s bunécnou linii MDA-MB-231 odvozenou od trojité negativniho nadoru
prsu a s bunécénou linii A431 odvozenou od skvamocelularniho karcinomu.

Bunécna linie MCF-7 je odvozena od luminalniho, estrogen receptor (ER) pozitivhiho nadoru prsu.
S hladinou ER silné koreluje hladina anterior-gradient proteinu 2 (AGR2), ktery bychom méli
v proteomovém profilu kvantifikovat. Linie MCF-7 se vyznaCuje adhezivnimi vlastnostmi, s nimiz
koreluje hladina adhezivniho markeru Epithelial Cell Adhesion Molecule (EPCAM). VSechny tfi linie maji
epitelidIni charakter, cozZ Ize potvrdit pfitomnosti epitelialnich markert jako je E-cadherin (CDH1) a
cytokeratin 18 (KRT18). Linie MDA-MB-231 a A431, které maji vyssi schopnost metastazovat, vsak maji
vdisledku epitelidlné-mezenchymalni  tranzice fenotyp C¢asteCné posunuty  smérem
k mezenchymalnimu, cozZ indikuje nap¥. zvysena hladina vimentinu (VIM) a proteinu CD44. Linie A431
se dale vyznaduje zvysenou expresi receptoru pro epidermalni ristovy faktor (EGFR), na némzZ je rlst
bunék A431 zavisly a ktery aktivuje STAT drdhu podporujici bunécnou proliferaci. Zatimco linie MCF-7
je z hlediska statusu genu TP53 wild type, linie MDA-MB-231 a A431 maji gen TP53 mutovany, coZ se
obvykle projevuje zvySenou hladinou kédovaného proteinu p53. Tyto a dalsi fenotypové rozdily
bychom méli pozorovat v proteinovych profilech vsech t#i linii.
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Princip experimentu

Vstupnim biologickym materidlem jsou bunécéné kultury MCF-7, MDA-MB-231 a A431. Bunécné linie
jsou kultivovany za pritomnosti kompletniho rlstového média Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) obsahujiciho 10 % fetalniho hovéziho séra (FBS), které obsahuje hormony a rlstové faktory.
Bunécné linie jsou kultivovany v inkubatoru pfi 37 °Cv 5 % atmosfére CO, na Petriho miskdch. Burikam
odsajeme médium, promyjeme je pomoci ,phosphate buffer saline“ (PBS), sklidime je do
denaturujiciho lyzacniho pufru a provedeme jejich desintegraci ultrazvukem.

Ultrazvukovd desintegrace pracuje na principu tzv. mikrokavitace: Ultrazvuk (jako forma
mechanického vinéni) vyvolava vznik dutin v kapaliné (=“bublin vakua“), coz uvniti bunék vede k
rychlym a opakovanym objemovym zméndm bunék a jejich desintegraci (popraskdni bunécnych
membran). Pro srovnani: kavitace je jev, ktery nastava napf. pfi mechanickém otaceni lodniho Sroubu,
kdy se rovnéz tvofi ,bubliny vakua“.

Lyzacni pufr obsahuje:

denaturacni ¢inidlo — 6 M guanidin hydrochlorid — zajistuje denaturaci protein(

detergent — 1 % Triton X-100 — pomaha rozrusit bunééné membrany

pufr — 100 mM Na-fosfat pH 6,6 — udrzuje konstantni pH a definovany naboj disociabilnich
skupin proteind

Centrifugace desintegrované bunécné smési umozni oddélit zbylé ¢asti bunék - membrany (pelet) a
solubilizovany proteinovy extrakt (supernatant).

Stanoveni celkového proteinu provedeme pomoci kitu RC-DC Protein Assay (Bio-Rad). Postup vyuziva
precipitace proteind pomoci RC Reagentl | a Il k odstranéni latek interferujicich s vlastnim stanovenim
(napt. detergenty). Po rozpusténi precipitatu nasleduje stanoveni modifikovanou Lowryho metodou,
pfi niz Cu?* ionty vzniklé oxidaci peptidové vazby redukuji v alkalickém prostfedi Folin-Ciocalteuovo
¢inidlo za vzniku barveni méfitelného pfi 750 nm, které je pfimo umérné koncentraci proteinu.

Stépeni proteind trypsinem na peptidy (digesce) — pfiprava vzorku a $tépeni proteind na filtru (,Filter
Aided Sample Preparation” (FASP)) probéhne na kolonkdach Microcon s 30 kDa filtrem. Filtr na
kolonkdach ndm pomoci centrifugace umozni proteiny zakoncentrovat, mensi molekuly (véetné
potenciadlnich kontaminant(l) navic kolonkou protecou. Dale na kolonkach provedeme redukci
disulfidickych muUstk( cysteinl v prostredi pufru obsahujiciho vysokou koncentraci mocoviny pomoci
tris(2-carboxyethyl)fosfinu (TCEP) a nasledné alkylaci zredukovanych -SH skupin cysteinG alkylaénim
¢inidlem iodacetamidem (IAA). Ke konci FASP provedeme enzymatické Stépeni proteinl na peptidy
pomoci trypsinu, ktery Stépi peptidické vazby proteint na karboxylovych koncich aminokyselin lysinu
a argininu, pokud za nimi nenasleduje prolin. Takto ziskané peptidy eluujeme zfiltru pomoci
centrifugace.

Odsoleni peptidi provedeme na kolonkach na principu reverzné fazové chromatografie. Vzorky jsme
zpracovavali v pufrech obsahujici soli, které mohou potladit ionizaci peptidl pfi analyze pomoci
hmotnostni spektrometrie, a proto je musime z peptidovych vzork( dikladné odstranit. Sorbent na
kolonkach (stacionarni faze) obsahuje imobilizované nepolarni oktadecylové (C18) retézce, s nimiz
interaguji nepolarni skupiny peptidl ze vzorku. Kolonku poté promyvame vodou (polarni mobilni faze),
¢imz se uvolni ve vodé rozpustné kontaminanty. PreliSténé peptidy poté postupné eluujeme
gradientem acetonitrilu (nepolarni mobilni faze) a lyofilizujeme pomoci vakuové centrifugy.

LC-MS/MS — peptidové vzorky budou néasledné analyzovany pomoci kapalinové chromatografie ve
spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). To bude provedeno na pracovisti ,Core
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Facility Proteomics” CEITEC MU. V prvni fadé je pfi LC-MS/MS analyze provedena separace peptidd
pomoci reverzné fazové kapalinové chromatografie (C18) v kyselém prostfedi na analytické koloné
s pfimym napojenim do nanoelektrospreje, kde jsou vlivem vysokého napéti peptidy ionizovany, ¢imz
ziskavaji kladny ndboj. lonizované peptidy poté vstupuji do hmotnostniho spektrometru.

