Proteomika

1.

Oprogramowanie do analiz proteomicznych
L praktyczna ocena wynikow identyfikacji biatek



Najczestszy typ doswiadczenia

Preparat biatek trawiony trypsyna
Rozdziat peptydow nanoHPLC odwroconej fazy

— moze byc tez wielowymiarowa chromatografia

Spektrometr tandemowy/hybrydowy mas ze
zrodtem typu elektrorozpylacz

— praca w trybie zaleznym od danych ‘data-dependent’

ldentyfikacja w oparciu baze sekwencji biatek



ldentyfikacja

wstepne przetwarzanie danych

Dane surowe

wstepne przetwarzanie

>

(MS+MS/MS)

.RAW (Thermo)

ocena m/z z widm MS

widm MS/MS

taczenie, selekcja, centrowanie

Pliki zawierajace m/z prekursora,
m/z z widma MS/MS

RAW (Waters)

fid, baf, yet (Bruker) Oprogramowanie producenta

standardy mzXML, mzML

mzML ,,standard otwarty”

* bez kompresiji 3,7x Thermo RAW
* z kompresja 2,8 x RAW

* z dwukrotng kompresja 1,85x

ProteoWizard — przetwarzanie
plikow ze spektrometréw mas do
roznych formatéw

Mascot Distiller
MaxQuant

.mgf (Mascot)
pkl (Waters)
mzXML, mzML

Oprogramowanie do identyfikacji
peptydow i biatek

Mascot (komercyjny)

Sequest (komercyjny)

X!'Tandem (open-source)
Andromeda (MaxQuant)
(darmowy zrodta niedostepne)




Parametry

wstepne przetwarzanie

* Dane oryginalne (profil) i ‘centroid’

* raczenie
widm MS/MS

* Decentroiding

— brak danych
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Parametry

wstepne przetwarzante
Dane oryginalne i centroidowane
,Regriding”

— liczba punktéw na Dalton

— btad pomiaru wynikajacy ze
zbyt matej rozdzielczosci

Przeliczanie mas prekursorow

Centrowanie (centroid)

— zapis danych do pliku MGF




|ldentyfikacja peptydow

Czasteczka biatka

l trawienie endoproteaza

Peptyd
B N N I I
l pomiar mas selekcja
643,27 Da —
1206,05 Da fragmentacja
1687,32 Da
ig;g;;g EE Rl T JUL I
r d 1
2679,12 Da *pnmlar mas

3255,64 Da ¢ana|iza danych
EQVICAYTLIK



Parametry pracy algorytmu

* Baza danych * Enzym uzyty do trawienia i parametry

trawientia

— Genomowa

- trypsyna (Arg-C, Lys-C, CNBr, itp.,
kombinacje enzymow)

— Wieksza (rodzaj, petna baza, itp.)

— Mozliwos¢ zawezenia - enzymy ,poétspecyficzne” np. semi-trypsyna

* Plik z danymi = liczna niedotrawek
- format pliku (.mgf, .pkl, mzML) * Dopuszczalny btad pomiaru masy
: : : - d
* Modyfikacje potranslacyjne Peptydu [ppm]

- fragmentow [ppm, Da, mmu]
— wystepujace zawsze, najczesciej - monoizotopowa / érednia
dotyczy modyfikacji wprowadzanych

podczas przygotowania proby (np. * Fragmentacja
karbamidometylacja cystein) - CID w putapce

- mogace wystapi¢ (Utlenianie metioniny = CID w strumieniu np. HCD

— artefakt, Fosforylacja, Acetylacja, itp.) ~ ECD (Electron Capture)
- ETD (Electron Transfer)



Prametry c.d.

czesto specyficzne dla programu

* /nakowanie peptydow (180, SILAC, iTRAQ)

* Uzycie bazy losowej (Mascot — ‘decoy’)
— Percolator scoring (Mascot)

— Rodzaj bazy (MaxQuant: losowa, odwrdcona)

* Wyszukanie typu ‘error tolerant’” (Mascot)

* MaxQuant

— Maksymalna liczba modyfikacji na peptyd
— Parametry wyszukania wstepnego i gtownego

— |losciowka



MASCOT MS/MS lons Search

Your name
Search title
Database(s)

Taxonomy

Fixed
modifications

Variable
modifications

Peptide tol. +
Peptide charge

Data file

Data format

Instrument

Decoy

]

ks W Email mkotl@bb.waw.pl
Ble ble ble
SbrntHumanRM Enzyme Trypsin W

SUMmo
Synaptosomy

~
SprotRandHumanMerge B
Fa
TAIR10 W

All entries

Allow up to

Quantitation

2 v missed cleavages

Mone

"

'.Carhamidumethyl (C) A

LA

Display all modifications

"Owidation (M) 2 |

~
v

15 | ppm v #13C 0w

Mr W

Browse... | Mo file selected.

