Label Free kvantifikace, akvizicni mody, databaze a FDR
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Komplexita proteomu

Lidsky genom obsahuje asi 20 000 gen

AN
Pramérna lidska burika exprimuje zhruba 10 000 gent @ @ @
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. razné vy net komplexi o o> NfeEN
Komplexita proteomu vyrazné vyssi nez komplexita Go“\
genomu @ @

=g G R &R
Navyseni komplexity v disledku alternativniho /\/\ @ @@@
splicingu, alternativniho startu translace,
v o , Genome Transcriptome Proteome
posttranslacnich modifikaci... (~20000-25000 genes) (~100 000 transcripts) _ (>1 000 000 proteins)
Alternative splicing Post-transiational
mRNA editing modifications

Vzorek treba nejprve separovat pro snizeni komplexity



Chromatogram
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Kapalinova chromatografie (LC) n

e  Sirka chromatografického piku typicky 10 - 20 s

Signal

} )\

Retencni cas




Hmotnostni spektrometr

lontovy zdroj

Hmotnostni filtr

Kolizni cela Hmotnostni analyzator

MSt




Hmotnostni spektrometr

lontovy zdroj

Hmotnostni filtr Kolizni cela  Hmotnostni analyzator

+)

Py
<

MSt MS?




Bottom up proteomika

Detekujeme peptidy, ne proteiny

A B
C
Proteolytickym Stépenim vzorku ztracime informaci o
propojeni peptid-protein 7
Seznam identifikovanych proteinii musime rekonstruovat
zpétné z identifikovanych peptid /\lcrypsin
Vedle namérenych dat potrebujeme k vyhodnoceni databazi /l 7&%/
protein( — neprobiha de novo sekvenace f_;} %K
Problém v pripadé: /J) /l 7
« sekvenénich homologii y l \
* alternativniho sestfihu mRNA ABC AB B
* ruznych variant posttranslacniho 7 R_/( /\/>L )Z
processingu Detekované ”/_ij /l /l 7 < K
* redundantni databaze peptidy =



Protein inference — od peptidu zpét k proteinum

Detekované peptidy

Protein A - - Protein A — 2 unikatni peptidy 1-2

Protein B 3 4 Protein B — 2 unikdtni peptidy 3-4

* Dvé jednoznacné odlisitelné protein groups

* Unikatni (proteotypicky) peptid — |lze jednoznacné
prifadit k jednomu konkrétnimu proteinu



Protein inference — od peptidu zpét k proteinum

Detekované peptidy

Protein A - - - - Protein A — 2 unikatni peptidy 1-2

Protein B — Zadné unikatni peptidy
Peptidy 3 — 4 sdilené proteiny Aa B

Protein B 3 4

* Protein A urcité pritomen, pritomnost proteinu B nelze vyloucit

* Ve vysledku proteiny A a B spojeny do jedné protein group



Protein inference — od peptidu zpét k proteinum

Detekované peptidy

Protein A - - - - Protein A — 3 unikatni peptidy 1-3

Protein B — 2 unikatni peptidy 5-6

Protein B 4 5 6 Peptid 4 = razor peptid

* Proteiny A a B jsou identifikovany na zdkladé unikatnich peptidl
a nemUzZeme je tak zaradit do jedné protein group

e Kvantitativni hodnota razor peptidu bude prictena proteinu o
vySSim poctu unikatnich peptidl



Analyza komplexnich vzorku v praxi

* Soucasna technika umoznuje detekci a kvantifikaci 5 000 —9 000
proteinu z jednoho nastriku lyzatu savcich bunék — zhruba
polovina celkového proteomu

* HPLC separace online propojena s MS = LC-MS (LC-MS/MS)

* Nutna MS detekce v Casové skale odpovidajici LC separaci — Sirka
chromatografického piku obvykle kolem 20 s




Redative Abunifance

Analyza komplexnich vzorku

Smés 14 peptidld — malo komplexni vzorek
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Retavr Aundance

Analyza komplexnich vzorku

* Analyza 1 pg bunék ovarialniho karcinomu (Hela)
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Analyza komplexnich vzorku

* Analyza 1 pg bunék ovarialniho karcinomu (Hela)

* Typicky detekce 30 000 — 80 000 peptidi béhem

120 min gradientu
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Analyza komplexnich vzorku

* Analyza 1 pg bunék ovarialniho karcinomu (Hela)

* Typicky detekce 30 000 — 80 000 peptidi béhem

120 min gradientu (cca 5 000 proteint)

* V kazdém okamziku se z kolony eluuje velké " T -
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Analyza komplexnich vzorku

Analyza 1 pg bunék ovarialniho karcinomu (Hela)

Typicky detekce 30 000 — 80 000 peptidi béhem
120 min gradientu

mnozstvi latek

V kazdém okamziku se z kolony eluuje velké l’

PFi zachovani rozumného mnoistvi bodu pres pik ‘“ ‘ M

(5 — 10) potireba sbéru az desitek spekter za vterinu | w \ I‘ { |
— 10 Hz - 40 Hz -> béhem 120 min gradientu \
nasbirame zhruba 250 000 spekter (30 Hz) j

z 250 000 spekter je nasledné pfifazeno k peptidu .. ‘L“*'_hw#__w
asi 25% e )