Ve hmotnostnim spektrometru pracujicim v rezimu datové zavislého sbéru dat (,,data dependent
acquisition (DDA)) je u peptid( vystupujicich aktualné z chromatografické kolony nejprve zméreno
MS1 spektrum, co? je zavislost intenzity signalu na poméru hmotnost/naboj (m/z). Prekurzorové ionty
poskytujici v MS1 spektru nejintenzivnéjsi signdly jsou poté postupné fragmentovany v kolizni cele,
vzniklé produktové ionty jsou zméfeny v MS2 spektrech. VétSina modernich hmotnostnich
spektrometrl dokaze opakované provadét DDA cykly s jednim MS1 skenem a alespon dvaceti MS2
zavislymi skeny v ¢ase okolo tfi sekund, coz typicky umoziuje v jedné analyze identifikovat a
kvantifikovat tisice protein(. Nevyhodou tohoto pfistupu je omezena reprodukovatelnost dana do jisté
miry nahodnou selekci prekurzorovych iontl pro fragmentaci. Toto do znacné miry resi rezim tzv.
datové nezdvislého sbéru dat ("data independent acquisition” (DIA)).

V rdmci tohoto cviceni provedeme proteomovou analyzu pomoci hmotnostniho spektrometru
s analyzatorem Orbitrap v DDA mddu s vyuzZitim “high collision dissociation” (HCD) cely, kde se
prekurzorové ionty fragmentuji, a analyzatoru typu Orbitrap, kde se detekuji jak ionty peptidl pfi
méreni MS1 spekter, tak jejich produktové ionty pfi méreni MS2 spekter.

Identifikaci a kvantifikaci peptidi a proteinii ze surovych LC-MS/MS dat provedeme ve volné
dostupném akademickém software MaxQuant. Kazdy datovy soubor obsahuje vSéechna MS1 a MS2
spektra ziskand analyzou daného vzorku. Pfi databazovém prohledavani (napf. proti databazi
UniProt) se experimentalni informace o m/z peptidového prekurzoru z MS1 spektra spolecné
s informacemi z MS2 spektra porovnavaji s teoretickymi informacemi z in silico nastépeného proteomu
daného organismu. Na zdkladé shody s databazi (vyjadfené jako Posterior Error Probability” (PEP))
odpovidajici pravdépodobnosti falesné pozitivni identifikace) je identifikovan peptid odpovidajici
danému MS2 spektru (hovofime o “Peptide Spectrum Match” (PSM)). Diky soucasnému prohledani
proti falesné (“decoy“=navnada) databazi obsahujici reverzni sekvence téhoZ proteomu se stanovi
mira falesné pozitivnich identifikaci v souboru: Identifikované peptidy jsou sefazeny dle PEP, systém
nasledné nastavi hranici PEP tak, aby soubor obsahoval pravé 1% faleSné pozitivnich identifikaci. PSMs
s horsim PEP jsou ze souboru vyrazeny, “False Discovery Rate” (FDR) je tedy 1%.

Peptidy mohou byt proteotypické (unikatni pro urcity protein) nebo neproteotypické (sdilené vice
proteiny — tzv. “razor” peptidy). Pokud jsou vSechny identifikované peptidy daného proteinu soucasti
vice proteind, jsou tyto proteiny slouceny do tzv. proteinové skupiny. Na zakladé PEP peptidG v rdmci
proteinové skupiny je vypocitdno FDR na urovni proteinovych skupin. Ndsledné je provedena
kvantifikace. JelikoZ jsme nepoutzili Zddné chemické nebo metabolické znaceni proteint ¢i peptidd,
pouzijeme ke kvantifikaci peptidové signaly z MS1 spekter (MS1 “ label-free” kvantifikace (LFQ)). Z nich
se zrekonstruuji chromatografické elucni profily peptid( (piky), z nichZ je vypoctena plocha piku, ktera
se poutzije ke kvantifikaci peptidu. Pro kvantifikaci proteinovych skupin jsou seCteny intenzity peptid(
pfitazenych k proteinové skupiné.

Statistické vyhodnoceni rozdill mezi proteomovymi profily vSech tfi nadorovych bunécénych linii
provedeme v software Perseus. V ramci kvantitativnich dat na Urovni proteinovych skupin nejprve
provedeme analyzu rozptylu (ANOVA), pomoci které ur¢ime proteiny, jejichz hladiny jsou statisticky
vyznamné zménény v ramci souboru vSech tfi bunécénych linii a jejich replikat(l. Nasledné provedeme
sérii tfi Studentovych t-testq, jimiz urcime proteiny, jejichz hladiny jsou statisticky vyznamné zménény
mezi jednotlivymi dvojicemi bunécnych linii (MCF-7 vs. MDA-MB-231, A431 vs. MCF-7, MDA-MB-231
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vs. A431). Statistickou vyznamnost uréime na zakladé p-hodnoty korigované na mnohonasobné
testovani (q-hodnota <0,05), miru zmény hladin protein( mezi jednotlivymi vzorky (“Fold Change”
(FC)) urcime pomoci rozdilu LFQ intenzit proteinovych skupin vlog2 tvaru (log2FC). S vyuZitim
shlukovaci analyzy sestrojime heatmapu pro vizualizaci podobnosti proteinovych profil(i bunécnych
linii a rozloZeni hladin jednotlivych proteini mezi vzorky. Z heatmapy uvidime, do jaké miry jsou
proteinové profily biologickych replikatli téZze bunécné linie podobné a jak se shlukuji proteiny do
klastr na zakladé jejich korelace.

Pomoci metody Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) provedeme analyzu zapojeni proteinli do
regulacnich drah. Vstupem do této analyzy bude seznam proteini a hodnot log2FC, ktery v ramci
porovnani profilll dvou bunéénych linii importujeme ze software Perseus. ProtoZe je GSEA primarné
nastrojem pro zpracovani genomickych dat, budeme v GSEA pracovat s nazvy genl kodujicich nami
identifikované proteiny. GSEA mezi nimi vyhleda geny, které jsou soucdsti definovanych molekularnich
drah databdze HALLMARK. Mira obohaceni je dana tzv. Enrichment score (ES), statisticka vyznamnost
p-hodnotou. Z vystupu uvidime, které drahy jsou obohaceny pozitivné (ES>0), nebo naopak negativné
(ES<0) o nami kvantifikované proteiny. Tento nastroj ndm umozni interpretovat rozdily v proteinovych
profilech ve vztahu k fenotypu nadorovych bunécnych linii.

POSTUP PRACE

Abychom zamezili kontaminaci vzorkd keratiny, po celou dobu laboratorni prace budeme mit
obleéeny &isty laboratorni plast a rukavice, rukavicemi se nebudeme dotykat ¢asti téla (vlash, tvare),
klik, madel a dalsich zdroji keratinové kontaminace.