Mascot generic w

HCD v

v

Start Search ...

MS/MS tol. +

Monoisotopic

Precursor

Error tolerant

Report top

"E-dimethylsuccinvl (C)

2-monomethylsuccinyl (C)
2-nitrobenzyl (Y)

2-succinyl (C)

ZHPG (R)
3-deocxyglucosone (R)
3sulfo (M-term)

4-0ONE (C)

4-0OMNE (H)

4-0ONE (K)
4-ONE+Delta:H(-2)0(-1) (C)

S0 MM

*  Average

m,z

AUTO  w ) hits

Reset Form

D>

b



Co robi program?

* , Trawl” wszystkie sekwencje z bazy danych uzytym enzymem
(trypsyng) — lista peptydow

— parametry: enzym, niedotrawki, modyfikacje

* Liczy masy peptydow, przewiduje wzory fragmentacji (liczy masy jonow
potomnych)

— parametry: typ fragmentac;ji

* Porownuje dostarczong przez uzytkownika liste mas peptyddow z listg
otrzymana z analizy bazy danych

— parametry: btad pomiaru masy (widma MS)
* /nalezione peptydy o pasujacej masie — pordwnanie danych MS/MS

— czesto do jednej zmierzonej masy pasuje wiele peptydow z bazy danych



Co robi program c.d.
porownanie widma MS/MS z danymi z bazy danych

Do listy fragmentow zmierzonej w skanie MS/MS
horownywane sg listy fragmentow wyliczone dla
heptydow z bazy o pasujacej masie

Program liczy liczbe pikow pasujacych i nie

nasujacych — podstawa wyliczenia p-wartosci

— score = -10Log(10)P
— score dla biatka — kumulowany score peptydow

— ,istotnosc¢” zalezy od wielkosci bazy, warto liczy¢ FDR



MS/MS Fragmentation of EFAAEEISSMVLIK
Found in AT5G02500.1 in TAIR10plus, HSC70-1, HSP70-1...
Match to Query 7695: 1565.824308 from(783.919430,2+) intensity(355477.4100) scans(16180)

Title: 9766: Scan 16180 (rt=7492.64) [Z:\DO\1407-lipiec\40704mk_jadra.raw]

Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 1565.8011
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

lons Score: 64 Expect: 8.7e-06
Matches : 50/238 fragment ions
using 41 most intense peaks
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& a at+ b bt+ bO bo++ |Seq. v yt+ vk yrt+ y0 yo++ &
1] 102.0550] 51.5311| 130.0488| 65.5286| 112.0393| 56.5233| E 14
2|249.1234|125.0653|277.1183| 139.0628| 258.1077]130.0575] F |1437.7658|718.3865|1420.7302|710.8733|1418.7552|710.3812(13
3| 320.1605|160.5839|348.1554| 174.5813| 330.1448|165.5761| A |12080.6974|645.8523|1273.6708|637.3300|1272.6868|636.8470(12
4| 391.1976|186.1024|419.1925| 210.0088| 401.1818/201.0946] A |1218.6603|610.3338|1202.6337|601.8205|1201.6497|601.3285(11
5| 520.2402|260.6237|548.2351| 274.6212| 530.2245/265.6158| E |1148.6231|574.8152|1131.5966|566.3019|1130.6126(565.8099(10
6| 649.2828|325.1450|677.2777| 339.1425| 6508.2671|330.1372] E |1018.5805|510.2938|1002.5540(501.7806|1001.5700(501.2886| 9
7| 762.3668|381.6871| 790.3618| 385.6845| 772.3512|386.6792] 1 |890.5380|445.7726| 873.5114(437.2503| 872.5274(436.7673| 8
8| 849.3989|425.2031| 877.3938| 439.2005| 858.3832|430.1952| § |777.4539|389.2306| 760.4273|380.7173| 758.4433|380.2253| 7
0| 936.4309|468.7181| 864.4258| 482.7165| 946.4153|473.7113] S |690.4219|345.7146| 673.3853|337.2013| 672.4113|336.7093| 6
10|1067.4714|534.2393|1095.4663|548.2368|1077.4557|538.2315| M |603.3898|302.1986| 586.3633|293.6853 5
11|1166.5398|583.7735(1194.5347| 587.7710|1176.5242|588.7657| V |472.3493|236.6783| 455.3228|228.1650 4
12|1279.6239|640.3156|1307.6188| 654.3130|1288.6082|645.3077| L |373.2809|187.1441| 356.2544(178.6308 3
13|13682.7079|696.8576|1420.7028| 710.8551|1402.6823|701.8488| 1 |260.1969|130.6021| 243.1703|122.0888 2
14 K |147.1128| 74.0600| 130.0863| 65.5468 1