Akviziéni mody
MS1 a MS2 (MSMS) scany poskytuji rizné druhy informaci

Cyklické stridani MS1 a MS2 scanu podle predem danych pravidel

Cilem je detekovat co nejvice peptidl (pocet MSMS spekter) s co
nejkvalitnéjsi kvantitativni informaci (pocet bodU pres pik)

Necilené akvizicni mdédy:
DDA - data dependent acquisition

* DIA - data independent acquisition

Cilené metody:
* SRM - selected reaction monitoring

 PRM - parallel reaction monitoring



Akvizicni mody

MS1 a MS2 (MSMS) scany poskytuji rizné druhy informaci

o . 5 ) . DDA-MS DIA-MS
Cyklicke stridani MS1 a MS2 scanu podle predem danych pravidel — ~R—
precursor selection across all isolation windows
Cilem je detekovat co nejvice peptidl (pocet MSMS spekter) s co = | >
nejkvalitnéjsi kvantitativni informaci (pocet bodU pres pik) g é E,
Necilené akvizicni mdédy: miz miz
DDA - data dependent acquisition l l
Fragmentation of Fragmentation of
selected precursors all precursors in each window
* DIA - data independent acquisition A A
Cilené metody: & E | -
* SRM - selected reaction monitoring =

 PRM - parallel reaction monitoring

m/z mi/z



intensity

MS1

Data Dependent Acquisition

1. MS1 scan (full scan) — detekce prekurzort s
vysokou presnosti a rozliSenim (300-1600 m/z)

m/z



intensity

MS1

Data Dependent Acquisition

1. MS1 scan (full scan) — detekce prekurzort s
vysokou presnosti a rozliSenim (300-1600 m/z)

2. lzolace vybraného prekurzoru — kvadrupdl,
iontova past
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Data Dependent Acquisition
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Data Dependent Acquisition

1. MS1 scan (full scan) — detekce prekurzort s
vysokou presnosti a rozliSenim (300-1600 m/z)

2. lzolace vybraného prekurzoru — kvadrupdl,
iontova past
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Data Dependent Acquisition

MS1 scan (full scan) — detekce prekurzor( s
vysokou presnosti a rozliSenim (300-1600 m/z)

Izolace vybraného prekurzoru — kvadrupdl|,

Detekce vzniklych fragment(
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Izolace peptidu
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Izolace peptidu

Peptid 1

3800 3805 3810 3815 3820 3825




Izolace peptidu

Sirka izolaéniho okna
1,7 m/z
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Izolace peptidu

e olanin ok Koizolace
irka izolacniho okna : "
6 m/2  Vede ke vzniku smésného MSMS
< > spektra — obsahuje fragmenty dvou
T (nebo vice) soucasné izolovanych
prekurzoru
38420
=4
38445
=4
386 18
=3
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Izolace peptidu

e V nékterych pripadech nelze koizolaci predejit
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Dynamicka exkluze

* Obvykle vybirdme pro fragmentaci nékolik nejintenzivnéjsich mmEms g |
peptidd ve spektru it A |
 Dynamicka exkluze piedchazi opakované fragmentaci stejnych TWT' ;—1‘;‘”" ;
peptidd . r |

* Fragmentovany peptid je po urcity ¢as vyloucen z vybéru pro R ,

fragmentaci mgie crge smeper O]

e (U

scanl scan2

MS1 s scan3 s

Intensity
intensity
Intensity
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Label Free Quantification

Pro kvantifikaci se vyuziva vyhradné signal
samotného peptidu (vyska piku/plocha pod
pikem)

Neni tfreba Zzadného dodate¢ného znaceni na
urovni proteinu/peptidu (SILAC, isobarické
znaceni — viz. nasledujici prednaska)

Neni treba investovat do metabolickych nebo
isobarickych znacek

Presnost kvantifikace nizsi nez u znacenych
pristupt

Nelze brat v potaz mensi kvantitativni rozdily
(10% neni z pohledu label free pristupu zadny
rozdil)

Label-
free

| |

Peptides . ‘
| |

LC-MS/MS ’ ‘

Metabolic iTRAQ &
Labeling T™MT

HE EN
N o

| |
A AA
|1 |
@ 00
| \/
o

Li et al, Systematic Comparison of Label-Free, Metabolic Labeling, and Isobaric
Chemical Labeling for Quantitative Proteomics on LTQ Orbitrap Velos, J Prot Res, 2012



Label Free Quantification

 MS/MS count (spectral count)
* Pocet fragmentacnich spekter Umérny mnozstvi peptidu.
* Pouzivano v minulosti

* Intenzita
* Vyska piku (plocha pod pikem). Intenzita proteinu dana souctem
intenzit peptidd.

e iBAQ (intensity based absloute quantification)
* Suma intenzit peptid( vztazend na pocet vSech teoretickych peptidd
(napf. tryptickych)
* Vhodné na porovnani intenzit protein( v ramci jednoho vzorku.



