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Spektrometria mas

Technika analityczna, ktora umozliwia uzyskanie informacji na temat:

v' masy czasteczkowej
v’ struktury chemicznej
v' ilosci oznaczanych zwigzkéw

Technika analityczna umozliwiajaca rozdzielenie zjonizowanych
zwigzkow na podstawie stosunku ich tadunku do masy (m/z)
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Spektrometria mas

Etapy procedury analitycznej opartej o spektrometrie mas:

jonizacja probki [w Zrédle jonizacji]
N
rozdzielenie wytworzonych jondw [w analizatorze]
N2
wykrywanie jonow [w detektorze]
N

interpretacja widm masowych



Budowa spektrometru mas

Gtowne moduty =

Pompy wstepne
Pompy turbo
Pompy rotacyjne

Spektrometria mas

/

\_

Zrédto Analizator
jonizacji . Detektor
Uktad wysokiej
prozni




Spektrometria mas

Procesy zachodzace w trakcie analizy MS

Jonizacja analitu
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Rozdzielenie wytworzonych jonéw pod wzgledem ich stosunku m/z
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Spektrometria mas

Metody jonizacji

jonizacja elektronowa [El]

jonizacja typu elektrosprej [ESI]

laserowa jonizacja wspomagana matrycg [MALDI]

Jonizacja chemiczna pod cisnieniem atmosferycznym [APCI]

Jonizacja twarda — produkty: jon molekularny + jony fragmentéw czasteczki
v El

Jonizacja miekka — gtéwny produkt — jon molekularny

v  ESI
v MALDI
v APCI



Spektrometria mas

metody jonizacji

Jonizacja elektronowa (El)

niewykrywalny
rodnik

;(on i
rozpedzone elektrony Molekuklarny
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wykryv:/alny jon wykrywalny jon

Jonizacja i fragmentacja w Zrodle typu EI



Spektrometria mas
Jonizacja elektronowa (El) T

> Analit:

matoczgsteczkowe,
niepolarne,

lotne,

stabilne termicznie

> Zakres mas:
e <1kDa

» Sposéb wprowadzania probki:
* GC lub probki ciekte/state

analiza zwigzkdéw niepolarnych,
brak supresji jonow,

tatwa do aplikacji z GC,
istnienie bibliotek widm

= analiza
v' tylko zwigzkdéw lotnych,
v' wymagana stabilno$¢ termiczna,
v’ zwigzki matoczasteczkowe,

" jonizacja twarda,



Spektrometria mas

metody jonizacji

Jonizacja typu elektrosprej (ESI)
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1- wytworzenie jondw,

2- wytworzenie natadowanych na powierzchni kropli,
3- odparowanie rozpuszczalnika,

4- ,wytadowania Coulomba”,

5- wytworzenie jondw rozproszonych w fazie gazowej

Mechanizm jonizacji typu elektrosprej (ESI)



Spektrometria mas

metody jonizacji

Jonizacja typu elektrosprej (ESI)

> Analit:

* zwigzki polarne
np. peptydy, biatka, cukry, nukleotydy

> Zakres mas:
e <200 kDa

» Sposéb wprowadzania probki:

 LC lub roztwér probki

> Zalety: > Wady:
* zwigzki termicznie labilne e wymagana
e zwigzki wielkoczgsteczkowe rozpuszczalno$é w
* tworzenie jonow natadowanych wielokrotnie rozpuszczalnikach
* wysoka czutos¢ polarnych
. ’fat\{ve dp quaczema zLC * wrazliwa na obecnosé soli
* jonizacja migkka w roztworze probki

* supresja jonow



Spektrometria mas

metody jonizacji

Laserowa jonizacja wspomagana matryca
(MALDI)

wigzka jon

0. l analitu
203 / asera /

-~

OOOO IR RS () 9 o Q ——> analizator
T=x
@% Qoeeo

0 'C

matrycy

Mechanizm laserowej jonizacji wspomaganej matrycqg (MALDI)



Spektrometria mas

metody jonizacji
Laserowa jonizacja wspomagana matryca

(MALDI)

» Analit:
* zwigzki polarne
np. peptydy, biatka, cukry, nukleotydy
» Zakres mas:
<500 kDa

» Sposéb wprowadzania probki:
e zwigzki rozpuszczane w statej matrycy

> Zalety:
* thermolabile compounds, > Wady:
* zwigzki wielkoczgsteczkowe, e szeroki wybor matryc,
* wysoka czutosc, e trudnosci w analizach
* mniejsza wrazliwos¢ na obecnosé soli, ilosciowych,

* jonizacja miekka * supresja jonéw



Spektrometria mas

metody jonizacji

Jonizacja chemiczna pod cisnieniem atmosferycznym
(APCI)

» Analit:
* zwigzki polarne
np. peptydy, biatka, cukry, nukleotydy
v’ Zakres mas:
e <1kDa

v' Sample introduction:
 LClub roztwor probki

> Zalety: > Wady:
e zwigzki labilne termicznie,
* wysoka czutosé,
e stosowanie duzych przeptywow f.r.,
* tatwe do potfaczenia z LC,
* jonizacja miekka

* wymagana rozpuszczalnos¢ w
rozpuszczalnikach polarnych,

* wrazliwa na obecnosc¢ soli w roztworze
probki,

* supresjajonow



Analizatory mas

Rozdzielajg jony pod wzgledem ich stosunku m/z

» pracujg pod wysoka prdznia

» najwainiejsze parametry:

rozdzielczos¢
doktadnos¢ pomiaru masy
czutosé

zakres pomiaru masy

Spektrometria mas

analizatory mas



Spektrometria mas
Rozdzielczos¢ analizatory mas

mozliwosc rozdzielenia dwdch sygnatow o bardzo zblizonych
wilasciwosciach

R =Am/m
gdzie zdolnosc¢ rozdzielczg definiuje sie jako:

m,/(m,m;)

m, - m/z lzejszego jonu; (m,-m,) - réznica m/z nastepujacych po sobie jonéw

Doktadnos¢ pomiaru masy

informuje w jakim stopniu zmierzona masa zgodna jest z wartoscig
rzeczywista

(wyliczona teoretycznie masa monoizotopowa — doktadna masa zmierzona)
wyliczona teoretycznie masa monoizotopowa x 10°

* wyrazana w [ppm]



Spektrometria mas

analizatory mas

Im wieksza rozdzielczos¢ tym mniejszy btad pomiaru masy

5000 rozdzielczos¢ =18100
] btad 15 ppm
'S 6000 —
O rozdzielczo$¢ = 14200
~ btad 24 ppm
S 4000  —
S
—
rozdzielczos$¢ = 4500
2000
btad 55 ppm
0 —
| | | |
2840 2845 2850 2855

Stosunek masy do tadunku

(m/z)



Spektrometria mas

analizatory mas
Czutosc

charakteryzuje wielkos¢ sygnatu, jako odpowiedz detektora w zaleznosci
od stezenia analitu

* okresla limit detekcji (LOD)

Liniowy zakres dynamiczny




Analizatory mas Spektrometria mas
analizatory mas

Najczesciej stosowane analizatory mas:

|

ﬁ

Kwadrupol (Q)

Orbitrap

Czasu przelotu (TOF)




Spektrometria mas

Analizatory mas analizatory mas

Kwadrupol (Q):

e zbudowany z czterech réwnolegle utozonych pretéw
* wykorzystuje zarowno napiecie state jak i zmienne w celu filtrowania mas
e posiada kilka trybow pracy:
v skanowanie (SCAN),
v monitorowanie wybranych jonéw (SIM)
* niska rozdzielczosé
* najwyisza mozliwa czutos¢ (analizy ilosciowe)

nietransmitowany jon Jon transmitowany

detektor
jonow

zrodto jonizacji

Budowa kwadrupolowego analizatora mas



Spektrometria mas

analizatory mas

Analizatory mas

Kwadrupol (Q):

Szybkosc¢ zbierania danych

e 2-10
Doktadnos¢ pomiaru masy niska
(Ppm)
Zakres pomiaru masy
<3000

(m/z)

Rozdzielczos¢ jednostka



Spektrometria mas

analizatory mas

Analizatory mas

Putapka jonowa (IT):

* wiezi jony wykorzystujgc kwadrupolowe pole magnetyczne
dwa typy:

v" putapka jonowa typu 2D (liniowa putapka jonowa)

v" putapka jonowa typu 3D (kwadrupolowa putapka jonowa)
niska rozdzielczos¢
duza szybkos¢ skanowania

@ 00 " »
v/
srodio ® 0 detektor
jonizacji .

Schemat analizatora mas typu putapki jonowej 3D



Spektrometria mas

analizatory mas

Analizatory mas

Putapka jonowa (IT)

Szybkosc¢ zbierania danych

e 2-10
Doktadnos¢ pomiaru masy niska
(Ppm)
Zakres pomiaru masy
<6000

(m/z)

Rozdzielczos¢ jednostka



Analizatory mas

Czasu przelotu (TOF):

napiecie
przyspieszajace
jony, V!

Spektrometria mas

analizatory mas

jony wytwarzane sg w pakietach

mierzy czas jaki potrzebujg jony aby dostac sie do detektora
|zejsze jony trafiajg do detektora szybciej niz jony o wiekszej
masie

wysoka rozdzielczos¢

duza doktadnos¢ pomiaru masy

wysoka czutos¢

> m, >

m, m3
C ——— ——— ) == ||> Detektor jonow

modut jonizacji

separacja jonow

Mechanizm separacji jonow w analizatorze mas czasu przelotu (TOF)



Spektrometria mas

analizatory mas

Analizatory mas

Czasu przelotu (TOF)

Szybkosc¢ zbierania danych

(Hz) 10-100
Doktadnos¢ pomiaru masy 1-10 ppm
(ppm)
Zakres pomiaru masy <100,000 bez
(m/z) ograniczen

Rozdzielczosé <50,000



Spektrometria mas

analizatory mas

Analizatory mas

Orbitrap:

e zbudowany z elektrod ksztattem
przypominajgcych beczki

» wartos¢ stosunku m/z obliczana jest
przy uzyciu transformacji Fouriera w oparciu
o czestotliwos¢ zatrzymywanych jonéw

* wysoka czutos¢

* duza doktadnos¢ pomiaru masy

* wysoka czutos¢




Spektrometria mas

analizatory mas

Analizatory mas

Orbitrap

Szybkos¢ zbierania danych

iz} 1-18
Doktadnos$¢ pomiaru masy 1-5 ppm
(ppm)
Zakres pomiaru masy
<6000

(m/z)

Rozdzielczosé <500,000



Spektrometria mas

analizatory mas

Porownanie parametrow roznych analizatorow mas

Analizator Q

tatwa aplikacja
roznych zrodet

Zalety jonizacji,

szeroki zakres
dynamiczny

niska rozdzielczosc,

mata dokfadnos¢
pomiaru masy,

Wady waski zakres mas,

mata szybkos¢
skanowania,

MS/MS wymaga kilku
analizatoréow

IT

tatwa aplikacja
réznych zrodet
jonizacji,

szeroki zakres
dynamiczny,

MS"
niska
rozdzielczosé,

mata doktadnos¢
pomiaru masy,

waski zakres mas,

mata szybkos¢
skanowania,

TOF

duza szybkos¢
skanowania,

szeroki zakres
mas,

duza
doktadnos¢
pomiaru
masy

wezszy zakres
dynamiczny
w
poréwnaniu
do Q,

Orbitrap

duza doktadnosé
pomiaru masy,

mozliwos¢ analizy
w dwodch
polaryzacjach
jednoczesnie

mniejsza szybkosc
skanowania w
porownaniu do
QTOF,

wezszy zakres
dynamiczny w
porownaniu do Q,



Spektrometria mas

analizatory mas

Tandemowa spektrometria mas (MS/MS)

Tandemowe spektrometry mas

Potrdjny kwadrupol [QqQ]

Kwadrupolowy analizator czasu przelotu [QqTOF]
Putapka jonowa [IT]

Kwadrupolowy analizator typu orbitrap[QqOrbitrap]



Spektrometria mas

analizatory mas

Tandemowa spektrometria mas

( ) ) ) ( )
o |2 ol =" 0 )
- . = ( v
9 0 v ) - 0 LSO ) DD
vy s By i | P D 5
zrédto 4] — 0 ._) 4] )
jonizacji
Q1 Q2 Q3
(cID)

Tandemowa spektrometria mas w oparciu o dziatanie potrdojnego kwadrupola [QqQ]

Trypy analiz w trybie MS/MS:

monitorowanie wybranych/wielokrotnych reakcji fragmentacji
(selected/multiply reaction monitoring SRM/MRM)

skanowanie jonow wtérnych (product ion scan)

skanowanie jondw pierwotnych/macierzystych (precursor ion scan)
utrata czgsteczki obojetnej (neutral loss scan)



LC-MS

Wprowadzenie do techniki LC-MS

Technika LC-MS tgczy mozliwosc¢ rozdziatu analitow z uzyciem chromatografii
cieczowej (LC) z mozliwosSciami analitycznymi spektrometrii mas (MS)

]

=

i
i
i

Probka

chromatograf
cieczowy spektrometr mas

LC-MS pozwala na rozdziat zwigzkéw
o zblizonych czasach retencji, ale
réznych m/z ulegajgcych
fragmentacji w rézny sposob.

LC pozwala na rozdziat wielu
zwigzkow na podstawie réznic w
ich czasach retencji (tg).



LC-MS
Wprowadzenie do chromatografii cieczowej [LC]

LC — rodzaj chromatografii, w ktdrej fazg ruchoma jest ciecz ("eluent")

Mechanizm rozdziatu

Ze wzgledu na rdznice w oddziatywaniach miedzy fazg stacjonarng i ruchomag oraz
réznice w polarnosci zwigzkdow zawartych w probce, poruszajg sie one wewnatrz
kolumny z r6zng szybkoscig i opuszczajg jg w réznym czasie.

f FAZA STACJONARNA . g™
FAZA RUCHOMA

o == U 0 "=

) silne stabe

W oddziatywanie oddziatywanie

0

, Kolumna
Prébka

AACLifeSci 2,



LC-MS

Chromatografia cieczowa (LC)

Standardowy system chromatograficzny zawiera:

1 — zbiornik fazy ruchomej

2 - pompa

3 — automatyczny podajnik prébek
4 — kolumna chromatograficzna

5 - detektor

6 — komputer




Wybor techniki

LC-MS

Probka
> 2000 <2000
masa czasteczkowa
H,0 rozpuszczalniki H.O rozpuszczalniki
2 rozpuszczalnosé organiczne 2 rozpuszczalnosé organiczne

Chromatografia zelowa

* Filtracja zelowa
* Chromatografia jonowymienna (IEC)
* Chromatografia w odwréconym uktadzie faz (RP)

* Chromatografia w odwréconym uktadzie faz (RP)
* Chromatografia w normalnym ukfadzie faz (NP)

* Chromatografia jonowymienna (IEC)
* Chromatografia w odwréconym uktadzie faz (RP)
* Chromatografia oddziatywan hydrofilowych (HILIC)




LC-MS
Pompa

Gtownym zadaniem pompy jest zapewnienie stabilnego przeptywu,
ktdry zmienia sie w zaleznosci od rodzaju elucji
oraz
parametrow kolumny chromatograficzne;.

Pompa dostarcza faze ruchoma do uktadu chromatograficznego w trybie:

* izokratycznym e gradientowym
(staty sktad eluentu) (zmienny skfad eluentu)

Rozpuszczalnik 1 / Rozpuszczalnik 2=6/4

Dtugi czas analizy

NN

Rozpuszczalnik 1/ Rozpuszczalnik 2=8/2

OB |

Staby rozdziat 30%;

tgienie rozpuszczalnika 1




. LC-MS
Automatyczny podajnik prébek

Najczesciej stosowany w LC podajnik prébek ma postac¢ zaworu dozujgcego
(loop injector lub six-port valve injector).

1. Probke jest wprowadzana za pomoc 2. Gdy probka g est w petli, faza
mikrostrzykawki do fazy ruchome;j, ktéra ruchoma jest przepompowywana
wypetnia petle o okreslonej objetosci. przez zawor do kolumny.

strzykawka strzykawka
\l/ usuniecie z uktadu \L

usuniecie z uktadu

kol kol

Wprowadzanie prébki do petli Przeniesienei préobki na kolumne

Dozowanie probek powinien odbywac sie:

= 7 wysoka powtarzalnoscia
= 7 duzg doktadnoscia
= bez obecnosci pecherzykdw powietrza



LC-MS

Kolumna

Kolumny stosowane w LC charakteryzujg nastepujgce parametry:
= dtugosci kolumny,
= Srednicy kolumny,
= rozmiar ziaren fazy stacjonarne;.

Dtugosé kolumny |  Srednica Srednica Optymalna Ci$nienie
[mm] kolumny ziaren predkos¢ [bar]
[mm] [um] przeptywu
[pl/min]
Kolumna nano-HPLC 50-1000 0.05-0.1 1-3 0.3 <300
Kolumna kapilarna 50-1000 0.3 1-5 5 <500
Mikrokolumna 50-1000 0.5-1 1-5 10-50 <800

Kolumna HPLC o

. . .. 50-250 2.1 2-5 400 <1200
zmniejszonym ziarnie

Kolumna HPLC 30-250 4.6 2-5 1000 <400



LC-MS
Kolumna

| przepustowos¢

powtarzalnosé

czutosé

Rodzaje wypetnien kolumn LC:

C18 (ODS)
C8 (octyl)
C4 (butyl)
fenylowe
TMS
cyjankowe

retencja

selektywnos¢

stabilnos¢ chemiczna

2 2
NN SN R R R R SN N
CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, cn, C18(0Ds)

C, Cs Cie
W\ ANAA AMAMANAN
éS’rabe |$rednie 1 Silne 1

Oddziatywania miedzy analitem a kolumng



Faza ruchoma i stacjonarna

LC-MS

Charakter analitu /rozdzielanych zwigzkdw ma wptyw
na rodzaj fazy ruchomej oraz fazy stacjonarnej.

Uktad LC

Faza ruchoma

Faza stacjonarna

Rodzaj rozdzielanych
zwigzkow

NP

rozpuszczalniki organiczne:
dichlorometan, octan etylu

krzemionka, aminowa,
cyjankowa, diol

zwigzki organiczne nie
rozpuszczalne w wodzie

RP

woda/rozpuszczalnik
organiczny z/bez dodatkéw

C18, C8, C4, cyjankowa,
aminowa

zwigzki niepolarne,
stabe kwasy i stabe
zasady

HILIC

acetonitryl z wodg,
dodatki substancji
jonowych

polarna, czysta krzemionka

zwigzki polarne

IEC

wodne roztwory buforowe

anionowa lub kationowa,
Zywice jonowymienne

zwigzki jonowe,
jony nieorganiczne




LC-MS
Chromatografia w normalnym uktadzie faz (NP)

Rozdziat chromatograficzny w normalnym ukfadzie faz (NP) jest uzyskiwany na
skutek oddziatywan zwigzkéw zawartych w probce z polarng fazg stacjonarng
oraz niepolarng faza ruchoma.

Faza stacjonarna uzywana w NP: Faza ruchoma uzywana w NP:
e zel krzeminkowy: -Si-OH e dichlorometan
e cyjankowa: -Si-CH,CH,CH, CN e octan etylu
* aminowa: -Si-CH,CH,CH, NH, * inne rozpuszczalniki
e diolowa: -Si-CH,CH,CH,0CH(OH)-CH, OH niemieszajgce sie z wodg

( \ 1
ANALIT
f ANALIT NIEPOLARNY 2
Faza ruchoma "U'-AiKNY é H ﬂ
silne stabe 'i
oddziatywanie oddziatywanie | \ JL_

kolumna




Chromatografia w odwrdconym uktadzie faz (RP)

LC-MS

RP jest najczesciej stosowang posrod metod HPLC

Do rozdziatu chromatograficznego w odwrdconym ukfadzie faz (RP) dochodzi na skutek
oddziatywan zwigzkdéw zawartych w prdobce z niepolarng fazg stacjonarng oraz polarng
faza ruchoma.

Faza stacjonarna uzywana w RP:
(dtugotancuchowe weglowodory kowalencyjnie
przytaczone do powierzchni krzemionki)

* C18

« C8

 C4
* cyjankowa
* aminowa

Faza ruchoma uzywana w RP:

woda lub roztwér buforowy i rozpuszczalniki
organiczne, wsrod ktérych najczesciej stosowane
$3:

* metanol

* acetonitryl

NP-LC oraz RP-LC sg wykorzystywane do roznych celow w analizie probek biologicznych:

NP-LC stosuje sie do rozdzielania poszczegdlnych klas lipidéw dzieki obecnosci w obrebie ich struktury

»8tow” polarnych,

RP-LC stosuje sie do rozdziatu kwasow ttuszczowych dzieki réznicy w hydrofobowosci ich tarncuchdéw,
RP jest réwniez stosowana do profilowaniu metabolitow w badaniach metabolomicznych




LC-MS
Chromatografia jonowymienna (IEC)

Chromatografia jonowymienna zapewnia rozdziat analitow dzieki interakgji
jonow (lub substancji wykazujgcych zdolnos¢ do przechodzenia w jony)
z faza stacjonarng zawierajgcg jonowe grupy funkcyjne o przeciwnym fadunku do
analitow.

anionowa faza Faza ruchoma jest polarna rozdziat kationéw lub czasteczek

. (najczesciej woda z dodatkiem soli lub o dodatnim tadunku
stacyonarna wodny roztwér buforowy).

Zwiekszenie sity jonowej
fazy ruchomej jest gtéwnym

czynnikiem odpowiedzialnym za
wymywanie rozdzielanych

zwigzkow z kolumny IEC.

IEC jest stosowana do rozdziatu zaréwno drobno- jak i wielkoczasteczkowych
zwigzkdw o znaczeniu biologicznym (takich jak aminokwasy, kwasy karboksylowe, aminy).

Z uwagi na zjawisko supresji jondw wspomagane duzg mocg jonowgq fazy ruchomej IEC,
bezposrednie potaczenie tego typu chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas jest trudne do
realizacji.



LC-MS
Chromatografia oddziatywan hydrofilowych (HILIC)

HILIC jest stosowana do rozdziatu zwigzkow polarnych

Mechanizm rozdziatu w chromatografii HILIC jest oparty o zjawisko ekstrakcji w uktadzie
rozpuszczalnik - rozpuszczalnik na granicy faz wytworzonej pomiedzy warstwg wody na
powierzchni polarnego wypetnienia a rozpuszczalnikiem organicznym fazy ruchomej.

anality
bez tadunku

* hydrofilowa

* kolumna wypetniona zazwyczaj krzemionkg lub
krzemionkg ze zwigzanymi na jej powierzchni
grupami aminowymi bgdz amidowymi

\ Faza ruchoma

— e rozpuszczalniki typowe dla chromatografii RP,

ujemnie

natadowane zazwyczaj acetonitryl z niewielka iloscig wody

EELY

bez fadunku 0

dodatnio /
natadowane

ELELY
* sole octanu amonu lub mréwczanu amonu

Schemat interakcji miedzy réznymi typami polarnych dodawane sg w celu zwiekszenia polarnosci
analitow i fazg stacjonarng w chromatografii HILIC oraz sity jonowej fazy ruchome;j

HILIC tatwo jest potaczy¢ z analizami MS

Rozpuszczalniki organiczne obecne w fazie ruchomej dodatkowo zwiekszajg czutos¢ analiz MS
dzieki ograniczeniu zjawiska supresji jonéw.



Detektory

7

PARAMETRY DETEKTOROW

LC-MS

Detektory stosowane w chromatografii cieczowe;j:

©)

O OO O0OO0

uv,

fluorescencyijny,
elektrochemiczny,
konduktometryczny,
refraktometryczny,
detektor mas

* zdolnos¢ detektora do wykrycia substancji przy wyeliminowaniu
sygnatu pochodzgcego od rozpuszczalnikdw oraz innych substancji

selektywnosc zawartych w analizowanej prébce

ozhaczenie

* okresla najmniejszg ilos¢ substancji jakg detektor jest w stanie wykryé
w danych warunkach analizy oraz wystarczajgcg na jej iloSciowe

* charakteryzuje wielkos¢ sygnatu, jako odpowiedz detektora w chwili,
gdy oznaczana substancja zostanie w nim wykryta

Spektrometry mass - najlepsze detektory do analiz jakosciowych i ilosciowych



GC-MS
Wprowadzenie do GC-MS

Chromatografia gazowa(GC) - technika separacyjna
stuzgca do rozdzielania oraz analizy sktadu bardzo ztozonych probek w zaleznosci od ich
temperatury wrzenia/cisnienia pary oraz polarnosci.

w GC:
= faza ruchoma jest gaz (Ar, He, N, lub H,)
= fazg stacjonarna:

e adsorbent — Adsorpcyjna Chromatografia Gazowa(GSC) lub
» ciekta faza stacjonarna — Podziatowa Chromatografia Gazowa (GLC)

Rozdzielenie sktadnikow w GC zalezy od

przeniesienia substancji (w postaci pary) za pomocg gazu nos$nego (faza ruchoma) przez
kolumne.

Szybkosc¢ i stopien rozdzielenia zwigzkéow w GC zalezy od :

= powinowactwa chemicznego analitu do fazy
stacjonarnej
oraz

= preznosci par analitu — ktora jest regulowana przez O
temperature kolumny ’

3e+005 o

2e+006




Etapy przygotowania probki do analizy

chromatograficznej
Pobieranie prébek
gazowych
ciektych  ~§
& @
statych Obrdbka wstepna
suszenie d _ =
sgczenia . 5
homogenizacja 6 o &
\ L]
y
“4 Przygotowanie
probki
SPE
SPME e
Derywatyzacja
o sililowanie
NN alkilowanie
4-HNE
PFBHA*HCI
BSTFA:TMCS
OSi(CH3)5 | .
= __N-0

F F

4-HNE-PFB-TMS F

N\

GC-MS

Analiza
GC, GCxGC
FID
MS



Pobieranie prébek

Probka analizowana w GC moze byc¢ probka:
" gazowa
= ciekfa
= substancjg zaadsorbowang na powierzchni sorbentu
(np. mikroekstrakcja do fazy statej, SPME)

Stabilizacje sktadu i wtasciwosci probek uzyskuje sie czesto
poprzez dodanie odpowiednich srodkéw, ktoére:

- hamujg aktywnos¢ biologiczng organizmow wystepujacych w
probkach

- eliminujg zjawisko adsorpcji sktadnikow prébek na scianach
naczyn

- eliminujg ulatnianie sie sktadnikéw probek, rozktad
termiczny, reakcje chemiczne, i in.