Protein Family Summary (scores adjusted by Percolator)

Filter Significance threshold p< 0.05 Mayx. number of families AUTO | A[he|p]
Ions score or expect cut-off O Dendrograms cut at O
Show Percolator scores o
Preferred taxonomy _All entries v
¥Decoy search summary (reversed protein sequences)
Peptide matches in TAIR10plus in Decoy FDR
- above identity threshold 2053 9 0.449% | Adjustto | 1% w
- above identity or homology threshold 20583 9 0.449%  Adjustto 1% v
Decoy results are available in efthe decoy report.
J Proteins (889) Report Builder Unassigned (10882)
Protein families 1-10 (out of 889)
10  w per page 1 Mext Expand all Collapse all
Accession v contains v Find
b1 _I: 1 ATS5G02500.1 1244 HsSC70-1, HSP70-1, AT-HSC70-1, HSC70 | heat shock cognate protein 70-1 | chr5:5540
4 AT1G16030.1 238 Hsp70b | heat shock protein 70B | chrl:5502386-5504326 REVERSE LENGTH=646
- 2 AT3G09440.1 737 | Heat shock protein 70 (Hsp 70) farmily protein | chr2:29024324-29056322 REVERSE LENC
3 ATSHGZ2B8540.1 E03 BIP1 | heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein | chr5:10540665-10543274 REVER
L] L] [} =
L] [ ] [} [ ]
= i ™ —
| 3] 1 AT2G18960.1 Q55 AHAL, PMA, O5T2, HAL | H{+)-ATPase 1 | chr2:8221858-8227268 FORWARD LENGTH=9
'—l 2 AT2G07560.1 149 AHASE, HAE | H(+)-ATPase & | chr2:3170394-3173%52 REVERSE LENGTH=949
| | | |
L} L] L ] = = L ] L}
M~ W own s m oo
P:} ATCGO00490.1 298 RBCL | ribulese-bisphosphate carboxylases | chrC:54958-56297 FORWARD LENGTH=47
| AT4G37930.1 745  SHML, STM, SHMT1 | serine transhydroxymethyltransferase 1 | chr4:178321891-178247.
ks 1 AT1G20620.1 734 CAT3, SENZ, ATCATZ | catalase 3 | chrl:7143142-7146193 FORWARD LENGTH=4932
-l 2 AT4G35090.1 255 CAT2 | catalase 2 | chr4:16700937-16702215 REVERSE LENGTH=492




J Proteins (1090}

Report Builder

Unassigned (105392)

Protein families 1-10 (out of 1090)

10  ~ per page 1 v (109 |Mext Expand all Collapse all
Accession v contains w Find
g _I: 1 ATS5G02500.1 1098 HsSC70-1, HSP70-1, AT-HSC70-1, HSC70 | heat shock cognate protein 71
4 AT1G16030.1 217 Hsp70b | heat shock protein 70B | chrl:5502386-5504326 REVERSE LEN
= 2 AT3G09440.1 701 | Heat sheck protein 70 (Hsp 70) family protein | chr2:29024324-290563
3 ATS5G28540.1 458 BIP1 | heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein | chr5:10540655-1
8 a8 8 8 ©
= o (& —
< L)<>
Threshold {0): O Cut
Score vMass Matches Sequences emPAI
V1.1 AATEGO2E500.1 1098 F1712 27 (21) 20 (15) 1,45 HSC70-1, HSP70-1, AT-HSC70-1, HSC70 | heat shock cogn
V1.9 HATIG09440,1 701 71559 22 (15) 19 (12) 0.96 | Heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein | chr3:290
P 1 sameset of AT3G09440.1
V1.3 HATEGZ28540.1 458 73869 14 (11} 14 (11) 0.681 BIP1 | heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein | chrt
v 1.4 AAT1G16030.1 217 71270 10 (4) 8 (4) 0,20 Hsp70b | heat shock protein 70B | chrl:55023286-5504326
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55 peptide matches (53 non-duplicate, 2 duplicate)
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Poprawianie wynikow