Sklizeni bunécnych linii (1. cviceni 19.10.2021)
Zaskrtnéte vzorek, se kterym pracuje vase skupina:

0 Bunééna linie MCF-7

0 Bunéénd linie MDA-MB-231

0 Bunééna linie A431

1. Pfipravime 1,5 ml mikrozkumavku popsanou B+cislem skupiny (napf. B1). Z misky odsajeme rlistové
médium, napipetujeme 5 ml 1xPBS (0,137 M NacCl, 2,68 mM KCl, 1,47 mM KH,PO4 a 6,45 mM
Na;HPO.) a odsajeme. Pridame dalSich 5 ml 1xPBS a opét odsajeme.

2. Misku umistime na led a ptridame 200 pl lyzaéniho pufru o slozeni 6 M guanidin hydrochlorid, 100
mM Na-fosfat pH 6,6 a 1% Triton X-100.

3. Misku naklonime na stranu a seskrabeme bunky stérkou z celého povrchu smérem dol(l. Misku
pootoéime o 90° a opét seskrdbeme smérem dollG. Seskrabané bunky v lyzaénim pufru
prepipetujeme do 1,5 ml pfipravenych mikrozkumavek a umistime na led.

4. Provedeme desintegraci bunék jehlovym ultrazvukem pfi nastaveném vykonu 50 W 30 pulzy po
0.1 s — provadéjte pod dohledem vyucujiciho s pouzitim chranica sluchu, vzorek ochlazujte ledem.

5. Vzorek nechdme stdt 60 min pfi laboratorni teploté.

6. Smeés centrifugujeme pri 14000 x g a 4°C po dobu 20 minut. Supernatant (solubilizovany proteinovy
lyzat) prepipetujeme do Cisté mikrozkumavky oznacené L+cCislem skupiny (napf. L1) a uloZime na
ledu. Mikrozkumavku s peletem (nedesintegrované zbytky bunék) zlikvidujeme.
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Stanoveni koncentrace proteini metodou RC-DC Protein Assay (1. cviceni-
pokracovani)

7. Pripravime si tfi mikrozkumavky: do dvou napipetujeme vzdy 5 pl vzorku L1 (dvé paralelni stanoveni
— obé oznacime S+¢islem skupiny, napf. S1), do treti nic (blank ozna¢ime napf. B1).

8. Se viemi tfemi mikrozkumavkami pracujeme paralelné jak je popsano dale:

9. Pfidame 125 pl RC reagentu |, zvortexujeme a inkubujeme 1 minutu pfi laboratorni teploté.
10.Pfidame 125 pul RC reagentu Il, zvortexujeme.

11.Centrifugujeme 14000 x g, 4 min, 20 °C.

12.0dlijeme supernatant, mikrozkumavku pak obratime dnem vzhru a zbytek supernatantu nechame
vytéct.

13.K peletu (srazenina protein() pfidame 127 pl reagentu A’, vortexujeme a inkubujeme pfilaboratorni
teploté 5 minut nebo déle, dokud se srazenina nerozpusti. Pfed dalSim krokem zvortexujeme.

14.Pfidame 1 ml reagentu B, okamzité zvortexujeme a inkubujeme 15 minut.

15.Zméfime absorbanci pfi 750 nm proti blanku, vypocitame priimérnou hodnotu absorbance z
paralelnich méreni.

16.Koncentraci proteinu uréime z kalibracni zavislosti (poskytne vyucujici).

17.Vypocitdme objem lyzatu (napf. L1) obsahujici 100 ug celkového proteinu (abychom ndsledné
nanaseli stejné mnozstvi proteinu na vsechny kolonky). Namérené absorbance i vypocet predlozime
ke kontrole vyucujicimu.

18.Lyzaty oznacené pismenem L zmrazime pti -80°C do pfistiho cviceni.

Stépeni proteinti na peptidy (2. cvi¢eni 26.10.2021)
19.Lyzaty oznacené pismenem L z pfedchoziho cvi¢eni rozmrazime uloZenim na ledu.

20.5tépici kolonky (Microcon 30 kDa, Merck Millipore) s1,5 ml “low-binding” mikrozkumavkou
(=s nizkou mirou interakce s peptidy) oznacime cislem skupiny.

21.Napipetujeme 200 pl denaturac¢niho pufru ,UA” o sloZzeni 8 M mocovina, 0,1 M Tris/HCl pH 8,5 na
kolonku. Poté pfidame proteinovy lyzat o vypocteném objemu obsahujicim 100 pg celkového
proteinu (bod 17). Na kolonce vse dikladné promichame 3pickou a centrifugujeme pfi 14000 g/30
min/20 2C. Tim proteiny zakoncentrujeme. Eluat z mikrozkumavky pod kolonkou poté vylijeme.

22.Na kolonku priddme 100 pl UA a 20 ul 100 mM TCEP, promichame Spickou na filtru. Disulfidické
mUstky proteind nechdme redukovat 30 min/600 rpm/37°C na termomixeru. Nasledovat bude
centrifugace pti 14000 g/15 min/20 2C. Eluat z mikrozkumavky pod kolonkou poté vylijeme.

23.Na kolonku pfiddme 100 pl UA a 20 pl 300 mM IAA, promichdme Spickou na filtru. —SH skupiny
cysteinl uvolnéné redukci v predchozim kroku alkylujeme 1 min/600 rpm/25°C na termomixeru.
Poté vzorky ponechdame bez michdni 20 min vtemnu a provedeme centrifugaci pfi 14000
g/15 min/20 C. Eluat z mikrozkumavky pod kolonkou poté vylijeme.

24.Na kolonku pfiddme 100 pl 100 mM NH4HCO3 a budeme centrifugovat 14000 g/20 min/20 2C. Tim
proteiny na kolonce promyjeme. Eluat z mikrozkumavky pod kolonkou poté vylijeme.
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25.Predchozi krok jesté jednou zopakujeme. BEhem tohoto kroku pfipravime roztok trypsinu (Promega
V5111 Trypsin sequencing grade): do kazdé vialky obsahujici 20 pg trypsinu pfidame 20 pl
“Resuspension buffer” (50 mM kyselina octova). Zvortexujeme, nechame bez michani 15 min ve
30°C na termomixeru.

26.Vyménime spodni mikrozkumavku za Cistou 1,5 ml “low-binding” mikrozkumavku (=s nizkou mirou
interakce s peptidy) oznacenou pismenem D a ¢islem skupiny.

27.Na filtr pfiddame 100 pl 50 mM NH4HCOs a 3,33 pl roztoku trypsinu (1 pg/ul) (pomér trypsin: protein
1:30), vicka mikrozkumavek prekryjeme parafilmem, abychom zabranili vysychani kolonky
v pribéhu stépeni. Promichame v termomixeru 1 min/600 rpm/37°C

28.Vzorky ponechame stépit pfes noc pfi 37°C v termomixeru bez tfepani (vihka komarka).

