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MS1 vs MS2 spectra
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MS1 vs MS2 spectra

MS1 spektrum (full scan): MS2 spektrum (MS/MS, MS?)
Signal vSech peptidd, které se v Signal fragmentt konkrétniho peptidu
danou chvili eluuji z kolony (prekurzoru) = fragmentaéni spektrum

Peptid = prekurzor
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Komplexita proteomu

Lidsky genom obsahuje asi 20 000 kodujicich sekvenci

SR
= ’?“ .)I ‘f\
Pramérna lidska burika exprimuje zhruba 12 000 genf @ @@
o> R
Komplexita proteomu vyrazné vyssi nez komplexita 00@9
genomu @ @
iy G YR
Navyseni komplexity v dUsledku alternativniho /—h\}-..\_ @% %@
splicingu, alternativniho startu translace,
v . , Genome Transcriptome Proteome
posttranslacnich modifikaci... (~20000-25000 genes) —_ (~100 000 transcripts) ) (>1 000 000 proteins)
Alternative splicing Post-tramslational
mRNA editing modifications

Vzorek tfreba nejprve separovat pro snizeni komplexity



Chromatogram

s

Kapalinova chromatografie (LC) ”

e Sirka chromatografického piku typicky cca 10 s
* chromatograficky pik = signal konkrétniho peptidu

Signal
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Hmotnostni spektrometr

lontovy zdroj

Hmotnostni filtr

Kolizni cela Hmotnostni analyzator
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Bottom up proteomika

Detekujeme peptidy, ne proteiny

Proteolytickym Stépenim vzork( ztracime informaci o
propojeni peptid-protein

Seznam identifikovanych proteinli musime rekonstruovat
zpétné z identifikovanych peptidl = Protein inference

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

Problém v pfipadé:
* sekvencnich homologii
 alternativniho sestfihu mRNA
* rUznych variant posttranslacniho

processingu Detekované f;ij7/l

* redundantni databaze peptidy
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>sp|P60709]ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=ACTB PE=1 SV=1

MDDDIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDE
AQSKRGILTLKYPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREK
MTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDL
AGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAASSSSLEKSY
ELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTFNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS
GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIAPPERKY SVWIGGSILASLSTFQQMWISKQ
EYDESGPSIVHRKCF

Position of cleavage site
18
28
37
39
50
61
62
68
84
95
113
116
118
147
177
183
191
196
206
210
213
215
238
254
256
284
290

291

Name of cleaving
enzyme(s)
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin

end of sequence

Resulting peptide sequence (see explanations)
MDDDIAALVVDNGSGMCK
AGFAGDDAPR

AVFPSIVGR

PR

HQGYMVGMGQK

DSYVGDEAQSK

R

GILTLK

YPIEHGIVTNWDDMEK
IWHHTFYNELR
VAPEEHPVLLTEAPLNPK

ANR

EK
MTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGR
TTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILR
LDLAGR

DLTDYLMK

ILTER

GYSFTTTAER

EIVR

DIK

EK

LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK
SYELPDGQVITIGNER

FR
CPEALFQPSFLGMESCGIHETTFNSIMK
CDVDIR

K

DLYANTVLSGGTTMYPGIADR

maK

EITALAPSTMK

IK

IIAPPER

K

YSVWIGGSILASLSTFQQMWISK
QEYDESGPSIVHR

K
CF

Peptide length [aa]

Peptide mass [Da]
1854.095
976.013
945.130
271319
1171.398
1198.208
174.203
643.825
1947.149
1515.694
1954.254
359.385
275305
3254.825
3184.614
643.741
998.159
630.742
1132.195
515.610
374.437
275305
2493.783
1790.947
321379
3118.602
719.811
146.189
2215.463
405513
1161.379
259.349
794.949
146.189
2603.031
1516.587

146.189

268.331

Cleavage probability

100%

100%

74.6%

100%

100%

65%

95.3%

100%

100%

100%

94.1%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

78.4%

100%

93.1%

94.7%

100%

100%

100%

100%

84.6%

100%

100%

84.3%

100%

100%

88.4%

84.3%

100%

100%

100%



Actin B vs Actin C

Sequence identity: 93.9 %

sp|P60709 | ACTB_HUMAN
sp|P68032| ACTC_HUMAN
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sp|P60709 | ACTB_HUMAN
sp|P68032| ACTC_HUMAN

sp|P60709 | ACTB_HUMAN
sp|P68032| ACTC_HUMAN

--MDDDIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEA

MCDDEETTALVCDNGSGLVKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEA
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QSKRGILTLKYPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREK
QSKRGILTLKYPIEHGIITNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPTLLTEAPLNPKANREK

3k sk ok ok ok kokokosk ok sk sk ok sk sk ok o kol sk sk sk ok sk sk skokokok ok sk sk sk sk sk skokokokoko sk ko ks skok ko sk sk sk sk sk ok sk ok okok

MTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRL
MTQIMFETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMRL

oskeoskookoskookokokokosk sk sk sk sk sk okokokok ok sk sk ok sk sk skokokokok sk ok ko skokokokokokosk sk sk sk skokokokokosk sk sk k sk ko ok

DLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMATAASSSSLEK
DLAGRDLTDYLMKILTERGYSFVTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFENEMATAASSSSLEK
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SYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTFNSIMKCDVDIRKDLYANTV
SYELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSFIGMESAGIHETTYNSIMKCDIDIRKDLYANNV
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LSGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKITIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWIS

LSGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWIS
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Actin B vs Actin C

Sequence identity: 93.9 %

sp|P60709|ACTB_HUMAN
sp|P68032|ACTC_HUMAN
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Protein inference — od peptidul zpét k proteinim

Detekované peptidy

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

Protein B 3 4

Protein B — 2 unikatni peptidy 3-4

Dva jednoznacné identifikovatelné proteiny

Unikatni (proteotypicky) peptid — Ize jednoznacné
priradit k jednomu konkrétnimu proteinu

Interpretation of Shotgun Proteomic Data - THE
PROTEIN INFERENCE PROBLEM, Alexey I. Nesvizhskii and
Ruedi Aebersold, Molecular & Cellular Proteomics 2005



Protein inference — od peptidul zpét k proteinim

Detekované peptidy

Protein B 3 4

Protein A — 2 unikatni peptidy 1-2

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

* Protein A urcité pritomen, pritomnost proteinu B nelze vyloucit

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

Interpretation of Shotgun Proteomic Data - THE
PROTEIN INFERENCE PROBLEM, Alexey I. Nesvizhskii and
Ruedi Aebersold, Molecular & Cellular Proteomics 2005



Protein inference — od peptidul zpét k proteinim

Detekované peptidy

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

i Protein B — 2 unikatni peptidy 5-6
Protein B 4 5 6 Peptid 4 = razor peptid

Proteiny A a B jsou identifikovany na zakladé unikatnich peptidl
a nemUzZeme je tak zaradit do jedné protein group — jsou
uvedeny jako jednotlivé identifikace

Kvantitativni hodnota razor peptidu bude pfictena proteinu o
vyssSim poctu unikatnich peptidl

Razor peptid nema vliv z hlediska identifikace, slouzi pouze pro

kvantifikaci Interpretation of Shotgun Proteomic Data - THE
PROTEIN INFERENCE PROBLEM, Alexey |. Nesvizhskii and
Ruedi Aebersold, Molecular & Cellular Proteomics 2005



Analyza komplexnich vzorkul v praxi

* Soucasna technika umoznuje detekci a kvantifikaci asi 10 000 protein(
z jednoho nastfiku lyzatu savcich bunék — zhruba 80 % — 90 %
celkového proteomu

* HPLC separace online propojena s MS = LC-MS (LC-MS/MS)
* Nutnd MS detekce v Casové skale odpovidajici LC separaci — Sirka

chromatografického piku obvykle kolem 10 s (v zavislosti na kolong,
gradientu atd.)




Analyza komplexnich vzorkul v praxi

* Soucasna technika umoznuje detekci a kvantifikaci asi 10 000 protein(
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Analyza komplexnich vzorkul v praxi

* Soucasna technika umoznuje detekci a kvantifikaci asi 10 000 protein(
z jednoho nastfiku lyzatu savéich bunék — zhruba 80 % — 90 %
celkového proteomu

* HPLC separace online propojena s MS = LC-MS (LC-MS/MS)
* Nutnda MS detekce v Casové skale odpovidajici LC separaci — Sirka

chromatografického piku obvykle kolem 10 s (v zavislosti na kolong,
gradientu atd.)

Chromatogram
1 Peptidl
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Analyza komplexnich vzorkul v praxi

* Soucasna technika umoznuje detekci a kvantifikaci asi 10 000 protein(
z jednoho nastfiku lyzatu savéich bunék — zhruba 80 % — 90 %
celkového proteomu

* HPLC separace online propojena s MS = LC-MS (LC-MS/MS)
* Nutnda MS detekce v Casové skale odpovidajici LC separaci — Sirka

chromatografického piku obvykle kolem 10 s (v zavislosti na kolong,
gradientu atd.)