Kvantifikace pomoci MS

Samotna MS analyza nemusi byt kvantitativni
Nejintenzivnéjsi signal ve spektru nemusi vzdy patrit nejvice
zastoupené latce

Ovlivnéno: schopnosti ionizace, iontovou supresi, stabilitou
iontu ve vakuu, matricnimi efekty, adhezi na povrchy

Analyza ekvimolarni smési 14 peptidu -
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Kvantifikace pomoci MS

Pro kvantitativni porovnani musi byt vzorky:
e pripravované identicky (idealné jednim ¢lovékem)
* mereny ve stejny ¢as, stejnou metodou
* reproducibilni chromatografie (stabilni gradient, dostatec¢na ekvilibrace)

Analyza ekvimolarni smési 14 peptidu




Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

Extracted lon Chromatogram — XIC

1 MS1

intensity

intensity

m/z

retenc¢ni ¢as
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intensity
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Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

Extracted lon Chromatogram — XIC

3 MS1

intensity

Intensity
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retenc¢ni ¢as



Kde se u DDA bere kvantitativni informace?
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Kde se u DDA bere kvantitativni informace?
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Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

Extracted lon Chromatogram — XIC
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Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

Extracted lon Chromatogram — XIC

8 MS1
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Intensity
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Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

Extracted lon Chromatogram — XIC

9 MS1

intensity

intensity

m/z

retenc¢ni ¢as



Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

Extracted lon Chromatogram — XIC

9

MS1
chromatograficky pik
Fy
c
et
= =y .
3
| | _ S
m/z
Kvantitativni informace obsazena v MS1 signalu retencni cas
V pripadé DDA analyzy MS2 spektra neobsahuji kvantitativni
informaci

Zaklad pro tzv. Label Free Quantification (LFQ)



Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

Extracted lon Chromatogram — XIC

9 MS1

chromatograficky pik

intensity

intensity

m/z

* Plocha pod pikem
e pouziti u cilenych metod
(SRM, PRM)

retencni cas



Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

Extracted lon Chromatogram — XIC

9 MS1

chromatograficky pik

a

intensity

intensity

m/z

Ny

retencni cas

* Plocha pod pikem
e pouziti u cilenych metod
(SRM, PRM)
e Vyska piku v nejvyssim bodé
* necilend proteomika
* vysSi reprodukovatelnost



Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

???VAPEEHPVLLTEAPLNPK — m/z 652.36097???




Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

Extracted lon Chromatogram — XIC

VAPEEHPVLLTEAPLNPK — m/z 652.3609



Kde se u DDA bere kvantitativni informace?
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Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

Extracted lon Chromatogram — XIC

VAPEEHPVLLTEAPLNPK — m/z 652.3609




Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

Extracted lon Chromatogram — XIC

VAPEEHPVLLTEAPLNPK — m/z 652.3609




Testovani presnosti kvantifikace

e 2 odlisSné proteomy (Clovék vs. E. coli) A Spectral count : MaxLFQ
o 3:1 - 3.1 M Human
o . , = " . |l E. coli
* smichany v poméru 1:1 — kontrolni vzorek @ -
£ o |
7 7 v 7 7 7 v -o &
* smichany v dalSich znamych pomeérech g
E o 1
(zde 3:1) B
= 0
&
-
~

2 4 0 1 2 3 4
Log2 fold change Log2 fold change

Cox et al, Accurate Proteome-wide Label-free Quantification by
Delayed Normalization and Maximal Peptide Ratio Extraction,
Termed MaxLFQ, Mol Cell Proteomics 2014



Data Dependent Acquisition

Stochasticky/semistochasticky princip — vybér

o - v , Data-Dependent Acquisition
prekurzoru je v podstaté nahodny

b

MS1 -
Detekce zhruba 5 000 proteinl ve vzorku savéich bunék §
pri 120 min gradientu § l
Mame jednoznacné propojeni prekurzor — fragmentacni e —I
spektrum B
m/z '
— — >
. . ;. v g - - - MS1 scans

Kvantitativni informace ulozena v MS1 8l == M8 Soers

B

= = -
Informace o peptidech, které nebyly vybrany pro e~ = = a4
fragmentaci je nevratné ztracena ¥

C
MS2

CVasi25% =

B

) .. L 5 ) o bly-ions
Typicka je prfitomnost znacného mnozstvi missing values 2
— asi 30 - 40% Ly i
* Chybéjici kvantitativni informace ve vzorcich, kde m/z
dam'/ peptld nebyl fragmentovén Pappireddi et al, A Review on Quantitative Multiplexed

Proteomics, ChemBioChem 2019



* Skenovaci cyklus

Délka cyklu vs. sirka piku

* Celkovy ¢as vénovany jednomu cyklu - od

pocatku jednoho MS1 scanu do zacatku

nasledujiciho MS1 scanu = cycle time

A

MS1-A

v

MS1

intensity

v

MS2-Al

MS2-A2
[ XX ]

MS2-Ax

intensity

MS2

intensity

MS2

MS1-B

intensity

MS2

m/z

m/z

m/z



Skenovaci cyklus
* Celkovy cas vénovany jednomu cyklu - od

Délka cyklu vs. sirka piku

pocatku jednoho MS1 scanu do zacatku
nasledujiciho MS1 scanu = cycle time

A

MS1-A

intensity

v

MS1

v

MS2-Al

MS2-A2
[ XX ]

MS2-Ax

intensity

MS2

intensity

MS2

MS1-B

intensity

» MS2-B1

MS2

MS2-B2
[ XN ]

m/z

m/z

m/z

MS2-Bx

MS1-C




Délka cyklu vs. sirka piku

* Délka cyklu v zavislosti na Sirce
chromatografického piku definuje pocet
bodu pres pik

* Primo ovliviuje presnost kvantifikace — ¢im
lepsi pokryti piku, tim presnéjsi kvantifikace

Mame 20 s chromatograficky pik
4 body pres pik
Pri délce cyklu5 s

intensity

e 4 body

retencni ¢as



Délka cyklu vs. sirka piku

* Délka cyklu v zavislosti na Sirce
chromatografického piku definuje pocet
bodu pres pik