GC-MS

Fiber
holder

Protecting
needle

Polymer
coating

Thermostat

Schemat SPME



GC-MS
Obrdbka wstepna probki

i

Stata+ciekta Ciekta Ciekia +

Stata ) Gazowa
i/lub gazowa gazowa
mielenie sgczenie rozcieficzenie adsorpcja adsorpcja
pulweryzacja rozdzielenie saczenie filtracja filtracja
trawienie homogenizacja rozdzielenie

rozpuszczenie wirowanie



Przygotowanie praébki

Techniki
ekstrakcji prébek
ciektych

Fiber
holder
Protecting o\
needle (' :. Techniki
ekstrakcji probek
Polymer G T gazowych
coating S
Thermostat Cus
— s
C
Schemat SPME

Metody ekstrakcji probek gazowych i ciektych

N

GC-MS

Statyczna analiza fazy nadpowierzchniowej
Static headspace analysis (SHSA)

Dynamiczna analiza fazy nadpowierzchniowej
Dynamic headspace analysis (DHSA)

Wymywanie i wychwytywanie
Purge and trap (PT)

Klasyczna ekstrakcja ciecz-ciecz
Classical liquid-liquid extraction (LLE)

Ekstrakcja ciggta
Continuous liquid-liquid extraction (LLCE)

Mikroekstrakcja
Microextraction ’ME)

Mikroekstrakcja do pojedynczej kropli
Single drop microextraction (SDME)
Mikroekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz

z wykorzystaniem membrany
Stir membrane /iquid—liquid) microextraction (SM-

Ekstrakcja
ciecz-gaz

Ekstrakcja
ciecz-ciecz

Ekstrakcja
BERaC Ekstrakcja do fazy ciektej
Extraction to the liquid phase

Ekstrakcja przez btony pétprzepuszczalne
Extraction with using of the semipearmeable
membranes (SPMD)

Ekstrakcja do fazy statej
Solid phase extraction (SPE)

Mikroekstrakcja do fazy statej
Solid phase microextraction (SPME)

Ekstrakcja poprzez membrane do fazy
stacjonarnej
Membrane solid phase microextraction (MSPME)

Ekstrakcja do sorbentow z nadrukiem
molekularnym
Moleculary imprinted solid-phase extraction (MI-SPE)

Ekstrakcja do zdyspergowanej fazy statej
Dispersive solid-phase extraction (dSPE)

Ekstrakcja przez membrany porowate
Polymeric membrane extraction (PME)

Ekstrakcja
ciecz-ciato
state

Ekstrakcja
gaz-ciato
state



Przygotowanie proébki

AL

Techniki

ekstrakcji probek
statych

AN

System do ekstrakcji mikrofalowej

Termodesorber

GC-MS

Statyczna analiza fazy nadpowierzchniowej
Static headspace analysis (SHSA)

Dynamiczna analiza fazy nadpowierzchniowej

I.Ek*stra k(;ja Dynamic headspace analysis (DHSA)
ciato stafe - Termodesorpcja
gaz Thermal desorption (TD)

Ekstrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrzgsanie
,Shake extraction”

Ekstrakcja strumieniem rozpuszczalnika
Extraction in a solvent stream

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta
Soxlhet extraction

Homogenizacja probki z rozpuszczalnikiem
Sample homogenization

Ekstrakcja wieloetapowa (sekwencyjna)

Ekstrakeja Multi- stage (sequentional) extraction

ciato state - ZmydIlanie (saponifikacja)
ciecz Saponification
Ultradzwiekami (sonikacja)
Ultrasound assisted

Metody extraction (USE)
klasyczne - Promieniowaniem
wspomagane mikrofalowym

Microwave assisted
extraction (MAE)
Przyspieszona ekstrakcja za pomoca
rozpuszczalnika
Accelerated solvent extraction (ASE)

Ekstrakcja rozpuszczalnikiem pod zwiekszonym
ci$nieniem
High- pressure extraction (HPE)
Ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana
promieniowaniem mikrofalowym
Microwave-assisted solvent extraction (MASE)

Ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym
Supercritical fluid extraction (SFE)

Metody ekstrakcji probek statych

auzdAsey AporaN

1l»es1s)a Aporaw
9US3ZO0MON



GC-MS

Derywatyzacja

Bezposrednia analiza mieszaniny zwigzkow w GC jest trudna ze wzgledu na:

zbyt niskg lotnos¢ analizowanych zwigzkow

zbyt niskg stabilnos¢ termiczng analizowanych zwigzkow

oddziatywania pomiedzy oznaczanymi zwigzkami

oddziatywania pomiedzy substancjami a fazg stacjonarng kolumny chromatograficznej

zbyt niskg czutosc i specyficznosé oznaczen

Dlatego tez waznym etapem przygotowania probki do analizy GC jest przeksztatcenie
analitow w ich bardziej lotne i termicznie stabilne pochodne (derywatyzacja)

Derywatyzacja analitow odbywa sie na drodze:

sililowania
alkilowania

acylowania
+ BSTFA:TMCS, 60°C/60 min

HO TMSO
cholesterol cholesterol TMS

Reakcja sililowania



GC-MS

Derywatyzacja
Rodzaj Grupa funkcyjna - Pochodna Odczynnik
derywatyzacji .
typ zwigzku
Sililowanie  -OH -alkohole, fenole Etery trimetylosililowe Bis (trimetylosililo)trifluoroacetamid (BSTFA)
-CO -ketony, steroidy N- metylo -N-(t-butylodimetylosililo)
-COOH -aminokwasy, trifluoroacetamid (MTBSTFA)
kwasy ttuszczowe, steroidy N- metylotrimetylosililotrifluoroacetamid (MSTFA)
-(CH,OH)n -weglowodany  Amidy trimetylosililowe Trimetylosililoimidazol (TMSI)

-NH, -NH, -aminy mocznik
-CONH, -CONH, -imidy,

biatka
Alkilowanie -OH -alkohole, fenole Estry metylowe (DMF) Bromek benzylu
-CO -aldehydy Trifluorooctany (TFAA) Trifluorek boru (BF;) w metanolu lub butanolu
-COOH -aminokwasy, Estry metylowe (BF;-MeOH) Dimetyloformamid (DMF)
kwasy ttuszczowe Etery pentafluorobenzylu Chlorowodorek pentafluorobenzylohydroksylaminy
-NH, -NH, —aminy (PFBB) (PFBHA)
-CONH —amidy Metyloamidy (TMAH) Wodorotlenek tetrabutylamoniowy (TBH)
-SH -merkaptany Estry metylowe (DMF) Bezwodnik trifluorooctowy (TFAA)
Acylowanie -OH -alkohole, fenole Pentafluoropropioniany (PFPA)  Bezwodnik kwasu heptafluoromastowego (HFBA)
-(CH,OH)n -weglowodany Trifluoroacetamidy (TFAI) N-Metylo-bis(trifluoroacetamid) (MBTFA)
-NH, -NH, -aminy Trifluoroacetamidy (MBTFA) Chlorek pentafluorobenzoilu (PFBCI)
-CONH -amidy Trifluoroacetamidy (TFAA) Pentafluoropropanol (PFPOH)

-SH -merkaptany Etery trimetylosililowe (MBTFA) Bezwodnik kwasu trifluorooctowego (TFAA)




GC-MS

Chromatograf gazowy
Linia
transferowa || Prébka
Chromatograf c .
d4Z NosN
Budowa chromatografu gazowego: i —— ~
— U (v jf’
= dozownik SEShS ol
Detektor ~ wolumna
probka jest wstrzykiwana do ogrzanego portu dozownika, kapilarna
gdzie jej lotne sktadniki ulegajg odparowaniu i w Hel
strumieniu gazu no$nego (obojetny, czystoé¢ = 99,9995% (99,9995%)
(Ar, He, N, Iulg H,)) przenoszone s3 na kolumne Schemat chromatografu gazowego
chromatograficzng (modyfikacja z de.leco-europe.com)

= kolumna GC
rozdzielenie sktadnikdw probki

x107 |+EI TIC Scan mocz
1.15

1.05

= detektor ]

0.9
085

reaguje na pewne wtasciwosci fizykochemiczne analitu i

generuje sygnat elektroniczny ktéry jest proporcjonalny

do jego ilosci

0,15
0.14
0.05
0

chromatogram - wynik rozdziatu chromatograficznego S roewmowo B E 4w o Eow F owom o F

Chromatogram GC sktadnikdéw osocza krwi

3



Dozownik GC

Dozowanie probek:

1. Probka jest wstrzykiwana do ogrzanego portu dozownika
2. W porcie dozownika lotne sktadniki prébki ulegajg odparowaniu

GC-MS

3. W strumieniu gazu nosnego lotne sktadniki probki przenoszone sg na kolumne GC

Najpopularniejszym dozownikiem stosowanym w

]

Needle of Injection Syringe

. . . . Sept
GC jest dozownik typu Split/Splitless (SSI) e
Septum Purge
ot & Gas ?UtIEt
Inlet Gas - _ ~
Dozowanie z dzieleniem strumienia (typu Split) Supply —=—; T
tylko niewielka czes¢ dozowanej probki wprowadzana
1 Split Li
jest na kolumne (zwykle 1/20 do 1/500) cplitLine
- stosowane gtdéwnie w analizie probek lotnych, - : |
w ktorych oznaczane sktadniki wystepujg w wysokich ' |
stezeniach (non-trace analysis) Split Valve
. . . . . . Inlet Liner “+— :-rl‘?:(t:te:r
Dozowanie bez dzielenia strumienia (typu Splitless) Body
catos¢ wprowadzonej prébki po odparowaniu jest |
kierowana do kolumny N 8
- stosowane gtownie do analizy sktadnikow Rﬁ:fg‘r"gg e
Capillary Column

na poziomie Sladow i ultra-sladow Ferrule




GC-MS
Kolumny GC

Kolumny pakowane (analityczne, mikropakowane) wypetnione fazg stacjonarna
(adsorbentem):

N
* adsorbenty weglowe /////’\\\>
« krzemionka N—A
* tlenek glinu =
* sita molekularne \

porowate polimery syntetyczne

Adsorbenty sg obecnie mniej popularnymi fazami stacjonarnymi ze wzgledu na:

* nizszg powtarzalnos¢ wynikow
e dtuzsze czasy retencji
* pojawianie sie ,pikdw ogonujacych" o znacznie nizszej efektywnosci

rozdziatu
Kolumny kapilarne (kapilarne, mikrokapilarne)
= 0 przekroju otwartym, wypetnione ciektg fazg stacjonarna: “__,zag |
* glikol polietylenowy | V
= ciekta faza stacjonarna powinna by¢: S\

e obojetna chemicznie

e zdolna do rozpuszczania rozdzielanych sktadnikow

* wysoce selektywna wzgledem sktadnikdw mieszaniny

* o niskiej lotnosci

* o0 wysokiej stabilnosci termicznej w warunkach pracy kolumny

e szczegolnie przydatna do rozdziatu sktadnikéw lotnych z wysoka
efektywnoscig rozdzielczg

" powszechnie stosowane



GC-MS
Ciekte fazy stacjonarne

il
_(SLiH_O_ Dimetylpolisiloksan
100?)/0
5% fenylo-Dimetylpolisiloksan
~ _ 5
@ ‘§ 50% fenylo-Dimetylpolisiloksan §
—Si—0 — E S
iy s . | . £
o S 7% cyjanopropylo, 7% fenylo-Dimetylpolisiloksan =
2 17
B § 25% cyjanopropylo, 25% fenylo-Dimetylpolisiloksan 2
! s
o Glikol Polietylenowy (PEG)
H H
70% cyjanopropylo-Metylpolisiloksan
el
(FHa ([ >90% cyjanopropylo-Polisiloksan
—?i—o— —Si—0—
((|3H2)3
CN
- 90% -4 L 10% !




GC-MS
Rozdziat chromatograficzny

Szybkosc i stopien rozdzielenia zwigzkéw na kolumnie GC jest funkcjg ich podziatu
pomiedzy dwie fazy (ruchoma i stacjonarng) pozostajgce w rownowadze

Rozdzielenie sktadnikow jest zatem wynikiem réznego tempa migracji spowodowanej
roznymi wartosciami wspotczynnika podziatu (K)

Mobile phase

Wspotczynnik podziatu mozna wyrazic

p . mixture
rownaniem Nernsta:
P @
®
Ks = C/Co
C, - stezenie analitu w fazie ciektej (stacjonarnej) Kslower

C; - stezenie analitu w fazie gazowej (ruchomej)

Im wyzsze powinowactwo do fazy stacjonarnej, tym wyzsza wartos¢ Ks i dfuzszy czas
retencji (tg)



Detektory GC

Charakterystyka idealnego detektora GC

O wysoka czutos¢

0 wysoka stabilnos¢ i powtarzalnos¢ wskazan

O szeroki liniowy zakres odpowiedzi (kilka rzedéw wielkosci)
O szeroki zakres temperaturowy

O krétki czas reakcji, niezalezny od natezenia przeptywu

0 wysoka niezawodnos¢ i tatwos¢ uzytkowania

U podobienstwo odpowiedzi wobec wszystkich oznaczanych
substancji

O niedestrukcyjny

Sygnat

GC-MS

~T

Zakres liniowosci

Steienie
substancji

10 20 30



GC-MS
Detektory GC

LOD Zakres liniowosci Wiasciwosci

[g/sec]

Rodzaj detektora

Rodzaj
odpowiedzi

Cieplno- uniwersalny  103-10° 103-104 pomiar zmian w przewodnictwie

przewodnosSciowy cieplnym

(TCD)

Ptomieniowo- uniwersalny 1012 106-10’ pomiar pradu jonowego

jonizacyjny (FID) pochodzacego z pirolizy

Wychwytu selektywny 1014 10%-103 do wykrywania zwigzkow

elektronow zawierajgcych atomy o wysokim

(ECD) powinowactwie elektronowym

Ptomieniowo- selektywny 1013 102 do wykrywania zwigzkow

fotometryczny (FPD) zawierajacych S, P

Azotowo-fosforowy selektywny  108- 1014 10°-107 do wykrywania zwigzkéw

(NPD) zawierajacych N, P

Fotojonizacyjny selektywny  108- 1012 10° selektywny dzieki zastosowaniu lamp

(PID) emitujgcych promieniowanie UV o
roznej dtugosci fali

Spektrometria w selektywny 1010 zalezy od grup do wykrywania zwigzkédw polarnych

podczerwieni z funkcyjnych

transformacja

Fouriera (FTIR)

Spektrometr mas uniwersalny 1012 zalezy odrodzaju  niedestrukcyjny,

(mS) a"a'::atma MS,  jedno z najdoktadniejszych i

gzynaucf;ﬁ;m najskuteczniejszych narzedzi w
2wigzkéw analizie zwigzkdw organicznych,

najwazniejszy detektor w GC



Detektory GC

Poréwnanie czutosci i zakresu dynamiki detektoréw w GC

TCOET —]
FID BT 1
HECDIET 1
FPD-SIE 1
FPD-PIEC 1
NPD-PEEC ]
NPD-NIEET 1
PID I _ 1
MS . m
(SIm) (SCAN)
1015 1012 10°° 106 103
fg P8 ng Hg mg
1 ppt 1 ppb 1 ppm 0,1% 100%

latl.

GC-MS



: : GC-MS
Chromatografia gazowa sprzezona

ze spektrometrig mas (GC-MS)
GC-MS

= jest wszechstronnym narzedziem do:
* rozdzielania
* identyfikacji
* ilosciowego oznaczania nieznanych substanc;ji

= jest najskuteczniejszg technikg w analizie lotnych zwigzkdéw organicznych w ztozonych
matrycach, w szerokim zakresie stezen (od ppb do ppm)

= charakteryzuje sie wysokg selektywnoscig i czutoScig, zapewniajgc szeroki zakres
zastosowan:
- medycyna, farmacja
- analiza materiatu biologicznego
- aplikacje sagdowe i kryminalistyczne
- monitoring srodowiska
- analiza srodkow bojowych
- analiza zywnosci/smakéw/zapachow
- aplikacje chemiczne/przemystowe
- badania geochemiczne
- analizy petrochemiczne



GC-MS
Aparatura do GC-MS

Analizowana Jonizator :
. . . .. Analizator
substancja (zrodto jonow)

Metody jonizacji

El — jonizacja elektronowa- najczesciej stosowana metoda jonizacji w GC-MS, ,twarda jonizacja”

Cl — jonizacja chemiczna- stosunkowo fagodna(tzw. ,tagodna, miekka jonizacja”)

Pozostate metody jonizacji stosowane w GC-MS:

fotojonizacja (PI)

jonizacja polem (Fl)

desorpcja polem (FD)

desorpcja laserowa (LD)

bombardowanie szybkimi atomami (FAB)
desorpcja plazmg (PD)

spektrometria jonéw wtornych (SIMS)

desorpcja laserowa wspomagana matrycg (MALDI)



GC-MS
Aparatura do GC-MS

Analizowana Jonizator .
(zrodto jonizaciji) Analizator -

Analizator - rozdziat jonéw ze wzgledu na stosunek ich masy do fadunku (m/z)

" Q- kwadrupol (pojedynczy, potrojny)
» |T - putapka jonowa (liniowa, sferyczna)
= TOF - detektor czasu przelotu

= hybrydowe analizatory MS: Detector — rejestracja danych
¢ QgQ = puszka Faradaya
. Q/IT = powielacz elektronowy
- Q/TOF = detektor mikrokanalikowy
* Orbitrap * fotopowielacz

" pozostate analizatory stosowane w GC-MS:
e sektor magnetyczny (B)
* sektor elektryczny (E)
* sektor magnetyczno-elektryczny
e jonowy rezonans cyklotronowy (ICR)
e analizator cyklotronowego rezonansu jondw z transformacjg Fouriera (FT-ICR MS)



GC

Zalety

Szybka analiza

Wysoka wydajnosc¢ - prowadzgca do wysokiej
rozdzielczosci

Czute detektory (ppb)

Wysoka doktadnos¢ (<1% RSD)

Technika niedestrukcyjna (gdy detektor MS)
Mata probka (<1 mL)

Wytrzymata i niezawodna technika

Dobrze ugruntowana dzieki obszernej
literaturze i aplikacjom

GC-MS

Wady

Ograniczona do probek lotnych lub po
derywatyzacji

Nie ma zastosowania w analizie probek
ulegajgcych degradacji w podwyzszonych
temperaturach (termicznie nietrwatych) —
wymagane jest przeprowadzenie
derywatyzacji

Nie ma zastosowania w chromatografii
preparatywnej

Do analizy strukturalnej analitéw
wymagany jest detektor MS

Detektory destrukcyjne (wyj. MS)
Ograniczona pojemnos¢ pikow w analizie

bardzo ztozonych probek — wymagany
rozdziat GCxGC



Dwuwymiarowa chromatografia gazowa
(GCxGC; 2D GC)

Chromatograf p
gazowy :|, Prébka
Gaz noény
Detektor ——8 ——
\
'
7 =
Kolumna
Kolumna 2D — kapilarna
/ . rs
Piec 2D —~ ] \ ¥~ piec gtéwny
f
/ \
L. =
Modulator termiczny Kolumna 1D

Schemat system do GCxGC (de.leco-europe.com)

GC-MS

Detektory GCxGC

» FID (maks. 300 Hz)
» TOFMS (maks. 500 Hz)
> p-ECD (50-100 Hz)

[ 10 spectra/second
@ 250 spectra/second

52 53 54 55 56 5.7 5.8 59 6.0 6.1 6.2 6.3

Szybkos¢ akwizycji danych

Kolumny GCxGC
Parametry kolumna 1D kolumna 2D
dtugos¢ 15-30 m 0,5-2m
Srednica wewnetrzna 0,25 mm 0,1 mm
grubosc filmu fazy 0,25-1 pm 0,1-0,25 um
stacjonarnej
rodzaj fazy stacjonarnej niepolarna polarna
100% dimetylopolisiloksan lub 50% fenylo/50% dimetylosiloksan lub
5% fenylo/95% dimetylosiloksan poliglikolowa(Carbowax)
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(A) Dwie frakcje opuszczajace [ kolumne kierowane sa po kolel do IT kolumny
(B) kompletna analiza dwuwymiarowa

Chromatogram 3D (widok z gory)

Masses: TIC

Signal

fl czas retencji
| (2D)

czas retencji
(1D)




GC-MS
GCxGC

Chromatogram 2D GCMS mieszaniny zwigzkow lotnych (alkany, alkohole, aldehydy, ketony, aminy)
[Pegasus 4D; Leco]



Masses: TIC
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Chromatogram GCxGC-TOFMS
sktadnikdow osocza krwi




GCxGC

Zalety

Zwiekszona pojemnosé pikédw - mozliwa
analiza bardzo ztozonych probek

Catkowite rozdzielenie wszystkich
sktadnikéw probki

Wieksza czutosé oznaczenn w poréwnaniu z
1D GC (wzrost stosunku sygnatu do szumu
S/N)

Uzyskuje sie chromatogramy strukturalne
Chromatogram 2D GC zawiera wiecej
informacji niz 1D GC - fatwiejsza i bardziej
wiarygodna identyfikacja nieznanych
substancji

Uporzgdkowana natura chromatogramow

GC-MS

Wady

Wymagane detektory o duzej szybkosci
akwizycji danych (TOF, uECD, FID)

Duza pojemnos¢ zarejestrowanych danych
— czasochtonne przetwarzanie danych

Bardzo wysoki koszt aparatury




Erasmus+

AACLifeSci @,

e-materiaty opracowane w ramach projektu

Advanced Analytical Chemistry for Life Sciences [AACLifeSci]

Projekt zostat zrealizowany przy wsparciu finansowym Komisji Unii Europejskiej

Niniejsze opracowanie odzwierciedla jedynie poglady autoréw,
a Komisja nie ponosi odpowiedzialnosci za jakiekolwiek wykorzystanie informacji zawartych w tej publikacji



Elektroforeza kapilarna-
spektrometria mas (CE-MS)

ACLifeSci =

Erasmus+



Elektroforeza kapilarna \CliTeSei 2

Separacja analitow oparta na ruchliwosci elektroforetycznej
Prosta aparatura

Podstawowe zastosowanie w bioanalizie

— Sekwencjonowanie DNA

— Analiza fragmentow DNA

Wiele udoskonalen w celu wiekszej selektywnosci jonow
obojetnych
— MEKC
— CEC




Zalety i Wady CE AMClieSel %,

Zalety

Oferuje nowg selektywnos¢, alternatywe dla HPLC

tatwa i przewidywalna selektywnosé

Wysoka wydajnosc¢ separacji (105 do 106 poétek teoretycznych)
Mate rozmiary prébek (1-10 ul)

Szybka analiza (od 1 do 45 minut)

Moze by¢ zautomatyzowana

Oznaczenia llosciowe

Rdzne ,tryby pracy"”

Wady

Nie mozna wykonac skali preparatywnej separacji
Niskie stezenia i mata objetos¢ nastrzyku
"Lepkie" zwigzki

Zwigzki trudnorozpuszczalne

Problemy z odtwarzalnoscia



Aplikacyjnosé CZE ACTifeSci 2,

e Szeroki zakres zastosowan
— Mikroczasteczki
— Makroczgsteczki (biatka, peptydy)
* Ograniczenia
— Musz3a znajdowac sie jony o roznych tadunkach
— Niska sita jonowa proébki
e Zalety

— Prosta metoda

— Bezposrednia analiza ztozonych systemow
biologicznych



Elektroforeza kapilarna (CE)  sifesc 2,

detekcja
stopiona krzemionka

1-30 kV

bufor prob bufor



RodzajeCE AACLifeSci 2,

Kapilarna elektroforeza strefowa(CZE)
— Tryb podstawowy wykorzystujgcy otwarte kanaty

Micelarna chromatografia elektrokinetyczna (MEKC)
— Rozdziat zwigzkow za pomocg miceli

Kapilarna elektroforeza zelowa

— Wykluczanie z wykorzystaniem rozmiaréw analitow - zele
przesiewowe

Elektrochromatografia kapilarna
— Potgczenie CE i HPLC

Ogniskowanie izoelektryczne
Enancjomery



ANCLifeSci @

Kapilarna elektroforeza strefowa (CZE)

> Mechanizm separac;ji

Wysokie
napiecie
przeptyw elektroosmotyczny:EOF

Detektor

wialka

2 sity:
-EOF
-ruchliwos¢ elektroforetyczna analitéw

o

gtéwne menu

e



Przeptyw elektroosmotyczny i 2,

* Mechanizm przeptywu zalezy od zastosowanego potencjatu
oraz pH

e Zapewnia przeptyw objetosciowy w kapilarze, ktéry modulujg
bufory o niskim stezeniu

» Zalezy od sity jonowej oraz od chemicznych wtasciwosci
powierzchni

ANODAleeacsapamaaas anaasaaaad KATODA

EOF



Ruchliwo$é elektroforetyczna MWl 2,

_ 9
: omnr

u= ruchliwos¢ elektroforetyczna
Q= tadunek czgsteczKi
n= Iepko.éé gérodka | ANODA (+) KATODA( )

r = promien jonowy czasteczki 5 5
e)e @9 N @‘5‘ e, %

)
j v

E=V/d

-V _
Bufor E 6;“: rn

Komputer
z rejestratorem
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Elektroforeza i Elektroosmoza

Obrazowe przedstawienie efektu potgczenia obu zjawisk w
kapilarze, gdy EOF jest szybsze niz EP

V

V= (:uep T Heo )E = (:uep T Heo )I

Veof
. 4
kation . VeE Viot=Veof+Vep

e

anion Viot=Y

RY
ANODA Vep cof-"eP  KATODA

<

Vv
_eofl  Viot=Veof

obojetna .