Chromatogram
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Relative Abundance

Analyza komplexnich vzork

Smés 14 peptidd — malo komplexni vzorek
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Analyza komplexnich vzork

Analyza 1 pg bunék ovarialniho karcinomu (Hela)
Typicky detekce 30 000 — 80 000 peptidd béhem
120 min gradientu (cca 5 000 proteind)
V kazdém okamziku se z kolony eluuji az desitky
peptidﬁ 79.76 82.47 100.89 123.95
z 250 000 spekter je nasledné prirazeno k peptidu 1
asi 25% N

w ww o I‘ ’W 1 'U wu ] ! | 26




[ (4 V 4 V 4
Akvizicni mody
MS1 a MS2 (MS/MS, MS2) scany poskytuji rizné druhy informaci
Cyklické stfidani MS1 a MS2 scanl podle predem danych pravidel
Cilem méreni je:
» |dentifikovat co nejvice peptidd (namérit co nejvice spekter)

* Identifikované peptidy co nejlépe kvantifikovat

Necilené akviziéni mdédy:
* DDA - data dependent acquisition

* DIA - data independent acquisition
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Data Dependent Acquisition
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vysokou presnosti a rozliSenim (300-1600 m/z)
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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

3. Fragmentace

m/z



Data Dependent Acquisition

MS1
1. MS1 scan (full scan) — detekce prekurzort s
- vysokou presnosti a rozliSenim (300-1600 m/z)
PC_J, 2. lzolace vybraného prekurzoru — kvadrupdl,
= iontova past
‘ | 3. Fragmentace
m/z
MS2 4. Detekce vzniklych fragmentd
Fy
-
Q
=

m/z



intensity

Data Dependent Acquisition

MS1 *

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

2. lzolace vybraného prekurzoru — kvadrupdl,
‘ iontova past

3. Fragmentace

intensity

m/z
MS?2 4. Detekce vzniklych fragmentu

intensity

m/z m/z



intensity

Data Dependent Acquisition

MS1

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

2. lzolace vybraného prekurzoru — kvadrupdl,
‘ iontova past

intensity

3. Fragmentace
m/z

MS?2 4. Detekce vzniklych fragmentu

intensity
intensity

m/z m/z m/z



Izolace peptidu

Peptid 1

Peptid 2

384.70
7=4

384.95

=3
=4 z
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384.5 385.0 385.5 386.0 386.5 387.0 387.5 388.0 388.5 389.0 389.5 390.0 390
m/z

T T
380.0 3805 3810 3815 3820 3825 383.0




Izolace peptidu

Hmotnostni filtr:
e Kvadrupol
* lontova past

* Elektronika nastavi takové parametry (DC napéti, frekvence a
amplituda RF napéti atd.), aby prosel jenom peptid o
pozadovaném m/z

e Ostatni ionty jsou jsou odfiltrovany pryc a dale nejsou
soucasti analyzy



Izolace peptidu

Sitka izola¢niho okna

38395
z=4
384.20
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384 45
z=4
38618
z=3
386.52
38110 73
386.85
384.95 72=3
=4
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Izolace peptidu

Sitka izola¢niho okna

Koizolace

* Vede ke vzniku smésného MSMS
< > spektra — obsahuje fragmenty dvou
e (nebo vice) soucasné izolovanych
prekurzort
384.20
=4
384.45
7=4
386.18
z=3
e =
386.8%
33%?5 7
3800 3805  3p10 3815 3820 3825 3830 3835 3840 3845 3850 3855 3860 3865 370 3875 3830 3835 3800 3895 3900 390
miz




718.76
=2

Izolace peptidu

* V nékterych pripadech nelze koizolaci predejit

-.‘J
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1o
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?Ega . 720.26
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719.32
z=3 71965 719.98 720.32
LfL =3 7=3 72=2
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Dynamicka exkluze

Dynamic Exclusion Properties

* Obvykle vybirame pro fragmentaci neékolik nejintenzivnéjsich ki e e !‘
peptidd ve spektru iondusien® _|®
* Dynamicka exkluze predchazi opakované fragmentaci stejnych

Low [10

|
Mass Tolerance | ppm v |

peptidu High E
* Fragmentovany peptid je po dany ¢as vyloucen z vybéru pro o .
fragmentaci — nedochazi k opakované fragmentaci v ramci o i
. . , , precursor only
jednoho chromatografického piku Eeclude Within Cycle 7

*** JQ/Q/ Q/Q/JJ
*
A H

intensity
intensity

intensity
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Dynamicka exkluze

Obvykle vybirame pro fragmentaci nékolik nejintenzivnéjsich
peptidd ve spektru

Dynamicka exkluze pfedchazi opakované fragmentaci stejnych
peptidl

Fragmentovany peptid je po dany ¢as vyloucen z vybéru pro
fragmentaci — nedochazi k opakované fragmentaci v ramci
jednoho chromatografického piku

Chromatogram
1 Peptidl
— ~10's Peptid4
O
&
iz i:iqu /

Retencni ¢as

Dynamic Exclusion Properties

Exclude after n times

Exclusion duration (s)