* Primo ovliviuje presnost kvantifikace — ¢im
lepsi pokryti piku, tim presnéjsi kvantifikace

Mame 20 s chromatograficky pik
8 bodt pres pik
Pri délce cyklu 2.5 s

intensity

e 4 body
e 8 bodl

retencni ¢as



Délka cyklu vs. sirka piku

* Délka cyklu v zavislosti na Sirce
chromatografického piku definuje pocet
bodu pres pik

* Primo ovliviuje presnost kvantifikace — ¢im
lepsi pokryti piku, tim presnéjsi kvantifikace

Mame 20 s chromatograficky pik
12 bod pres pik
Pri délce cyklu 1.6 s

intensity

e 4 body
e 8 bodu
e 12 bodu

retencni ¢as



Délka cyklu vs. sirka piku

* Délka cyklu v zavislosti na Sirce
chromatografického piku definuje pocet
bodu pres pik

* Primo ovliviuje presnost kvantifikace — ¢im
lepsi pokryti piku, tim presnéjsi kvantifikace

Mame 20 s chromatograficky pik
12 bod pres pik
Pri délce cyklu 1,6 s

intensity

e Delsi cyklus

* nasbirdme vice MS/MS spekter
* mame horsi pokryti piku

* Kratsi cyklus
* lepsi pokryti piku

* méné MS/MS spekter

e 4 body
e 8 bodu
e 12 bodu

retencni ¢as



Délka cyklu vs. sirka piku

Separace

Délka
gradientu



Paralelizace - tribridy

MS1 sken v orbitrapu asi 250 ms (rozliSeni 120 K)
MS2 sken v iontové pasti asi 25 ms

Bez paralelizace

MS1-A MS1-B MS1-C

v

MS2-Al MS2-A2 MS2-Ax » MS2-B1 MS2-B2 MS2-Bx —



Paralelizace - tribridy

MS1 sken v orbitrapu asi 250 ms (rozliSeni 120 K)
MS2 sken v iontové pasti asi 25 ms

Bez paralelizace

MS1-A MS1-B MS1-C

v

MS2-Al MS2-A2 MS2-Ax » MS2-B1 MS2-B2 MS2-Bx —

S paralelizaci

MS1-A MS1-B MS1-C MS1-D

—» MS2-Al || MS2-A2 MS2-A3 MS2-Ax (= MS2-B1 MS2-B2 MS2-B3 MS2-Bx Lo MS2-Bl MS2-B2 MS2-B3




Paralelizace - tribridy
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Data Independent Acquisition - DIA



intensity

M

m/z

Data Independent Acquisition - DIA
S1

Nékolik izolacnich oken pokryvajicich cely
hmotnostni rozsah

« Sitka okna obvykle 10 — 20 Da

Izolace a fragmentace vSech prekurzoru v daném
hmotnostnim okné
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Data Independent Acquisition - DIA

v s . v o Data-Independent Acquisition
Fragmentacni spektrum obsahuje fragmenty vsech peptidl

izolovanych v daném hmotnostnim okné MS1
zachovana informace o vsech peptidech §
S
kvantitativni informace ulozena v MS2 P L
< o . vs i v G
detekce zhruba 8 000 proteinu z lyzatu savcich bunék pri 60 miz >
min gradientu £ — S ORI
§ = . MS2 scans
presnéj$i nez DDA — CV kolem 5-10 % ==
5 =
v - .
mensi pocet missing values IR s i
e DDA-30-40 % - — Peptide 2 biy-ions
e DIA-15% § — Peptide 3 biy-ions |
S
MS2 spektra vyrazné slozitéjsi nez u DDA — potreba _th[ | I | | [ 4]
spektralnich knihoven m/z

Pappireddi et al, A Review on Quantitative Multiplexed
Proteomics, ChemBioChem 2019



Kvantifikace v DIA

Fragmenty s prekryvajicimi se elu¢nimi
profily pochazi pravdépodobné z
jednoho peptidu.

Interferujici signal nekopiruje presné
elucni profil.

Intensity (10°)

—— [y6+] - 750.415 m/z [y8+]-978.508 m/z
[y7+] - 881.455 miz —— [y3+] - 435.271 m/z
— [y5+] - 649.367 m/z e [y4+] - 550.298 m/z
=== [y8+ -H20] - 960.497 m/z —— [y7+ -H20] - 863.444 m/z
1
100 + P00492 : .
| SIPMTVDFIR ++ ]

4
F |
40 T |
+ |
|
!

1Y)
20+
-4
i
o
y

81 81.5 82 82.5
Retention time (min)

Bruderer et al, Extending the Limits of Quantitative Proteome Profiling with
Data-Independent Acquisition and Application to Acetaminophen-Treated
Three-Dimensional Liver Microtissues, Mol Cell Proteomics, 2015



Spike in amount

Kvantifikace v DIA

S1 S1 S1 S3 S3 S3
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Huang et al, Combining Precursor and Fragment Information for Improved
Detection of Differential Abundance in Data Independent Acquisition, Mol
Cell Proteomics, 2020