ACLifeSci 2,

Schemat przeptywu w CE i HPLC

$ciana kolumny

-




ACTifeSci 2

Rodzaje detekc;ji

Detektor Zalety Charakterystyka Limit detekcji (M)
- Mozliwos$é bezposredniej i Uniwersaln -103
UV/VIS posredniej detekcji Y -10°® zwigzki
-czesto stosowany detektor aromatyczne

-czuty i selektywny
- Uzywany do zwigzkéw

LIF -Selekt -10%-107°
fluorescencyjnych lub elektywny
pochodnych
-Informacje jakosciowe i -Uniwersalny -~10~ (zalezy to od
MS ilosciowe -Selektwyny rodzaju detektora MS i

- wysoka czutosé i selektywnos¢ rodzaju metabolitow)




Optymalizacja parametrow
separacji w CE

pPH

— Pierwszy parametr do kontroli

— Efekt EOF i ruchliwosci (tadunek)
Rozpuszczalnik organiczny

— Solwatacja analitu

Czynnik interakgji

— Parowanie jonow, solwatacja, itp.
Warunki bezwodne

— Solwatacja i tadunek

Temperatura
— Solwatacja, rownowaga chemiczna

A(TifeSci 2



Aparatura CE-MS WClifeSci 2,

ptyn ostonowy*

4 kardridz CE )

. Ly TOF
m W|altl)<afprobk|/
uforu
/
g kapilara* L
MASS SPECTROMETER
pojemnik

na probki it | o
ESI* "—‘

masy
kalibracyjné

BGE*

o
s
3
i

*WYMAGANA OPTYMALIZACJA



. ANCTifeSci 2
Zrodto ESI CE-MS

musi by¢ zoptymalizowane




. AACLifeSci 2,
CE-MS: Interfejs elektryczny

HV +/-

wejscie kapilary
do MS

zakonczenie kapilary przy wylocie

. HV +/-

zakonczenie kapilary przy wysokim napieciu

HV +/-
HV +/-

Zrédto jonow




METABOLOMIKA

A(LifeSci 2

Erasmus+



STRESZCZENIE
Wstep do metabolomiki

1. Podejscia analityczne w metabolomice
e Przeptyw pracy w badaniu metabolomicznym
e Kontrola jakosci 1 procedura zapewnienia jakosci w metabolomice
2. Przetwarzanie danych 1 identyfikacja metabolitow
e Przetwarzanie danych metoda pipeline
e Nietargetowe przetwarzanie danych metabolomicznych
e Identyfikacja metabolomiczna
e Analiza statystyczna
3. Analiza danych
e (Od identyfikacji danych do szlakéw biochemicznych
e \Walidacja biomarkeréw
4. (Czes¢ praktyczna
e Metabolomika targetowa i nietargetowa

e Metabolomika wraz z wolnodostepnymi narz¢dziami online EES&2

ACTifeSci 2




AACLifeSci 2,

Metabolomika

Nowa wschodzaca dziedzina badan "omicznych" (obejmujaca genomike, proteomike i metabolomike),
zajmuje si¢ kompleksowa charakterystyka czasteczek 0 niskich masach czasteczkowych, czyli

metabolitéw obecnych w systemach biologicznych.




AACTifeSci 2,
Dodatek: definicja metabolomiki

* Pomiar dynamicznej, wieloparametrycznej odpowiedzi metabolicznej systemow zywych
organizmow w stosunku do bodzcow patofizjologicznych lub genetycznych
modyfikacji (Nicholson, 1999)
-i1losciowy pomiar zwigzanego z czasem "calkowity" odpowiedzi metabolicznej na
bodzce patofizjologiczne (zywieniowe, ksenobiotyczne, chirurgiczne
lub toksyczne)
* MetaboLomics - obraz, MetaboNomics — film

« W dzisiejszych czasach wszystko jest Metabolomika



Definicja metabolomu

kompletny zestaw wszystkich metabolitow o niskiej masie
czasteczkowej, ktore, zmieniajg si¢ zgodnie z fizjologia,
rozwojem stanu patologicznego komorki, tkanki, narzadu
lub organizmu ... "(Oliver 2002)

Pochodzenie: Endometabolom, Microbiom, Xenobiom,
Nutribiom...
Natura: Glikom, Lipidom, Sfingolipidom, Peptydom ...

Metabolom  Fenotyp

+“—>

Gospodarz

ACTifeSci 2




Co moze zapewni¢ metabolomika (1)

* Przeglad stanu metabolicznego 1 globalnych zdarzen biochemicznych zwigzanych z
systemem komorkowy lub biologicznym.

-stany patologiczne bez znanego mechanizmu, tj. zwigzek pomigdzy otytoscig

| insulinoopornoscia

Cholic acid

~F o~
Taurocholic acid . %
/ Taurodeaxycholic T hospholipase A
e e .
Deoxycholic acid » Lysophospholipids t
(LPE, LPC,LPS,LPI) WO
» Secondary Bile acids GUT MICROFLORA N
INFLAMATION Biirubin | §

Chenoedoxycholic acid PUFA omega-3 series '. Q
Glycochenoeaxycholic
t acld \
Microblota
Utocholic acid 489 CENTRAL CARBON METABOLISM
piperdine | B 93
9 c2camitine ‘ B-hydroxybutyrate |
29 s camitine S o
Citrate __ Phenylalanine || Tyrosine "Q
Aspartate ¢ Tryptophan Proline

'Q + Arginine Oxalacetate . 'd

'\ | TCA cycle \"-._\’lsoeucine Leucine 'Q
2-oxoglutarate Valine 'Qo'

'_ Glutamate
Arginine

ANCTifeSei 2,



Co moze zapewni¢ metabolomika (11)

* ldentyfikacja (propozycja) nowych biomarkeréw, waznych w procesie
odkrywania nowych lekow lub jako narzedzie diagnostyczne w badaniach in vitro.

- na przyktad nowe biomarkery diagnostyczne w postaci agresywnej,

przewlektej bialaczce limfatycznej

A(LifeSci 2,

Utility of validated metabolites as bieomarkers of aggressive state of CLL

Metabalite

Acetyloarmiting

Butyrylcamitine
Haexanoylcamitine
Cictanoyleamitine
Decanaylearmitine

Palmiteylcamiting
Dedecanamide
Hexadecanamide

Oleomide
Limoleamide
Acylcamitines®

FaaR

AUC

AP
0.548

0650
0651
D662

0719
QLa97
0518

Q600
Oubsd
0743
LUE-2

Acylcamitines and FAA 0750

Sensitivity Specificity PPV (%)

(%0 (%)
43,2 3.0
10.8 ¥8.0
270 w450
297 25.0
27.0 24,0
405 4.0
B.1 1000
5.4 1000
18.% 4.0
142 78.0
32.4 ¥5.0
139 24,0
540 a%.0

Bé&.1
84.4

g87.1
B5.4
g1.8
B7.1
100.0

100.0

B35
89.0
B
b

83.1

MNPV (%)

&2.1
52.4

56.8
575
56.3

&1.2
S
5.4

54.2
2.9
58.4
k.7

&5.9



Do czego moze sluzy¢ metabolomika..... uihtesar %,

* poszukiwanie r6znic metabolicznych pomiedzy grupami (chory vs kontrola;
przed vs po leczeniu; jeden stan w porOwnaniu z innym)

* 1dentyfikacja zwigzkow, ktore sg znaczace 1 zaproponowanie mechanizmow

« zdobycie informacji na temat fenotypu

* obserwowanie efektow leczenia

* 0dnalezienie nowych celow terapeutycznych

Czym nie jest metabolomika.......

metoda, ktora ukazuje co dzieje si¢ z metabolitami lub lekami

metoda do oznaczen ilosciowych

uzycie prostego zestawu kitu w celu 1losciowego okreslenia grupy metabolitow (wymaga NMR, MS ...)
mozliwos¢ oznaczen bez rownoczesnego porownania probek



Definicja metabolizmu ACLifeSei 2,

Grupa (bio)chemicznych procesow wewnatrz
organelli, komorki, tkanki, narzagdéw lub organizmu,
niezbednych do przezycia




. : : A(LifeSci 2.
Podejscia analityczne w metabolomice "

Strategia Metabolomiki j
Nietargetowa Targetowa
v « ‘
9 & ®93 6 x‘
Probli Prébki i sandardy metabolitéw
l O%.; l )‘bs
4 o{)?g";‘ =

| . |||'l?r‘ ':, ' A

- it

Wyréw nanie i obrobka danych Analiza danych/ilosciowa
wer | !

Potwierdzenie Przzez standardy MSMS  Pordwnanie probeki standardow
Globalny profil metaboliczny Analiza iloSciowa specyficznvch matabolitow




_ ANCLifeSei 2,
Trzy sposoby badan metabolomicznych

@ Analiza metabolomu ’"D




TR INCE "@*
Cykl pracy AACLiTeSc V™

Cykl pracy
2

Pobieranie

3
E kstrakeja

metabolitow

Interpretacja
biologiczna

Przetwarzanie
danych

Identyfikacja
metabolitow




Techniki analityczne ACLifeSei

- zw1gzki $rednio polarne o malej masie czasteczkowe]
aminokwasy, acylokarnityny, poliaminy itp.
- brak derywatyzacji

== %-
« GC/MS ! e
- zw13zki polarne o malej masie czgsteczkowej - g 4/‘]
- gldwnie rozpuszczalne w wodzie (niektore hydrofobowe) | & . =
- obrobka probki: Derywatyzacja ° - ik
- powtarzalna fragmentacja - bazy danych i .
« NMR = -
- rozpuszczalne w wodzie ‘ T—
- praktycznie bez obrobki probki l Y
- wysoki LOD R
. LC/MS I
- od matych do duzych (<1500 Da) od $rednio polarnych do niepolarnych g——
metabolitow -
 CE/MS —




Platformy analityczne MS w metabolomice

Technika
analizy

Aplikacyjnosé¢

Zalety

Wady

GC-MS

Rozdzial, identyfikacja oraz
analiza ilo$ciowa lotnych i
termicznie stabilnych
metabolitdéw, mniej
polarnych.

Wysoka rozdzielczo$¢
chromatograficzna,
dostepnos¢ bibliotek
wielkoformatowych do
identyfikacji metabolitow.

Niezdolno$¢ do analizowania
metabolitow termo-labilnych
1 wysokoczgsteczkowych,
wymagana derywatyzacja,
nielotnych metabolitow.

LC-MS

Rozdziat, identyfikacja oraz
analiza iloSciowa szerokiej
grupy metabolitow, w
zaleznosci od typu kolumny 1
fazy ruchome;j.

Wysoka czutos¢, duza
pojemnos¢ probki,
derywatyzacja nie jest
wymagana, zdolnos¢ do
analizy zwigzkow termo-
labilnych.

Ograniczona dost¢pnosci
bibliotek komercyjnych,
eluentow LC, efekt matrycy,
ograniczony potencjat
identyfikacyjny, chyba ze,
stosowana jest technika MS-
MS.

CE-MS

Rozdziat, identyfikacja oraz
analiza iloSciowa polarnych 1
zjonizowanych metabolitow,
przy uzyciu zredukowane;j
objetosci probki.

Wysoka rozdzielczo$¢ 1
szybka analiza, uzyteczna
metoda dla ztozonych probek
biologicznych, nawet dla
matych objetosci probek.

Ograniczona dostepnosci
bibliotek komercyjnych.,
niekompatybilnos¢ bufordw,
granice detekcji, ograniczony
potencjat identyfikacyjny,
chyba zZe, stosowana jest

technika MS-MS.

ACTifeSci 2
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Kontrola jakoSci i procedura zapewnienia jakosci w metabolomice

A:Qcs (czerwone kropki) sklastrowane razem B:Qcs (czerwone kropki) rozrzucone



ACiTeSci 2,

Analiza danych w metabolomice: Przetwarzanie sygnalow

Przetwarzanie surowyc
danych

» Eonwersja plikow danych

Wstepne przetwarzanie

YN Y Y Y

danych
Fedukcja srumow
Detekeja pikow
Wryrownanie
Filtrowanie danych
Zagubione dane

Wstepna obrobka
danych
»  Normalizacja
»  Transformacja
=  Skalowanie

Obrébka danych

»  ldentyfikacja metabolitow
»  Analza statystyczna:
wielowymiarowajednornaczna




Technika analityczna: GC/MS M(TifeSci 2,

* Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas

e Zloty standard
- bardzo czuta 1 powtarzalna metoda
- Informacje: analiza jakosciowa 1 1losciowa
- biblioteki widm w celu 1dentyfikacji metabolitow
- 10-20% znanych zwigzkow mozna analizowac¢ za pomocg GC

*  Wysoka przydatnos¢ w metabolomice

{ i

(a) dane 3D GC/MS,
(b) chromatogram wybranego jonu
(c) w pojedynczym punkcie danych w czasie uzyskujemy pojedyncze widmo masowe.



Dekonwolucja

TIC

Component 1
Component 2

Component 3

Coelution of 3 compounds

a) /\atnx

|

b)

j\Merference

AN

L

J\arget |

After deconvolution

a) przed I

(zhttps://www.agilent.com/cs/library/Support/Documents/f05017.pdf).

b) po procesie dekonwolucji

A(TifeSci 2,



AACLifeSci 2,
Dekonwolucja widm w LC-ESI-MS | CE-ESI-MS

« Metody oparte na analizie pikow

* Molecular Feature Extractor (Agilent) oceniaja doktadno$¢ pomiarow masy w celu
grupowania jondw zwigzanych przez stan powtoki tadunku, rozktad izotopowy oraz
mozliwe relacje chemiczne przy okreslaniu, czy rozne jony maja tg samg ceche
metaboliczna.

* Mozna rozwazy¢, czy jony pokrewne tworza addukty: protonowe, sodowe, potasowe |
amonowe w trybie pozytywnej jonizacji lub tracg proton, tworzac addukty mréwczanowe

Itp. w trybie jonizacji ujemnej



Po dekonwolucji

AACLifeSci 2,
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Thomgsonsvs. Mass-to-Charge (mfz)

b) chromatogramy dla kazdego pojedynczego zwigzku otrzymanego po dekonwolucji
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Chromatogram lub lista cech? o

K Automatically Show Columns | ' 50 G b & B 5 % =] 6 0

ShowlHide * « Saturated ¥=| RT7+ m/z 7+ Mass 7+ Polarity 7 lons 7+ Height 7+ Area ¥+ Vol 7+ Quality Score ™

- [ S| 0514 280.0023] 279.085] Positive & 2740216 14234373 100

| = S| 0517] 205.0526| 202.0454) Positive 6| 4045612 70288412 a0

[ = 0626 140.0682] 150.0600) Positive 3] 1530642 7510633 100

|E =) 0.529) 1360482 135041 Positive 2 1187260 G01GE909 100

(=) S 057 1621126, 161.1053 Porsitive T FTGREOEG 19465836 100

L (=3 S 057 3042008 3032028 Positive 4 3021606 143680408 100

| F 058 140684 1130591  Positive 4| 549599 GEa5240 B0

.“ o I F 0614 17511582 174.1119 Positive 3 TEORGE 860452 91.86
2 | [ 0.625 1560768 156,0806| Positive 7| 1055485 6005360 100
. r [ 0.846 170.0027| 169.0854| Positive 4| 604901 3365886 100
o = S| 5.79] 5203380 519.3316] Positve 7| 5243084 36560864 80.2
A: F 3208 D44.3388) S43.3315 Posilive 4| 1239590 12508261 87
: E [=) 5| 3483 5203380 5193316 Positive 11| S3826TS SG0agZa2 85.2
2t [=) s 3.5 5443380 543.3316 Positive 7 2216628 36501788 100
:‘E I 5 S| 3.573| 4963389 495.3316| Positive 6| 8281163 80624664 86.1
u 3 S| 3.746] 4963388 495.3316) Positive|  13) 11742118 200075408 )
:_% I 7 S| 3.88] 5223515 521.3472| Positive 8| 2204035 17763280 87
.. [ S| 4.801| 524.3702| 525.3628) Positive| 12| 6862020 111854136 100
:‘E I_ = 5.027) 524.3702] 523.3629| Positive 6 1308318 #748089 &7
1 1= 5.559) 163.0393 162052 Posilive 4 1343239 2979156 100
:-E E [=) 5| 5561 3012830 300.2767 Positive 15| 7367381 D1TOG044 100
0§ [=) 5| 5561 1490235 1480162 Positive 4| 2015086 12886771 100
b L " 5507 008.3418| 337.3345| Positive gl 787867 2058574 100
| = S| 9848 G7D.5425| G74.5353|  Positive 7| BE21N4 IR0 100

| 3 5857 627.5008] G26.5260) Positive 3 712763 3673685 100

| = S| 5004| 701.5583| 700.551] Positive 8| 8615328 59468044 100

| = S| 5.041] 680558| GBB.5607| Positive 8 3178377 18867332 100

r F 5,991 TH4.5372| TRE.5299 Posilive 4 7380 4127601 100

[. I [ =4 Lol Tan RaRh THE ROGT | = P T 1RARRTS I | fSARAATH A

/A Chromatogram Resulls « | i ms Spectrum
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Procesowanie danych MULifeder %,

*  Wyrownanie
-przesuniecia pikow wzdhuz osi RT
-dwie grupy:
-dane wyrownywane przed detekcjg piku
-metoda wyréwnywania piku, gdy wykryte widmo naszego piku wyrownywane jest wzgledem innych probek.
-oprogramowanie:
— MetaboAnalyst (metaboanalyst.ca)
—mzmine and mzmine2 (http://mzmine.sourceforge.net/)
— metAlign
— BinBase (fiehnlab.ucdavis.edu)
—xcms and xcms2 (Scripps)
— metaXCMS (Scripps)
— XCMS Online (Scripps)
« Utracone dane
-problemy w dalszej analizie
-r0zne strategie
-zastgpienie przez warto$¢ minimalng, przez srednig/mediang, metoda Kk -najblizszy sasiad (KNN),
probabilistyczna PCA (PPCA), metoda Bayesa PCA (BPCA), rozktad wedtug warto$ci osobliwych (SVD) ......
* Filtracja
-zmienne o bardzo matych wartosciach - wykrywane za pomocg sredniej lub mediany
-zmienne, ktore sg prawie stale - wykrywane za pomoca odchylenia standardowego (SD)
-zmienne, ktore wykazujg niskg powtarzalnos$¢ - wykrywane przy uzyciu probki QC
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Wstepna obrobka danych

* Normalizacja « Skalowanie danych
-Normalizacja specyficzna dla probki (tj. masa, - Srednia centrowana
obj¢tosc) - Automatyczne skalowanie ($rednio-centrowane i
-Normalizacja za pomoca sumy lub mediany podzielone przez odchylenie standardowe
-Normalizacja za pomocga probki odniesienia kazdej zmiennej)
-Normalizacja przez spulowang probke - Skalowanie Pareto (Srednio-centrowane
pochodzaca od grupy kontrolne;j | podzielone przez pierwiastek kwadratowy
-Normalizacja za pomoca funkcji odniesienia standardowego odchylenia kazdej zmiennej)
-Normalizacja kwantyli - Skalowanie zakresu (Srednio-centrowane

1 podzielone przez zakres kazdej zmiennej)

« Transformacja danych
-Transformacja logarytmiczna
-Transformacja cube root
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Statystyka dla metabolomiki

ZMIENNE

o zmienna zalezna: reprezentuje wydajnosc lub efekt, lub jest
testowana w celu sprawdzenia, czy istnieje efekt, Zmienna
np .: 1lo$¢ metabolitu

zaleina
o zmienna niezalezna: reprezentuje moc wejscia lub przyczyny, lub '( ( - wp]ywa na
testowane sg, w celu zbadania, czy sg jakies$ ‘* miany
przyczyny, np .: warunki leczenia w obrgbie - W ) )‘
eksperymentu

zmienna -
* * *




PCA ACLifeSci 2,

Y-Axis
{Wykorzystywane jako narze¢dzie w analizie danych \

eksploracyjnych Group 2
o kazda kropka graficznie przedstawia kazda zmierzong @
probke Group 1

o algorytm nie ma wiedzy na temat przynaleznosci probek do
grupy -analiza bez nadzoru

o pierwszy gtowny sktadnik wyjasnia w najbardziej istotny

, . . /\
sposOb wariancj¢ Group 3
o zwiazki wskazujg wplyw probki w analizie T Z-Axis
)4 WPIyw D s ¥

o kazda kropka jest sumg zwigzkow dla probki

&szczelnoéé klasteringu ma wplyw na wariancj¢ probek / Group4 &5




Przewidywanie klas

-

algorytm ma wiedz¢ na temat grup do ktorych przynaleza

probki - analiza nadzorowana
Wspolne algorytmy
-Analiza dyskryminacyjna czastkowych
najmniejszych kwadratéw (PLS-DA)
- Maszyna wektorow nosnych
- Drzewo decyzyjne
- Naive Bayes
- Sie¢ neuronowa

J

ACTifeSei 2,
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Przewidywanie klas: PLS-DA

Analiza metoda czastkowych najmniejszych kwadratéw - Analiza dyskryminacyjna
Projekcja na strukturach opdznionych - Analiza dyskryminacyjna

/ Metoda statystyczna, ktéra ma pewien zwigzek z analizg gtownych sktadowych (PCA), ale \
jest analizg nadzorowana [supervised analysis]

o tworzy model regresji liniowej, wyswietlajac przewidywane 1 obserwowane zmienne w nowej przestrzeni
o dobrze dopasowana, gdy istnieje wigcej predyktorow (zwigzkdw) niz obserwacji (probek)
o kazdy zwigzek ma t-wynik, ktory reprezentuje jego wpltyw na prognozowanie

\o wartos$¢ ufnosci prognozowania jest przypisywana, gdy model jest uruchamiany /
Y-Axis

0é Y-Axis
: § 4
) IJI]
@ o |
D e |

@ i &

A
Y A 4
=% B T
M,g/ XA ~— . Z-Axis
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Jednowymiarowa I wielowymiarowa analiza statystyczna

. AT . _

&)= Q ! metaboanalyst.ca y ! we OO ) m G 0O

=! 3.S= MetaboAnalyst -- a comprehensive tool for metabolomics analysis and interpretation
R Command History

ﬁ : 1) Upload your data m

3 e n<=Initlanatulent s L "ptabie”,

- Tab delimited text [tx1) or comma separatod values (.cav) file: A o T

2 slet<-2eed Testlats inlat

-

» Precessing *Jepiacing_vish_your_file_peth=,

Nomiakoation Data Type Concantations Speckal Sing o Paak intensdly Ladie “cola®, Talecvi:

» Siatistics Format Samgies in Columng (unpalred g m

Dowmicad

3 et <~TanivyOmecalar s inden

Daata ¥ e Pamea Datablstrte cxv
Exa
Lippod Hies (.zip) :
Data Type © NMR poax k3! Wl peak it MN3J specra
Data Fee: Exrrme NG 34 D3 S HOCHONIES AINJUN 3TN0 m
Pair Fidec Exeny NO 2 ha SeleCOON IS0 NNoUN ATV

2) Try our test data :

Data Type Description v
2o Lo @ MoOE  Fant wpulidenl 23111001
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Przewidywanie klas: Walidacja modelu

[ ocenia doktadnos¢ tworzonej reguty predykcji, wskazuje na nadmierne dopasowane modele }

6 wszystkie probki w zbiorze treningowym, z wyjatkiem jednej uzywane sg w celu zbudowania reguty przewidywanQ
@
@

za pomocy tej reguly przewidywana jest klasa probki, ktora zostata pominigta

probka zostaje zwrocona do zestawu treningowego, podczas gdy inna probka jest pominigta 1 prognozowana
reguta budowana jest z pozostatych probek

o proces ten powtarza si¢, az kazda probka w zbiorze treningowym zostanie przewidziana doktadnie raz

Q liczba poprawnych 1 niepoprawnych prognoz jest nastepnie sprawdzana w celu okreslenia wskaznika sukcesu /
/ 1. probki w zbiorze treningowym s3 losowo dzielone na N rowng podzbiorom, zachowujac relatywng \

czestotliwosc klas
2. podzbiory N-1 sa nastepnie taczone dla treningu, a pozostaty zestaw stuzy do testowania
3. powtorzyc¢ krok 2 z pomini¢ciem kazdej grupy
4. powtorz krok 1, 2, 3 M razy
5. kazda probka zostaje przewidziana M razy, a wigkszos¢ klas przewidywana jest M razy
\ zgtaszanych w wynikach weryfikacji /
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Identyfikacja

1. Bazy danych dopasowuja zwiazki za pomocg doktadnego
pomiaru masy

2. Bazy danych dopasowujg zwigzki za pomocg 2 0rca
izotopowego

3. Bazy danych dopasowujg zwigzki za pomocag wzorca
Izotopowego oraz czast retenc)

| 3 SR 2421 ¥
I B . 5852008

JSON4N

7 7

4. Dopasowanie za pomocg biblioteki MS/MS
5. Dopasowanie za pomocg biblioteki MS/MS oraz czasu §
retencji v =~

b e MR e
Pl g4 Ju »

e | et | Seahe | ASGen | S Semn |-
v -

B E L E L EE L E S L R E RS B



Klasyfikacja baz danych MULifedci

Na podstawie danych spektralnych
- glownie male czasteczki, a nie tylko metabolity
- NMR
- MS lub MS/MS

Na podstawie informacji o zwigzku

- nazwa zwigzku, struktura, wtasciwosci fizyczne, identyfikacja

Na podstawie bazy danych szlakow metabolicznych

- metabolity, ksenobiotyki, biatka, szlaki sygnatowe

kompletna baza danych metabolomicznych

- kombinacja poprzednich



Lista baz danych w 2018 roku

URL
http://aralip.plantbiology.msu.edu/pathways/pat

hways

hitp://www.atipd.ethz.ch/
http://bigg.ucsd.edu/

http://biocyc.org/
http://bionumbers.hms.harvard.edu/
http://www.bml-nmr.org/

hittp:/fwww. bmrb.wisc.edu/metabolomics/
hitp:/ fwww.cowmetdb.ca/cgi-bin/browse.coi

hittp:/fwww.ebi.ac.uk/chebi/
https://fwww.ebi.ac.uk/chembl/about#
hittp://www.ebi.ac.uk/chebi/
http://chemminedb.ucr.edu/f
http:/fwww.chemspider.com/
http://ccd.chemnetbase.comfintro/index.js
ut

F Metabolome Database htip://www.csfmetabolome.ca/

Fiehn GC-MS Database

hittp://cedb.wishartlab.com/CCDB/
hittp://www.drugbank.ca/
http://www.ecmdb.ca/
http:/fweb.expasy.org/pathways/
http://fiehnlab.ucdavis.edu/Metabolite-Library-
2007/

http://www.foodb.ca
hittp://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
http://metabolomics. pharm.uconn.edu/iimdb/

hitp: fw.-wwgenome I:I.kaEE.f

Mame

KEGG

KEGG Glycan
KNApSACK
LipidMaps
MarkerDB
MassBank
MetaboAnalyst
Metabolights

MetaCrop
MetaCyc
METAGENE
METLIN
MMCD

mzCloud
OoMIM
OMMEID
Oryzabase
PepBank
PharmGKB

PMN
PubChem
Reactome
RiceCyc

Serum Metabolome

Database

SetupX & BinBase

AACLifeSci

LURL

http://prime.psc.riken.jp/?action=metabolites index
_pff'.w.w g_nornm p/kegg/ghycan/

: ip/?action=metabolites_index
hittp://www.lipidmaps.org/
hitp://www.markerdb.ca/users/sign_in
hittp://www.massbank.ip/
hittp://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/
hittp://www.ebi.ac.uk/metabolights/index
http://metacrop.ipk-
atersleben.de/apex/ffp=269:111:
hitp://metacyc.org/
http://www.metagene.de/program/a.prg
https://metlin.scripps.edu/index.ph
http://mmcd.nmrfam.wisc.edu/

https://mzcloud.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/
hittp://ommbid.mhmedical.com/
hitp://www.shigen.nig.ac.jp/rice/oryzabase/
http://pepbank.mgh.harvard.edu/

hittp:/ f'www.pharmekb.org/

http://www.plantcyc.org/
http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/
http://www.reactome.org/
http://pathway.gramene.org/gramene/ricecyc.shtml

http://www.serummetabolome.ca/
:fffiehnlab.ucdavis.edu/fprojects/binbase setupx

!"'