Mass Tolerance
Low
High

Exclude Isotopes

Perform dependent scan on
single charge state per
precursor only

Exclude Within Cycle




Kvantifikace



Label Free Quantification

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

Neni tfeba zadného dodatecného znacdeni na
urovni proteinu/peptidu (SILAC, isobarické
znaceni — viz. nasledujici prednaska)

Neni tfeba investovat do metabolickych nebo
isobarickych znacek

Pfesnost kvantifikace nizsi nez u znacenych
pristupd

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

Label-
free

Cell cultures . .

| |
Proteins A A

| |

Peptides . .
| |

LC-MS/MS ‘ ‘

Metabolic iTRAQ &
Labeling TMT

HE BN
\ 7/

| |
A A A
I | |
@ 00
| N/
® ¢

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
* VysSka chromatografického piku nebo plocha pod pikem. MnoZstvi
proteinu odpovida intenzitdm signalu jednotlivych peptid( v MS1.



Label Free Quantification

* Intenzita
* VysSka chromatografického piku nebo plocha pod pikem. MnoZstvi
proteinu odpovida intenzitdm signalu jednotlivych peptid( v MS1.



Kvantifikace pomoci MS

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

Ovlivnéno: pfipravou vzorku, schopnosti ionizace, iontovou
supresi, stabilitou iontu ve vakuu, matri¢nimi efekty
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Kvantifikace pomoci MS

* Pro kvantitativni porovnani musi byt vzorky:
* Porovnatelné pouze vzorky témér identického slozeni
* Pripravované identicky (idealné jednim ¢lovékem)
* Méreny ve stejny Cas, stejnou metodou
* Reproducibilni chromatografie (stabilni gradient, dostatec¢na ekvilibrace)
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intensity

Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

MS1

intensity

m/z

retencni ¢as
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intensity

Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

MS1

chromatograficky pik

intensity

m/z

Kvantitativni informace obsazena v MS1 signalu retencni cas

V pripadé DDA analyzy MS2 spektra neobsahuiji kvantitativni
informaci
Zaklad pro tzv. Label Free Quantification (LFQ)



intensity

Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

MS1

chromatograficky pik

a

intensity

m/z

Ny

* Vyska piku v nejvyssim bodé
* necilend proteomika
e vysSi reprodukovatelnost

retencni ¢as



intensity

Kde se u DDA bere kvantitativni informace?

MS1

chromatograficky pik

intensity

m/z

//.
)

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




Kde se u DDA bere kvantitativni informace?
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Relative Abundance
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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
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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

VAPEEHPVLLTEAPLNPK — m/z 652.3609

7268

RT: 7268

RT: 74 .37

RT.73.17
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Data Dependent Acquisition

Stochasticky/semistochasticky princip — vybér prekurzor(
je v podstaté nahodny

Detekce zhruba 5 000 protein( ve vzorku savcich bunék
pfi 120 min gradientu

Mame jednoznacné propojeni prekurzor — fragmentacni
spektrum

Kvantitativni informace ulozena pouze v MS1

Informace o peptidech, které nebyly vybrany pro
fragmentaci je nevratné ztracena

CV asi25%

b=

lon count

Retention time

lon count

Data-Dependent Acquisition

MS1

.

v

MS1 scans

- MS2 scans

Ms2

b/y-ions

m/z

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



Délka cyklu vs. Sirka piku

e Skenovaci cyklus

* Celkovy ¢as vénovany jednomu cyklu - od
pocatku jednoho MS1 scanu do zacatku
nasledujiciho MS1 scanu = cycle time



Délka cyklu vs. Sirka piku

MS1-A MS1-B

intensity

»| MS2-Al MS2-A2 MS2-Ax
LN ]

MS1

MS2 MS2 MS2

m/z m/z m/z




Délka cyklu vs. Sirka piku

* Délka cyklu v zavislosti na Sifce
chromatografického piku definuje pocet
bodU pres pik

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

Mame 10 s chromatograficky pik
Pi délce cyklu 2,5 s mE)  4body pres pik
Pti délce cyklu 1,25 s - 8 bodti pres pik

P¥i délce cyklu 0,83 s - 12 bodi pfes pik

intensity

* Delsi cyklus

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

» Kratsi cyklus
* lepSi pokryti piku

* méné MS/MS spekter

e 4 body
e 8 bodl
e 12 bOdCI

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

v

MS2-Al

MS2-A2

MS2-Ax

MS1-B

»
»

MS2-B1

MS2-B2

MS2-Bx

MS1-C




Paralelizace — oddéleni MS1 a MS2 v prostoru

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 —
eoeo LN ]