—  Total PSMs
—— |Incorrect PSMs
—  (Correct PSMs

(PSM — Peptide
Sequence Match)

Frequency

Mascot score MATRIX
SCIENCE

* /mniejszanie btedu pomiaru masy

* Algorytmy, jak Percolator



Algorytm Percolator

Uzywa wyszukan na bazie losowe;

Algorytm maszyny wektorow nosnych (Suport Vector Machine)

Nadaje sie tylko do duzych zestawow danych

Bierze pod uwage szereqg parametrow takich jak:

— doktadnos¢ pomiaru MS i MS/MS

— intensywnos¢ pikow na widmie MS i MS/MS

— itp. razem 18 cech

||| ||
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M. Brosch. L. Yu. T. Hubbard. J. Choudharv. J Proteome Res (2009). Ig/g}’éﬁlé%



ro

gramy do dalszej analizy np. MScan

(MRS MScan - 'magazyn/DaneMs/IpDaniel_analizal12014/DB_IP_scan_fdrPepF005. expl
File Edit Data Tools Window Help
3 FH H X &
DE_IP
% = DB_IP = Proteins list: all groups FE E
¥ & Col0 # D Name 11216 ..[110726../120223../111231.../sample...110726../11216 ... 120223...111231
# 11216 _Colo 1 |ATCGOO49... ribulose-bisphosphate carboxylases 850.0  198.0 | 521.0  1330.0 935.0  31.0 | 252.0 427.0 1757.0
# 110726_Col0 2 |ATSGS991... Histone superfamily protein 844.0  278.0 | 311.0 745.0 710.0 54.0 @ 270.0 413.0 914.0
# 120223 _Colo 3 |ATSG0250... heat shock cognate protein 70-1 778.0 | 103.0 | 688.0 | 1480.0  1162.0  61.0 | 183.0  487.0 1395.0
# 111231 _Colo 4 |AT3G2665... glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase ... 767.0 @ 222.0 | 312.0 | 1097.0 | 901.0 | 25.0 | 137.0 602.0 | 1447.0
# samples_merg 5 |ATS5G2854... heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein 746.0 26.0 713.0 9320 13180 44.0 230.0 618.0 1654.0
§ [=HD2 6 |AT2G2872... Histone superfamily protein 739.0 183.0 362.0 898.0 7320 34.0 1940 3820 1021.0
& 110726 _HD2 7 |AT1G1290... glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase ...| 734.0 | 199.0 | 297.0  1044.0 877.0 25.0 | 155.0 593.0 948.0
# 11216 HD2 8 |AT1G1290... glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase ...| 734.0 | 199.0 | 297.0  1044.0  733.0 25.0 | 137.0 449.0 948.0
& 120223 HD2 P —fhosphate dehydrogenase ...| 734.0 | 199.0 @ 297.0 1044.0 | 877.0 | 25.0 | 155.0 593.0 948.0
# 111231 _HD2 EMEarainlinto ] hosphate dehydrogenase ...| 734.0 | 199.0  297.0  1044.0 877.0 25.0 | 155.0 593.0 948.0
Experiment info: e protein 70-1 719.0 103.0 679.0 1443.0 11240 57.0 183.0 458.0 1331.0
Name: |heat shock cognate protein 70-1 70 (Hsp 70) family protein 715.0 26.0 701.0 | 934.0 | 1283.0 | 44.0 213.0 595.0 1545.0
- — : 70 (Hsp 70) family protein | 715.0 | 26.0 | 701.0 9040 12020 44.0 179.0 513.0 1321.0
1D: AT5G02500.2 Gene: |HSC70-1, HSP70| Organism: Arabidopsis thaliana 704.0 | 219.0 303.0 868.0 706.0 56.0 211.0 416.0 1023.0
Databases info: v protein 690.0 208.0 | 299.0 733.0 pem—m———— —
. 55 family protein 648.0 152.0 431.0 | | Common peptides list ez
L&y AR rl| IDs:  |ATSG02500.2 (= =] |y protein 626.0 183.0 | 272.0  789.0 # Sequence Mass  |Ref. sam... Sample
Sequence: 70 EHSp 70% iami:y protein | 623.0 103.0 500.0  1167.0 || 1 [VPLLGIWGGK 1151,70667 53.17 54.0
- 70 (Hsp 70) family protein | 623.0 | 103.0 500.0 1167.0 | 2 |GLAYDTSDDQQDITR 1696,75402] 28.3 28.06
MSGKGEGPAI GIDLGTTYSC VGVWQHDRVE ITANDQGNRT TPSYVAFTDS ERLIGDAAKN / protein 504.0  183.0 272.0 733.0 3 |LPLODWYK 974.54368 33.55 33.4
QVAMNPVYNTV FDAKRLTGRR FSDSSVOSDM KIWPFKTOAG PADKPMIYVE YKGEEKEFAA 70 561.0  158.0 4320 920.0 2 [IGGIGTVPVGR 1024.60203 31.14 3141
EEISSMVLIK MREIAEAYLG VTIKNAVVTV PAYFNDSQRO ATKDAGVIAG LNVMRIINEP 5 family protein 559.0 233.0  561.0 5 |STTTGHLIVK 1110.59242  24.01 23.19