Kvantifikace v DDA vs DIA

A B
Data dependent acquisistion (DDA) Data independent acquisistion (DIA)
» B
() ) @
2 ! 2
w ©
S S ﬂ
g y 2 ||
(1]
2 . = ﬂ|
Retention time — 'MS1 scan of precursors Retention time -
s MS2 scan of fragment ions
wmm Extracted ion current (XIC)
- Monoisotopic - Monoisotopic
M+1 M+1
2 |=M+2 2 |=M+2
7] wn
MS1-XIC £ MS1-XIC §
(DDA) € (DIA) £
Retention Time Retention Time
MS2-XIC MS2-XIC =
(DDA) (DIA) s
=

Huang et al, Combining Precursor and Fragment Information for Improved
Detection of Differential Abundance in Data Independent Acquisition, Mol

Cell Proteomics, 2020

Retention Time



DIA - spektralni knihovny

Spektralni knihovna

obsahuje sekvence peptidl a jejich MSMS spektra

méla by byt specificka pro dany experiment (napr. konkrétni
bunécna linie)

ziskavame pomoci separatni DDA analyzy

DDA analyza

|

Spektralni
knihovna

DIA analyza




DIA - spektralni knihovny

Spektralni knihovna

* pro co nejvyssi pokryti peptidd mizeme vzorek frakcionovat pomoci 2D

chromatografie — rozdéleni do X frakci -> snizeni komplexity
e 2 nasledujici chromatografické separace — napr. C18 v kyselém a

zasaditém pH

LC-MS DDA analysis

Fractions
U —»
High pH
Sample preparation ) . U -
pie prep fractionation

U —»

Lysis & Reduction & Desalting &
Digestion Alkylation Concentrating U .

-9-0- —1-

Intensity
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T

Fragmentation
Information

MSMS 1
/7!

il
oy MSMS2 )

DDA analysis
S

il (e.g. MaxQuant)
~—> MSMS 3

, ull) Identification

l&

Retention time

Spectral
library




DIA bez spektralnich knihoven

umoznuje vyhodnoceni DIA dat bez potreby separatniho méreni
spektralnich knihoven

DDA-like search — v datech jsou hledany spojitosti mezi
prekurzorem a fragmenty pomoci machine learning algoritmu

|

spektralni knihovna vytvorena in silico na zakladé DIA dat a FASTA
databaze

F, F, Fy F, F...F

Coeluting Precursor-fragment graph
precursor and fragments

Precursor m/z; charge

F
C ! F,
F. Fy 7
P —-> . E
! F. | S
F, L b
Precursor-fragment group Pseudo-MS/MS
spectrum

Tsou et al, DIA-Umpire: comprehensive computational framework for data:
independent acquisition proteomics, Nature Methods 2015
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DDA vs. DIA - shrnuti

Data-Dependent Acquisition
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E
MS2
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lon count

Data-Independent Acquisition

MS1

lon count

L
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MS1 scans
MS2 scans

= Peptide 1 bl/y-ions

lon Count

- Peptide 2 b/y-ions

— Peptide 3 b/y-ions

Lo ] g

m/z

Pappireddi et al, A Review on Quantitative Multiplexed
Proteomics, ChemBioChem 2019



DDA vs. DIA - shrnuti

DDA DIA
Pocet identifikaci z lidského lyzatu: 5 000 (120 min gradient) 8 000 (60 min gradient)
Kvantifikace na zakladé: MS1 MS2
Potieba spektralni knihovny: Ne Ano/Ne
Pocet missing values: 30-40 % 15 %

Presnost kvantifikace (CV): 25 % 5-10%



DDA vs. DIA - shrnuti

DDA
Pocet identifikaci z lidského lyzatu: 5000
Kvantifikace na zakladé: MS1
Potreba spektralni knihovny: Ne
Pocet missing values: 30-40 %

Presnost kvantifikace (CV): 25 %




Od spekter k souboru proteint

Jak z 250 000 spekter ziskat 5000 proteinu?



Namérena Databaze
data proteind

\ /

Prifazeni
spekter k
peptidim

|

FDR
filtrovani

|

Soubor
identifikovanych
protein(




Databaze

* Vedle namérenych dat potrebujeme k vyhodnoceni databazi proteint —
neprobiha de novo sekvenace

e FASTA format: hlavicka strukturovana tak, aby se z ni daly automaticky
extrahovat informace pomoci Regex pravidel

>sp|P61206 | ARF3_RAT ADP-ribosylation factor 3 OS=Rattus norvegicus OX=10116 GN=Arf3 PE=2 SV=2
MGNIFGNLLKSLIGKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGFNVETVEYKNISFTVWDVGGQDKIRPLWRHYFQ

NTQGLIFVVDSNDRERVNEAREELMRMLAEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRHRNWYIQATCATSG
DGLYEGLDWLANQLKNKK



Databaze

* Vedle namérenych dat potrebujeme k vyhodnoceni databazi proteint —
neprobiha de novo sekvenace

e FASTA format: hlavicka strukturovana tak, aby se z ni daly automaticky
extrahovat informace pomoci Regex pravidel

>sp| P61206 | ARF3_RAT DEERIDOSYISHONIECIOns OS-RattusiNorvesicus OX=10116 GN=Arf3 PE=2 SV=2

MGNIFGNLLKSLIGKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGFNVETVEYKNISFTVWDVGGQDKIRPLWRHYFQ

NTQGLIFVVDSNDRERVNEAREELMRMLAEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRHRNWYIQATCATSG
DGLYEGLDWLANQLKNKK



Databaze

Vedle namérenych dat potfrebujeme k vyhodnoceni databdzi protein(i —
neprobiha de novo sekvenace

FASTA format: hlavicka strukturovana tak, aby se z ni daly automaticky
extrahovat informace pomoci Regex pravidel

>sp| P61206 | ARF3_RAT DEERIDOSYISHONIECIOns OS-RattusiNorvesicus OX=10116 GN=Arf3 PE=2 SV=2

Obsah databaze by vzdy meél odpovidat pravdépodobnému obsahu
vzorku = vzorky lidskych bunécnych linii prohledavat proti databazi
lidskych proteinu, ne proti databazi vSech savcl nebo eukaryot

Pouziti prilis velké databaze znehodnocuje vysledky

| Spatna databaze da vzdy néjaky vysledek



| Spatna databaze da vzdy néjaky vysledek!