29.Vyucujici rdano provede eluci peptidd zfiltru pomoci centrifugace pfi 14000 g/15 min/20 °C.
Nastépené neodsolené peptidy zmrazi pti -20 °C.

Odsoleni peptidu (3. cviceni 2.11.2021)

30.Rozmrazime peptidové vzorky z predchoziho cviceni, poté sonikujeme 5 min na ultrazvukové lazni.
Odsolovaci kolonky MicroSpin C-18 (Nest Group, USA) oznacime Cislem skupiny.

31.Na odsolovaci kolonku naneseme 200 ul acetonitrilu (ACN) obsahujictho 0,1% kyselinu
trifluoroctovou (TFA), odstranime pripadnou bublinu mezi kapalinou a sorbentem a centrifugujeme
100g/3 min/RT. Tento krok provedeme celkem 2x. Timto kolonku promyjeme od pfipadnych
necistot nepoldrni povahy z vyroby.

32.Na kolonku naneseme 200 pl vody + 0,1% TFA, centrifugujeme 300g/3 min/RT. Timto kolonku
promyjeme od pfipadnych necistot polarni povahy z vyroby.

33.Na kolonku naneseme znovu 200 pl vody + 0,1% TFA, nechdme hydratovat (stat) 15 min, pak
centrifugujeme 300g/3 min/RT.

34.Ze sbéraci mikrozkumavky odstranime obsah, na kolonku naneseme peptidovy vzorek (bod 30),
centrifugujeme 500 g/3 min/RT. Tim zachytime peptidy na kolonce.

35.Pfidame 200 pl vody + 0,1% TFA, centrifugujeme 500g/3 min/RT. Tento krok provedeme celkem 3x.
Tim promyvame peptidy zachycené na kolonce.

36.Vyménime sbéraci mikrozkumavku za novou “low-binding” mikrozkumavku o objemu 2 ml, plvodni
sbéraci mikrozkumavku vyhodime. Na kolonku pfiddme 200 ul 50% ACN + 0,1% TFA, centrifugujeme
500g/3 min/RT. Tim eluujeme peptidy z kolonky.

37.Pfidame 200 pl 80% ACN + 0,1% TFA, centrifugujeme 500g/3 min/RT. Tim eluujeme z kolonky
peptidy, které se neuvolnily v pfedchozim kroku.

38.Sbéraci mikrozkumavku vyménime za novou 2 ml “low-binding“ mikrozkumavku (plvodni
mikrozkumavku nechdme stat na stole i s obsahem), pfidame 200 ul 100% ACN + 0,1% TFA,
centrifugujeme 500g/3 min/RT. Tim eluujeme z kolonky peptidy, které se neuvolnily v pfedchozim
kroku, abychom dosahli maximalni vytéznosti.

39.Eluadt z bodu 38 pfidame k eludtu z bodu 37, vSe prepipetujeme do cisté 1,5 ml “low-binding”
mikrozkumavky, kterou oznacime pismenem P a Cislem skupiny.
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40.Eludt lyofilizujeme ve vakuové centrifuze (SpeedVac) do sucha a zamrazime pfi -20°C. Vzorky
budou nasledné analyzovany pomoci LC-MS/MS.

LC-MS/MS analyza (provede laboratof v prtibéhu listopadu)
LC-MS/MS méreni bude provedeno v “Core Facility Proteomics” CEITEC MU.

41.Peptidy budou rozpustény ve 20 ul 0.1% kyseliny mravenci, pro vlastni analyzu budou pouZity cca
2 ul 10x zftedéného vzorku odpovidajici cca 2.5 pg peptidového materidlu.

42 .Peptidy budou analyzovédny na kapalinovém chromatografu RSLC nano (Thermo Fisher Scientific,
USA) s vyuZitim trap kolony 100 um x 30 mm plnéné sorbentem 3.5-um X-Bridge BEH 130 C18
(Waters, USA) a separacni kolony Acclaim Pepmap100 C18 column (3 pum castice, 75 pm x 50 cm;
Thermo Fisher Scientific, USA) temperované na 40°C a online propojené do hmotnostniho
spektrometru Orbitrap ELITE nebo Orbitrap LUMOS (Thermo Fisher Scientific, USA). LC gradient
bude mit efektivni délku 120 min (0-5 min 5% mobilni faze B, 500 nl/min; 5-75 min 5-30% B, 300
nl/min; 75-110 min 30-80% B,300 nl/min; 110-120 min 80% B, 300 nl/min). Mobilni faze A bude
sestdvat z 0.1% kys. mravenci ve vodé a mobilni faze B z 0.1% kys. mravenci v 80% acetonitrilu.

43.Akvizice dat v DDA mdodu bude probihat s vyuZitim “high collision dissociation” (HCD) fragmentace
a detekce v analyzatoru typu Orbitrap s MS1 rozlisenim 60000 pfi 400 m/z a s MS2 rozliSenim 15000
pti 400 m/z.

Analyza LC-MS/MS dat v programu MaxQuant (nastaveni parametri-termin bude
upfesnén)
Pro provedeni analyzy LC-MS/MS dat si na cvi¢eni pfineste vlastni notebook. Analyza bude provedena

vzddlenym pfistupem z vaseho notebooku k virtualnimu pocitaci.

44.Z Microsoft Store si stahnéte programy Remote Desktop a WinSCP a nainstalujte je na svij pocitac.
PFi pfipojeni k virtualnimu pocitaci postupujte dle pokyn( vyucujiciho. Na virtualnim pocitac¢i mate
jiz stazeny program MaxQuant z https://www.maxquant.org/ a surova LC-MS/MS data.

45.Na zakladé spoleéného zhodnoceni “total ion current” (TIC) profili vSsech LC-MS/MS analyz
s vyucujicim presunte pripadné vyloucené analyzy do nové podslozky “Excluded”.

46.Z databdze UniProt (https://www.uniprot.org/) si stdhnéte kompletni manualné revidovanou
(Swiss-Prot) databazi lidského proteomu ve formatu .fasta (cca 20 tis. sekvenci). Oznacte jako
“swissprot_human_(datum staZeni napt. 20221130)“ a pomoci WinSCP ji presunite na virtualni
pocitac do slozky home\ubuntu\fasta.

47.Na virtudlnim pocitaci oteviete program MaxQuant a v sekci Surové Udaje vyberte soubory
k analyze kliknutim na tlacitko “Load”. Pro oznaceni podle bunécné linie a replikatu poufzijte
tlacitko Set experiment (napf. MCF7_1).