TAAAIAYGLD KKATSVGEKN VLIFDLGGGT FDVSLLTIEE GIFEVKATAG DTHLGGEDFD _6 family protein 551.0 218.0 559.0 6 |LWLPGELAK 93858007  37.17 37.26
NRMVNHFVOE FKRKSKKDIT GNPRALRRLR TSCERAKRTL SSTAQTTIEI DSLYEGIDFY _6 family protein 551.0 218.0 559.0 7 |QVHPDIGISSK 1179.62479  25.5 25.31
STITRARFEE LNMDLFRKCM EPVEKCLRDA KMDKSTVHDV VLVGGSTRIP KVQOLLOQDFF 1 family protein 551.0 232.0 | 368.0 8 |KPASEKPVEEK 124066632 15.33 15.23
NGKELCKSTN PDEAVAYGAA VQGATLSGEG NEKMVQEAEK YKSEDEEHKK KVEAKNALEN | family protein —rea o sono scoo o_loemociien — 116154145 20,44 20.01
YAYNMRNTIQ DEKIGEKLPA ADKKKIEDSI EQALQWLEGN QLAEADEFED KMKELESICH | family protein ulll RT scatter plot @ E 117861355 34,12 33.53
PITAKMYQGA GGEAGGPGAS GMDDDAPPAS GGAGPKIEEV D : processing ribonucleopr| File view Data 1308.69517 46.44  46.56
ding family protein 13247463 | 28.32 28.16
hosphate dehydrogenase 1191.52302| 28.14 27.45
nally active 3 132063099 36.17 36.02
2| Mass: 754279 Lengt.. 521| Coverag..52.02% il i,”;r‘g?e?;ansmptm” facto 8000 n () 1759779‘56&80198 ég:g; 2156_'533
14 953.53345  41.56 42.03
Close |fn 11255666  19.12 18.42
12246714 16.13 15.52
788.44324 | 20.34 20.13
=| Peptides list (protein AT5G02500.2): all groups = 911.46472 21.53 21.3
# Peptide Mass Proteins |11216 C... $ 961.47164 18.16 17.43
1 |DAGVIAGLNVMR 1214.64414 AT3G0944... 153.85 | | 1020.52401) 45.39  45.36
2 VEIANDQGNR 1227.62076 ATIG5641... 20.94 | & 2000 1038.4618 | 18.09 & 17.16
3 |FSDSSVQSDMK 1229,52342 ATSG0250...  20.75 1406.560565 EETES Sl
4 |MUNHFVQEFK + Ouidation (M) 1293.61759 AT1G5641... 36.74 1547, 801 75 |BRCTI 5 TR 352
5 |FEELNMDLFR + Oxidation (M) 1328.60709 AT3G1258... 153.85 1167.56325 |20 0 RS LSS T
5 |ELESICNPIAK 1385.72245 AT3G0944... 33.87 1227.62076) 25.24  24.49
7 [VQOLLQDFFNGK 1435.74596 ATIGS641... 23.03 113559857 2257  22.32
8 |TTPSYVAFTDSER 1472.67834 ATIGS641...  19.1 1614.75878 23.19 = 22.39
9 [NQVAMNPYNTVFDAK 1646.80864 ATIG5641...  59.65 96851311 | 27.47 | 27.19
10 [INEPTAAAIAYGLDK 1658.88794 ATIG1603... 153.85 a=0.9683, b=72.9676, R~2=0.9998 §72.48762 [ERTGEIH Uz
11 [INEPTAAAIAYGLDKK 1786.9829 ATLG1603.. 103.75 1000 1313, 7051 8 RRCTI:S1 /A1 O0CY
12 |NAWTVPAYFNDSQR 1679.82673 ATLGL603... ; ; : 149861715 1 B2 TRNERT4b
13 |DAGVIAGLNVMR + Oxidation (M) 1230.63906 AT3G0944... 1000 2000 2000 1375.6085 | 20.06 | 19.28
14 MUNHFWQEFK 1277.62268 ATIGS641... RT [sed] Queries with q=0.01: 0
15 [EIAEAYLGVTIK 1305.71802 AT5G0250... Done
16 |NALENYAYNMR + Oxidation (M) 1373.6034 AT3G0944... Col-0: 110726_Col0 ~|| vs |Col-0: 11216 _Col0 ~||Sample; 111231 _HD2
17 |STVHDVWLVGGSTR 1425.75759 AT5G0250.., - Total queries: 3831
18 |EFAAEEISSMVLIK 1565.8011 AT5G0250... Score th. scoreMMT (v 0 Peptide RT calc.: |Maw inten.. (~|| assigned queries: 3831 (0 not assigned to sequences, 0 not assigned to p
19 |NQVAMNPVNTVFDAK + Oxidation (M) 1662,80356 AT1G5641... Statistics: Target database queries: 3831
20 |ATAGDTHLGGEDFDNR 1674.72339 AT1G1603... ) . Decoy database queries: 0
21 |GEGPAIGIDLGTTYSCVGVWOHDR 2587.21254 AT1G5641... Peptides in current sample: 741 Peptides in reference samp..., 186| Common queries: 0
— Target/Decoy ratio: 9.2233720356854777E13
22 |IQAGPADKPMIYVEYK 1821.93351 )AT5G0250... Common peptides: 73|  samples similarity: 0.157 queries with q=0.01: 0
23 IQAGPADKPMIYVEYK + Oxidation (M) 1837.92842 AT5G0250... B s
24 |SINPDEAVAYGAAVQGAILSGEGNEK 2559.24528 AT5G0250... T2 -
25 |FEELNMDLFR 1312.61217 AT3G1258... 28.4 || 47 |GPQSPSGVSCK