Vyhodnoceni vzorku z lidskych Hela bunék proti
dvéma rtiznym databazim:

owabize | Human | Mus musculus
Pocet identifikovanych proteinli Secioy) 3634

Kdyz pouzijeme databazi mysi k vyhodnoceni dat z
lidského vzorku, dostaneme pres 3600 identifikaci!



Databaze

e Zdroje databazi:
* Uniprot.org
Urpreg st s e @ s s [ -~ < - - -

Proteomes - Homo sapiens (Human)

Overview

| Status M Referance proteome Genome representation Full

1

| Number of entries’' 82678 Compileteness (CPD)' Outlier (Ivan value)

|

| Gene count’ 20 534 Download one protein sequence per gene (FASTA) BUSCO' Single M Dugticated 11 Fragmenssd Il s8ssing

| Proteome 1D’ LIFO0ODOS640 S T ——

13730 - peienates_odbi0

COUS% SV A% D62 1%)F I MO SN

f Yaxonomy Homo saplens (Human)
| G bly and anr jion' GCA_000001405.28 from Ensembi 2

Homo sapiens (Homo sapiens Sapiens) or modarm humans are the anly iving species of tha evolutonary branch of great apes knawn as hammids. Divargence of earty humans from
chimparzees and gonkas Is estimated to have occumed betwaen 4 and 3 miion years ago The genus Homo (Homo habdis) appaared in Afnca around 2 3 medlion years ago and shaws the fest
5i9ns of stone tool wsaga The axact Ineage of Homo speces @ H habdsH ergaster 30 H erectus 10 H mhodasiensis'H haigeberpanss 10 H sapiens s sill notly Sisputed  However, cantinung
evoluton and in pardcuiar larger bean sze and compiexity culminates in Homo saplens. The brst aratomecally modem humans appaar in 1he fossil record around 200 000 years ago Moderm
humans migrated across the giobe assanhaly as hunter-gatharars Lnlll around 12 000 years ago when the practce of agnculturs and anmal domestication enabled |arge populations 10 Jrow
leading to the developmant of chvlizations

* NCBI - National Center for Biotechnology Information

National Library of Medicine

National Center for Biotechnatogy information

Taxonomy | Taxonomy ~ | human |  Search

Create alert  Limets  Advanced Help

ay Setlings « Summaxy St 1o - -

Related information

(human), specles. primates

Nucsont
udiootd

Assambly

BloProgact


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Databaze

* Parametry, které je nutné definovat spolu s pouzitou databazi:

* Pouzita proteasa

* Modifikace



Databaze — proteasy

* Proc je nutné uvést proteasu pouzitou k digesci (kombinace proteas)?

* Pocet vSech teoreticky peptidu o délce 8 — 14 AMK generovanych
na zakladé databaze lidskych proteinu je asi 70 000 000

* Pocet tryptickych peptidu o stejnych parametrech je asi 900 000

. Trypsin

* Miscleavage

* Proteasa dané stépné misto nékdy vynecha (stericka blokace, pritomnost
modifikaci)
» Specifikujeme kolik vynechani (miscleavage) chceme tolerovat (obvykle 1-2)



Databaze - modifikace

Spolecné s databazi proteinli a pouZitou proteasou musime specifikovat modifikace, které Ize
ve vzorku ocekavat

Modifikace obecné se vyskytujici ve vsech vzorcich:
Modifikace cysteinu — vznik modifikaci volnych —=SH béhem pripravy vzorku. Zalezi na
alkyla¢nim cinidle (IAA, CAA — carbamidomethyl)
 Oxidace methioninu
 Acetylace N-konce

Modifikace specifické pro vzorek:
* Fosforylace, acetylace, methylace, hydroxylace, ubikvitinylace (GlyGly)

Fixni — poCita se, Ze modifikace je na dané aminokyseliné pritomna vzdy (alkylace Cys)
Variabilni — modifikace se na dané aminokyseliné vyskytovat mize a nemusi

Software ndsledné generuje varianty peptidl obsahujici vSechny mozné kombinace zadanych
modifikaci


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Databaze - modifikace
Peptid LVSCAGTFK:

1 fixni

LVSC(cam)AGTFK

1 sekvence



Databaze - modifikace

Peptid LVSCAGTFK:

1 fixni 1 fixni + 1 variabilni
LVSC(cam)AGTFK LVSC(cam)AGTFK
LVS(ph) C(cam)AGTFK
1 sekvence LVSC(cam)AGT(ph)FK
LVS(ph) C(cam)AGT(ph)FK

4 sekvence



Peptid LVSCAGTFK:

1 fixni

LVSC(cam)AGTFK

1 sekvence

Databaze - modifikace

1 fixni + 1 variabilni

LVSC(cam)AGTFK

LVS(ph) C(cam)AGTFK
LVSC(cam)AGT(ph)FK

LVS(ph) C(cam)AGT(ph)FK

4 sekvence

1 fixni + 2 variabilni

LVSC(cam)AGTFK

LVS(ph) C(cam)AGTFK
LVSC(cam)AGT(ph)FK

LVS(ph) C(cam)AGT(ph)FK
LVS(ph) C(cam)AGTFK(me)
LVSC(cam)AGT(ph)FK(me)
LVS(ph) C(cam)AGT(ph)FK(me)
LVSC(cam)AGTFK(me)

8 sekvenci


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Databaze - modifikace

Peptid LVSCAGTFK:

1 fixni 1 fixni + 1 variabilni 1 fixni + 2 variabilni
LVSC(cam)AGTFK LVSC(cam)AGTFK LVSC(cam)AGTFK
LVS(ph) C(cam)AGTFK LVS(ph) C(cam)AGTFK
LVSC(cam)AGT(ph)FK LVSC(cam)AGT(ph)FK
LVS(ph) C(cam)AGT(ph)FK LVS(ph) C(cam)AGT(ph)FK

LVS(ph) C(cam)AGTFK(me)
LVSC(cam)AGT(ph)FK(me)
LVS(ph) C(cam)AGT(ph)FK(me)
LVSC(cam)AGTFK(me)

e Variabilni modifikace vyrazné expanduji databazi a navysuji tzv. search space

a tim i vypocetni narocnost. Pouziti modifikaci, které se ve vzorku
nevyskytuji nebo se v ném vyskytuji jen sporadicky, znehodnocuje vysledek.

 Vidy by mély byt specifikovany jen ty modifikace, které se ve vzorku
opravdu a ve vyrazné mire vyskytuji.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Vyhodnoceni spekter a skorovani

600 potential positions
Na zakladé zadané databdze vygenerujeme — A —

vSechny teoretické peptidy

Theoretical

Generovani teoretickych spekter Spectra
(32 peaks)

Hledame pocet shod mezi teoretickym a
nameérenym spektrem
Experimental
Spectra
(60 peaks)

Jaka je pravdépodobnost, Ze nalezena
shoda je nahodna?

Vycislime pomoci skore
Unmatched peak Matched peak (23 peaks)
(obvykle —Log) o o

Width is equal to error tolerance you specified



Vyhodnoceni spekter a skorovani

600 potential positions
Na zakladé zadané databdze vygenerujeme — A —

vSechny teoretické peptidy

Theoretical

Generovani teoretickych spekter Spectra
(32 peaks)

Hledame pocet shod mezi teoretickym a
nameérenym spektrem
Experimental
Spectra
(60 peaks)

Jaka je pravdépodobnost, Ze nalezena
shoda je nahodna?

Vycislime pomoci skore
Unmatched peak Matched peak (23 peaks)
(obvykle —Log) o o

Width is equal to error tolerance you specified

n }1 (l J q ll_}.
s(g,loss) =-10log,, (—) (l——)
: | ,Zx[(/) 100 100



Vyhodnoceni spekter a skorovani

600 potential positions
A

, v v Theoretical
Skére = pravdépodobnost, ze shoda Spectra

namerenych a teoretickych (32 peaks)
fragmentu je nahodnd

Spectra

‘ | | Experimental
| (60 peaks)

Unmatched peak Matched peak (23 peaks)
<> <>

Width is equal to error tolerance you specified

AT A
s(g,loss) =—10log,, — | | 1-——
s(g,loss) 0g, ;[(/’)(100) ( IOO) :|



False Discovery Rate

Samotné skore nestaci pro zajisténi dostatecné
spolehlivosti identifikaci.

Pri porovnavani vysokého mnozstvi spekter v
radech statisicl dostavame urcitou frakci falesné
pozitivnich prirazeni.

Filtrovani pomoci odhadu False Discovery Rate (FDR)



False Discovery Rate

Pokud nastavime treshold FDR na 1%,

D
FDR:_D+T dostaneme dataset obsahujici 99%
D — pocet hitll z decoy databdaze nad tresholdem Spl"éVﬂg/Ch |dent|f|kaC|, ad 1% falegné

T — pocet hitl u target databaze

pozitivnich.



FDR - target-decoy pristup

1. Vygenerujeme databazi
neexistujicich proteint (ndvnad)
otocCenim vsech sekvenci v
originalni (target) databazi = decoy
databaze

Predpoklady decoy databaze:

* Decoy databaze obsahuje identické mnozstvi
proteinu jako target databaze
* Distribuce délek peptidu je identicka u obou

databazi

* Sekvence peptidl z target a decoy databaze se 200001
neprekryvaji (plati od zhruba 7 - 8 AMK) j

>sp|P01308|INS_HUMAN Insulin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=INS PE=1 SVv=1
MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPL
ALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN

>REV:sp|P01308|INS_HUMAN Insulin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=INS PE=1 SV=1
NCYNELQYLSCISTCCQEVIGRKQLSGELALPQLSGAGPGGGLEVQGVQLDEAERRTKPTYFFGREGCVLYLAEVLHSGCL
HQNVFAAAPDPGWLALLALLPLLRMWLAM

120,000 7

100,000

1]