S paralelizaci

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

—» MS2-Al MS2-A2 MS2-A3 MS2-Ax L MS2-B1 MS2-B2 MS2-B3 MS2-Bx Lo  MS2-B1 MS2-B2 MS2-B3
LN ] LN ] eoeo




Paralelizace - tribridy

IE_
_ﬁ ([ | — I=EI| Izzﬂlﬂ’-‘;
— — lontova past — detekce MS2
e am
”' | X.—/‘
% lontovy zdroj
Orbitrap — detekce MS1
Thermo



Data Independent Acquisition - DIA



intensity

Data Independent Acquisition - DIA
S1

M

* Urcity pocet izolacnich oken pokryvajicich cely
hmotnostni rozsah
« Sitka okna obvykle 10 — 20 Da — v zavislosti na
konkrétnim typu MS instrumentu
* lzolace a fragmentace vSech prekurzorli vdaném
hmotnostnim okné

m/z



intensity

Data Independent Acquisition - DIA
S1

M

m/z



intensity

Data Independent Acquisition - DIA
MS1 *

intensity

m/z

MS2 MS2

intensity
intensity

intensity

m/z m/z m/z

intensity

intensity

m/z m/z m/z



Hmotnostni rozsah — 400 — 1000 m/z
Sitka okna 60 Da = 10 oken

m/z
400 1000
|
400 460
460 520
520 580
580 640

640 00
700 760

760 820

820 880

880 940
|
940 1000



Data Independent Acquisition - DIA

Fragmentacni spektrum obsahuje fragmenty vSech peptidu
izolovanych v daném hmotnostnim okné

zachovana informace o vSech peptidech
kvantitativni informace ulozena v MS2

detekce zhruba 8 000 proteinti z lyzatu savcich bunék pfi 60
min gradientu

presnéjsi nez DDA — CV kolem 5 -10 %
mensi poCet missing values

* DDA-30-40%

* DIA-15%

MS2 spektra vyrazné slozitéjsi nez u DDA

lon count

Retention time

lon count

Data-Independent Acquisition

MS1
o
m/z ‘
miz I e
— 1 -
—_— _‘-—{F_IMS1 scans
e MS2 scans
Y
= Peptide 1 bly-ions
MS2

— Peptide 2 b/y-ions

— Peptide 3 b/y-ions

IR

m/z

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



intensity

Kde se u DIA bere kvantitativni informace?

MS1 MS2
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MS2 - intensity

retencni ¢as
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intensity

Kde se u DIA bere kvantitativni informace?

MS1
e
92
a
©
(@)
o
o
<
O
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m/z
Peptidl Peptid2

MS2 - intensity

2
; '%////.

retencni ¢as




intensity

S1

Kde se u DIA bere kvantitativni informace?

intensity

MS2

MS2 - XIC

MS2 - intensity

m/z

retencni ¢as

Potvrzeni identity prekurzoru:

® Poméry ploch extrahovanych chromatogram’
jednotlivych fragmentl odpovidaji pomérim intenzit
pik( ve fragmentacnim spektru

® Prekryvajici se elucni profily



intensity

S1

Kde se u DIA bere kvantitativni informace?

intensity

MS2
Potvrzeni identity prekurzoru:

® Poméry ploch extrahovanych chromatogram’

jednotlivych fragmentl odpovidaji pomérim intenzit

‘ ‘ pik( ve fragmentacnim spektru

® Prekryvajici se elucni profily

MS2 - intensity

m/z

MS2 - XIC l Odhaleni interferujicich signalli

Interferujici signal nekopiruje presné elu¢ni profil

retencni ¢as



Kde je hranice mezi DDA a DIA?

DDA

intensity

MS1 *
Izolacni okno obvykle 0,7 — 2 Da z
2
()
kS
m/z
MS2
Py Fry
2 @
(O] )
E g
m/z m/z

m/z




DIA

Analyzovany hmotnostni rozsah 400 — 800 m/z
» celkova Sirka =400

« Sitka okna 50 Da — potfeba 8 oken
Proméreni 8 oken zabere relativné kratky cas
MS2 spektra budou extrémné komplexni, coz

bude snizovat mnozstvi identifikaci

« Sitka okna 2 Da — potfeba 200 oken
Spektra budou malo komplexni — vyssi pocet

identifikaci

Proméreni 200 oken zabere hodné ¢asu — dlouhy

cycle time

Uzké izolaéni okno:

* Méné koizolovanych peptid(
e Jednodussi spektra

* Vice oken pokryvajicich dany
hmotnostni rozsah

Siroké izolaéni okno:

 Méné oken pro pokryti daného
hmotnostniho rozsahu

* Vice koizolovanych peptidd
* Komplexnéjsi spektra

MS1

Fry
2
[¢]
<
400 m/z 800
MS1
Fry
2
[¢]
< ‘
400 m/z 800



Kde je hranice mezi DDA a DIA?
Narrow window DIA

DDA

MS1

intensity




Kde je hranice mezi DDA a DIA?
Narrow window DIA

DDA
MS1
FORK K Ok R R ek X

intensity

m/z



DDA

Kde je hranice mezi DDA a DIA?
Narrow window DIA

DIA

MS1 MS1

intensity
intensity

m/z m/z



Kde je hranice mezi DDA a DIA?
Narrow window DIA

DDA DIA

MS1 MS1

intensity
intensity

m/z m/z

DIA s dostatecné uzkym izolacnim oknem (2-3 Da) se v principu
podoba DDA = Narrow Window DIA



Narrow window DIA

Hmotnostni analyzator Astral

Detekce MS/MS spekter The Orbitrap

Astral MS
Na principu TOF analyzatoru

Dlouha draha letu — 30 m — vysoké rozliseni Asymmetric lon Mirror

) lon Foil N
Vysoka skenovaci frekvence — realné kolem 200 Hz s R T -
i uadrupole =
:zlulrte Mass Filter ¢.trap Octupole HDR_|=
Detector

X

%l:{:l:l‘—if—||=rr‘ _

N

I '(7 %E lon Processor

on lon = o )

Funnel Guides @ Injection Optics
Orb,itrap |0n Tl‘ajectory g | O O S VO 0 I 0 .5 1 ¢
Analyzer ‘

Astral Analyzer

Stewart et al., Parallelized Acquisition of Orbitrap and Astral Analyzers Enables
High-Throughput Quantitative Analysis, Analytical Chemistry Vol 95/Issue 42, 2023



Hmotnostni analyzator Astral

Narrow window DIA

* Vysoka skenovaci frekvence — realné kolem 200 Hz Eieets ers

 Umoznuje analyzovat vice oken pfri zachovani

prijatelné délky cyklu

Astral MS

Asymmetric lon Mirror
{

lon Foil
lon Routing S
Multipole  Post- Accelerator
Quadrupole ~
i Mass Filter :
Source C-Trap Octupole _ HDR_|=
Detector

X

N

LmY

—-!E\,_ lon Processor

lon \'lon _ri |

Funnel Guides @ Injection Optics
Orbitrap lon Trajectory” prmmmmme
Analyzer

Astral Analyzer

Stewart et al., Parallelized Acquisition of Orbitrap and Astral Analyzers Enables
High-Throughput Quantitative Analysis, Analytical Chemistry Vol 95/Issue 42, 2023
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lon count

Retention time

lon count

Data-Dependent Acquisition
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DDA vs. DIA - shrnuti

lon count

lon count

Retention time

lon count

Data-Independent Acquisition
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Pappireddi et al, A Review on Quantitative
Multiplexed Proteomics, ChemBioChem 2019



DDA vs. DIA - shrnuti

DDA
Pocet identifikaci z lidského lyzatu: 5 000
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 protein(

\ /

Prifazeni
spekter k
peptidiim

l

FDR
filtrovani

l

Soubor
identifikovanych
protein(




Databaze

* Vedle namérenych dat potrebujeme k vyhodnoceni databdzi protein( —
neprobiha de novo sekvenace

* FASTA format: hlavicka strukturovana tak, aby se z ni daly automaticky
extrahovat informace

>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 databdzi protein( —
neprobiha de novo sekvenace

* FASTA format: hlavicka strukturovana tak, aby se z ni daly automaticky
extrahovat informace

>sp|P61206 | ARF3_RAT B EEBOSIStOnRSctons] O S-Rattusmonvesicts 0x=10116 GN=Arf3 PE=2 SV=2

MGNIFGNLLKSLIGKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGFNVETVEYKNISFTVWDVGGQDKIRPLWRHYFQ
NTQGLIFVVDSNDRERVNEAREELMRMLAEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRHRNWYIQATCATSG
DGLYEGLDWLANQLKNKK



Databaze

* Vedle namérenych dat potrebujeme k vyhodnoceni databdzi protein( —
neprobiha de novo sekvenace

* FASTA format: hlavicka strukturovana tak, aby se z ni daly automaticky
extrahovat informace

>sp|P61206 | ARF3_RAT B EEBOSIStOnRSctons] O S-Rattusmonvesicts 0x=10116 GN=Arf3 PE=2 SV=2

* Obsah databaze by vidy mél odpovidat pravdépodobnému obsahu
vzorku = vzorky lidskych bunécnych linii prohledavat proti databazi
lidskych protein(, ne proti databazi vSsech savcl nebo eukaryot

* Pouziti prilis velké databaze znehodnocuje vysledky

* | Spatna databaze da vzdy néjaky vysledek



Vysledek vzdy zavisi na pouzité databazi!