48 |AAAAGFEK




Proteomika

2.
Proteomika tlosciowa



Oznaczanie tlosct biatka

* Bezwzgledna ocena ilosci konkretnego biatka

— oczyszczenie L pomiar ilosci
* trudne do oceny straty podczas oczyszczania

— metody ,pot ilosciowe” np. western blot ze standardem
dodanym

— LC-MS ze standardem dodanym

* Bezwzgledne oznaczenie ilosci setek biatek

w jednym doswiadczeniu?

- 2DE + densytometria



| iczentie widm

(spectral counting)

Nobsd
* Najprostszy sposob oceny ilosci PAl —
biatka w badaniach LC-MS Nobsbl

* Liczenie wspétczynnika biorgceqo emPAI = 104 — 1

pod uwage

liczbe peptydow zidentyfikowanych 1000

L mozliwych do zidentyfikowania
— PAI — Protein Abundance Index
— emPAl — Exponentially Modified PAI

=

o

o
|

E,

* Wyniki skrajnie szacunkowe

Protein concentration
calculated from emPAIl (mg/L)
|
|

* Wspotczynniki uzywajace

mB Ishthama i inni, 2005

intensywnosci

—

- iBAQ, TOP3, MeanlInt 1 10 100 100¢

Measured protein concentration (mg/L)



Proteomika roznicowa

* Biologow najbardziej interesujg réznice w ilosci
konkretnych biatek pomiedzy probami
— mutant — dziki
— szczep chorobotworczy — sczep niegrozny
— reakcja na stres, itp.

— Roznice odzwierciedlaja zmiany zachodzace
w komoarce

— katwiej badac roznice — kontrola jest ,standardem”



Elektroforeza dwukierunkowa

metoda klasyczna

Plamki roznicowe

wyctete
biatka strawione w zelu
peptydy poddane analizie spektrometrycznej i zidentyfikowane



Elektroforeza 2D

 Prosta koncepcgjnle * Pracochtonna i czasochtonna

ye . * Nie nadaje sie do biatek
— roznice widoczne ,na , ,
i hydrofobowych i o skrajnym pl
oko
* Mata czutosc

* Prosty sprzet

— zastanianie jednych biatek

) y s rzez inne
* Fatwo oszacowac ilosc P

: , * ograniczona liczba biatek
biatka w preparacie )

* Kiepska powtarzalnosc

Wysokie koszty (dodatkowo
wiele analiz MS)



DIGE

Difference gel electrophoresis

/nakowanie biatek z roznych préb rozréznialnymi fluoroforami, wspélny rozdziat 2D-PAGE
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Uzycie metod typu ‘shotqgun’

* Spektrometr mas rejestruje intensywnosc¢ sygnatu
* Intensywnosc zalezy od stezenia peptydu ale