[}

O

a §

e 80,000

Q

O

|-

= 60,000 1

©

@

o —— Target
E 40,0001

= —Deco
zZ y

—— Intersection

0 T T |l r T T T 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Peptide length (residues)

Target-decoy search strategy for increased confidence in large-scale
protein identifications bv mass spectrometrv, Nature methods 2007



FDR - target-decoy pristup

Vygenerujeme databazi neexistujicich

proteinl (ndvnad) otocenim vsech — st
sekvenci v databdazi = decoy databaze ... @
) Spectrum n
Namérena spektra porovname jak proti S 4
smysluplné databazi (target), tak proti < 5 vems FDR = b
decoy databazi s jesScus SHAci D+T
st o D — pocet hitll z decoy databaze nad tresholdem
KaZdé shodé je prifazeno skére. s ot |00 T—pocet hith u target databaze
V datasetu ponechame jen identifikace <_b
odpovidajici urcité FDR (obvykle 1%) s —e—Decoy
g - - -~ Target
2 80
E 40 o~
10 ; 1 3 4 5 B 7

Klaus Jung (ed.), Statistical Analysis in Proteomics, Methods in
Molecular Biology, vol. 1362, DOI 10.1007/978-1-4939-3106-
4 7, © Springer Science+Business Media New York 2016



FDR - target-decoy pristup

. Vygenerujeme databazi neexistujicich
proteinl (ndvnad) otocenim vsech
sekvenci v databazi = decoy databaze — Target

Decoy

. Nameérena spektra porovname jak proti
smysluplné databazi (target), tak proti
decoy databazi

Frequency

. Kazdé shodé je prirazeno skore.

.V datasetu ponechame jen identifikace
odpovidajici urcité FDR (obvykle 1%)

Score



FDR - target-decoy pristup

. Vygenerujeme databazi neexistujicich
proteinl (ndvnad) otocenim vsech
sekvenci v databdazi = decoy databaze

Decoy

Target

. Nameérena spektra porovname jak proti
smysluplné databazi (target), tak proti
decoy databazi

1 % identifikaci z
decoy databaze

Frequency

. Kazdé shodé je prirazeno skore.

.V datasetu ponechame jen identifikace
odpovidajici urcité FDR (obvykle 1%)

Score



FDR - target-decoy pristup

. Vygenerujeme databazi neexistujicich
proteinl (ndvnad) otocenim vsech
sekvenci v databdazi = decoy databaze

. Nameérena spektra porovname jak proti
smysluplné databazi (target), tak proti
decoy databazi

Frequency

. Kazdé shodé je prirazeno skore.

.V datasetu ponechame jen identifikace
odpovidajici urcité FDR (obvykle 1%)

Decoy

Target

>

Identifikace
ponechané v
datasetu

Zahozené
identifikace

Score
Treshold score

Hodnota skore odpovidajici 1%
identifikaci z decoy databaze v datasetu



Ovlivnéni vysledku :

FDR - target-decoy pristup

* pouzitim nespecifické nebo redundantni databaze
e definovanim nedmérného poctu variabilnich
modifikaci se zanedbatelnym vyskytem ve vzorku

Frequency

2%

. — Decoy

Target

ztracené proteiny

Score



Q-value

asociovana vzdy s konkrétnim PSM
minimalni hodnota FDR, p¥ri které dany peptid projde FDR filtrovanim
pokud ma peptid g-value 0.01, znamena to, ze filtrovanim projde, pokud bude nastavena FDR alespon

na 1% (pri FDR 0.5% by byl vyrazen)

vzdy zavisi na konkrétnim vyhodnoceni - stejny peptid bude mit rliznou g-value ve
dvou ruznych experimentech



Q-value

Priklad 1:

Data z lidského vzorku prohleddame proti NESPECIFICKE DATABAZI VSECH EUKARYOT
Seradime identifikované peptidy podle skore od nejvyssiho

Peptid EAMRPK je na pozici 100

Mezi témito 100 peptidy je 10 falesné pozitivnich

g-value EAMRPK je 0.1

Nk wn e

Priklad 2:

Stejna data z lidského vzorku nyni prohleddme proti SPECIFICKE LIDSKE DATABAZI

Seradime identifikované peptidy podle skore od nejvyssiho

Z pUvodnich 100 vypadlo 20 identifikaci z ddvodu mensi databdaze. Z toho 6 bylo falesné pozitivnich.
EAMRPK je na pozici 80.

Mezi témito 80 peptidy jsou 4 falesné pozitivni.

g-value EAMRPK je 4/80 = 0.05

S s wWwh e



Q-value

Priklad 1 vs priklad 2:

stejné spektrum dvé ruzné databaze
‘ Dva ruzné vysledky!

stejny peptid dvé rizné g-value

stejné skore

» Zda peptid projde filtrovanim je ovlivnéno:

* pouzitou databazi — ¢im specifictéjsi pro dany organismus,
tim lépe

* mnozstvim zadanych variabilnich modifikaci — expanduiji
search space podobné jako nespecificka databaze



Priklady software pro necilenou proteomiku

DDA DIA

FREE N FREE
www.youtube.com/@MaxQuantChannel

MaxQuant — www.maxquant.org ‘\ § DiaNN - https://github.com/vdemichev/DiaNN

¢
' X/
s ) |
Proteome Discoverer ”‘ i Spectronaut
ThermoFisher Scientific Spectronaut® Biognosys



http://www.maxquant.org/
http://www.youtube.com/@MaxQuantChannel
https://github.com/vdemichev/DiaNN