Experimental Masses (*): Retention Times: Composite Spectra: ° Stosowan ie adnotacji metabOIitéw.

enter &gﬂ-’fltﬂﬁl retenfion times

enter Svgmf.-:a'ﬂ mnput masses enter 5lgn.:’.canr composite spectra

Selacconar archivo uzytkownika.

All Experimental Masses: All Retention Times: All Composite Spectra

enter all retention imes

enter all input masses enter all composite specira

* Pomocny w identyfikacji utlenionych lipidow.

* http://ceumass.eps.uspceu.es/mediator

Databases (')

Input Masses Mode (%): lonization Mode (*): Adducts (*):

Al (Incheding In Silkco Compounds)

Kegg eutral Masses Neutral All
MD8 :
2 m/z Masses Positive Mode " M+H

LpdMaps
Negative Mode £ M+2H

Chemical Alphabet (*)

CHNOPS + O

Modiners {*)

Metin

AT N . . (O i Saice Compounds)
::jx) calculation of new m/z from neutral = MiNa

CH3C00 . s mass based on selected adducts £ M+K
F. M+NH4

CH3COONH3 All includng poptides

ANCLifeSci 2,

» Wyszukuje ujednoliconych zwigzkow z rdéznych zrodet.

« Stosuje wiedze na podstawie danych podanych przez



A =]
LIST OF COMFOUNDS
Ezperimental mass

ik 1773z
F99.23E7 17781
3993367 17EET
3993367 1]
3993367 13442
3993367 13443
3993367 957Ed
ik A3EE1
ik AZE4E
ik 0631
ik 1}
4213169 1E3ES
4213169 GETIZ
4213169 126612
4213169 138401
4213169 177z
4213169 17751
4213169 17EET
4213169 1294
4213169 12485
4213169 2EE0
4213169 17330
4213169 BEEOT
4213169 SOETA
4213169 B0zEl
4213169 105373
4213169 BEg24
4213169 17695
HT.2424 1772
HE2424 126531
HE2424 17653
HE2424 1}
HE2424 LLEor
HE2424 a3
HE2424 1}
feicrbeiicl 1]
feicrbeiicl 1772
feicrbeiicl 126691
feicrbeiicl 17E69
feicrbeiicl 1060
FATEE MEIEZ
FATEE 130803
FATEE AEREE
KRk Y 42RRA

Sheet0

Identifier Adduct

53

]

Ml+H

MH

rH
MMa
MMH4
MMH4
MMH4
P+ H4
P+ H4
P+ H4
P+ H-HZ 8
Ml+H

MH

rH

rH
MMa
MMa
MMa

P+ H4
P+ H4
P+ H4
P+ H4
P+ H4

P H4
MMH4
MMH4
MMH4
fH-Hz Oy
rH

Ml+H
Ml+H
&Y

P+ H4
P+ H4
P+ H-HZ 8
rH
MMa
MMa
MMa
MMH4
P+ H4
P+ H4
P+ H4

ulhiH4

T
|\-!-/|

FPFM Ernc

e O = = == D= Nt N N O O O = = = = A= 0 =R D= D= NS N O D= D, 0

E

Molecular Weigh Name

3993348
399.2348
3993349

1]
32,3083
32,3083
32,3083
BEZI08
BEZI08
BEZI08

=

4213192
42134192
4213208
21212
3993349
3993349
3993349
4042927
4042927
4042927
4042927
4042927
4042927
4042927
4042927
4042927
47393208
524
31624
31624

=

2982144
2982144

==

524
524
524
3201982
3201388
3201388
3201388
AM01988

F G

Formula
L-palmitcylearnitine C23H4EMO4
O-palmitoylearnitine C23H4EMO4
P almitowlc arnitine C23H45M04

Mo compounds Found for experimental mass 399.2267 and adduct: |

methgl S-butylperosy-10,12-0ct adecadienoate CzaH4204
methyl 13-butylperaay-3,11-oct adecadienoare CzaH4204
Lepidiumterpenyl ester CzaH4204
FAG[0:0020:2[ 112, 142)40:0] C23H4z04
FG[20:2[112,142)40:040:0] C23H4z04
Fersenone B C23H4z204
Mo compounds found for experimental mass 3993367 and adduct: |
Gamma-linoleryl carnitine C2EH43MO4
Alpha-linclenyl carnitine C2EH4 MO8
AGELASIMNE C2EHIANG
Latanoprost ethyl amide-d4 C2EHI504M04
L-palmitoylearnitine C23H45M04
O-palmitoylearnitine C23H45M04
P almitowlc arnitine C23H45M04

1alpha,26-dibydrony-21-nor-20-oavicamin D3 ¢ alpha, 26-dikgdrosy-2° C2EH4004
1alpha,26-dibydrony-24-nor-22-ozavicamin D3 ¢ alpha, 28-dikydrosy-2 C2EH4004
Tb-Hydrony-3-omo-5b-cholan-24-0ate C2EH4004

Androstane-3,17-diol dipropionate;Salpha-Androstane-3alpha,17bet: C2EH4004
W-Carboity-gamma-chromanol C2EH4004
PG00 22672102132, 162,192 40:0) C2EH4004
MG[22E42, T2 02132, 1620 0:000:0) C28H4004
MG 22642, T2 02132 162)10:0) C28H4004
MG2ZE[TZ 102 132162192 00:0¢40:0) C28H4004
F-hydrogylinoleoylearnitine C2EH45M05
Diecanoylc arnitine CITHI3M04
L-Hexanoylcarnitine n-butyl ester CI7H33MO4
O-decanoyl-F-carnitine CI7H33MO4

Mo compounds Found for experimental mass 3152424 and adduct: b
8E-Heptadecenedioic acid Ci7H3004
Flakortic acid CITHI004

Mo compounds Found for experimental mass 3152424 and adduct:

Mo compounds Found for experimental mass 337.2234 and adduct: |

Diecanoylc arnitine CITHI3M04
L-Hexanoylearnitine n-butyl ester CITHI3M04
O-decanoyl-F-carnitine CITHI3M04
testolic acid ClaHza04
10beta-Hydrony-Ebet a-isobutyrylfuranoeremophilane ClaHza04
[t]a-CMBHC ClaHze04
[8]-Gingerdione ClaHza04
R'-Carhnsu-aloha-chiomannl CI9H80

CAS

2364-E7-2

2364-E7-2

4360-14-5

39E2-456-2

J992-45-2

FO83-09-2
TYE-0E-E

L02990 HMDE00022E LIMF A07070004

LIAF AC0400 36
LIAF AC0400 37

HRADIEONT? 735
A

040z 441
"i0245130
"439534
"442577

r

TRAAA1RZ 4

InChiKey
HOMBREHEHMYMOC-MRF AMEHFSA-N
HOMRRGHKHMYMOC-UHFFFADY S A-M

ACTifeSci 2

a Fe

FPathways

AOMRRRHKHMYMOC-0ACYLSRUS Fatty acid Metabolism  Fatty 3

HWEZMEFOREKMPCH-ZAPIWEJS A-M
GUWYTNFTRALEOJ-AEFPWDTSSSA-M
PASMASCLCDKEJK-UHFFFAQYSA-M
PRMJISUEZTCFTEMO-HZ Y TTRRMSA-M
ORBGFYBOCEYOSM-KOTZXISHEA-M
MLEMGLZUOMHEHE-ISLYRYAYSA-M

VOPMHYILRYSALE-BAHSRKMESA-M
DFYGEGEGEHEDAHYIL-UHMZ JEMFSA- M

AOMRRRHKEHMYMOC-MRF ANRHFSA-N
AOMRREHKHMYMOC-UHFFF A0 SA-M

AOMRRRHKHMYMOC-0ACYLSRUS Fatty acid Metabolism  Fatty 3

AOMOZEGEK W ZETRY -OQGZJSIESA-M
UMBLCGLUMINBCT-MPRASGCS0EA-M
HHELTYUHWGHOC.-JFRF PSR
Fif 85 LWSHYLKUEY -LF W' wRBCSA-M
ITULC=MOMOEAH- Y ULOOORSA-M
LREJILYYDLUADM- JLMKGISITEA-M
HOIQCISTZKHUDO-ALWITYRPSA-M
MFZWSBAEZZLY AU-WwMPRHZDHSA-MN
IDSLCYURGADTOA- Y AW AMZOFSA-M
R HCASY HUFMSEUTJAPWESS A-N
LZ0SYCMHOPEFU-UHFFFAQYSA-M

LZ0SY CMHARPEFU-0AHLLOKOS A-M
VOTSYOOUGAHLOY-OWOIBTEDSA-M
ZCLIFHUIADAYRG-CMOGGEOBRGES A-M
LZ0SYCMHOPEFU-UHFFFAQYSA-M
LZ0SYCMHOEPEFU-0AHLLOKOSA-M
EMUEIPRPERPTR-DEEHRSCEOSA-M
Wi BRAGLGGEIMUO-BIGGEFVEDS A-M

QOSRAFMZGKMHFZ-UHFFFADYSA-M
MW PR YRAF S IBMI-IFE Y 2 P HE S AR
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Potwierdzenie przez dodanie standardu
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Od list do szlakéw biochemicznych zwiazkow MClifeSei 2,

METABOLIC PATHWAYS
Fsterton | Concin Reterton | conc ke o
Time e Tre U

Compourd imiy B ‘Compourd imin) ]
Dres-cephospino -L-semne R ©L*  DOne-be B35 =
Drez-cophospin ~LAymsine o= <0l One-3-aminocaliopic acld Bt as
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A(TifeSci @,
Bazy danych szlakow biochemicznych "

* Bogate zrodio danych biologicznych, ktore dotycza metabolitow genow, biatek, chorob, sygnalizacyjnych
zdarzen | procesow

« Zapewnienie roznych narz¢dzi umozliwiajacych wizualizacje 1 mapowanie gendéw/metabolitow
* (Czesto obeymujg wiele gatunkow

« KEGG (www.genome.jp/kegg/), BioCyc / MetaCyc (https://biocyc.org/), SMPDB (www.smpdb.ca),
Reactome (www.reactome.org), WikiPathways (http://www.wikipathways.org) ...

« "Scisle méwiac, mozna argumentowaé, ze szlaki nie istnieja ... sa tylko sieci. "(WikiPathways.org)
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Analiza wzbogacania, podej$cie MSEA HESET &%

Analiza ilosciowego

Analiza reprezentatywna Profilowanie pojedynczych probek _
wzbogacania

stezenie zwigzku stezenie zwigzku

porownac¢ do normalnych
odnosnikow

selekcja zwigzku
(t-test, klasterowanie)

\ 4

lista istotnych zwigzkow

/ znajdz wzbogacone biologicznie

wejscie ORA
dla MSEA

Ocena bezposrednia
zestawu metabolitow

interpretacja biologiczna




Rozpocznij od listy zwigzkow AACLifeSci 2,

faltome ‘ Statistical Analysis nrichment Analysis Pathway Analysis Time Series Other Utilities
Steps
‘ » A list of compound names (over representation analysis)

*  Processing

|b A list of compounds with concentration values (single sample profiling) |
»  Siatistics
» Enrichment | » A concentration table (quantitative enrichment analysis) |
»  Pathway
¥ Time Series
»  Peak search
»  Metabolites

Log out
m““'"" | Statistical Analysis nrichment Analysis Pathway Analysis Time Series Other Utilities
Steps
» A list of compound names (over representation analysis)

Processing
| » A list of compounds with concentration values (single sample profiling) |

Statistics

Enrichment | » A concentration table (quantitative enrichment analysis) |

Time Series

>
>

>

»  Pathway
>

»  Peak zearch
>

Metabolites

Log out




Porownanie stezen

mHame

Steps

¥ Proceszing

Pre-process

| |

Data check

Miszing value
Data fitter
Data editor
Color picker
Mormalization
Statistics
Enrichment
Pathway
Time Series

Peak =earch

¥y ¥ - - rx- ¥

Metabolitez

Download

Log out

Comparison with Reference Concentration

Mote: refersnce concentrations are in the form of mean{min - max) format. In cases where the ranges were not
reported in the original hterature, the min and max were calculated using the 35% confidence intervals. In the
Comparizon column, H, M, L means higher, medium (within range), lower compared to the reference

concentrations. Click the Image Icon link to see a graphical summary for the comparisons.

Compound Concentration | Reference Concentrations Comparizon | Detail Include
—t
. 1.579(0.789-2388); 084 (027 -181); 3751 -85 3(1.5-45);1.8 ——!
L-lzoleucine 0.24 - M =g
0.8 -2.8) —_ |
—_—
: . 10.4(2.8-53.7);05(0.1-1.7);1(0-2);0.95(0.02-1.88); 0.8 (0.1 - ——
Fumaric acid 0.&7 ' ) ) ' I —
1.7); 10.7 {0.1 - 28.2); 4.8 {0 - 35.2); 5 {1 - 33.5) — | r
—
4.2 {098 -15.3); 0.92 (0.2 - 2.8); 320 (103 - 1220); 20 (2-180); 15.3 (2 - ——|
Acstons 0.2 . M =g
2l J— |
14.4{2.5-19.3); 3.8 {1.25-6.7); 1286 (0.47 - 24.73); 14.48 (11.28 - —
Succinic acid g2 17.88), 9.9 (4.9 - 14.9), 38 (37 - 41); 197.2 (29.4 - 486.2), 185.4 (6 - M _._-I I
342.8) 7.7 (1.9-20); 11.6 (4 - 27.3); £.25 (0.5 - 18) - !
1- . 2.2{0-7.4); 328 (0-70) 2 . —— r
Methylhistiding | = 13{0-4.08;46(19-7. ' -
—
L-Azparagine | 1962 35 (16.4 - 57.2); 9.211 (3.289 - 15.1); 0.96 (0.31 - 1.61): 10 (4.6-16.32) [ M =~
- !
2= I
o - o . o mE oA 4m - ——
. Ni 42 76 (19892 - 85.8); 151 {3.92-268.3), 125 (8.3 -18.7) I
Methylhistiding | = - r
—
26.2 (10.82 - 81.58); 12.7 (4.934 -20.4); 1 (0.16-2.4); 49 (2.4 - 7.4), 18 —
L-Threcnine  93.19 oo o H i
i - .:E-Il; 18 (8.4 - .:.'.E-Il — |
—_—
. - 48 (9 - 135); 113 (D - 854); 28 (5 - B356); 1687 (124 - 210); 212 (0 - 5000); ——|
Creatine 720 1] . G

450 (0 - 10000} — I

ACLifeSci 2,



Ilosciowa analiza wzbogacania

mHame

Steps

¥ ¥ ¥ ¥y ¥ ¥ v

Processing
Statistics
Enrichment
Pathway

ime Series

Peak search

Wetaboltes
Download

Log out

Statistical Analysis irichment Analysis

Pathway Analysis Time Series Other Utilities

» A list of compound names (over representation analysis)

| » A list of compounds with concentration values (single sample profiling)

¥ A concentration table (quantitative enrichment analysis)

E}Fcrmat

Upload your concentration data (.csv)

Compound Label Type:

Phenotype Label:

Try our test data:

Data Compound

¢ pDatail Commaon name

" Data2 PubChem CID

Browse...

Cempeund namez vI

Dizcrete (Claz=ification) j

Phenotype

Dizcrete

Continuous

Submit

Description

Urinary metabolite concentrations from 77 cancer
patients measured by 1H NMR. Phenotype: M -
cachexic; ¥ - control

Urinary metabolite concentrations from 97 cancer
patients measured by 1H NMA. Phenotype: muscle

gain (percentage withi 0 days, negative values

indicate muscle |

ACLifeSci 2,
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*  Time Series GLUTAMATE METABOLISM

— AMMOMNIA RECYCLING P value

INOSITOL METABOLISM
2e-03

Peak zearch SPHINGOLIFID METABOLISM
. FYRUVATE METABOLISM
IMetabolites GLYCOLYSIS
INSULIM SIGHALLING

Download FRUCTOSE AND MANNOSE DEGRADATION
CITRIC ACID CYGLE

Log out FURINE METAEOLISM
MITOCHONDRIAL ELECTRON TRAMSPORT CHAIN

UREA GYGLE

ASPARTATE METABOLISM

PHENYLALAMINE AND TYROSINE METABOLIEM

CATECHOLAMINE BIOSYNTHESIS

EILE ACID BIOSYNTHESIS

FYRIMIDINE METABOLISM

CYSTEINE METABOLISM

GLUCONEOGENESIS

GLUGOSE-ALANINE CYGLE

HIETIDINE METABOLISM

ARGIMINE AND PROLINE METABOLISM

TYROSINE METABOLISM

PHOSPHOLIPID BIOSYNTHESIS

PORPHYRIN METABOLISM

TAURINE AND HYPOTAURINE METAEOLISM

ALANINE METABOLISM

OXIDATION OF BRANGHED GHAIN FATTY ACIDS

BETA OXIDATION OF VERY LONG CHAIN FATTY ACIDS

STARCH AND SUCROSE METABOLISM

MALATE-ASPARTATE SHUTTLE

LYSINE DEGRADATION

EIOTIN METAEOLISM

KETOME BODY METABOLISM

FANTOTHENATE AND COA BIOSYNTHESIS

BETA-ALANINE METABOLISM

L J

L J

Se-01

T

1e+00

UL

| | |
g 10 12

[}
M3
-
(=1}

Fold Enrichment

Metabolite Set | Total | Hit| Statistic | Expected | P Value | Holm P | FOR | Details

TRYPTOPHAN METABOLISM k= 2 | 15.088 1.3158 2.3T12E-5 | 0.0024707 | 0.0020529 I*li.

PROPANOATE METABOLISM 18 1 17.685 1.3158 1.3542E-4 | 0.0062741 | 0.0020525 1 ‘ll

BETAINE METABOLISM 10 2 [ 143m 1.3138 1.4513E-4 | 0.0063865 | 0.0020529 I*li.

METHIOMIME METABOLISM 24 4 | 11.386 1.3158 1.7852E-4 | 0.0075762  0.002052% 1 ‘11

.
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Analiza szlaku metabolicznego (MetPA)

* Cel: rozszerzenie 1 wzmocnienie analizy wzbogacania zestawu metabolitow dla
szlakow przez
-Biorac pod uwagg struktury szlaku
-Wizualizacje dynamiczng szlaku
* Obecnie obejmuje ~ 1500 szlakow 17 organizméw (w oparciu o KEGG)
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Zajecia praktyczne. Wizualizacja 1

o— WorkflowgMetabolomics 3.0

Welinme 1o the collaturative portal deduuted Lo metalndomo dats procesceyg, analysis

= andd annotation for Metabolemics commumity
© rratetion
T

oy | -
Teoieat s w*“ 2
STEP 2 STEP 3 STEP 4 M5 Lewves:
Connect 10 Galasy Upload your data | Mo reproduciio | =

x| e | S5 ) (o)

Outputt Direciony

Opiions
Outpus fomat: [maML | Estonsion:

Binawy encoding precision: @ Gibe () 324
Witsindew. | Use b compressonc |+f]
TPF compatiblty. [ Package ingap: [

TOreLy shod DOStTee MENET COmEne L

Use these sefirga reod b | stan M5 onvens
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* Fe Id T \ ;
g Fle fdt Vaw Took Windew Help

BS LOARA R ¢ sameamry |

Doy

I TatslnComt - ozangeie FC
 Bame Posk L
1" oty Wag r Ee)

" Sutnce
 Goch
& Lres
" log

1~ ogh0
& Moo
 Sacorx

i

© Lancagut nomres

.

L
"
x

WorkflowgMetabolomies 3.0

Welinme 1o the codlaturative prortal deduutod Lo metalndomaos bats procescey, analyss
andd annotation for Metabolembcs commmity

"W arw Mgy bn nanner 1 aest 1Y
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Mory mows i Pvwonder ! *

STEP 2 STEP 3 STEP 4
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Zajecia praktyczne. Wizualizacja 4 AACTifeSci ﬂ:ﬁ__

¥ Galaxy / 4 /] Metabolomics
Tomre 2 -y soT
- <L 5
Wataed e Sem yeer . I maemas etery
aa Workflow4metabol
e orkflowdmetabolomics - ..
@ v ey w e Ve e
O €) Current version : 3.0 S A
Oweers Camt-w PUBRESRER. | T e AT B e Wnen ey e e Perre Peec T TEE LR LR
Wi P s Srgte Cwgare Mece beraiy Swve e SOwCE Men e b g
Retvtam Aetven Conmp (harca b Viavanct pndt (Neatogte (aor (734 .
Ll o] L
L)
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o= orantier
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e R ]
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nazwij probki jak chcesz (unikaj nadania ,,ID”
jesli zamierzasz otworzy¢ poézniej pliki w programie Excel

¥
column names
Sample metadata

«—— pierwszy rzad

Information about your samples
(study factors for example)

=]
w
£
o
E
@©
7]

!

pierwsza kolumna

ID prébek musi pasowac do danych z matrycy
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sampleMame class polarity sampleType batch
qQc aone post e pool Bl
c1 one postive sample Bl
HC3 aone post e sample Bl
BL ane postive biank Bl

= Galaxy / 4 / Metabolomics

CHIE00E

wmples 19

LD

Preprecessing
Rormalisaten
Quality Conirol
Statistical Analysin
Anatation

COMMON YOOLS
Oala Handling
Texl Manipulation
riftar and Sort

Type (sol all):

Lo

injectionOrder diet
1 A
7 C
10 HC
1z A

{empty)

Unnamed history

AMCLifeSci 2,

- e

Download from web or upload from disk

teglion

You ad0ed 1 Nals) 20 e Guaws. ASd mares Flan o O St 12 proceed

Size Type denome Settings

- Q P——— 5 °

19,0 M Auss dete

Upload configuration

Status

°

&  Cotver? spaces 10 Tats

&  Use POSIX Standg

- Q

Al -Suatat

> Choose FIP e CF PastasTeton cata

2 Choose ocal fie

Sanome (sel all): wrageahed |

Wiory s evephty, You can |
Own Sala o get Sata
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= Galaxy / 4 / Metabolomics aneiyze Data

=]

ot . Mistory o0
Sifb , =
i Unaamed history

| Workflow4metabolomics o ve

LC-MS
Pestory i emgly. You can
Ereprocasaing Download from web or upload from disk o it
Normalisation
Quality Control
Compaaite paicg
Statistical Analysis
Annctation
GC-MS
Breprocessing
Normalisation FTP Mes o
Quality Control
Ths Galawy Server aows you 10 Lpioad fles via FTPR. To upioad some fles, g n
statistical Analyss Lo the FTP server &t ftp.workfl lomics.org usng your Galaxy
Annotation credection (emad address and password)

RMR

. > aa
7 Crenes =--'-ﬂ
o e Ve G Bestnen S ey vYour FTP dieectory Goes Nt contan sy Dies

ereprec | 8.0 9
nmml“v-‘r'- e - ’
Quality s ¥ we « . . 2 &
- ~u ‘
Annotat e -r ) Q
COMMO| ——— . Hoechd
Data Ha iy 7
I . | e J 2l fle {Z Pavte/Fetch data » t X Close

Eiltac a0

.
o Unsecured FTP connection
1 Heermon,

PAarto el b 1ant o PAArnon. Pleete Contect your wab
Reting tarvece gerdes er mpatane
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Download from web or upload from disk

Reaular composite Collection

You added 1 fle(s) to the queue. Add more files or click 'Start' to proceed

Name Size Type Genome Settings Status

(N samples, 7~ e - aa - . - ~ N - - a8
FTP flles o

This Galaxy server allows you 1o upload files via FTP. To upload some files, log In
to the FTP server at ftp.workfl R tabol ' org using your Galaxy
credentials (emall address and password).

Avallable files: @) 1 ries & 19.6 MB
¥ Name Size Created
& samples.zip 19.6 MB 11/22/2017 05:09:03 PM
Type (sel pspecified (?) »
L Choose local file .l > Choose FTP file ] (& Paste/Fetch data Reset m Close

Download from web or upload from disk

Reguine Composte Collaction
Mame Eize Type Canome Sattings Sratus
B2 LE_Pasitive_meXML. sp W0 G ALt -cate L q urimpecifad (7} - g = L
Type (sat all): AuLo-detect - o Gonome {soet all): unspecified [#) .