— wydajnosc jonizacji ciezka do przewidzenia
* wtasciwosci peptydu, obecnosc innych substancji w praobie,
parametry zrodta jonow
— mozna zatozyc, ze w dwoch porownywalnych probach
wydajnosc jonizacji bedzie zblizona
* porownanie sygnatow pozwoli na stwierdzenie roznic
w stezeniu okreslonych peptydow (i biatek)



Mapa peptydowa jadra komorkowego Arabidopsis

HPLC - ESI - LTQ-FTICR
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1. Separation by electrostatic charge

SCXHPLC

Rozdziat 2D

typowa metoda MudPIT

2. Separation by hydrophobicity

g
c g
-—_—A_i-

LI absorbance

RP-uLC MS

alls ‘-h..ld..i.:_-.u.&_ii-i 1 -

. s Lu-_Lng

Current Opinion in Biotechnoloow




Analizy bez znakowania peptydow
Label-free

* Kolejne porownywane proby peptydow sg
poddawane analizie w uktadzie LC-MS
~ lub 2D-LC-MS, IEF — LC-MS, itp.

* Dane o intensywnosci z widm MS sa uzywane do
porownania ilosci peptydow/biatek

— widma MS/MS sa uzywane do identyfikaciji



Rozdzielenie rejestracji danych MS i MS/MS
Metody ‘Accurate Mass Tags’

* Spektrometr rejestruje widma wielkiej liczby peptyddw w czasie jednego
przebiegu
— tylko nieliczne sg fragmentowane

* Czas retencji peptydéw z kolumny HPLC jest powtarzalny

— nalezy zapewni¢ powtarzalne warunki rozdziatu i sktad badanej proby (porownywanie
podobnych preparatow)

— mozliwa identyfikacja peptydow na podstawie doktadnego pomiaru masy i czasu

retencjt
* Jesli peptyd zostat zsekwencjonowany tylko w jednym przebiegu, mozna
zidentyfikowac jego pik w innym przebiequ
— pordwnanie ilosci
— mozna zwiekszyc liczbe identyfikacji i porownan ilosci

— budowa bazy danych pozwalajacej przypisa¢ peptydy na podstawie m/z i czasu retencji



Metody ‘label free’

Mozliwe badanie wielkie]
liczby biatek

Duza czutosc

Biatka hydrofobowe i o
skrajnym pl

tatwa i stosunkowo tania
obrobka prob

— mato etapow — mate straty

— mato materiatu

* Badanie podobnych probek
— wptyw mutacji, warunkow,
choroby, itp.
— stabiej spisuje sie przy

badaniu roznych proteomow

* Skomplikowane
przetwarzanie danych

* Wrazliwe na zaktocenia
rozdziatu i zmiany czutosci

spektrometru mas



Uzycie standardow znakowanych
lzotopowo

* Mozliwe rozroznienie sygnatow od roznych
lzotopow przy pomocy spektrometrii mas

— porownywane proby mozna wyznakowac roznymi
lzotopami i zmieszac przed analiza

— roznice w sktadzie izotopowym nie zmieniajg istotnie
wtasciwosct peptydow — czas retencji ten sam

* /nakowanie metaboliczne

* /nakowanite in-vitro



/nakowanie metaboliczne

* Ciezsze izotopy dodawane do sktadnikow pozywki

* SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino acids in cell Culture)
— Aminokwasy najczesciej Lizyna i Arginina, rzadziej tyrozyna
L metiontna

* lzotopy 3C, 5N rzadziej 2H
* Po kilka atoméw w aminokwasie zmienionych (+masa kilka Da)

* Mozliwe kombinacje atomow o roznej masie

— Kultury komorkowe

— Organizmy modelowe np. Muszka owocowa, Mysz

* Potrzeba kilku pokolen
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SILAC

dobra jakos¢ wynikow  * ograniczone

eliminuje btedy na zastosowanie (zwykle

wszystkich etapach in-vitro)
izolacji biatek * dosc duze zuzycie
wiekszo$¢ peptydow znakowanych
-nakowana aminokwasow

— koszty

dziata na wszystkich
spektrometrach



/nakowanie metaboliczne
L organizmy samozywne

* Rosliny syntetyzuja wszystkie aminokwasy
— mozna dostarczyc¢ nadmiaru aminokwasow do pozywki
* mata wydajnosc inkorporacji (~80%)
* Zastapienie "N przez 15N w pozywce

— mozliwe in-vitro i np. w szklarni (hydroponika)



/nakowante in-vitro

/nakowane sa wyizolowane biatka lub peptydy
Dodanie 80 podczas trawienia trypsyna
|ICAT (lsotopically coded affinity tags)

iLTRAQ — znaczniki izobaryczne



/nakowante 80

* Irypsyna podczas trawienia przytacza dwa atomy
tlenu do odtwarzanej grupy -COOH

— Trypsyna wymienia atomy tlenu grup COOH lizyn i
arginin na C-koncach peptydow.

bl = O;,-0,,

-0l = 0,0,

.......................