Vyhodnoceni vzorku z lidskych Hela bunék proti
dvéma rliznym databazim:

sabize | Human | Mus musculus_
Pocet identifikovanych proteinti BESeLsy) 3634

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



Databaze

» Zdroje databazi:
* Uniprot.org

BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL | Proieomes » Ady 88 seach & @ & Help

Proteomes - Homo sapiens (Human)

Overview
Status [ Reference proteome Genome representation Full
Number of entries’ 82,678 Completeness (CPD)* Outlier (high value)
Gene count’ 20,594 Download one protein sequence per gene (FASTA) BUSCO! Single M Duplicated | Fragmented Ml Missing

Proteome ID* UP000005640
Taxonomy Homo sapiens (Human)
Genome assembly and annotation* GCA_000001405.28 from Ensembl 7

n:13780 - primates_odb10
C:99.5% (5:37.4% D:62.1%) F-0% M:0.5%

Home sapiens (Homo sapiens sapiens) or modern humans are the only living species of the evolutionary branch of great apes known as hominids. Divergence of early humans from
chimpanzees and gorillas is estimated to have occurred between 4 and 8 million years ago. The genus Homo (Homo habilis) appeared in Africa around 2.3 million years ago and shows the first
signs of stone tool usage. The exact lineage of Homo species ie: H. habilis/H. ergaster to H. erectus to H. rhodesiensis/H.heidelbergensis to H. sapiens is still hotly disputed. However, continuing
evolution and in particular larger brain size and complexity culminates in Homo sapiens. The first anatomically modemn humans appear in the fossil record around 200,000 years ago. Modern
humans migrated across the globe essentially as hunter-gatherers until around 12,000 years ago when the practice of agriculture and animal domestication enabled large populations to grow
leading to the development of civilizations

* NCBI - National Center for Biotechnology Information

National Center for Biotechnology Information

m National Library of Medicine

Taxonomy Taxonomy ~ | lhuman| | Search

Create alert Limits Advanced Help

Display Settings: » Summary Send to: =

Related information
Homo sapiens Nucleotide
(human), species, primates
Nucleotide  Protein

Protein

Assembly
BioProject



Databaze

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

* Pouzita proteaza (trypsin)

 Modifikace



Databaze — proteasy

* Proc je nutné uvést proteazu pouzitou k digesci?

e Pocet vSech teoreticky peptidli 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

* Miscleavage

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




Databaze - modifikace

Spolecné s databazi proteinl a pouzitou proteasou musime specifikovat modifikace, které Ize
ve vzorku ocekdvat

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

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

Fixni — pocitd se, Ze modifikace je na dané aminokyseliné pritomna vidy (alkylace Cys)
Variabilni — modifikace se na dané aminokyseliné vyskytovat mizZe a nemusi

Software ndsledné generuje varianty peptidl obsahujici vSechny mozné kombinace zadanych
modifikaci



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



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 vyskytuiji.



Vyhodnoceni spekter a skorovani

600 potential positions
Na zakladé zadané databaze vygenerujeme — i —

vSechny teoretické tryptické peptidy

Theoretical

Generovani teoretickych spekter Spectra
(32 peaks)

Hledame pocet shod mezi teoretickym a
nameérenym MS2 spektrem

N 5 5 ) Experimental
. Jaka je pravdépodobnost, Ze nalezena
Spectra

shoda je nahodna?
’ | a (60 peaks)

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

Width is equal to error tolerance you specified

" n q / q ]'r—f
s(g,loss) =—10log,, d Ay A
s(g,l0ss) og, ;[(_;][IOOJ [ 50



Vyhodnoceni spekter a skorovani

600 potential positions
A

. ¥ v Theoretical
Skére = pravdépodobnost, ze shoda Spectra

namerenych a teoretickych (32 peaks)
fragmentul je nahodna

Experimental
| Spectra
(60 peaks)

Unmatched peak Matched peak (23 peaks)
> S d

Width is equal to error tolerance you specified

. i ™ n i i -iJn—f
B ml%"’;[(j][lt}oJ (] 100 }



False Discovery Rate

Samotné skore nestaci pro zajisténi dostatecné
spolehlivosti identifikaci.

Pri porovnavani vysokého mnozstvi spekter v
radech statisicu dostdvame urcitou frakci falesSné
pozitivnich prirazeni.