B Chooss iecal file B Snhoosa TP fAis [ PanteFatchn data Pavine Manet
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= Galaxy / 4 / Metabolomics Aanaiyze Data Using 12.0 GB
Tools L o History cum
gearch tools O m >< ifb s o
mnnmlg:“guﬁfu; from your ] W k ﬂ 4 b 1 . g Unnamed history
: orkriow4metabolomics
LC-MS k- s eI - ES empty) & L 4
Preprocessing &
@ current version : 3.0 T
Normalisation
Quality Control Publication: Franck Glacomoni, Glidas Le Corgullié, Misharl Monsoor, Marion Landi, Plerre Pericard, Lzip
Mélanie Pétéra, Christophe Duperier, Marie Tremblay-Franco, Jean-Frangols Martin, Danlel Jacob,
Statistical Analysis Sophle Goulitquer, Etienne A. Thévenot and Christophe Caron (2014). WorkflowdMetabolomics: A
Annotation collaborative research infrastructure for
H Upload File
GC-MS 1 .
Preprocessing Help and support: support@workflowametabolomics.org PatsserTnonation
Normalisation Nama X
ested
€) Latest news Fos
Statistical Analysis d
A tati * 10/05/2017 - LC-MS: A new tutorial video explaln how to run xc| "™ -
[link]
NAR * 20/04/2017 - WorkflowdMetabolomics v3.0 starts today - Check ki
114
Preprocessing
Normalisation ~ Changelog Yool St Mtpat
Yool S2ancard Error
Quality Control Yool Ext Cooe
Statistical Analysis ~ 3.0.0 - 20/04/2017 estory Content 251 £0
LC-MS - 8306410070364
COMMON TOOLS
* Preprocessing Tool Parameters
Pata Handiing = UPGRADE - xcms.” (2.1.0): upgrade the| Ineet Parameter e Note for rerve
Text Manipulation 1.44.0 to 1.46.0 izl iy i
Filter and Sort = NEW - xcms.* (2.1.0): The W4M tools Phes for Dataset (o 1 upheades dacasets
RERIEONG ONEERNESSIRS 2 take as input a single file. It will alliow tg utspecined (7)
< several files and merge them afterward { " "™ s

Raw
LC/MS
Data
NetCDF
mz XML
mzData

Filter and
Identify Peaks

xcmsSet ()

Match Peaks Retention Time
Across Samples Correction
group() retcor()
——

Fill in Missing
Peak Data
fillpeaks()

Statistically

Analyze Results
difffreport()

Visualize

; Important Peaks

getEIC()

~
(
|
.

e

—_— —_— \
CAMERA
Annotation

—_—

« Extraction
+ Extraction of ions in each sample
independantly.

« Grouping < alignment
*Each ion is aligned across all samples

« Retention time correction (optional)

*Fill peaks
*Replace missing data with baseline value

Statistics and visualisation (optionals)
*CAMERA
* For annotation of adducts, neutral loss and
isotopes

ACiTeSei 2,
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Tools & T History coem
o o § Job hay been succesahdly added to the guece « reauding i S fallowing dataisty: o
2 LE_Powitive_smzXML xeel ROata
Unieas File trom your 2 Uscamad history
comouter # avren
3: LE_Positive_ms XML sampleMeladats tav
Lens 36168 A
Breprecessny A5 LE_Pusitive_meXMLwed TICs_saw ol o P
g il Ftative e MLxset.log.txt
Peak BSennfcation sy
et i B e B LC_Pesitive_meXMLaselBPCs raw.odf ° N
prigafebiospiron rind Mlxaet 88Ky row odt
e for relative QuUANTICATON ®1 LC_Positive_mzXMixsetlog.tal
e © 4 LC_Porltive mIX & / x
YOu CAN CHACK the SRAtUS oF Quindd NS4 Md View the TesUiting Jack Dy refresdhicg the HaRUry pace. When Ml TICs raw.pd!
NEP ROPAGSCT MOTOLr MErge A Jodr N bmeny 11 0 shatus will Change S ‘tuseing’ ta Tieishad o cresletnd suttesady o ‘aorar” i
NS NCTASAR XRAE 1) 504 85 oL S AL Onice Xielpx
R vt Ly oy e 5
mgrovy Geoup poaks x
toQetter Mross saTples sing
Cvetlepsing IV bins ene O 2L Positive nzX # / X
CAKRUOn of STCOthed pek Hixset.RDats
Ssretions n
ALLS_Pesitive mzxM
chromalograptic Ume. e LA
LS LER000 MAtention Tine
Coereetion using refcne
tenction Wom xoms R packago
imegre a
Aarmple’s Ngret In region
WOOTE PTaK FRUPS 1T POt
1O0CRSANTE D CTPALA AW
sk in miaing oowas
Lo Sanmary Creste & =

AACLifeSei 2,

AL Powtive mpsiy

samaole
T A T T T
[ Ty
LS L2 AE_Poiitve Maa,  pasitive
(TR WO Sonien man  puaive
B LC CC Poalttve mpsde,  pesttive
o 1 L Poatiee Mo it ]
e _lesc L Poulitve. MOK,  pesitive
T 3 LE Tonive MUKME  peative
B S Plive A, el
3 %=l0 AL Poaiive L peaithee
< 300 WL _Pontive masiel  postiew
3wt LE FouDve MINML  POMT
ot SC_Powtive, I peitive
200 L Nalve S pesiive
L L] GO Poaitve mavis  positive
i 20 CC Poultive mesidl postive
e 2o LC Poulive MUK Doaitive
e desto AL Fouive IO oMV
X CE Paiive SN iy
"X WC Posiive maK  peaiive
LS9 AL _Postive_mush  posthve
o % AL Fowtove moxhil  postiee
e LE_Foutive mOOK.  pestive
[T = T
o SC_Paalive N, peiiive
RS WC_ Poniivw s peaitive
e A0 Pontye msi  pesttive
gert AL foutive MINML  posRive
oy S PoMtive MUK peativy
Qe T
K AC Ponteve maaN pestier
oeavee

e - — o]
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181 poolliz

xcms.group Grupuje piki w poprzek [ T T O ST KD ot | [ e

. group . P__I P .p p 1960905 ,“.&fnlos.w El%.omo: ©6:7,11733921] |196.000% Parameter : num + label[Format
probek przy uzyciu naktadajacych Indenendent neak lict} 521180 674 71736 3420110 o9, | 745940 3SRIL7A Or : RData file | rdata.xcms.raw
sie boksow m / z oraz oblicza 3420308 67.6| 20226 P“?:".“.‘i 655 760877 | 342.0308 . : :

¢ . 2670581 655 282039 (2830318 652 424631 |283.0320 Or : RData file | rdata.xcms.retcor
wygladzone rozklady pikow w : ; i TS ST 3
czasie chromatograficznym )

Group ions bv m/z

Gronn inns hu R

Resulting

51181 |pool1B2
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xcms.group Group peaks together across samples using overlapping m/z < Versions  w Options
bins and calculation of smoothed peak distributions in chromatographic time. (Galaxy Version
2.1.0)

xset RData file

T D @ (B No rdata.xcms.raw, rdata.xcms.group, rdata.xcms.retcor or rdata dataset available. -
output file from another function xcms (xcmsSet, retcor etc.)
Method to use for grouping

density -
[method] See the help section below
Bandwidth

30

[bw] bandwidth (standard deviation or half width at half maximum) of gaussian smoothing kernel to apply to
the peak density chromatogram

Minimum fraction of samples necessary

0.5

[minfrac] in at least one of the sample groups for It to be a valid group
Width of overlapping m/z slices

0.01

[mzwid] to use for creating peak density chromatograms and grouping peaks across samples
Advanced options

show b3
Maximum number of groups to identify in a single m/z slice
50

[max]
Get a Peak List

Yes No
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Grupowanie pikow w przedziale mas: 337,975 - 338,225 m/z (mzwid)

| i | f

T T T T
2500 3000 3500 4000

—_—

Grupowanie pikow w przedziale mas: 337,975 - 338,225 m/z (mzwid)

v’ T

- - o

|
l‘.
U S
' L

T
|
'
L
J
J
J
!
J
4

e - - - - - -
e - - - - - - -

e

2500 3000 3500 4000
Problem bw = 30 sec

ACLifeSei 2,
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Grupowanie pikow w przedziale mas: 337,975 - 338,225 m/z (mzwid)

Problem
Solved

mz l".:

RT RT RT
@® @ 4 probki w kazdej grupie
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Tools X Mistory com
o o 1200 P Deen succesatuly Baded to the Quewe - Q In the dat °
75 LC_Positive_mzXML.xset.group, ROata
Upiead File from your named history
computer :f:..:--
8: LC_Positive_maXML xsat.group fplots, pdf
LN 36208 Yee
Preptecessing V1 LE_Pasitive_maXML xset.group. variableMetadata, tsv o
e et A 10,46 Positive_ w2 x
Peak 10enUNCAUON Using meXMLxselaroup.s
TG SR T Mo 101 LC_Positive_meXML xsol.group. oataMatrix.tav alaMatrix tyy
B g O pirE Poslive.m ® / x
date for relative quantfication 115 xaallog.txt
and sratistical analysts IXMLXset.group.var
A Yo can cack the stats of gueced J0m and view tha resckUng dath b fetesting the Hislany pame. Whar (abisMatadata.tey
e has wl Sy o
T T o o )nb. bo-.-'::melwm change from ‘remeing’ to * or “errer o o 7%
be used by group 3 IXMLXsOt.Qroun. R
ots.paf
AR Q1euE Group pesks
tOgather ACross SaMphes Using O 2L rosltive m = 2 x
overiapging myz bies and IXML Xt aroup.RD
Calculation of smocthed peak ata
distributions n

@ LC_Positive_mzX
MLxsetlog.txt
EUna retcor Retention Time
CorTection using retooe SiLC_Positive_mzX = J x
function from xcms R package MLxselBPCS raw.o

ALMIOILCS Integrate »
sample’s signal in regions
where peak groups are not
regrosanted to create New
pesaks In missing areas

masummary Create &
summary of XCMS analysis

1901 Positive mz @ / x Group.dataMatrix.ts
Matrictey — T T
BACPoMttre X ® / x e
MLxset oroun.varie —- e Vs
bieMetadata.tsy = S ——
RS Potve mX @/ x RS TICTI
ML.sset.arowp Aokt = e S
10df = — e ——
— B e —
LS Posithve X » / x =i e TWO GIRLNCE HYE MOQe B
MLxsetgroup A0 == ] (160 OFOLIT MW AN v
x S — e 00 toroe
i Gt e
R Gl’OUP-RPl L o < ek
b : ] 1 ?
Shows D dierents samples (02 LR t 8 ¢ .
i rouped together in 3 peak density - v 8 i
g defined by bw and 8 - ¢ |
X | i mawid vakee K [H g i [ A
[ : | 1 : ' |1
M ' I 0] 4o
S s 4 ! & fal
i ‘ > Lt 1 4, '8 A
) . gl - 't trw ™ | ‘.‘. f ) |
. : LIS i ¢ i g1 /A i ‘ 164
) ) | 2 '. '!,'.r‘ DT v E ' \ Y \ \
— et s ot s = ) ey i - s aiiea
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xcms R.

xcms.retcor Korekta czasu retencji
za pomoca funkcji rektora z pakietu

Parameter :

num + labellFormat

1 : RData file rdata.xcms.group
xcms.retcor Retention Time Correction using retcor function from xcms R & Versions | w Options
package (Galaxy Version 2.1.0)
xset RData file
[ I No rdata.xcms.raw, rdata.xcms.group or rdata dataset available. hd
output file from another function xcms (xcmsSet, retcor etc.)
Method to use for retention time correction
peakgroups -
[method] See the help section below
Smooth method
loess -
[smooth] either ‘loess’ for non-linear alignment or ‘linear’ for linear alignment
Number of extra peaks to allow in retention time correction correction groups
1
[extra]
Number of missing samples to allow in retention time correction groups
! liczba dopuszczonych, brakujacych,
[missing] widocznych pikoéw w grupie
Advanced options
hide b
Resubmit your raw dataset or your zip file 2

ACTifeSci 2
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Advanced options
show -
Degree of smoothing for local polynomial regression fitting
0.2
[span]
Family

gaussian ha

[family] If gaussian fitting Is by least-squares with no outlier removal, and If symmetric a re descending M
estimator is us With Tukey's biweight function, allowing oautlier remaval

plottype

deviation

wykres wizualizacji wyniku korekty czasu retencji

[plottype] If deviation plot retention time deviation points and regression fit, and if mdevden also plot
peak overall peak density and retention time correction peak density

Resubmit your raw dataset or your zip file ®

Tools X History f+X - Jui}
o 1 job has been successfully added to the queue - resulting in the following datasets:
(x) search datasets )
Al T S e D 12: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.RData Unnamed hist
computer 2 by
13: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.Rplots.pdf
LC-MS ~ % ®
Preprocessing 14: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.TICs_corrected.pdf .
xems.xemsSet Filtration and 0 15:1c_positie x
LBl I DO L] 15: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.BPCs_corrected.pdf mmwﬂ;ﬂﬂgg_!mgmggg pdf
xemsSet function from xems R e = : - . : = :
package to preprocess LC/MS 0 14 .
data for relative quantification 16: xset.log.txt AT e e tad
and statistical analysis mzXHL.Xsst.qroup.c
e m r Merge You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When atcor.TICs correctad.pdf
xcms.xcmsSet Merger fq " to i ‘error’ =
AT T 0 ;nriglogbmr;ai:ie:n:ﬂj;:z;?tus wlll change from ‘running’ to *finished’ If completed successfully or ‘error’ If © 13: LC_Positive x
be used by group mzXML.xset.group.r
etcor.Rplots.pdf
xcms.aroup Group peaks
together across samples using © 12: LC Positive x
overlapping m/z bins and mzXML.xset.group.r
calculation of smoothed peak etcor.RData
distributions In
chromatographic time. 10: LC Positive mz @ 4 x
XML.xset.group.data
xcms.retcor Retention Time Matrix.tsv
Correction using retcor
function from xcms R package 9: LC Positive mzX @& 4 x
4 oup.vari
xcms.flliBeaks Integrate a bleMetadata.tsv
sample's signal in reglons -
where peak groups are not 8: LC_Positive mzX @ & x
represented to create new ML.xset.group.Rplot
peaks in missing areas s.pdf
xcms.summary Create a . PAVIE

7:LC_Paositive_mzX
ML.xset.group.RDat
CAMERA.annotate CAMERA h a

summary of XCMS analysis
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Tools -
Q
S
xemsSet function from xems R
package to preprocess LC/MS

xcms.reteor Retention Time
Correction using retcor
function from xcms R package

xcms.fillPeaks Integrate a

sample's signal In reglons

where peak groups are not
represented to create new
peaks In missing areas

xcms.summary Create a
summary of XCMS analysls

CAMERA.annotate CAMERA
annotate function. Returns
annaotation results (isotope
peaks, adducts and
fragments) and a diffreport If
mere than one condition.

MERA combinexsAnm

Aranpor fnstinn fnr tho

17: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.RData

- o 1 job has been successfully added to the queue - resulting in the following datasets:

data for relative quantification 18: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.Rplots.pdf

and statistical analysls

xcmg.xemsSet Merger Merge 19: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.variableMetadata.tsv

xems.xemsSet xset In one to

be used by group 20: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.dataMatrix.tsv

Xems,group Group peaks

together across samples using 21 xset.log.txt

overlapping m/z bins and

calculation of smoothed peak You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When
distributions in the job has been run the status will change from “running’ to ‘finished’ If completed successfully or “error if
chromategraphic time. problems were encountered.

krok
grupowania

Using 15.8 GB

History Fo - i
()

Unnamed history

18 shown, 2 hidden

3.73GB “% e

@ 20:LC Positive. @ & %
el aroup daabats e

@ 18;LC Positive. @ # x
etcor.qroup.variableMetadata.t
© 18: LC Positive. @ ¢ x
etcor.group.Rplots.pdf

@ 17:1C Positive. @ & x

12:LC Positive mz @ & x

aby utworzy¢ nowe piki w
brakujacych obszarach

xcms.fillPeaks Integruje sygnat
probek w regionach, w ktorych
grupy pikow nie sa reprezentowane,

xcms.fillPeaks Integrate a sample's signhal in regions where peak groups

& Versions |+ Options

are not represented to create new peaks in missing areas (Galaxy Version 2.1.0)

xset RData file

O @& O

output file from another xcms function (group)

Filling method

chrom

Parameter : num + label

Format

1 : RData file

rdata.xcms.group

Resubmit your raw dataset or your zip file

Yes

[method] See the help section below
Get a Peak List

No rdata.xcms.group or rdata dataset available.

w»

ACTifeSci 2
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= Galaxy / 4 / Metabolomics

Tools :. History
& o 1 job has been successfully added to the queue - resulting in the following datasets:
search tools [x) search datasets Q
§ o st oy .
R e 22: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.fillPeaks.RData oG,
package to preprocess LC/MS 21 shown, 3 hidden
data for relative quantification 23: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group vari tsv
and statistical analysis 3.82 GB S
xcms xcmsSet Merger Merge 24: LC_Positive_mzXML.xset.group.retcor.group.fillpeaks.dataMatrix.tsv © 24: Lc_positive | E
xcms.xcmsSet xset in one to
be used by group 25: xset.log.txt etcor.group.fillpeaks.dataMatri
Xcms.group Group peaks x:tsv
together across sgn?!ples using You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When
overlapping m/z bins and the job has been run the status will change from 'running’ to 'finished" if completed successfully or ‘error" if © 23:LC Positive x
calculation of smoothed peak problems were encountered. mzXML.xset.group.r
distributions In
chromatoegraphic time. etadata.tsv
Xcms,retcor Retention Time
Correctlon using retcor
function from xcms R package
xcms fillPeaks Integrate a
sample's signal in regions XML.xset.group.retc
where peak groups are not or.group.dataMatrix.tsv
represented to create new
peaks In missing areas 19: LC Positive mz @ 4 X
xems.summary Create a or.group.variableMetadata.tsv
summary of XCMS analysis
18: LC Positive mz
CAMERA.annotate CAMERA i etk
annotate function. Returns Rpl m
annotation results (isotope
peaks, adducts and 17:LC Positive mz @ & x
fragments) and a diffreport if XML.xset.group.retc
more than one condition. or.group.RData
CAMERA.combinexsAnnos - 15:LC Positive mz @ & X -
~Wrannar funrtinn far tha
variableMetadata datahatri
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24:LC Positive_mz
XML.xset.aroup.retc

e
6,929 lines
format: tabular, database: 2

PACKAGE INFO
paraliel 3.2.5
BlocGenerics 0.16.1
Blobase 2,30.0
Repp 0.12.10

mzR 2.4.1

xems 1.46.0

snow 0.4.2

batch 1.1.4

® S X

ARGUMENTS INFO
‘xfunction fillPeaks

image
work/project/wam/galaxysmetatx
dist/database/fles/000/440/datase

Exported data
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Xcms.summary Tworzy
podsumowanie analizy XCMS

xcms.summary Create a summary of XCMS analysis (Galaxy Version 1.0.3) [ & Versions \ [v Options

« Execute

xset RData file

mmm ‘No rdata.xcms.raw, rdata.xcms.group, rdata.xcms.retcor, rdata.xcms.fillpeaks, rdata.... *

output file from another function xcms (xcmsSet, group, retcor, fillpeaks etc.)
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Lipidomika z wykorzystaniem
spektrometrii mas

Elisabete Maciel,
Eliana Alves,
Pedro Domingues,
Rosario Domingues

T, 1 @’ - &universidade
AACLifeSci 2, Erasmuse e
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- Petna charakterystyka zwigzkow lipidowych oraz ich
biologicznych funkcji w powigzaniu z ekspresjg biatek
warunkujgcych metabolizm lipidéw i ich funcje, a takze

ekspresjg gendw (wg. AOCS Lipids Library)

- Analiza profilu lipidowego w warunkach fizologicznych oraz

jego zmian w stanach patologicznych

Lipidomika

Ekstrakcja Analiza Analiza szlakow Analiza oddziatywan
lipidd lipidow metabolicznych lipidy-biatka
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» Profilowanie lipidomu komorki

» Lipidy w strukturze btony komdrkowej oraz jej dynamika

» Regulacyjna funkcja lipidéw (np. jako czgsteczek
sygnatowych)

» Integracja omik z wzajemnymi oddziatywaniami sktadnikéw
komorki oraz przemianami zachodzacymi w
komodrce/organizmie



Dlaczego lipidy sg wazne? Afgﬂsﬂii‘i

Btony komédrkowe

Funkcja regulujgca w komoérce
przekaznictwo sygnatowe,
hormony, ...

Metabolizm energetyczny/rezerwa energetyczna




Lipidy — btona komérkowa s

Asymetria btony komédrkowej

wszystkie fosfolipidy warstwa
sfingomieliny zewnatrzplazmatyczna

Fosfolipidy (75%) Glikolipidy (5%) PLYN POZAKOMORKOWY

fosfatydylocholiny
| fosfatydyloetanoloaminy

fosfatydyloseryny

% wszystkich fosfolipidow

; 30
Biatko  Bijatk ierzchni
Cholesterol (5%) ntearalne iatko powierzchniowe 40 arstwa
CYTOPLAZMA 20 wewnatrzplazmatyczna

Bla’fka transbionowe

St ru kt u ra bio ny . Bla{ko zakotwiczone przez

tratwy lipidowe M MM ﬂ
W g m

Dualy acylated
Prenylowane¥
biatko tratwa
FOSfO|IpId Fosfol.
zaw nienas. Sfmgo n -~ Cholesterol
kw. lipidy

nas.
kw.

a-" -



Profilowanie lipidow w komoérce, tkankach

| ptynach ustrojowych

ACifeSci 2

Kazdy rodzaj komorek, tkanka oraz ptyn ustrojowy posiada swoj
charakterystyczny profil lipidowy o okreslonym sktadzie zwigzkow lipidowych

Identyfikacja wszystkich lipidow obecnych w
komorce -

lipidom

% lipidow zawierajacych kwasy thuszczowe

Blona

Tylakoidy wewnatrzmito Blona
Glicerolipidy chlorf)plastéw chondrialna  komorkowa
MGDG 51% 0 0
DGDG 26 0 0
SQDG 7 0 0
PC 3 27 32
PS 0 5.0
PG 9 0 0
PE 0 29 46
PI 1 0 19
CL 0 20 0




% fosfolipidow w klasie

et

Profilowanie klas fosfolipidow ~ Mdiesci #

w. Zawartosc fosfolipidow w poszczegolnych klasach

3 Conirol
. )
B Ischemia . 501
307 Bl Starvation X o O cm
9 404 Il Stress
= 204 2 T
® 30-
10- 3
N 7
s 204 Mozg myszy
Q- T ;
SM PC Pl PS5 PE Cl >
] 104
. . E *% *
Kardiomiocyty ¢ ,l0@ | |
S L T & & & v
Gtowne klasy fosfolipidow
Control
OA 504 B CONT
= LA1
O LA2

lllll

Relatywna zawartosc¢ (%)

104 &

klasy fosfolipidéw

Ii.iu

Mies’nie (mitochondria)

N T1DM
40+
304
204
104
*
0
Major

Serce (mitochondria) =

classes of phos plllpdi

Komorki raka piersi



Profil kwasOw ttuszczowych i,

[
i
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Relative content (%)
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41 I.r

Clél Clé0 Cla2 Cla:|l Cl8:0 CH4 Ci6

Wptyw rodzaju kwasow ttuszczowych na wtasciwosci btony komérkowe;j

ptynna lepka
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Jakie s3 najwieksze wyzwania w
lipidomice?

ANCLiTeSci 2,

universidade
de aveiro
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Strukturalna roznorodnoscé

' Lipidy |
R Steroidy
tluszczowe
Fosfo
A
Sfingo- o

'
- .

Cerebozydy Gangliozydy

Triglicerydy




Klasy fosfolipidéw/glicerolipidow

Znane takze jako glicerofosfolipidy

A

H2C—0—R’y

B
HO-%—X = Cholina

Etanoloamina
Glicerol

Mio inozytol
Seryna

Tlenek wodoru

Hzt':—o—i!»—o—x

o-
: + -
HO-+CH,;NZT  Fosfatydylocholina (PC)

HO—iCHNH, Fosfatydyloetanoloamina (PE)

: H
Ho—i-cH{t/OH Fosfatydyloglicerol (PG)

T u,OH
: H Fosfatydyloinozytol (Pl)
HO- H
HO—jCHz\rﬁHg Fosfatydyloseryna (PS)
: CO0O~

HO-?-H Kwas fosfatydylowy (PA)

A(TifeSci 2



Klasy fosfolipiddw/glicerolipidéw MUifeSei 2,

|0492A|9

P cholina

)
<
(9]
®
S

ethanolo-
amina

PC, PE, PS, NPE, PG, CL, PI, PIB PIP,, PIP,, LysoPLs......



Fosfolipidy / zawartos¢ kwasow ttuszczowych /
a wiasciwosci btony komadrkowe;j

a lipidy cylindryczne b

PC dwuwarstwa
9990000000 e a°°°°°°°°°9

L o0
0800006860 . joo °°°é

lipidy stozkowe
micelle

AA LPC

Qﬂcopww

°6oo¢6406°°

Fosfolipidy (75%) Glikolipidy (5%) PLYN POZAKOMORKOWY

Cholesterol (5%) in:eiZ:I:I)ne Biatko powierzchniowe

CYTOPLAZMA

ANCLifeSci 2,

universidade
de aveiro




Biosynteza fosfolipidow

ANCifeSci 2, G3p

acyl-ACP/CoA

A PisB [XC_4220]
ACPJ/CoA
e
acyl-ACP/CoA
 PIsC [XC_4099]
ACP/CoA Y
PA
CTP
w " CdsA [XC_2870]
PP,
/——
[XC_0188 cho CDP-DAG G3P
XC_0238] Pcs [2] PgsA [XC_0511]
acyl-CoA / L-ser \
LPC ﬁc«f PC “os ‘/( ) gs;;“ o PGP
[CL/PEs/ , SAH cmp | [XC_3594]
XC_0186] ? saw] Pmt (@]
PS
PgpA/BIC [XC 7
GPC DMPE . 9 Xc_?)
SAH ] xc_1s63)
CMP PG
ClsA/B
Pmt CisC [XC_1 408] [XC_41 17
[XC_0035] XC 0014
XC_4263
XC_0300]
CL gly

Cls-ll

[CL/PESs/
XC_0186]

CMP

Okresla i zmienia specyficzna
sygnature lipidomu



/miany w lipidomie

— uposledzenie szlakow metabolicznych
— Oksydacyjne modyfikacje lipidow

Inne:
— zrodto roznych lipidow

Znaczenie:
nowe biomarkery
nowe strategie leczenia
nowe zastosowania biotechnologiczne

A(TifeSci 2



Lipidomiczne strategie analityczne w
celu okreslania lipidomu

SM PC CHOL

rrs

AClifeSci 2,



Podejscia lipidomiczne M2,

Liposomy ‘ Komc')rki| Tkanki ‘

! ! !
Ekstrakcja lipidow ‘

!