48.V sekci ,Parametry specifické pro skupinu“ v nabidce “Digestion”, ktera obsahuje enzymy
pouzivané pro digesci proteinl, zvolte trypsin/P. Hodnotu maximalniho poctu vynechanych
Stépnych mist (“Max. missed”) ponechte na 2.

49.V nabidce “Modifications” ponechte jako variabilni modifikace oxidaci methioninu (“Oxidation
(M)“) a acetylaci N-koncl proteini (“Acetyl (Protein N-term)“). V nastaveni fixnich modifikaci
ponechte karbamidometylaci cysteinu (“Carbamidomethyl (C)“).
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50.V nabidce “Label Free Quantification” aktivujte moznost “LFQ".

51.V sekci ,Globalni parametry” v nabidce “Sequences” vyberte .fasta soubor s lidskym proteomem
(bod 46).

52.Nastavte 7 vldken (“Number of threads”) dostupnych pro MaxQuant pti analyze dat. UloZte
parametry nastaveni: “Save parameters”.

53.Spustte analyzu tlacitkem “Start”. Jakmile analyza dobéhne, vyskoéi okno s napisem “Done”,
vysledky naleznete ve sloZzce home\ubuntu\combined \txt.

Statisticka analyza dat v programu Perseus (v ramci prezencni nebo online schlizky)

54.Stahnéte si na svlj notebook program Perseus z odkazu https://www.maxquant.org/perseus/ a
umistéte jej do slozky \Perseus.

55.Pfejdéte do  slozky  svysledky  MaxQuant analyzy na  virtudlnim pocitaci:
\home\ubuntu\combined\txt. Pomoci programu WinSCP si zkopirujte slozku txt na svij notebook
do \C7195 proteomika\combined\txt. V Excelu oteviete soubor proteinGroups.txt, data
importujte svyuZzitim tabuldtoru jako oddélovace. Soubor obsahuje seznam identifikovanych
proteinovych skupin. Projdéte si vyznam jednotlivych sloupct.

56.0bdobné otevrete a projdéte soubor peptides.txt. Pocet identifikovanych peptidtli zapiste do Tab.
2 v protokolu.

57.0teviete program Perseus, kliknéte na “Generic matrix upload” a vyberte soubor
proteinGroups.txt ve slozce \C7195 proteomika\combined\txt\. Vybereme “LFQ intensity” pro
vSechny analyzované vzorky a presuneme je do vybéru “Main”. Tyto sloupce obsahuji LFQ intenzity
jednotlivych proteinovych skupin v ramci vSech analyz, které budeme statisticky hodnotit. Dale
presunte sloupec “Fasta headers” do vybéru “Text” Matrix 1. Analyzu ulozte pomoci “Soubor” ->
“Ulozit jako” jako \C7195_ proteomika\combined\txt\Perseus\PersAnal.sps a nezapomerite
prabézné ukladat.

58.0dstranime proteinové skupiny, které jsou potencidlnimi kontaminanty: Vyberte “Filter rows
based on categorical column®, postupné zvolte “Potential contaminant”, “Remove matching rows”
a “Reduce matrix“. Matrix 2.

59.0dstranime proteinové skupiny, jejichZz peptidy byly identifikovany v “decoy” databazi (falesné
pozitivni identifikace): Vyberte "Filter rows based on categorical column®, postupné zvolte
“Reverse”, “Remove matching rows” a “Reduce matrix“. Matrix 3.

60.0dstranime proteinové skupiny, které byly identifikovany pouze na zakladé posttranslacnich
modifikaci (PTM). Vyberte “Filter rows based on categorical column”, postupné zvolte “Only
identified by site”, “Remove matching rows” a “Reduce matrix“. Matrix 4. Pocet identifikovanych
proteinovych skupin zapiste do Tab. 2 v protokolu.

61.LFQ intenzity prevedeme do log2 tvaru: “Basic” —> “Transform” —> LFQ intenzity. Matrix 5.

62.Za chybéjici hodnoty (“missing values“) dosadime hodnoty hladin Sumu podle normalniho
rozdéleni: “Imputation” —> “Replace missing values from normal distribution®. Tim zabranime
déleni nulou v dalsim pribéhu analyzy. Matrix 6.

63.Sloupce obsahujici LFQ intenzity pfifadime do skupin podle bunécnych linii: “Annot. rows” —>
“Categorical annotation rows”. Pro pfifazeni vzorku do skupiny kliknéte vtabulce na radek
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s uvedenym oznacenim vzorku, poté kliknéte na zaskrtnuté policko ve vybéru “Values” a smazte
posledni dva znaky v oznaceni vzorku. Matrix 7.

64.ANOVA testem vyhodnotime statisticky vyznamné zménéné proteinové skupiny v ramci souboru
vzork( vsech tfi bunécénych linii: “Tests” —> “Multiple-sample tests” —> “ANOVA“. Ponechdame
zakladni nastaveni, pouze deaktivujte moznost “-Log 10“. Test probéhne skorekci na
mnohondsobné testovani - bude aplikovdna tzv. “false discovery rate” (FDR) korekce, kterd zajisti,
Ze soubor statisticky vyznamné zménénych proteinovych skupin bude obsahovat maximalné 5%
falesné pozitivnich vysledkd (FDR<0.05). Matrix 8.

65.Pro statistické srovnani proteotypl dvojic bunéénych linii provedeme sérii tfi Studentovych t-testt:
“Tests” —> “Two-sample tests”. Provedeme pro vSechna porovnani: MFC-7 vs. MDA-MB-231, MCF-
7 vs. A431 a MDA-MB-231 vs. A431. Ponechdame zakladni nastaveni, pouze deaktivujte moznost “-
Log 10 p-value”. Vystupem je g-hodnota, tedy p-hodnota opét korigovand na mnohonasobné
testovani (q<0.05). Matrix 13. Pozndmka: Analyzu lze provést téZ pomoci post-hoc testu
v ndvaznosti na ANOVA, software Perseus vsak ve stdvajici verzi neposkytuje p-/q-hodnotu vysledku.

66.Vypocitame primér (“Mean”) LFQ intenzit v ramci vzork( jednotlivych bunéénych linii: provedeme
pomoci “Average groups”. Hodnoty intenzit individudlnich méfeni nebudeme mazat: vybereme
“keep original data“. Matrix 15.

67.0decteme praméry log2 LFQ intenzit proteinovych skupin mezi dvojicemi bunécnych linii, ¢imz
ziskdame hodnoty “Log2 Fold Change” (log2FC) udavajici miru zmény hladin proteinovych skupin:
“Basic” —> “Combine main columns” --> x-y. Toto provedeme celkem 3x pro vSechna porovnani:
MCF-7 vs. MDA-MB-231, MCF-7 vs. A431 a MDA-MB-231 vs. A431. Log2FC=1 uddva dvojnasobné
zvy$eni (21=2) hladiny proteinové skupiny, log2FC=0 uddva nulovou (2°=0) zménu a log2FC=-1 udava
dvojndsobné sniZeni (21=0.5) hladiny proteinové skupiny ve vzorcich jedné bunééné linie oproti
vzorklm druhé bunécné linie. Matrix 18.