180

* znakowane prawie * wymiana 80 na 100

wszystkie peptydy — trypsyna w roztworze

* znakowanie podczas * nalezy wymienié
trawienia biatek lub cato$¢ wody w probce
znakowanie peptydow przed znakowaniem

po trawtentu — np. liofilizacja

° 4 1 . .
dobre porownanie * H,180 doé¢ drogie
tlosct



v
Cell State 1 Cell State 2
(Al cysteinas labeled (All cysteines labeled
with light ICAT) with heavy ICAT)
Heavy reagent: d8-ICAT (X=deuterium) \ /

ICAT Reagents: | ;1ht reagent: dO-ICAT (X=hydrogen) B

optionally fractionate,
and proteolyze

!
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i : . IS Affinity isolation of ICAT-
Biotin Linker (heavy or light) reactive group labeled peptides
* Isotopically coded affinity tag Analyze by LC-MS
[Quantitate relative proteln levels by measuring peak raiio?]
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/naczniki izobaryczne iTRAQ

Isobaric tag for relative and absolute quantitation
* /nacznik przytacza sie do grup aminowych
* Wiele wersji znacznika np. 4 lub 3
* masy poszczegolnych wersji rowne!

* przy fragmentacji powstaje jon reporterowy
— 7z kazdego znacznika powstaje jon o innej masie

* porownanie intensywnosci sygnatow jonow
reporterowych na widmach MS/MS



A, diagram showing the components of the multiplexed isobaric tagging chemistry.

A Isobaric Tag B
Total mass = 145 ‘

A Amine specific peptide

s :
Reporter Group mass reactive group (NHS) H
114 -117 (Retains Charge) 1
A | 0 N7 | "\ PEPTIDE
r A L - | 1
; : 0\ N I o !
(\N /\ﬁﬁ ’ / : :
1 [ A S\ )
. | N 1 Y
N 1
~ < miz 114 (+1) 1C 3G 180 (+3)
o]
m/z 115 (+2) "C, 180 (+2)
Balance Group
Mass 31-28 (Neutral loss) m/z 116 (+3) 13(:2 15N 13¢ (+1)
m/z 117 (+4) '3C, '*N (+0)

—NHS+PEPT|DE\ 114

b
115 30 |-NHs + PEPTIDE | Mix % 310 N::PEEPPTT':JDEE MS/MS IEI
= PIE|P|TI|I|DI|E
116 29 |NHPEPTIDE—>
s :

117 28 |-NH-PEPTIDE
NHS + PEPTIDE

117 H 28 |-NHS + PEPTIDEJ
Reporter-Balance-Peptide INTACT -Peptide fragments EQUAL
- 4 samples identical m/z -Reporter ions DIFFERENT

Ross P L et al. Mol Cell Proteomics 2004;3:1154-1169

©2004 by American Society for Biochemistry and Molecular Biology @



LTRAQ

dobra ocena ilosct
wiele prob na raz

prostsze przetwarzanie
danych niz w 180

L SILAC

znakowanie dosc

proste

nie dziata z

fragmentacjg w

hutapce jonowej

mozliwa mniejsza
czutosc

— duzo prob na raz

wysoka cena



Oprogramowanie

* Przy metodach ‘label-free’ i znakowaniu

lzotopowym

— Potrzebna analiza widm MS
* /najdowanie pikow i ocena objetosci

* Naktadanie i porownywanie map z HPLC-MS w metodach
typu AMT (eliminacja zaktécen rozdziatu HPLC)

* Wieksza objetosc¢ danych (np. ~1GB na przebieg)

- przy identyfikacji uzywane tylko na poczatku analiz

* iIRAQ — podobnie, jak przy identyfikacji
doktadniejsza analiza tylko widm MS/MS



Podsumowanie

* Metody klasyczne
- 2D-PAGE

* Metody opierajace sie na LC-MS
- bez znakowania (‘label—free’)

— znakowanie metaboliczne

— znakowanie wyizolowanych biatek lub strawionych

peptydow
* Optymalny wybor motody