Fracjonowanie/rozdzielanie
metodami chromatograficznymi:
TLC, HPLC lub SPE

!

Analizy wykorzystujgce spektrometrie mas

Analizy targetowe

Analizy nietargetowe



Procedura analityczna w lipidomice

Tkanka lub
lizat komoérek

“probki

/biologiczne

Pompa
strzykawkowa j j me
lub LC-MS

' L MﬂMS
H / = .Probkl

Bligh and Dyer
Folch
MTEBE

Identyfikacja blologlczne
i analiza
’Zbieranie ..
—ilosciowa
danych
. 1 o
Ekstrakcja
lipidéw

Lipidomika w oparciu o
analizy wykorzystujgce
spektrometrie mas (MS)

ACifeSci 2



Ekstrakcja lipidow i
frakcjonowanie

2
28
-Ex
5
N
(=]
o
w
=
[
o
©
(=
<<

i el

Prébki biolo

Ekstrakcja lipidow
methanol/chloroform

Water I i

Suspended Chloroform

material Dissolved
) SR

Chromatografia cienkowarstwowa

2D-TLC

Spektrometria mas — zbieranie danych

Jonizacja probki Analiza jonow

ESI Low mass resolution
MALDI High mass resolution
APCI/APPI

SIMS

TLC ﬂﬂﬂh ‘&/
4 4

7\ ®V*

giczne

Rozdziat na frakcje

oo Ll Ao

| [ M UUUU

[:1;,5-::

Chromatografia cieczowa

4’&,

UPLC

Detekcja

TIC/RIC
MS
MS/MS

HpPLC | RP
nLC | NP
HILIC

o B 88388

740

780

MULifeSci 2,



Ekstrakcja lipidow

A(TifeSci 2

Ekstrakcja chemiczna przy wykorzystaniu

rozpuszczalnikdw organicznych:

] Metoda Folcha
(CHCI;:CH;0H 2:1)

] Metoda Bligh i Dyer
(CHCI;:CH,0H 1:2)

Jinne

, Zawiesz- ]
. onyi
| rozpusz-
| czony
materiat

|

stragcone
biatko
ﬁ

chloroform
metanol
woda

cukry
sole

——

rozpusz
czone

lipidy
N

najczesciej
metanol
i woda

najczesciej
chloroform



Ekstrakcja lipidow M(LifeSci 2.

Analizowana matryca Metoda ekstrakgji
Osocze
I.Ub Chloroform/MeOH
surowica "
krwi Tkanka / 70%

zwierzeca
23%

39%

Inne
Inne 12%
13%
Materiat A MTBE/MeOH DCM/MeOH
Lre Komorki
roslinny 22% 12% 6%
(+]

3%

Cajka and Fiehn, Trens in Analytical chemistry, 2014

%



Ekstrakcja lipidow

ANCLifeSci 2,

Selektywna ekstrakcja lipidéw z osocza przy
uzyciu hybrydowych kolumienek SPE

PE‘.PL"’
Lewis acid {electron ool
\\ 0\ ac because . - o T
\ _Zr-opy  has empty d-orbitals. i
\

The phosphate moiety of ids is a strong
Lewis base (electron donor) that interacts with

Zr atoms coated on the silica surface.

A\l™ Precipitated
Proteins




Frakcjonowanie ekstraktu lipidow M2,

Ekstrakcja do fazy statej
W celu oddzielenia obojetnych lipidow
od polarnych
Obojetne lipidy (TG) od PL

AAAAAAAA

Metody chromatograficzne

TLC (Chromatografia cienkowarstwowa)
HPLC (Wysokosprawna chromatografia cieczowa)

W celu rozdzielenia klas lipidow/zwigzkéw lipidowych




Rozdzielanie klas fosfolipidow MUifeSei 2,

Fosfolipidy mozna rozdzieli¢ w zaleznosci od ich polarnosci
przy uzyciu:

TLC HPLC

RT: 0,00-60.03
9,06 ML:
100 '
] seo| 82 307E7
] TC MS
80 Padroesint
] Pos
80
70
'] ]
Q ]
§ 60
5 60
-
R
< 507
2 1
g 4
3 407 4388
L 821 44,16
3 “d
] . 1970
0 1920 2005
107
1092 5
0;
| | 2% 30 4 55 | 60
T ‘.—’— Time (min) R '%ﬁ—.r—'
L)
1
—€L —PE PC SM LPC
PA
PI PS



TLC — Chromatografia cienkowarstwowa .

Rézne uktady eluentdw — rézne profile TLC
o e

CL-Cardiolipiny

€ oy
PA-Kwas fosfatygylowy Fatty acids —
= PA C
PE-Fosfatydyloetanolaminy stecs = (N 1
OPE PS-Fosfatydyloseryny — N
Pl-Fosphatydyloinozytol '
Cu———

PC-Fosfatydylocholiny

s 1 - | sphingolipids — | S
SM-Sfingomieliny s
D&
o— LPC-Lizofosfatydylcholiny
e PE
- -
— PA==| #& -
Phospholipids
PC: - :

PM  DRM

o



Prof Valerian Kagan lab

ACifeSci 2



NL

HPLC-MS

Recorder response

; ! | 1 | . |
0 2 4 60 80 100 120
Time (min)

Materiat s Osocze, surowica krwi
biologiczny » Tkanka zwierzeca lub roslinna, komérki

» Dodatek standardu wewnetrznego

* CHCI, (o DCM)/MeOH (1-2:1, v/v)
* MTBE/MeOH (5:1.5 v/v)
* BuOH/MeOH + heptane/EtOAc (3:1 + 3:1, v/v)

Rozdziat lipidéw

= nris
" SFC
* NARPLC

* Silver ion-LC
s Chiral.lC

Ekstrakcja

\

O
(%2}
o
4
<
<
-
o
o
[
2
Q
x

Analiza

LC-MS Detekcja

Jonizacja lon Mobility

" ES) (optional) * (Q)TOF

* APCI * (Q)Orbital
ion trap

- WL * FTICR

* HILIC * QUT (MRM)

ok * QqQ (VRM) AA(TifeSci @
T Q L

Rozdziat klas lipidow

Przetwarzanie * Obrébka danych
danych » lIdentyfikacja i klasyfikacja lipidow
* Analiza iloSciowa
\. J
Cajka and Fiehn, Trens in Analytical
chemistry, 2014




off -lineTLC-MS

Ekstrakcja lipidéow

l

Analiza MS
A
100~ 7445 o PE ‘I-'I)
R0 oo
7425 s I
Rz\lro H O NH
(6]
7165
o 1005 7455 7725
° 770.5.
7015 7285 7735
7175
7148 7205  |||746. 7745 828. Batd
70351 7189 (740 ( o ( sy o4
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B 861.6

OH oH
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100 o Pl o Ho oH
O/Y\O’P‘Om
r°

Recorder responsea

n-line HPLC-MS

AACLifeSci ,

Analiza MS

Time (min)
788.6
100 o PS o o
I H 0
R1)I\O/\$(\O’F‘O ’, e
Rz\Iro H O
[0
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760.6
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ANALIZA DANYCH MS:

Jony powstajgce w wyniku procesu jonizacji lipidow

Klasa lipidow
LPC, PC

LPE, PE

PG

PI

PS

PA

CE

SM

Cholesterol

MG, DG, TG
MGDG, DGDG, SQDG
Kwasy ttuszczowe
CL

Cer, GluCer, LacCer

Tryb pozytywny
[M+H], [M+Na]

[M+H], [M+Na]’

[M+H], [M+NHa]", [M+Na]
[M+H]", [M+NHs]", [M+Na]
[M+H]

[M +NHa]", [M +Na]
[M+H]
[M—H20+H]

[M +NH4]', [M +Na]’
[M +NHa]", [M +Na]

[M+H], [M+NHa]', [M+Na]
[M+H], [M+NHa], [M+Na]

Tryb negatywny
[M—=H] , [M + HCOO] , [M + CH3CO0]

[M-H]
[M-H]"
[M-H]
[M-H]
[M-H]"

[M + HCOO] , [M + CH3COO0]

[M-H]

[M-H]

[IM=H], [M=2H]"

[M=H] , [M + HCOO] , [M + CH3COO]

A(TifeSci 2



Wysokorozdzielcza spektrometria mas (HRMS) Aifesi 2

[0 Duza doktadnos¢ pomiaru masy wykorzystywana do:

O

O
O
O

ustalania masy czgsteczkowe]

wyznaczania wzoru sumarycznego i sktadu elementarnego

ustalania struktury molekularne;j

rozrdzniania jondw molekularnych zwigzkéw izobarycznych (o tej samej
wartosci stosunku m/z lecz réznym wzorze sumarycznym i strukturze

molekularnej)

B TAG 52:2
PC 36:1 876.8012
100 788.6161
90 4400 G Her Io8 NP
80 4 o
[} Yo
o
=
S 70 3 60 PS 36:2
= 60 40 788.5432 TAG 50:1 TAG 54:2
% 50 4 20 CazHzg Oig N Pilc o716 850.7856 904.8325
[0))] 40 0 | T T T T T T T ] T T F‘ T T T T T T T
£ 788.0 788.2 788.4 788.6 788.8
% 30 PC-034:2 ps g0 TAG 48:1
e o 742.5741 758 5601 PE 38:4 822.7542
768.5535
10
0

700 720 740 760 780 800 820 840 860 880 900

m/z
Cold Spring Harb Perspect Biol. 2011 Sep; 3(9): a004614. doi: 10.1101/cshperspect.a004614

L]

%



Tandemowa spektrometria mas (MS/MS)

, A(LifeSci @
analiza danych o

Fragmentacja: S Specirum
Izolacja wybranych jonow w trybie MS o

Wytworzenie jonow pochodnych w
trybie MS/MS

s

Il

Informacja na temat budowy MSIMS Spectrurm

strukturalne; [
Mieszanina Izolacja jonow
zwigzkow w do trybu ‘ ‘
trybie MS MS/MS (M+H?) “ | * niez

s . I I - Interpretacja widm MS/MS jest jak
e uktadanie puzzli
N l I 0
Pozwalajg uzyskac informacje na

temat budowy strukturalnej
ZWigzkdw wyjsciowych.

Jony pochodne



Tandemowa

spektrometria mas
(MS/MS)

AM(TifeSci 2




Glicerofosfolipidy lub fosfolipidy (PL)

ACLiTeSci @

o)
|
Reszta kwasu Huszczowego \O o /F\)\O _Polarna gltowa
R, ﬁﬂ OH
O
- \
. . Reszta kwasu tuszczowego N+ Cholina
Wymagane informacje dla R, |
potwierdzenia struktury: Ry oraz R, grupy alkilowe
W pozycji sn-1 i sn-2 NH,  Etanolamina

- identyfiakcja polarnej gtowy
’

- identyfikacja kwasow OH OH
Inozytol
H H
ttuszczowych 1]
NH
Fragmentacja zalezy od: o0 2 Seryna
OH

- rodzaju jonu prekursora

- energii kolizji >j Glicerol

- innych czynnikéow HO OH
-H Wodér



Fosfatydylocholiny — MS/MS [M+H]*  Mifesei 2,

184.1 36 N PC 16:0/18:1
100-
] "R,COOH -R,COOH (M+H]*
9
1 450 4 47T.4FO4-5 c1o6 76?7
07\\\\ L T T N \\‘\\‘\'\J\W\'\L\\‘““‘\\“\\ﬁ\\\.‘\\\\ T T LI I B
[MH]+ HaC
\ 4+.CHj

m/z 760 N HC e
o) HyC™ /\N*/ s
| HyC
H,C X o)
o} :
O\P/ HO O
// OH ~p
HsC o) o o// ~OH

(@]
( m/z 184
H5;C CH
\ 4 3 H3C
_N \ +.CH3
(@) H3C N

A/Lo { 2 Widmo MS/MS
e m/z 184

utrata czasteczki
kwasu ttuszczowego

7
©]
T
/O
AN
U
/ o
0
I
]

[MH-R,COOH]"
m/z 478 60  [MH-R,COOHI"

=

m/z 504



AM(TifeSci 2

Fosfatydyletanolaminy — PE

Tryb jonizacji pozytywnej [M+H]*

Tryb jonizacji negatywnej [M-H] -

H* H*
Na*
ESI-MS/MS [M+H]*
Utrata charakterystycznego fragmentu PE 16:0/18:1
o masiel4dl Da -141Da
577.6
utrata RCOOH i RC=0 100 3¢ 381.3 '
(R,=CO* i R,=CO*). *
| 360.4
%,
| -R,CO [M+H]"
308.3 452 P 718.6
07””‘\””\” }L“L'M“' T M/z

|
e : —
100 200 300 400 500 600 700



Fosfatydyletanolaminy — MS/MS ik 2,

ESI-MS/MS [M-H] siyp 2834
& 38
Widmo MS/MS w trybie negatywnej = 327.5 [M-H]
.. . — 251 790.4
jonizacji 3
15 j
- U.MA_J.J“ R DU
jon R,COO 200 200 500
jon R,COO m/z




AM(TifeSci 2

Fosfatidyloseryny — PS

ESI-MS/MS [M+H]* POPS R
-185 Da
100- 5754 ' ' ' 1.07e3
) -87 Da
£ [M+H]*
760.4
] 576.4 {
0 \\\\/\\\\\\\\ m/z
500 550 600 650 700 750
MS/MS [M+H]* utrata charakterystycznego fragmentu o masie 185 Da
ESI-MS/MS jonu [M-H]- ESI-MS/MS [M-H] POPS
- a
. 100 67‘1.3
e utrata fragmentu o masie 87 Da o] 391.1
* jonR;COO ion e
[ J jon RzCOO- ion 40§ Rlcoo- 41’5_1
20; 255.1 R.COO- 758.2
o 2 4332 4962 672.0
360 460 560 660 7(‘)0

m/z



Fosphatydyloglicerol- PG MClifeSci 2,

Widmo ESI-MS/MS w trybie jonizacji negatywnej

R,COO"
100- 281.3 _
R,COO" [M-H]
253.2 699.5
417.3 567.4

699.0
700.2
567.3\h 00
e

] ;82.3 64
| 13301 | b

O prrrrri RARSSRRE BERREEE - m/z
100 W 300 400 500 600 700

R,COO"

()

|:.
)J\ ! P
R 0 5 RGH‘.}_RG\)\/GH
o -0

m/z 171



A(TifeSci 2

Fosphatydyloinozytol -PlI

ESI-MS/MS of M-H]-
16:0/18:1-Pl ¢ o0

100
7 391.2
|
M-H]
223.0 R1 00 [835.5:|
392.2 553.3
I s
O et e e e e e MYZ
100 200 300 400 500 600 700 800
R,COO"
- F - O
R :f,\.:’(\ “".H::" R:\%:— 7o
R o\ H - O \
hig o
HO OH
R,COO" o

m/z 241



Klasyfikacja fosfolipiddw (MS/MS) Miiesii 2,

Wykrywane Tryb
jony pozytywny

Fosfatydylocholiny (PC) [M+H]* PISm/z 184

Fosfatydyloetanoloamin
VY y [M+H]*[M-H]-  NLS 141 Da

(PE)

Fosfatydyloseryny (PS) [M+H]*[M-H]- NLS 185 Da NLS 87 Da
Fosfatydyloglicerole (PG) [M-H] - NLS 74 Da
Fosfatydyloinosytole (PI) [M-H] - PIS m/z 241
Kardiolipiny (CL) [M-H]'[M2H]*

Sfingomieliny (SM) [M+H]* PIS m/z 184

Informacje dotyczace reszt kwasow ttuszczowych

— Tryb jonizacji pozytywnej
e utrata RCOOH i R=C=0

— Tryb jonizacji negatywnej

e wytworzenie anionu karboksylowego RCOO



Nietargetowa analiza lipdomiczna "Wii.?

Mzmine

100 PC
B TIC
807 PE
60—
4 PG/PI
40—
20— PS LPC
0 \
10 20 oo
s PC MS
60
40
22 ‘ ) h N 100
L
740 760 N 780|100 u
1 =0 MS/MS H
60 ]
40 ;
20 =
0 ‘ u
200 400 600 —
o

Bioinformatyczne narzedzia:

Compound Discover

Lipidizer

LipidBlast

inne

TIC
Tryb jonizacji pozytywn%i&

A9.2

- -

100 M
80
60
40
20
o ‘703.‘5
700

T T T T T T T T ‘ T T T I T T T T ‘ T
0 /
RT: 16.3
100 AA: 9968214328

782.6

760.6
784.6
780.5 || 786.6
756.6
787.6
778.5 ‘ 806.6
7325 7545 11—

Time

m/z: 782.6
60 RIC
40
20
0= . U
10 15 20
840.6 868.7
Ll |
T [
850

750 800



Targetowa analiza lipidomiczna ‘.,

Lipidomika Shotgun

Tryb
Klasa fosfolipidow Tryb negatywny
pozytywny

Fosfatydylocholiny (PC) PIS m/z 184 -
::Fc)):;‘atydyloetanoloaminy 1L 5L (3 )
Fosfatydyloseryny (PS) NLS 185 Da NLS 87 Da
Fosfatydyloglicerole (PG) - NLS 74 Da
Fosfatydyloinosytole (PI) - PIS m/z 241
Kardiolipiny (CL)

Sfingomieliny (SM) PIS m/z 184 -

Skanowanie jonéw wtérnych

, Fragmentacja
e @@ u
" .. é AA o' Wt o wyizolowanego
—— (0" Prekursora
Izolacja m/z . . Skanowanie
Skanowanie jonéw pierwotnych
4 Jony prekursoréw
y _> 0 e @
0,\0 ... AA —> 44 4, dla wybranego
hd o e jonu potomnego
A. (W] Skanowanie Izolacja m/z
9.00 Utrata obojetnej czasteczki
A .
e 1 ry Jony po utracie
\ 0 v ... AA GG‘ b‘ okreslonej czasteczki
hd . 2 neutralnej
Skanowanie Skanowanie
Monitorowanie wybranych reakcji fragmentacji (SRM) Jony
@ > e ee . ™ specyficznej
e e STt pary y
—_— . Prekursor
Izolacja m/z Izolacja m/z fragment

Zrédto Ms1 Cela kolizyjna Ms2
. k
(analizator mas) (cip) (analizator mas) de‘e tor



Analiza ilosciowa przy uzyciu LC-MS Muiiesi 2,

Precursor ion spectrum (MS")

Internal
Standard

Przed 2
ekstrakcja §  Puspecis
Standard }
wewnetrzny
Przed : . 1
di-C14 di-C15 o (VG Potencgalne stl:aty Zn.c.Jl/tu
di-C17 analizg podczas ekstrakcyi Chromatogram wybranych jonéw

Standard wewnetrzny Analit

« Odpowiedz ilosciowa jest inna zaleznie od rodzaju
zwigzku lipidowego |
* Inny standard wewnetrzny dla kazdej klasy lipidow - - 1 _/L

Intensity

Intensity

Time Time

Relative quantification
(area under curves)

Normalizacja sygnatu poszczegolnych zwigzkow
lipidowych do sygnatu standardu wewnetrznego
odpowiedniegj klasy lipidow

Intensity

s

Time
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Niniejsza prezentacja odzwierciedla jedynie poglady autorow, a Komisja nie
ponosi odpowiedzialnosci za jakiekolwiek wykorzystanie informacji zawartych
w tej prezentacji
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ACLifeSei 2, 5



Proteomika z wykorzystaniem
spektrometrii mas

Pedro Domingues
Rosario Domingues
Rita Ferreira

Tania Melo

Eliana Alves

& AACLifeSci 2, B8 Erasmus+

universidade
de aveiro




Proteom & AACLifeSci 2

universidade
de aveiro

S. Serevisiae
Ilo$¢ bialek (proteom): 5858
Calkowita ilo$¢ biatek/komorke: 42 x108

67% )
proteomu |

\

' T T

4—— pierwszy decyl —» 4— dziesigty decyl —»

Udziat w procesach:
Regulacja cyklu komorkowego (p = 1.1 * 107)
Ubikwitynacja biatek (p = 6.6 * 1075) :
Odpowiedz na uszkodzenia DNA (p = 5.6 * 10°3) :

1

Udziat w procesach:
Translacja (p = 3.0 * 10-140)

C

!

{

\
N

T T T T
10* 10° 10° 10* 108 10¢

Mediana ilosci biatek (ilo$¢ czasteczek/komorke)

Ho et al., 2018, Cell Systems 6, 1-14
February 28, 2018 © 2017 Elsevier Inc.
https://doi.org/10.1016/j.cels.2017.12.004



Proteomika

Translacja

tancuch polipeptydowy

Niepoprawne
biatko

Nadmiar
E biatek

Funkcjonalne
biatko

; o
'.-:‘\(\‘: P% ™

Analizy ekspresiji biatek

Istotne:

* Probki s ztozonymi
mieszaninami biatek

* Caly proteom to 200 i
wigcej biatek

Degradacja I y

Interakcje z

Modyfikacje
innymi biatkami biatek

Rozmieszczenie w réznych
kompartymentach komérki

| I

A 4

| Prawidtowy poziom funkcjonalnych biatek

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Proteomika funkcjonalna

Istotne:

Probki sg ztozonymi
mieszaninami biatek
Frakcje biatkowe
Organella

Analizy PTM
Istotne:
* Proébki nie sg

ztozone

¢ 1-20 biatek

1-200 biatek

-

universidade
de aveiro

AACLifeSci 2,



Proteomika B s 2,

universidade 2
de aveiro

Probka Ekstrakcja i oczyszczanie
tkanka/komorki biatek

Trawienie biatek J

- a
peptydéw \ I7 \

i oczyszczanie

y
-

Automatyzacja

: Analiza z uzyciem LC-MS
analizy danych



Proteomika oparta na spektrometrii mas B s =

de aveiro

| «— dziesity decyl —»
)

Udziat w procesach:

Regulacja cyklu komérkowego (p=1.1 * 10°)
Ubikwitynacja biatek (p=6.6 * 10°)
Odpowiedz na uszkodzenia DNA (p = 5.6 * 107)

Udziat w procesach:
Translacja (p=3.0 * 10%)

T T T T T T
10" 10° 10° 10* 10* 10*

Homogenizacja
nifikacja/Liza

w

Rozpuszczaniei

stahilizacja biatek
Buforowanie
Inhibitory proteaz

Oznaczenie stezenia
biatek

Metoda [Lowrego, Bradforda,
RC-DC

Fra kcjo n Owa n ie 0 rga n e I I i kom érkowych Mediana ilosci biatek (ilo$¢ czasteczek/komorke)
Wirowanie w gradiencie stezen
Oczyszczanie biatek
m——

Elektroforeza 1D/2D | === | Wybarwienie zelu

Coomassie Blue

Enzymatyczne
trawienie

Trypsyna
: Lys-C ;

o

Spektrometryczna

analiza mas

Srebro
Sole miedzi

l

Poréwnywanie
prazkéw lub plamek

na zelach
‘ %

=




Czulos¢é

Czutosé
odpowiedz przyrzadu/systemu pomiarowego

Limit detekcji

Stosunek sygnatu do szumu (,,signal to noise”, S/N)
Zalezny od poziomu ztozonosci matrycy

W badaniach omicznych:

Calkowita liczba biatek w probee

Czulos¢ =

Liczba biatek wykrytych

Liczba bialek

& AACLifeSci ¢,

universidade
de aveiro

Liczba biatek wykrytych

Calkowita liczba
biatek w probce
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Biatka osocza
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i

Interleukiny

o

Biatka
tkankowe
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Metody oparte na analizie sekwencji

peptydow lub biatek

Mieszanina biatek

1DE 2DE LC
Enzymatyczne trawienie
2 1D-LC
J
|
BOTTOM-UP TOP-DOWN

N

Spektrometryczna analiza mas

|

Identyfikacja biatek




Analiza peptydéw (shotgun) B s 2,

avel

ekstrakt ekstrakt probka
mieszanina
biatek
i t117:!11.-'.'1'reni|5- 1D
peptyddw C18RP ‘“-
— -
I\
| P!
EC}(
peptydy C18RP
Wislowymiarowa technologia

identyfikacji biabek MuDPIT™
(Multidimensional Protein
Identification Technology)



Analiza peptydow &
-t AACLife Scn
potaczona z rozdziatem elektroforetycznym ==

mieszanina
biatek

~ MALDI MS MS/MS



Oznaczenia biatek oparte na MS: koncepcja g A(LifeSei 2,

avel

BUU T T tTrrrrrertessssssessessgesstrrrittrrttsaesaney LUU St s s s s a s s e rrr R R IR

relative abundance (%)
e ———
/
relative abundance (%)
N
——
4
P
-
—
~
h—

2 T L) A 1] L] L}
400 800 1200 mz 200 600 1000 m'z
MS spectrum MS/MS spectrum

(PMF - Peptide Mass Fingerprinting) (PFF - Peptide Fragment Fingerprinting)



Oznaczenia biatek oparte na MS: koncepcja g@ A(LifeSei 2,

avet

. I'!‘é '
Analizowane Sekwencje Baza

D"‘?f ' biatko biatkowe danych
.

lv Trawienie in silico lv

Trawienie Oprogramowanie l
1 proteosomalne

Sekwencje

' Fragmenty

fragmentoéw biatek

biatek
1 MS Oprogramowanie 1

<——>
1 Epiini

[Eksperymentalne Najlepsze Teornei'L);cl\flge
wyniki MS trafienia




Bazy danych sekwencji biatkowych

cDNA, EST, genome

EMBL

International Nucleotide Sequence Database Collaboration

DDBJ GenBank

X~

TrEMBL

Genpept

PRF

RefSeq *

Swiss-Prot *

UniProt

NCBI-nr

UniProt: Swiss-Prot + TrEMBL + (PIR)
: Swiss-Prot + GenPept + (PIR) + RefSeq + PDB + PRF

&;d AACLifeSci ¢,

de aveiro

* proteomiczne bazy dany zawierajace niezrecenzowane sekwencje biatkowe



Bazy danych sekwencji biatkowych - UniProt -

UniProt 3

.
-

Advanced~ Q| Search

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search

The mission of UniProt is to provide the scientific community with a comprehensive, high-quality and freely accessible resource of protein sequence
and functional information.