68.Provedeme normalizaci: “Normalization” —> “Z-score”. V nabidce “Matrix access” vybereme
“Rows”, v nabidce “Grouping” ponechte “No grouping” a zaskrtnéte “Use median“. Tim bude
provedena normalizace log2 LFQ intenzit kazdé proteinové skupiny napfi¢ vsemi vzorky, a to
odectenim medidnu a vydélenim vysledného rozdilu LFQ intenzit hodnotou smérodatné odchylky
LFQ intenzit proteinové skupiny ve vSech vzorcich, ¢imZ se odstrani rozdily dané napftiklad rdznym
davkovanim vzorkUl z technickych pricin. Matrix 19.

69.Pro shlukovaci analyzu vybereme statisticky vyznamné zménéné proteinové skupiny na zakladé
vysledk(l ANOVA analyzy: “Filter rows” —> “Filter rows based on categorical column® — v nabidce
“Column” vyberte “ANOVA Significant”. “Mode" nastavte na “Keep matching rows" a “Filter mode”
na “Reduce matrix“. Matrix 20.

70.Provedeme vlastni shlukovaci analyzu vzork(i a proteinovych skupin: “Clustering/PCA“ —>
“Hiearchical clustering”. V nabidkach “Rows tree“ a “Columns tree” nastavte “Distance” na
“Spearman correlation” a kliknéte na “OK“. Zobrazeni vygenerované heatmapy si pfizplsobte
nastrojem “Properties” —> v sekci “Row clustering” nastavte “Header width” na 200 a “Names
width” na 100, a v sekci “Column clustering” nastavte “Header height” na 300 a “Names height” na
200. Legendu heatmapy popisujici barevnou skdlu hodnot log2 LFQ intenzit si zobrazite kliknutim
na “Change color gradient”. Ddle vyberte nastroj “Define row clusters”, “Number of clusters”
nastavte na 6 a kliknéte na “Apply“. Tim se proteiny v heatmapé rozdéli do Sesti barevné rozliSenych
klastrG. Pomoci “Export image” exportujte obrazek heatmapy a uloite jej jako
\C7195_proteomika\combined\txt\Perseus\heatmap.jpg. V programu PowerPoint do heatmapy
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vloZte Cisla klastri proteinovych skupin podle Tabulky 3 v ¢asti Protokol. Shlukovaci analyza na
zadkladé Spearmanovy korelace ukazuje klastry korelujicich (i) vzork( a (ii) proteinovych skupin,
pricemz vzorky/proteinové skupiny ve stejném klastru maji nejvyssi pozitivni korelaci. V nasem
pfipadé tedy klastry vypovidaji o tom, jestli ma dana skupina protein(i zvysené nebo snizené hladiny
v jedné bunécéné linii oproti ostatnim. (V pfipadé potreby Ize obohaceni jednotlivych klastrd o
funkéni kategorie (GO) proteind analyzovat pomoci Fisherova exaktniho testu; navod pro tento a
dalsi postupy Ize najit na http://coxdocs.org/doku.php?id=perseus:start ).

71.Exportujeme vysledky porovnani proteotypd bunécnych linii — analyzy ANOVA a t-testd do Excelu:
Z Matrix 19 exportujte tabulku pomoci “Generic matrix export” a ulozte ji jako
\C7195_proteomika\combined\txt\Perseus\ANOVA _ttests.txt. V Excelu tento soubor otevrete,
data importujte svyuZitim tabuldtoru jako oddélovade a uloite jako \C7195 proteomika\
combined\txt\Perseus\ANOVA _ttests.xIsx. Odstrarite druhy a tfeti fadek a v prvnim radku aplikujte
filtr: Data/Filtr. Za diferencialné regulované povazujeme proteinové skupiny s g<0,05 a log2FC vyssi
nez 1 nebo niZsi nez -1. Pro zjisténi poctu deregulovanych proteinl po aplikaci pFislusnych filtrd
kliknéte ve sloupci “Protein IDs” na buriku na fadku 2 a stisknéte levé ctrl + levy shift + Sipka dold,
v pravém dolnim rohu se zobrazi pocet oznacenych bunék (= deregulovanych proteina).

72.S vyuzitim odpovidajicich kombinaci filtri v Excelu vypliite Tabulky 4 a 5 v ¢asti Protokol. Pro
zjisténi poctu diferencidlné regulovanych proteind Ize pouzit kombinaci klaves SHIFT+CTRL. Na
zakladé tabulky 5 spolecné diskutujte, co lIze z profilti klicovych proteinovych markerl usuzovat
o rozdilenych fenotypech analyzovanych bunécnych linii a jejich schopnostech metastazovat.

Analyza obohacenych regulacnich drah pomoci GSEA

73. Stdhneme a  nainstalujeme  software  GSEA. Prejdéte na  nasledujici  odkaz
(http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp), kliknéte na “Download” a na “Click here”.
Uvedte svij email a jako organizaci uvedte “Masaryk University”. Kliknéte na “Continue” a v listé
“Downloads”, stahnéte instalacni soubor, spustte jej a nainstalujte software GSEA.

74. Pfipravime 3  vstupni  datové soubory pro GSEA: V  Excelu vytvorte
z\C7195_proteomika\combined\txt\Perseus\ANOVA _ttests.xIsx samostatné tabulky pro kazdé
porovnani (MFC-7 vs. MDA-MB-231, MCF-7 vs. A431, a MDA-MB-231 vs. A431), které v jednom
sloupci obsahuji zkratky genl a ve druhém sloupci hodnoty log2FC. Sloupec , Fasta headers”
zkopirujte do prvniho sloupce prazdného listu a pouZijte nastroj , Text do sloupc”, jako oddélovac
pouzijte ,=". Poté oznacte sloupec D a opét poutzijte , Text do sloupcl”, jako oddélovac pouzijte
mezeru. Obsah sloupce D, ktery predstavuje seznam nazvll gend, pak zkopirujte do samostatnych
tabulek pro kazdé porovnani a vlozte zkopirovany sloupec obsahujici log2FC hodnoty pro dané
porovnani. Geny sefadte sestupné podle hodnot log2FC. U hodnot log2FC je pro dalsi zpracovani
nutno pouzit desetinnou tecku misto ¢arky. Pro odstranéni radkd s chybéjicimi nazvy genl oznacte
prvni sloupec, na karté ,Dom@“ ve skupiné ,Upravy“ kliknéte na polozku ,Najit a vybrat” —> , P¥ejit
na —jinak”. Zvolte ,,Prazdné bunky*, kliknéte na tlacitko ,,OK“, na karté ,,Dom0“ ve skupiné ,, Burnky*
klepnéte na tlacitko , Odstranit” —> , Odstranit fadky listu“. Kazdou z tabulek uloZte do slozky
\C7195_proteomika\combined\txt\GSEA\ jako textovy soubor s daty oddélenymi tabulatory:
GSEA_MCF7vsMDAMB231.txt, GSEA_MCF7vsA431.txt a GSEA_MDAMB231vsA431.txt.
Poté pfiponu souboru ruéné prepiste na .rnk.