Filtrovani pomoci odhadu False Discovery Rate (FDR)



False Discovery Rate

Pokud nastavime treshold FDR na 1%,
FDR = —2— dostaneme dataset obsahujici 99%
D+T spravnych identifikaci a 1% faledné

D — pocet hitd z decoy databdze

T — pocet hit( z target databaze pOZItIVhI'Ch



FDR - target-decoy pristup

1. Vygenerujeme databazi >sp|P01308|INS_HUMAN Insulin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=INS PE=1 SV=1
MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPL
nEEXIStUjICICh protelnu (navnad) ALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN
otocenim vsech sekvenci v >REV:sp|P01308|INS_HUMAN Insulin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=INS PE=1 SV=1
NCYNELQYLSCISTCCQEVIGRKQLSGELALPQLSGAGPGGGLEVQGVQLDEAERRTKPTYFFGREGCVLYLAEVLHSGCL
orlglnalnl (ta rget) databazi = decoy HQNVFAAAPDPGWLALLALLPLLRMWLAM
databaze

Predpoklady decoy databaze:

 Decoy databdaze obsahuje identické mnozstvi
proteint jako target databaze

» Distribuce délek peptidui je identicka u obou
databazi

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

Number of tryptic peptides

120,000 7

100,000

80,000 7

60,000 7

——Target
40,000

20,000 1

0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

—Decoy

—— |ntersection

Peptide length (residues)

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



FDR - target-decoy pristup

Vygenerujeme databazi neexistujicich
proteinl (ndvnad) otoenim vsech
sekvenci v databazi = decoy databaze

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

Kazdé shodé je prirazeno skore.

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

Spectrum 1

Spectrum 2

Target @
Separate
Database

@ Search
MS/MS

Spectmm n

Spectrum| Score Spectra
Target|Decoy
S1 0.72 | 0.22
S2 0.85 | 0.13
S3 0.11 | 0.92
160
—o— Decoy
2 120
< --o--Target
3 80
o
w
40
-
- .” 3
0 ¢ »
1 1 5 7

3
Score

FDR = ——
D+T

D — pocet hitd z decoy databdze nad tresholdem
T — pocet hitli u target databaze

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) otoenim vsech
sekvenci v databazi = decoy databaze — Target

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

. Kazdé shodé je prirazeno skore.

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

Pocet peptidd s danym skore

Score



FDR - target-decoy pristup

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

Decoy

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

. Kazdé shodé je prirazeno skore.

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

Pocet peptidd s danym skore

Score



FDR - target-decoy pristup

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

Decoy

Target

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

1 % identifikaci z
decoy databaze

. Kazdé shodé je prirazeno skore.

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

Pocet peptidd s danym skore

] Score



FDR - target-decoy pristup

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

Decoy

Target

>

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

decoy databazi Identifikace
ponechanév

. Kazdé shodé je pfifazeno skore. datasetu

Zahozené

.V datasetu ponechame jen identifikace identifikace

odpovidajici urcité FDR (obvykle 1%)

Pocet peptidd s danym skore

] Score

Treshold score
Hodnota skore odpovidajici 1%
identifikaci z decoy databaze v datasetu



FDR - target-decoy pristup

Ovlivnéni vysledka :
* pouzitim nespecifické nebo redundantni databaze
* definovanim neumérného poctu variabilnich
modifikaci se zanedbatelnym vyskytem ve vzorku

— Decoy

Target

ztracené proteiny

Pocet peptid( s danym skore

Score



Q-value

asociovana vzdy s konkrétnim peptidem
minimalni hodnota FDR, pfi 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 vyfazen)

vzdy zdavisi na konkrétnim vyhodnoceni — stejny peptid bude mit rliznou g-value ve
dvou ruznych experimentech (i kdy; skére bude stejné)



Q-value - Proc zalezi na pouzité databazi?

Priklad 1:

1. Data z lidského vzorku prohleddme proti NESPECIFICKE DATABAZI VSECH EUKARYOT
2. Seradime identifikované peptidy podle skdre od nejvyssiho

3. Peptid EAMRPK je na pozici 100

4. Mezitémito 100 peptidy je 10 falesSné pozitivnich

5. g-value EAMRPK je 10/100=0.1

Priklad 2:

1. Stejna data z lidského vzorku nyni prohleddme proti SPECIFICKE LIDSKE DATABAZI

2. Seradime identifikované peptidy podle skdre od nejvyssiho

3. Zplvodnich 100 vypadlo 20 identifikaci z dllvodu mensi databdze. Z toho 6 bylo falesné pozitivnich.
4. EAMRPK je na pozici 80.

5. Mezitémito 80 peptidy jsou 4 faleSné pozitivni.

6. g-value EAMRPK je 4/80 = 0.05



Q-value

Priklad 1 vs priklad 2:

stejné spektrum dvé razné databaze
‘ Dva rlzné vysledky!

stejny peptid dvé rtizné gq-value

stejné skore

» Zda peptid projde filtrovanim je ovlivnéno:

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

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



Priklady software pro necilenou proteomiku

DDA DIA

MaxQuant — www.maxquant.org \ § DiaNN - https://github.com/vdemichev/DiaNN
FREE N FREE
www.youtube.com/@MaxQuantChannel

N/
v X%/
‘@
Proteome Discoverer "‘ . Spectronaut
ThermoFisher Scientific Spectronaut® Biognosys

pavel.talacko@natur.cuni.cz