Swiss-Prot
(557,992)

S
‘h Manually
annotated and
reviewed.

TrEMBL
(120,243,849)

Automatically

annotated and not
reviewed.

UniRef

Sequence clusters

Proteomes

% A

UniParc

Sequence archive

[ N
([ e
Y2

(0

Supporting data

Literature citations Taxonomy Subcellular locations

=| s )

Cross-ref. databases Diseases Keywords

XXX

Al
(e

Help Contact

News

oG

Forthcoming changes
Planned changes for UniProt

UniProt release 2018 07

Ubiquitin ligation: new insight into
mechanistic diversity | Cross-references
to UnilLectin | Change of UniProt license

UniProt release 2018 06
Neuronal express mRNA delivery service
| International protein nomenclature

News archive




Teoretyczne trawienie biatek (in silico

TR
E—

Miscellaneous

aTop

Sequence status‘: Complete,
Sequence processing’: The displayed sequence is further processed into a mature form.

P02769-1 [UniParc)

« Hide

A || @ Add to basket

Length: 607
Mass (Da): 69,293
Last modified: February 1, 1996 - v4

1e
MKWVTFISLL
60
FSQYLQQCPF
110
VASLRETYGD
160
KADEKKFWGK
21e
LLPKIETMRE
260
FVEVTKLVTD
318
CCDKPLLEKS
360
GSFLYEYSRR
410
KHLVDEPQNL
468
RSLGKVGTRC
518
TESLVNRRPC
560
ALVELLKHKP

STQTALA

20
LLFSSAYSRG
70
DEHVKLVNEL
120
MADCCEKQEP
170
YLYEIARRHP
220
KVLASSARQR
270
LTKVHKECCH
320
HCTAEVEKDA
370
HPEYAVSVLL
420
IKQNCDQFEK
470
CTKPESERMP
520
FSALTPDETY
578
KATEEQLKTV

38
VFRRDTHKSE
28
TEFAKTCVAD
130
ERNECFLSHK
188
YFYAPELLYY
238
LRCASIQKFG
280
GDLLECADDR
338
IPENLPPLTA
380
RLAKEYEATL
430
LGEYGFQNAL
438
CTEDYLSLIL
538
VPKAFDEKLF
580
MENFVAFVDK

48
TAHRFKDLGE
%e
ESHAGCEKSL
140
DDSPDLPKLK
1%
ANKYNGVFQE
248
ERALKAWSVA
200
ADLAKYICDN
348
DFAEDKDVCK
3%0
EECCAKDDPH
440
IVRYTRKVPQ
498
NRLCVLHEKT
548
TFHADICTLP
590
CCAADDKEAC

£
EHFKGLVLIA
100
HTLFGDELCK
150
PDPNTLCDEF
200
CCQAEDKGAC
250
RLSQKFPKAE
300
QDTISSKLKE
350
NVQEAKDAFL
480
ACYSTVFDKL
450
VSTPTLVEVS
see
PVSEKVTKCC
550
DTEKQIKKQT
600
FAVEGPKLWY

Checksum:' 39167DFE76858504

NSy

PeptideMass
The entered protein is: P02769

The selected enzyme is: Trypsin

Maximum number of missed cleavages (MC): 2
All cysteines in reduced form

Methionines have not been oxidized

Displaying peptides with a mass bigger than 500 Dalton

PeptideMass

Using monoisotopic masses of the occurring amino acid residues and giving peptide masses as [M+H]"

.

AACLifeSci 2,

-

universidade
de aveiro
Sekwencje Baza
biatkowe danych

Trawienie in l
silico -
Oprogramowanie 1

Sekwe
fragmentow biatek

|
LI

Teoretyczne
niki MS

“You have selected ALBU_BOVIN (P02769) from UniProtKB/Swiss-Prot:

Serum albumin precursor (BSA) (Allergen Bos d 6)
Signal and propep in positions 1-24 have been removed.

+ Chain Serum albumin at positions 25 - 607 [Theoretical pl: 5.60 / Mw (average mass). 66432.96 / Mw (monoisotopic mass). 66389.86]

modifications
PHOS: 82

mass position #MC

4910.3837 45-88

4535.2954 37-75

4246.0511 508-544
4185.9547 169-204
4110.9707 300-336
3837.8131 66-100
3758.8958 402-433

2
2
2 PHOS: 512
2
2
2
2
36658460 3565 2
2
1
2
1
2
2
2
1

PHOS: 82, 89

3659 6722 168-197
3579.8555 45-75

3523.6874 460-489
3503.5711 169-187
3444 4810 267-297
3419 6068 499-528
3397.6289 310-340
33906826 37-65

PHOS: 206
PHOS: 512

49903500

4326.0174

3997.7458

3524 4473
3499 5731

peptide sequence

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHV KLWVNELTEFAKTCVADESHA GCEK

DLGEEHFKGLVLIAFSQYLQ QCPFDEHVKLVNELTEFAK
RPCFSALTPDETYVPKAFDE KLFTFHADICTLPDTEK
HPYFYAPELLYYANKYNGVF QECCQAEDKGACLLPK
ECCDKPLLEKSHCIAEVEKD AIPENLPPLTADFAEDK
LVNELTEFAKTCVADESHAG CEKSLHTLFGDELCK
HLVDEPQNLIKQNCDQFEKL GEYGFQNALIVR
FKDLGEEHFKGLVLIAFSQY LQQCPFDEHVK
RHPYFYAPELLYYANKYNGY FQECCQAEDK
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHV KLVNELTEFAK
CCTKPESERMPCTEDYLSLI LNRLCVLHEK
HPYFYAPELLYYANKYNGVF QECCQAEDK
ECCHGDLLECADDRADLAKY ICDNQDTISSK
CCTESLVNRRPCFSALTPDE TYVPKAFDEK
SHCIAEVEKDAIPENLPPLT ADFAEDKDVCK
DLGEEHFKGLVLIAFSQYLQ QCPFDEHVK



Poed ‘o

unive!

Teoretyczne trawienie biatek (in silico)

NRRPCHSHTKECESAWKNRPCHSHTKKPCHSHTEKNRKVWKIPPFFW
X X X X% XK XK X%

trawienie trypsyng

). ;¢ ECESAWK KPCHSHTK IPPFFW

RPCHSHTK NRPCHSHTK X RBWE

Trypsyna w przewazajacej mierze degraduje biatka po stronie karboksylowej
(lub "C-koncowej") aminokwasow:

- lizyny (K)

- argininy (R)

- z wyjatkiem sytuacji, gdy jedna z powyzszych jest zwigzana z proling (P).



PMF (peptide mass fingerprinting) M AACLifeSci 4,

‘e
.".~ . Analizowane
L Q biatko

Lista pikow (m/z): "

COM=10 pmol digest of Sample BSA

MASS=Monoisotopic D
USERNAME=Pedro Domingues \J
USEREMAIL=p.domingues@ua.pt Trawienie
TITLE= Cmpd 7, +MS, 16.8 min 4 proteosomaine

847.50413 EZE2 gmenty
868.97220 biatek
922.46673

923.48150
927.49393
1022.45510
1050.45330 I
1163.63123

1164.65310
1193.60273
1249.62173
1250.71030
1296.75560
1297.74990
1305.71663
1416.79290
1439.81233
1479.79593
1482.75830
1567.74323
1639.93833
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Wyszukiwarki identyfikujace biatka B waiisa 2.
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PMF (peptide mass fingerprinting)

Wyszukiwanie sekwencji biatek

Oprogramowanie oretyczne

vyniki MS

MATRIX :
SCIENCE Search this site Q, Na]lepSZE

trafienia

Mascot database search agelilll=cRENE cal support Training MNews Blog Newsletter Conta

Access Mascot Server | Database search help

Mascot dstabase search > Access M Server

Access Mascot Server More info
You are welcome to submit searches to this free Mascot Server. Searches of MS/MS data
are limited to 1200 spectra and some functions, such as no enzyme searches, are
unavailable. Automated searching of batches of files is not permitted. If you want to
automate search submission, perform large searches, search additional sequence
databases, or customise the modifications, quantitation methods, etc., you'll need to license
your, . in-house copy of Mascot Server.

"

Mascot overview

Search parameter
reference

Data file format

> Results report
overview

v

v

Peptide Mass Fingerprint

The experimental data are a list of peptide mass values from the digestion of a protein by a
specific enzyme such as trypsin.

Perform search | Example of results repert | Tutorial

Sequence Query

One or more peptide mass values associated with informatien such as partial or ambiguous
sequence strings, aming acid compesition information, MS/MS fragment ion masses, etc. A
super-set of a sequence tag query.

Perform search | Example of results report | More information

MS/MS Ions Search

Identification based on raw M5/M5 data from one or more peptides.

Perf

ch | Example of res

Its repart | Tut:

al

Search form defaults

Sawve your pre

ings as a browser cookie.



PMF (peptide mass fingerprinting)

Lista pikéw (m/z):

847.50413

868.97220

922.46673

923.48150

927.49393

1022.45510
1050.45330
1163.63123
1164.65310
1193.60273
1249.62173
1250.71030
1296.75560
1297.74990
1305.71663
1416.79290
1439.81233
1479.79593
1482.75830
1567.74323
1639.93833
1823.86000

MASCOT Peptide Mass Fingerprint

Taxonomy

Fixed

Data input

\

Decoy

universidad:
de aveiro

Email p domingues@ua.pt
SwissProt Enzyme |Trypsin /
NCBInr
contaminants Allow upto |1 v |missed cleavages
cRAP
Mammalia (mammals) ¥

— none selected — Acetyl (K)

| > Acetyl (N-term)

= Acetyl (Protein N-term)
| —— Amidated (C-term)
Amidated (Protein C-term)
Display all modifications Ammonia-loss (N-term C)
_ Bictin (K)

Oxidation (M) Biotin (N-term)

s Carbamidomethyl (C)

< Carbamyl (K)
L Carbamy| (N-term) v
kDa Peptide tol. + 5 ppm v /
sMHT M, M-H Monoisotopic '® Average
Data file| Choose File | No file chosen

® Query
847.50413
868.97220
G22.46673
923.4815@
927.49393 M
1822.45518
L4 Reporttop |AUTO v | hits
| Start Search ... | Reset Form

m _ AACLifeSci #,



PMF (Wyniki w programie Mascot)

| AACLifeSci 2,

Decoy (,,wabik”) séiince Mascot Search Results

1. Podczas wyszukiwania, za kazdym razem, gdy Enail b dominguesgua.pt

testowanajest sekwencja biatek z dOCGlOWGj bazy ;:z;lc::steiﬂe SwissProt 2015 1 (549646 sequences; 195983064 residues)

danych, sekwencja decoy o tej samej dhugosci jest ey T O e s et v

automatycznie generowana i testowana. ' S e e e A
SwissProt Decoyv

2. Dopasowania i wyniki dla sekwencji wabikow sg Protein hits above identity threshold 1 0

rejestrowane oddzielnie w pliku wynikowym. S S

, . . . , a1y Mascot Score Histogram
3. Po zakonczeniu wyszukiwania w nagtéwku wynikow :

. L. I4 : Protein score is -10*¥Log(P). where P 1s the probability that the observed match 15 a random event.
ZOStana pOdane hCZby dopasowan 1 WSpOlCZynnlk Protein scores greater than 61 are significant (p==0.05).
falszywych odkry¢.

o
]

Number of Hits

Zanieczyszczenia:

Sekwencje dla typowych zanieczyszczen, takich jak
keratyny, BSA i trypsyna. 0 4

T T I T 1
L) & 80 A0 120
Protein Score

Concise Protein Summary Report

Format As | Concise Protein Summary ¥ Help
Significance threshold p=-|0.05 Max. number of hits | AUTO
Preferred taxonomy | All entries v

Re-Search All Search Unmatched

1. ALBU_BOVIN Mass: 59248
Serum albumin 0S= T GN=ALE PE=1 5Sv=4

LiCZba ,,EXpeCt” pOkaZU.je lle raZy SpoleeWamy SIQ ELCA Mass: BB615 Score: 24 Expect: 2.6e+82 Matches: 4
Serum albumin 05=Felis catus GN=ALB PE=1 SV=1

uZySka’C rowny lub WyZSZy Wynlk’ Wqucznle ALBU_CAPHT Mass: 12848 Score: 24 Expect: 2.8e+02 Matches: 2
przypadkowo (im mniej, tym Iepiej) Serum albumin (Fragments) 05=Capra hircus GN=ALB PE=1 SV=2

ALBU_SHEEP Mass: 69143 Score: 22 Expect: 4s2+82 Matches: 4

Score;

Expect: 2.62-06 Matches: 11




de aveiro

PMF (Wyniki w programie Mascot) B s 2,

* Wynik w Mascot Score jest podawany jako S = -10*Log(P), gdze:
- P to prawdopodobienstwo, ze obserwowany mecz jest przypadkowym zdarzeniem
« P=E*N-1
- E = wartosc¢ oczekiwana
* N = liczba biatek w bazie danych

-+ Znaczenie tego wyniku zalezy od wielkosci przeszukiwanej bazy danych. Mascot zaznacza na
zielono trafienia przy wartosci odciecia E = 0,05

© 3 q
A
T
& 1
)
§ 4
=
1
| I
0 - 1 1 1 1 ] ] ] 1 I 1
0 20 40 60 80 100 120

Protein Score




PMF (Wyniki w programie Mascot)

N MASCOT Search Results
Protein View: ALBU_BOVIN

Serum albumin 0S=Bos taurus GN-ALB PE=1 SV=4

Database: SwissProt
Score: 104
Expect: 2.0e-006
Nominal mass (M ): 09248
Calculated pi: 5.82
Taxonomy: 223 &1

Sequence simitarity is avalable as a0 NCH] BLAST search of aL8U BOVIN against o

Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unfess next residoe s P,
Variable modifications: Oxdation ‘M)

Mass values searched: 22

Mass values matched: 11

e

universidade
de aveiro

Protein sequence coverage: 18%
Matched peptides shown in bold red.

1 MEWVIFISLL LLFS5AYSRG VFRRDTHESE IAHRFEDLGE EHFEGLVLIZ

51 FSQYLQQCFF DEHVELVNEL TEFARKTCVAD ESHRGCEKSL HILFGDELCE
101 VASLEETYGD MARDCCEEQEF ERNECFLSHE DDSPDLEFELE PDENILCDEF
151 ELDEEXFWGE YLYEIARRHF YFYRPELLYY ANEYNGVEQE CCQREDEGAC
201 LLF¥IETMRE EVLASSRRQR LRCARSIQEFE ERRLELRWSVL RLSQEFPELE
251 FVEVIELVID LTEVHEECCH GDLLECADDR ADLRXYICDN QDTISSELEE
301 CCDEPLLEES HCIREVEKDR IPENLFFLTLR DFREDEDVCE NYQERFDAFL
351 GSFLYEYSEER HPEYAVSVLL RLREEYERTL EECCAEDDFH RCYSTVFDEL
401 EHLVDEPQNL IEQNCDQFEE LGEYGFQMNAL IVRYTIREVPQ VSTPTLVEVS
451 RSLGEVGETRC CTEPESERMFP CTEDYLSLIL NRLCVLHEXT PFVSEEVIECC
501 FSALTPFDETY VPEAFDEXLF TFHADICTLF DTEEQIEKEQT
551 EATEEQLETV MENFVAFVDE CCARDDEELC FAVEGPELVV
601

Unformatted sequence string: 807 residues (for pasting into other applications).

Sort peptides by | '® Residue Mumber

| Show predicted peptides also

Increasing Mass '/ Decreasing Mass

Start - End Observed Mr(expt) Mr (calc) pPpm _ﬁ Peptide
25 - 34 1153.6027 11%2.59%55 1192.5949% 0.4% 1 R.DTHESEIAHR.F
35 - 44 124%.6217 1248.6145 1248.6139% 0.46 1 R.FEDLGEEHFE.G
66 - 75 1163.6312 1162.6240 1162.6234 0.50 0 K.LVNELTEFAE.T
161 - 167 927.4939% 926.4867 926.4861 0.57 0 E.YLYEIAR.R
205 - 211 922.4667 921.45%5 921.43589 0.56 1 K.IETMREK.V + Oxidation (M)
242 - 248 847.5041 46,4969 846.4963 0.63 1 R.LSQFFPE.A
347 - 359 1567.7432 1566.7360 1566.7354 0.33 0 K.DAFLGSFLYEYSR.R
360 - 371 143%.8123 1438.8051 1438.80453 0.41 1 R.RHPEYAVSWVLLE.L
402 - 412 1305.7166 1304.70%4 1304.7088 0.40 0 E.HLVDEPQNLIE.Q
421 - 433 147%.755% 1478.7887 1478.7881 0.34 0 E.LGEYGFQNALIVE.Y
437 - 451 163%.9383 1638.9%311 1638.9%303 0.35 1 R.EVPQVSTPTLVEVSE.S

No match to: £&6£.8722, 923.4815, 1022.4551, 1050.4533, 1le4.6531, 1250.7103, 129&8.75%5s,

Errar Cppmi
k=3
o

RMS error O ppm Mazs (Da)

AA(LifeSci 4

LC BO278%; LSPBJX3; 0Q02727; BO42Z77; Q35IRZ:
LT 21-JUL-1986, iptegrated Jdpto TniProtER/ Swiss—Prot




PMF (peptide mass fingerprinting)

- AACLifeSci 2,

Lista pikdw (m/z):

COM=10 pmol digest of Sample BSA
MASS=Monoisotopic
USERNAME=Pedro Domingues

USEREMAIL=p.domingues@ua.pt )
TITLE= Cmpd 7, +MS, 16.8 min TP Przeszukane wartosci mas: 22
847.50413 190 Dopasowane wartosci mas: 11

868.97220 LY
922.46673 1,
923.48150 1601
927.49393 194
1022.45510 140
1050.45330 10
1163.63123
1164.65310
1193.60273
1249.62173
1250.71030
1296.75560
1297.74990
1305.71663
1416.79290
1439.81233
1479.79593
1482.75830
1567.74323
1639.93833 Poziom odciecia (treshold)

1823.86000 @0 90 1n 10 T 190 Y0 B0 @D O 180

—_

o B 8858838838
S|

@ o
URB 157

@ o 806

N B ey T L s 1eUm
98 1 ™~ 1HEmar b 17m1n_\.




PMF (peptide mass fingerprinting)

- Szybka, prosta analiza

* Wysoka czutosc

* Nie nadaje sie do analiz mieszanin
(szczegolnie w przypadku matych
czasteczek)

> Niezbedna jest wysoka doktadnosc
analizatora mas.

avel




Oznaczenia biatek oparte na MS: koncepcja PFF ¥ T,

. ."‘é '
- Analizowane Sekwencje Baza

Yy biatko biatkowe danych
.
1 Oprogramowanie 1

1y . h
U‘ Trawienie

proteosomalne

Oprogramowanie 1

Obliczanie mas peptydéw

' Fragmenty
biatek

1 MS Oprogramowanie 1

| wyznaczanie spektrum

MS/MS <‘:>

Eksperymentalne Najlepsze
wyniki MS/MS trafienia

- Teoretyczne
wyniki MS/MS




MS/MS QIOF
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MS/MS QIOF

jon jony
prekursorowy fragmentacyjne
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Fragmentacja peptydow

Lancuch polipeptydowy | Amnokwas [\‘0

Y2 XY.4, X, Y, Z, o Ty
i i " : i | ; TI N

R O i

N terminus | N & o |  C terminus
,.1Bi A CiA;B; G A IS
CID

Roepstorff P. and Fohlman J (1984)
Biemann, 1988
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Fragmentacja zalezna od fadunku B s 2.

H

Aminokwas 1 ‘\ Aminokwas 2
; @

H* Ry 0 H

A R L =il
: — |
H,N~ CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C ~NH —CH—C—OH H Tu R2
l|11 IIL ]|13 L I|'I ]|.14 Wiazanie peptydowe
Formowanie jonéw typu b Formowanie jondw typuy
: oraz/lub
e Y
i i i i
+
by H,N— T:‘H— E—NH—(lsz—c—NH—CiH—c + H—:?H—{l:ﬂ—c—nﬂ ¥1
R, R, R, H R,

czasteczka neutralna odebrana przez system préozniowy czasteczka neutralna odebrana przez system prézniowy



Dopetniajgce sie pary jonéw bly

(wielokrotnie natadowane jony)

[ANELK+H]2* ———  [ANE+H]*+
[ANE+H]2*
ANE

[ANELK+2H]2*

[LK+H]*
LK+H
[LK+H]?*

[ANE+H]*
[LK+H]*

llllllllllll



Dopetniajgce sie pary jonow bly g ACLifeSei 2,

N -ala —ser —phe X pro—lys —gly—gly—arg —trp Lasp —glu —lys —cys-C —-—
3

trypsyna

by A NELLLNVK Vs
b, AN ELLLNVK VY7
b; ANE LLLNVK Ve
b ANEL LLNVK Vs
b ANELL LNVK Vs
b ANELLL NVK VY3

b, ANELLLN VK Y
by ANELLLNV K ¥
5
{00 586.4
Y4 Y6
473, 699.5 Y7
2 L 828.5
S04
186.1 =
b3-NH3 360.2 b4-NH3
y> 298.1 411.2 Y7-H20
1!711 246.2 | | bg;':“s? 810.5
. 1 l'l. l l lel opd i I.'h N lr.-l.nvl ” . T— = . lTIfZ
100 200 300 400 S00 600 700 800



Modele fragmentaciji peptydow in silico B iiesa e

universidade
de aveiro

Fragment Ion Calculator Results

Sekwencje Baza
biatkowe danych
Sequence: AEFVEVTEK, pl: 453138
Fragment Ion Table, monoisotopic masses Oprogramowanie l
55> o e
A 1 72.@4444  922.48327 8
E 2 281.08783 B51.45@95 7 Oprogramowanie l
F 3 348.15544  722.4P336 6
v 4 447,22386  575.33995 5
E 5 576.26645  476.27153 4 : g
v &  6£75.33486  347.22894 3 - mas i dow
T 7 776.38254  243,1£053 2 naczanie spektrum
¥ 8  904.47750  147.11285 1
Mass/Charge Table
| ” Mass |
| ” Mono ” Avg |
(&30 ||221.48072|[222. 04523

(‘_\[+H)+ $22.45807|[923.85320

(V+2H)* ||461.74762||262 83026

|(_\[+3H]3+||3aa 167 5?”3@3 : 35595|

|('_\[+4H]4+||231.3??51”231.518?9| http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/ FraglonServlet.html

AEFVEVTK




Modele fragmentacji peptydow B s 2,

de aveiro

Metoda fragmentowania Energia fragmentacji

Koniec karboksylowy
peptydu (C-terminal)

s I b-H,0

T
+» korelacje miedzy jonami

J/

+* zaleznosci wynikajgce z pozycji miejsca ciecia w peptydzie

/

s wptyw flankujgcych aminokwasdw na miejsce ciecia

Sposob jonizacji

Koniec aminowy

(N-terminal)

a-NH, T

-ﬂ- H iD



Wyszukiwarki identyfikujace peptydy B i 2,

Mascot
X!Tandem,
MS-GF+,
MS Amanda,
MyriMatch,
 Comet,

* Tide,

« Andromeda
« OMSSA
ProteinProspector
Sequest
PEAKS
PRIDE



Identyfikacja biatek

AA(LifeSci ¢,

MATRIX
SCIENCE Seaeh s

EEGI A EIE Gl  Products  Technical support  Training News Blog Mewsletter Contact

Access Mascot Szrver | Database search help

Mascot detabase search » Access Mascot Server

Access Mascot Server .
More info
You are welcome to submit searches to this free Mascot Server. Searches of MS/MS data
are limited to 1200 spectra and some functions, such as no enzyme searches, are
unavailable. Automated searching of batches of files is not permitted. If vou want to
automate search submission, perform large searches, search additional sequence
databases, or customise the modifications, quantitation methods, etc., you'll need to license
your own, in-house copy of Mascot Server.

> Mascot overview

= Search parameter
reference

» Data file format

> Results report
oVErview

Peptide Mass Fingerprint

The experimental data are a list of peptide mass values from the digestion of a protein by a
specific enzyme such as trypsin.

Perform search | Example of results report | Tutorial

Sequence Query

One or more peptide mass values associated with information such as partial or ambiguous
sequence strings, amino acid composition information, M5/MS fragment ion masses, etc. A
super-set of @ sequence tag query.

Perform More information

MS/MS Ions Search
Identification based on raw M5/MS data from one or more peptides.