75. V programu GSEA nahrajte pomoci “Load data“ vSechny tfi vstupni .rnk soubory.

76. Provedeme vlastni GSEA analyzu: “Tools“ —> “Run GSEA Preranked” — v nabidce “Gene sets
database” vyberte nejnovéjsi verzi databdze HALLMARK, kterd obsahuje definované biologické
drahy. V nabidce “Ranked list“ vyberte jeden ze vstupnich .rnk soubor(l. ProtoZe nepracujeme
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s daty z cDNA mikrocip(, v nabidce “Collapse/Remap to gene symbols” vyberte “No_Collapse” a
nastaveni “Chip platform” ponechte prazdné. V ramci “Analysis name” postupné uvedte nazvy
slozek, do kterych GSEA ulozi vysledky analyz: “GSEA_MCF7vsMDAMB231“, “GSEA_MCF7vsA431"
nebo “GSEA_MDAMB231vsA431“. Pole “Save results in this folder” nastavte na
“C:\C7195_proteomika\combined\txt\GSEA\“. Hodnotu “Min size: exclude smaller sets”, ktera
udava minimalni pocet obohacenych gen(l v draze, nastavte na 2 a hodnotu “Plot graphs for the
top sets of each phenotype”, ktera uddva pocet drah v jedné analyze, pro které GSEA vygeneruje
detailni vysledky zahrnujici seznamy obohacenych genl, nastavte na 50. Analyzu spustime
tlac¢itkem “Run”. Tento postup provedeme pro vSechna tfi porovnani, tzn. se vSsemi tfemi vstupnimi
.rnk soubory.

77. Usporadame vysledky GSEA analyz: Ve sloZce C:\C7195_proteomika\combined\txt\GSEA\ mame
nyni tfi nové slozky pojmenované GSEA_MCF7vsMDAMB231, GSEA_MCF7vsA431 a
GSEA_MDAMB231vsA431, které obsahuji vysledky GSEA analyz pro kazdé porovnani. V kazdé z
téchto tfi slozek otevieme vysledky GSEA analyz pres soubor index.html. V kazdé z téchto slozek
se také nachdzi soubor gsea report for na_pos.xlsx, ktery obsahuje seznam pozitivné
obohacenych drah pro dané porovnani, a soubor gsea_report_for na_neg.xlsx, ktery obsahuje
seznam negativné obohacenych drah pro dané porovnani. Soubory gsea_report_for_na_pos.xlsx
a gsea_report_for_na_neg.xlsx si zkopirujte do slozky \C7195_proteomika\combined\txt\GSEA\ a
prejmenujte na

“gsea_report_for_na_pos_MCF7vsMDAMB231.xIsx“, “gsea_report_for_na_neg_MCF7vsA431.xlsx",
“gsea_report_for_na_neg_MCF7vsMDAMB231.xIsx“, “gsea_report_for_na_pos_MDAMB231vsA431.xIsx"“,
“gsea_report_for_na_pos_MCF7vsA431.xlsx“, “gsea_report_for_na_neg_MDAMB231vsA431.xIsx".

U kazdé deregulované drahy budeme sledovat dva parametry — “Enrichment Score” (ES), které udava
miru obohaceni genl dané drahy, a “Nominal p-value” (NOM p-val), které udava statistickou
vyznamnost. Relevantni budou drahy s NOM p-val nizsi nez 0,05. Obohacené geny jednotlivych drah
jsou uvedeny ve vybéru “Details” pro kazdou drahu. Na prvnim fadku aplikujte filtr: Data/Filtr.

78. S vyuzitim odpovidajicich kombinaci filtrd v Excelu (Data/Filtr) vytvofte tabulky 6-11 v €asti
Protokol.

79. HALLMARK drahy typické pro kazdou z analyzovanych bunécnych linii dopliite do tabulky 12,
uved'te také obohacené geny v ramci téchto drah (viz “Details” ve vysledcich GSEA). Diskutujte, zda
tyto geny mohou predstavovat potencialni cile biologické terapie.

11



C7195 — tloha B: Porovndni proteotypti nddorovych bunécnych linii pomoci kvantitativni hmotnostni
spektrometrie

Jméno a pfijmeni Cislo skupiny

Protokol

Elektronicky protokol bude sestavat z 10 soubort ve formatu Excel vytvofenych v pribéhu analyzy,
Perseus datasetu a vyplnéné casti Protokol ve formatu Word spole¢né zazipovanych v jednom archivu
oznaceném nazvem ulohy, ¢islem skupiny a pfijmenim autora (ve tvaru Proteomika_sk1l_Novak.zip).
Tento archiv vlioZte do Odevzdavarny predmétu v IS MUNI do slozky C7195_B_Proteomika.

Dataset 1. Seznam vsech identifikovanych peptida
soubor \C7195_proteomika\combined\txt\peptides.txt uloZzeny ve formatu Excel (peptides.xlsx)

Dataset 2. Seznam vsech identifikovanych proteinovych skupin
soubor \C7195_proteomika\combined\txt\proteinGroups.txt uloZeny ve formatu Excel
(proteinGroups.xlsx)

Dataset 3. Seznam diferencialné regulovanych proteinovych skupin — porovnani proteotypti
bunécnych linii
soubor \C7195_proteomika\combined\txt\Perseus\ANOVA _ttests.xlsx

Dataset 4. Kompletni Perseus dataset
soubor \C7195_proteomika\combined\txt\Perseus\PersAnal.sps

Dataset 5-10. Seznam drah obohacenych v GSEA analyze -soubory
\C7195_proteomika\combined\txt\GSEA\gsea_report_for_na_pos_MCF7vsMDAMB231.xIsx,
\C7195_proteomika\combined\txt\GSEA\gsea_report_for_na_neg_MCF7vsMDAMB231.xlsx,
\C7195_proteomika\combined\txt\GSEA\gsea_report_for _na_pos_MCF7vsA431.xlsx,
\C7195_proteomika\combined\txt\GSEA\gsea_report_for_na_neg_MCF7vsA431.xlsx,
\C7195_proteomika\combined\txt\GSEA\gsea_report_for_na_pos_ MDAMB231vsA431.xIsx a
\C7195_proteomika\combined\txt\GSEA\gsea_report_for_na_neg MDAMB231vsA431 xIsx.

Vlastni protokol:

a. Zpracovani vzorku
Podtrhnéte vzorek, se kterym pracovala vase skupina:

0 Bunécnd linie MCF-7

0 Bunécnd linie MDA-MB-231

0 Bunécnd linie A431

V tabulce 1 uvedte absorbance, koncentrace proteinovych lyzatl a vypocitany objem proteinového
lyzatu, ktery odpovida 100 pg proteinu.

Azso — 1. replikat

Azso — 2. replikat

Koncentrace proteinu (ug/ul)

Objem lyzatu odpovidajici 100 pg proteinu (pl)

Tab. 1. Vysledky stanoveni koncentrace celkového proteinu
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b. Souhrnné pocty identifikovanych peptidid a proteinovych skupin

ZDatasetu 1 uvedte celkové pocty identifikovanych peptidd a z Datasetu 2 celkové pocty
identifikovanych proteinovych skupin:

Pocet peptidd (FDR=0.01)
Pocet proteinovych skupin (FDR=0.01)

Tab. 2. Pocty identifikovanych peptidii a proteinovych skupin pri FDR 1%
c. Vysledky shlukovaci analyzy

Vlozte heatmapu klastrovani vzorkl a proteinovych skupin vytvorenou na zdkladé analyzy ANOVA z
\C7195_proteomika\combined\txt\Perseus\heatmap.jpg:

Do jaké miry se shlukuji biologické replikaty jednotlivych bunécnych linii?

Uvedte v obrazku heatmapy Cisla Sesti proteinovych klastr( tak, aby bylo jasné, jaky typ porovnani a
deregulace kazdy klastr reprezentuje.

Cislo klastru Typ deregulace
1 MCF-7 (up) vs. MDA-MB-231
2 MCF-7 (up) vs. A431
3 MDA-MB-231 (up) vs. MCF-7
4 A431 (up) vs. MDA-MB-231
5 A431 (up) vs. MCF-7
6 MDA-MB-231 (up) vs. A431

Tab. 3. Vyznam klastrii ve vysledcich shlukové analyzy
d. Diferencidlné regulované proteinové skupiny

Z Datasetu 3 uvedte pocty proteinovych skupin se statisticky vyznamné zvySenymi nebo snizenymi
hladinami (podminky viz zahlavi tabulky) v proteotypech bunéénych linii na zdkladé tii t-test(:

Pocet proteinovych skupin se Pocet proteinovych skupin se
Porovnani zvySenou hladinou snizenou hladinou
log2FC>1, g<0.05 log2FC<-1, 9<0,05

MFC-7 vs. MDA-MB-231

MCF-7 vs. A431

MDA-MB-231 vs. A431

Tab. 4. Pocty diferencidlné regulovanych proteinovych skupin
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Z Datasetu 3 doplrite log2FC a g-hodnoty pro klicové markerové proteiny AGR2, EPCAM, CDH1, KRT18,
VIM, CD44, EGFR, STAT1, P53.

MFC-7 vs. MDA-MB- MDA-MB-231 vs.
MCF-7 vs. A431
231 A431
Gen a- q- a-
log2FC log2FC log2FC
8 hodnota g hodnota g hodnota
ER status AGR2
adheze EPCAM
epitelidlni CDH1
markery KRT18
hymalni
mezenchymalni VIM
marker
Wnt signali
nt signa |z?c? cD44
Metastazovani
EGFR draha EGFR
proliferace STAT1
p53 hladina TP53

Tab. 5. Rozdily v hladindch klicovych proteinovych markeri mezi vybranymi bunécnymi liniemi
e. Obohacené drahy — GSEA

Z Datasett 5-10 obsahujicich obohacené drahy v GSEA extrahujte ty, které jsou obohacené statisticky
vyznamné: “NOM p-val“ < 0,05 a soucasné “Enrichment score (ES)“ > O (pozitivnhé obohacené), nebo
“NOM p-val“ < 0,05 a soucasné ES < 0 (negativné obohacené). Vysledky po filtraci v Excelu zkopirujte jako
tabulky 6-11 pfimo z Excelu (nepotiebné sloupce skryjte) pro jednotliva porovnani: MFC-7 vs. MDA-MB-
231, MCF-7 vs. A431 a MDA-MB-231 vs. A431, vidy zvlast pozitivné a negativné obohacené drahy, podle
vzoru viz nize.

NAME SIZE ES NES NOM p-val

HALLMARK_ESTROGEN_RESPONSE_LATE 87 0.5770732 1.9327933 0
HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 168 0.4408747 1.616541 0
HALLMARK_ESTROGEN_RESPONSE_EARLY 72 0.49181032 1.6173242 0.005772006
HALLMARK_KRAS_SIGNALING_DN 19 0.6805452 1.7204058 0.008064516
HALLMARK_XENOBIOTIC_METABOLISM 86 0.41837338 1.3944362 0.03079179
HALLMARK_CHOLESTEROL_HOMEOSTASIS 49 0.45950735 1.4193991 0.031866465

Tab. 6. Pozitivné obohacené drdhy v porovndni MCF-7 vs. MDA-MB-231. Vzor (smaZte), Vasi tabulku

vloZte zkopirovanim tabulky z MS Excel, nepotiebné sloupce pred kopirovdnim skryjte.

Tab. 7. Negativné obohacené drahy v porovndni MCF-7 vs. MDA-MB-231.

Tab. 8. Pozitivné obohacené drdhy v porovndni MICF-7 vs. A431.

Tab. 9. Negativné obohacené drdhy v porovndni MCF-7 vs. A431.
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Tab. 10. Pozitivné obohacené drdhy v porovndani MDA-MB-231 vs. A431.

Tab. 11. Negativné obohacené drdhy v porovndni MDA-MB-231 vs. A431.

Které drahy jsou obohacené v konkrétni bunécné linii ve srovnani proti dvéma zbyvajicim? Vypiste
obohacené geny/proteiny v ramci GSEA analyzy.

MCF7:

Draha Obohacené geny/proteiny
MDA-MB-231:

Draha Obohacené geny/proteiny
A431:

Draha Obohacené geny/proteiny

Tabulka 12. Drdhy typické pro jednotlivé bunécné linie a geny obohacené v ramci GSEA analyzy.

f. Souhrnna Interpretace vysledku

1. Co rikaji profily klicovych proteinovych markerli a obohacené drahy o rozdilnych fenotypech
analyzovanych bunécénych linii?

2. Na zdakladé ziskanych poznatkl sestavte teoretické poradi bunécénych linii podle sniZujiciho se
metastatického potencialu.

3. Na které drahy (na zdkladé GSEA) a konkrétni genové produkty byste cilili biologickou |écbu?
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