Perform search | Example of results report | Tutorial




Specyficzna fragmentacja peptydow

(PFF, Peptide Fragment Fingerprinting)

COM=10 pmol digest of Sample BSA
MASS=Monoisotopic

USERNAME=Pedro Domingues
USEREMAIL=p.domingues@ua.pt

BEGIN IONS

TITLE= Cmpd 7, +MSn(461.8), 16.8 min
PEPMASS=461.749118565 CHARGE=2+
147.05 229

154.98 787 1*

172.95 17341+

183.87 410 1+ ]

200.91 24791+
218.92 144
248.16 150
347.22 250
347.96 200
476.17 670 1*
548.13 180 0.6
575.33672

576.37 393 1*

675.33 231

722.45 131251 ]
723.14 357 1*
759.39 159
833.47 141
851.45 149
904.13 432 1+
END IONS

0.8

MS/MS 461.7

ﬁ_{‘ =y
SRR
universidade
aveiro

de

AACLifeSci

probka

'@ trawienie
trypsyna

! |
peptydy

4

Sra-gBaT



mailto:USEREMAIL=p.domingues@ua.pt

PFF (Mascot

Oprogramowanie

iyniki MS/MS

Najlepsze
trafienia

MATRIX
SCIENCE

m Mascot database search [aygeh e R Ryl

Access Mascot Server | Database saarch halp

Mascot database gearch > Aocess Mascot

MASCOT MS/MS lons Search

e |pedro

itle

Database(s) |SwissProf (AA)

............ Mammalia {mammals)
Trypsin v
Mone v

--- none selected —-

Display all modifications

Variable | none selected —

2+ v

Choose File | Mascot MSMS2 td

Mascot generic v

Default v

o

Start Search ...

ar = M5/MS [ons Search

e Al .- "'9'
et AACLifeSci ¥,
de aveiro

Search this site O

p.dominguesi@ua.pt

Amino acid (AA)
contaminants
cRAP
MCElprot

Nucleic acid (NA)
Environmental EST
Fungi_EST
Human_EST
Invertebrates_EST
Mammals_EST i

1 ¥ | missed cleavages

Acetyl (K)

Acetyl (N-term)

Acetyl (Protein M-term)
Amidated (C-term)
Amidated (Protein C-term)
Ammenia-loss (M-term C)
Biofin {K)

Biotin {M-term)
Carbamidomethyl (C)
Carbarmyl (K}

Carbamyl {N-term) hd

5 ppm_¥

AUTO ¥ | hits

Reset Form



PFF (Mascot) AA(LifeSci

universidade

de aveiro
MATRIX
W5 Mascot Search Results
User : Pedro Domingues
Email : p.dominguesfua.pt
Search title : 10 pmol digest of Sample BSA
MS data file 1 new 1.txt
Database : SwissProt 2015_10 (549646 sequences; 195983064 residues)
Taxonomy : Mammalia (mammals) (66421 sequences)
Timestamp : 21 Oct 2815 at 13:31:53 GMT
Protein hits : ALBU_BOVIN Serum albumin 0S=Bos taurus GN=ALB PE=1 Sv=4
SwissProt Decov False discovery rate
Peptide matches above identity threshold 1 0 0.00 %
Peptide matches above homology or identity threshold 1 0 0.00 %
Peptide Summary Report
Mascot Score Histogram
Format As | | Peptide Summary v Help
Ioufs score i..s -10*Log(P). \\-'}161'.& P is. the probabiliry thar the observed match is a random event. Significance threshold p= [0.05 Max_ number of hits [AUTO
Individual 1ons scores = 21 indicate identity or extensive homology (p=0.03). ; :
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basts for ranking protemn hits. Standard scoring ' MudPIT scoring Tons score or expect cut-off 0 Show sub-sets |0
Show pop-ups ® Suppress pop-ups Sort unassigned | Decreasing Score ¥ | Require bold red
38 § Preferred taxonomy | All entries v
==y
s
c Select All | | Select None | | Search Selected | [ Error tolerant
o
=
=
E 1. ALBU_BOVIN Mass: 69248 Score: 64 Matches: 1(1) Sequences: 1(1)
Serum albumin 0S=Bos taurus GN=ALE PE=1 Sv=4
' Check to include this hit in error tolerant search
0 T T T T T T Query Observed Mr(expt) Mr{calc) ppm Miss Score Expect Rank Unique Peptide
o 25 50 Pratein Soore v 1 461.7491 921.4836 921.4807 3.15 © 64 3e-06 1 U K.AEFVEVTK.L

Search Parameters

Type of search : M5/MS Ion Search
Enzyme : Trypsin

Mass values : Monoisotopic
Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : = 5 ppm
Fragment Mass Tolerance: % 0.5 Da

Max Missed Cleavages 1
Instrument type : Default
Number of queries 1

|| Mascot: http:/‘www.matrixscience.com/




PFF (Mascot)

MATRIX

e MASCOT Search Results

Protein View: ALBU_BOVIN

Serum albumin 0S=Bos taurus GN=ALB PE=1 SV=4

Database: SwissProt
Score: 6l
Nominal mass (M;): 09248
Calculated pI: 5.82
Taxonomy: Eos taurus

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of ALBU BOVIN against nr.

Search parameters

MS data file: n=w 1.zxc
Enzyme:

Protein sequence coverage: 1%

Matched peptides shown in bold red.

1 MEWVIFISLL LLFSSRYSRG VIRRDTHESE IAHRFEDLGE
31 FSQYLQQCPF DEHVELVNEL TEFAKTICVAD ESHAGCEXSL
101 VASLRETYGD MADCCEERQEF ERNECFLSHE DDSPDLEHLE
151 AGE YLYEIRRRHP YFYAPELLYY ANEYNGVFQE
201 EVLRSSRRQR LRCRSIQEFE ERRLERNSVER
251 LIEVHFECCH GDLLECRDDR ADLAKYICDHN
301 CCDEPLLEFRS HCIAREVEKDA IPENLPPLTA DFRAEDEDVCE
331 GSFLYEYSRR HPEYAVSVLL RLAKEYERTL EECCAXDDPH
401 EHLVDEPQNL IXQNCDRQFEK LGEYGFQNAL IVRYTREVEQ
451 C CIEKPESERMP CTEDYLSLIL NRLCVLHERT
501 FSRLTPDETY VFEAFDEELF TFHADICTLPE
551 EL FATEEQIETV MENFVAFVDE CCRADDEEAC
601

Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P,

EHFRGLVLIA
HTLFGDELCH
PDENTLCDER
CCOAEDHEAC
RLSQEFPEAE
QUTISSKLEE
NYQERFDAFL
ACYSTVEDHEL
VSTPTLVEVS
BVSERVIECC
DTEEQIKEQT
FAVEGEKLVV

Unformatted sequence string: 07 residues (for pasting into other applications ).

| Sort peptides by

® Resldue Number Increasing Mass |

Show predicted peptides also |

guery Start

End
Bl 24% — 256

Ohaarved
461.7491

Mr {expt)
921.4836

Hr (calc)
921 . 4807

T
urs

or 3 pon Magz (Da>

PD2TE9;

ASPJX3r QQ27E7: PD2277: Q33ZRZ:
Z1=JUL=1F86, integrated inco UniFrotKB/Swiss=-Frot.
JL-FEB-193¢, m=gusnc= w=r=icon £.

14-0CT-2015, = foyassian 14E,

RecMame: Full=Serum albumir
AltHam=: Fpll=BSA:
AltHame: Allergen=Bos d &;
Flama:

Brasnrant s

rpa
3.1

"
50

Decreasing Mass

S00TE
61

6.

-

universidade
de aveiro

AACLifeSci

Expact Rank U Feptide

le-D6

1

U E.AEFVEVTE.L



PFF (Mascot) B9 saiese 2

de aveiro

PGS Mascot Search Results COM=10 pmol digest of Sample BSA
MASS=Monoisotopic

Peptide View USERNAME=Pedro Domingues
USEREMAIL=p.domingues{fiua pt

MS/MS Fragmentation of AEFVEVTEK BEGIN [ONS

Found m ALBU BOVIN 1n SwissProt. Serum albumin OS=Bos taurus GN=ALB PE=1 SV=4 TITLE= Cmpd 7, +MSn{461.8), 16.8 min
PEPMASS=461.7491 18565

Match to Query 1: 921 4830648 from(461.749100.2+) mtensitv(18565.0000) index(0) c GE=2
Title: Cmpd 7. +MSn(461.8). 16.8 mun HARGE=2+
Data file new 1 txt 147.05 229
154,98 787 1+
Db DN 17295 1734 1+
' O ( 18387 410 1+
A E|V|T|K 20091 2479 1+
SRR 21892 144

Ff‘*’
SN
ME 16 150

100— 347.22 250

i 347.96 200

- 476,17 670 1+

N 54813 180

— 108+ 5 575.33 672

576,37 303 1+

675.33 231

% cese0ns L < 0esz 722.45 13125 1+

=5 - 723.14 357 1+

w _ [ 750.30 159

= : $33.47 141

' B51.45 149

e 904.13 432 1+
END IONS

b @ @ @ B s o

y(6)

g

& &
JUa4nD uo

% ofbase peak

B

b(6)

[=)
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Label all possible matches Label matches used for scoring @ EEEERE
Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 921.4827 A(EIFIV&I\J\T(K
Ions Score: 64 Expect: 2.5e2-85 a2 .
Matches : 13/56 fragment ions using 19 most intense peaks (help) . =
4 5 att b bt |Seq. v y++ v* y*++ 4 0]
1| 44.0405( 22.5284] 72.0444| 36.5238] A 8 ig_ et
21173.0921( 87.0497|201.0870(101.0471| E |[851.4509|426.2291|834 4244|417 71587 g o] %
3(320.1605|160.5839|348.1554|174.5813| F |722.4083|361.7078|705.3818|353.1945|6 = _= i
4|419.2289(210.1181|447.2238|224.1155| V |575.3399|288.1736|558.3134|279.6603 |5 " =" 5 & T E 5 =
5[548.2715(274.6394/576.2664288.6368| E [476.2715]238.6394]459.2449(230.1261|4 —T— —T — .o
6|647.3399(324.1736|675.3348(338.1710| V [347.2289|174.1181|330.2023|165.6048(3 m/z
T|748.3876(374.6974|776.3825(388.6949| T |[248.1605|124.5839|231.1339|116.0706(2
8 K |147.1128| 74.0600|130.0863| 65.5468|1
P R R TR = ]
= & 0 T a-- - ----- i et
T e R Z 1
th_l_().i ______________________________________________ 5—500—:":"""""-; --------------------------------

0.2 T T I. T T .I T T T T T T T T T T 1 T I. T T T T T T T T T T T T T 1

280 S0 780 280 o] 780

EMZ error 401 ppm Mass (Dal EMZ error 401 ppm Mass (Dal

NCBI BLAST search of AEFVEVTE
(Parameters: blastp. ur protein database. expect=20000. no filter. PAM30)
Other BLAST web gatewavs

All matches to this query

Score |Mr(calc)| Delta | Sequence
642 |921.4807(0.0029 [AEEVEVTK
14.1 [921.4807|0.0029 |YIADLEAK
12.8 [921.4807|0.0029 |[EADLFISK
12.8 [921.4807|0.0029 |VTDELAEK
11.8 [921.4841)-0.0005|VIMETLTE
11.5 [921.4807|0.0029 |JAEALYDIK
11.5 [921.4807|0.0029 |JAEAYIIDK
11.5 [921.4807]|0.0029 JAEYIADIK
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PMF (Ortogonalny zestaw danych i poziom ufnosci) LJ AACLifeSci @,

Ortogonalny zestaw danych i poziom ufnosci
Db : 100 000 sekwencji
500 widm

Prawdopodobienstwo jednego (dowolnego) widma "przypadkowo” pasujace
do sekwencji (niewtasciwe dopasowanie):
1/100 000 x 500 = 5.10-3(0.005)

Prawdopodobienstwo btednego przyporzadkowania 2 widm :
5.103x 5.103=2.5x 10

Znacznie wyzsze jest prawdopodobienstwo identyfikacji z co
najmniej 2 peptydami pasujacymi do tej samej sekwencji biatka



Tandemowa spektroskopia masowa ,,,Qm AACLifeSci 2,
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Nano-HPLC @ ESI-MS * Baza sekwenc;ji 100,
biatkowych _
8 a0

bu
3

Trawienie biatek <
in silico

Relati
&

Schemat ]
fragmentacji ;

50 (1] B0 a0 100

Time (min)

70

Dopasowanie

338222 33.8409
1.5
: One full scan + 10 HCD MSI/MS in 1.1 sec
8 10:
g ] 10 HED in 0.83 sec
2
§ o5 asm
33.8457
832035 gaso
i 3333"‘ 33.8474
0.0 1
33.820 33340 33845

Time {min}
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|dentyfikacja peptydu na podstawie danych MS/MS

Wysoce zautomatyzowany
Moze uzyska¢ dopasowania z danych marginalnych

Moze by¢ powolny

Duzy zbidér danych
Peptydy Biatka Lista biatek
o B . — : —
L _ WA | Lista biatek (grup biatek) w ktérej
’i h i zawarte sg wszystkie
= N zidentyfikowane peptydy
p, [3] {B) 1. Biatko A,
"/ Prawdopodobieristwo P,,
} F = Peptydy 1, 2
E ‘/C ) | 2a. Biatko C,
oy Prawdopodobieristwo P,
| [ Peptydy 3, 4,5, 6
=7 0N 2b. Biatko B,
‘ 7 : \D/ ) | Prawdopodobienstwo P;=0,
_— == Peptydy 3, 4
O ""/E \ 3. Biatka G, E,
(9 : oy Prawdopodobiernistwo P,,
- Peptydy 7, 8,9




Peptydy

@E ©

EEEREEEEEE

GOk

0

2]
O

-

°

Lista biatek

Lista biatek (grup biatek) w ktérej

zawarte sg wszystkie

zidentyfikowane peptydy

1. BiatkoA,
Prawdopodobieristwo P,,
Peptydy 1, 2

2a. Biatko C,
Prawdopodobieristwo P,
Peptydy 3,4,5,6

2b. Biatko B,
Prawdopodobieristwo Pg=0,
Peptydy 3, 4

3. BiatkaG,E,
Prawdopodobieristwo P,,
Peptydy 7, 8,9

& AACLifeSci 2,

universidade 2
de aveiro

E Protein Inference - Protein Level

Lavout Export Legend Help SelectAll
Protein Labels Peptide Labels

(U Validation Status () Protein Evidence @ Molecule Type
@ AllNeighbors (U Unique Only [ Highlight

#Proteins: 1
#Peptides: 37

| Protein Graph [ Group Details |




Praktyczne wykorzystanie bioinformatyki tJ ik

un

Zamiana otrzymanych danych na pliki mzML z uzyciem MSConverter (ProteoWizard)

Aby obejrze¢ dane w aplikacji mMass, nalezy przekonwertowac¢ dane RAW

na format mzML.

20160421_THPAC_insol_0323_ziptip_1ug 04/21/16 150619

RT: 0.00 - 120.00 ==

100 62.32 NL:

o] ! MsConvertGUI (64-bit] - o X
BU—E

(®) Listof Fles () File of file names

70

5 File: | Browse About MSCanvertGUI
ERE
E m% Remove
e | — — : Filters
309 | E:Pedro'\Desktoptest\ THP 1C_insol_Tug.raw ‘
P MS Level ~
E 31.06 SBIT T8 o 0 92,94 104
103 B 91 L 90.98 "y 9608
J 3.90 681 1602 20.18 26.72 S s § X
o3 iCI)Eu.tiuthn.'e;tor; - | 5 Lewvels:
SPedrotDeskiopitest rowse -
i i -]
QOptions

Output format: | mzML E:densiu:-n:l:l
Binary encoding precision: (@) &4bit () 32bit
Write index: Use zlib compression:

TPP compatibility: Package in gzip: [ Add Remove

|Use numpress linear compression: [_]

IUse numpress short logged float compression: [ Fitter Parameters

Use numpress short positive integer compression: |:|

Use these settings next time | stat MSConvertGLUI



Dane w formacie mMass

B Select Sean X

id retention | ms | precursor | z | mz range ion current| points. | data type | A

1 0.01 (0:00:00) 1 3711616 38722960 21077 continuous

2 0.01 (0:00:01) 1 3711616 227480220 15177 continuous

3 0.02 (00001 1 M-1616 231800370 16644  continuous

4 0.02 (0:00:01) 1 3711616 228244400 16244  continuous

5 0.03 (0:00:02y 1 37-1816 231928420 18554  continuous

[ 0.04 (0:00:02) 1 3711616 227891420 15983  continuous

7 0.04 (0:00:03) 1 3711616 230262860 16826  continuous

] 0.05 (0:00:03) 1 M-1616 226081700 16489  continuous

9 0.05 (0:00:03) 1 3711616 228444850 16713 continuous

10 0.06 (0:00:04) 1 37-1816 230406860 18336 continuous

" 0.06 (0:00:04) 1 3711616 228220700 16424 continuous

12 0.07 (0:00:04) 1 3711616 227125540 16354 continuous

13 0.08 (0:00:05) 1 M-1616 224338780 16062  continuous

14 0.08 (0:00:05) 1 3711616 230355350 18612  continuous

15 .09 (0-Ni-n&Y 1 A71-1R1R PIRATIRAN 18448 rontinunis ¥

= .

3 g TIC (MS)

a BPC ([S) »

=4

R

T 60

N

]

E

2 304

" :\JJ\__}\ el
T T T
30 60 90 120
retention time in min.
Cancel Open Selectzd

Otworz plik w formacie mzML

Przeanalizuj sekwencje otrzymane z widm MS i MS/MS

Otworz MS w szycie piku 45.50.
Przeanalizuj widmo MS w RT 47.50
Odszukaj w widmie MS/MS m/z = 1216.56(+2) w RT 47.53

Odnajdz wybrane wartosci MS/MS w programie Mascot

AACLifeSci
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File Wiew Processing Sequence Teols  Libraries  Links  Window  Help
G @ 8 el |eee ==l i T oa EF BRO IA EX (D) 282 B $ 3
EI---- Documents m'z int. A
B @ *MSn spectrum [13720] 185.1644 131033
| | [ MSn spectrum [13720] # | | 213.1504 116758
= B.0e+05 258.0901 187466
@ MSn spectrum [13720] + 287 1201 37448
— 300.1911 33849
— 3271110 108078
7.0e+05 & 3692132 36687
Peak Picking B 418.1207 260462
432 1529 16575
R AT T N AE - TS apply | 4352018 43404
440 1958 110408
503.2003 67132
SN thresheld: | 5.0 £31.2040 201657
. . 548 2385 4548
Abs. intensity threshold: | 0.0 549 2439 33153
. . 5792233 39620
Rel, intensity threshold: | 0.1 o
= : 590.2406 16800
1 90 100 5182347 43283
Picking height: 520.2822 118685
5302721 147565
Pebr e e E 570.2302 20940
Apply baseline: W  See baseline panel w G37.2548 35384
-
Apply smoothing: [ See smoothing panel e — 705.2650 30392
= = 713.3160 42098
Apply deisotoping: ¥ See deisotoping panel ] - 771 3287 204016
i D
Remove shoulder peaks: W & 758.8831 15482
- o _ - 769.3069 29588
@ S o | L e = 776.3419 12510
I @ o [ [
E — — ) { 7833173 16094
0.0e+00 ||| Ul I B V] N 800.3359 28115
500 1000 1500 2000 2500 3”43%4‘? ‘_1%?31 W
m/z £ >

+ | - ot | 0] | 202 | dh |™f|mm| 1= 1% | 0w | o | A e | AR + | - il B &




Analiza danych MS/MS (Mascot) B s 2,

universida
de aveiro

Mascot - MS/MS lon Search n
' ® @2 %N Li?  Server: [Matrix Scence | Search |
Title: | MSn spectrum [13720]
| Name: [pedro E-mail: [p.donhques@ua.pt
Taxonomy: l ................ Homo sapiens (human) _'_l . .
| : : Modyfikacje:
Database: [Swmprot -v_l Enzyme: lTrypsn :J Misd.: |2 'I Oxidation M
| Fxed modiatons: ) vavable modlicitons: (9 Carbamidomethyl (C)
Acetyl (K) A ICPL:13C(6)2H(4) (K) ~
Acetyl (N-term) ICPL:13C(6)2H(4) (N-term)
Acetyl (Protein N-term) ICPL:13C(6)2H(4) (Protein N-term)
| |Amidated (C-term) ICPL:2H(4) (K)
Amidated (Protein C-term) ICPL:2H(4) (Protein N-term)
Ammonia-loss (N-term C) iTRAQ4plex (K)
Biotin (K) v TRAQ4plex (N-term) ¥

! [~ Show hidden modifications

| Precursor m/z: | 1216.55735674 Mass type: [Monoisotopic ]
Precursor tolerance: | 10.0 [pom | Charge: [2+ -

| MS/MS tolerance: [0.05  pa v|  Instrument: |Defauit -
Quantitation: [None ~|

[V Decoy | Error tolerant Report: |AUTO v|



Analiza danych MS/MS (Mascot

Mascot Score Histogram

lons score 1s -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual 1ons scores = 20 mdicate peptides with significant homology.

Individual 1ons scores = 26 mndicate identity or extensive homology (p=0.03).

Protein scores are dertved from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

N\

o T T T T T T T T
0 20 i ) =] hR)
Protein Scare

Peptide Summary Report

Format As | | Peptide Summary v Help
Significance threshold p== |0.05 Max. number of hits AUTO
Standard scoring * MudPIT scoring Display non-significant matches Show sub-sets |0
Show pop-ups ® Suppress pop-ups Sort unassigned | Decreasing Score ¥ | Require bold red
Preferred taxonomy | All entries v
| Select All | | Select None | | Search Selected | Error tolerant
1. HS28B_HUMAN Mass: 83212 Score: 102 Matches: 1(1}) Sequences: 1(1)

Heat shock protein HSP 9@-beta OS=Homo sapiens GN=HSP9@AB1 PE=1 SV=4

Check to include this hit in error tolerant search

Query  Observed Mr{expt) Mr(calc) ppm Miss Score Expect Rank Unique

w1 1 1216.5574 2431.1092 2431.0970 1.28 ] 182 1.4e-@9 1

universidade

de aveiro

AACLifeSci @

R.LVSSPCCIVTSTYGWTANMER.I + 2 Carbamidomethyl (C)

Search Parameters

Type of search : Ms/Ms Ion Search

Enzyme ¢ Trypsin

Variable modifications : Acetyl (K),Carbamidomethyl (C),Oxidation (M)
Mass values : Monoisotopic

Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : + 18 ppm

Fragment Mass Tolerance: *+ @.05 Da

Max Missed Cleavages 2

Instrument type : Default
Number of queries 1

|| Mascot: http://www.matrixscience.com’
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Analiza danych MS/MS (Mascot)
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Sequence Editor n
m‘ & ‘@(o‘ @2 S 1B Sequence type: |Regular amino adds [ Cyclic Pattern
Mo. mass: | Sequence Modifications n
Untitled 5c wee | & | 30 @2 & &, [+ show specific modifications only Remave ‘
MPEEVH! Position: |_ Protein Digest n
DPSELDY
LDISMI( Postion see| & 50 @F i Mass & mo 7 Av Max charge: |2 Digest | Match Annotate ‘
VILHLEL AIC
DEDDEER All M Enzyme: |Trypsin j Miscl: | 1 Mass range: | 500 - | 5000 [~ Ignore mods  Coverage: 0/99 %
YGEFYE]! | | | |
FIMDSCI slice | mis. | mi= - e S
EDHENYE [73-82] D 1194547 Peptide Fragmentation = |
KES5IYYT] [360-378] 0 1195.574
LELTEDI [482-502] 1 1196005 wee | O |30 @2 (9 &, Mass: % Mo O Ay Maxcharge: |2 Fragment Match ‘ Annotate ‘
NMERTMS [560-566] 1 1198.595
TALLSSI [338-344] 1 1208 631 Tn W — — — _ _ _ _ _
[584-604] 0 1216.555 ) Match Fragments n
[393-402] 1 27692 [ im [
[457-477] 1 1218.543 ‘ . ;
Tolerance: | 10,0 " Da ™ ppm [ Ignore charge Calibrate
[584-504] 0 1224 553 ion bw ] Z = g g ‘ wls
[507-526] 0 1224.576) 14
[457-477] 1 1226.541| Remove: [ Annotated | Matched | Unselected |v Isotopes [ Unknown
[507-526] 0 1232574 1y 20
(393-402) 1 1233.687) 14 _H20
[457-477] 1 1234538 14 -n3 T 1 .
[(338-347] 1 1238.637) 14 _NH3 =
[168-180] 1 1237628 51 . *
[86-107] 0 1242.705 21 £ 14 . 4
[429-435] 1 1246548 210 _Hz20 | S PR S ——— S L
rrAn AR a Aman Far &
a10 -H20 a4, e 4
all i & & L -
an 34 L)
al1-H20 !
a1l -H20 4 hi . ki . . .
alz 500 1000 1500 2000
al2 miz
al2 -H20 L= e [P . ¥ T L [ R
a12 -H20 [1-12] 630.3098 2 LVSSPCCNTST.y [ZxCarbamidomethyl] ”



Analiza danych MS/MS (Mascot) o) MLifeSci 2,
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i mMass - MSn spectrum [13720] * — O X
File View Processing Sequence Tools Libraries Links Window Help

B 5w Ll | ees | == gl v T oS B0 ORI it BX {EYRR | B $ R

B Documents , mz int r.int. 2 M

=} *MSn spectrum [13720] 185.1844 131033 2266 8169
- # Annotations ‘ | | | [ ] MSn spectrum [13720] ¢ | [ 243 150 116756 2019 4225
E-ee Untitled Sequence - = 2580901 187486 3241 3302
i# 185.1644 (-0.0005 Da} a2 [1-2] % 600000 J = MSn spectrum [13720] » 282.1301 37448 648 480

i 213.1584 (-0.0003 Da) b2 [1-2] - 2001911 33840 585 340

282 1801 (-0.0011 Da) b3 -H20 [1-3] = 27110 1080728 18689 247

300.1911 {-0.0006 Da) b3 [1-3] 550000 4 o 389.2132 38687 631 203

369.2132 (0.0 Da) b4 -H20 [1-4] Z :l; ;‘fg; ng:?f 4:-;; Mé:

4352018 (-0.0002 Da) y3 [18-21] o = == g

549.2430 [0.001 Da) y4 [18-21] 500000 - Es :i;’ ?gli 1:3:3; 125@ 1:?

6202822 (0.0002 Da} S [17-21] 1 £03 2093 &1 el o7

721.3287 (-0.0011 Da) y& [16-21] _ 450000 4 =31 2040 e

776.3419 (-0.001 Da) a7 [1-7] [2xCarbamidom 5452365 46548 08 2

800.3358 {-0.0071 Da) a7 -H20 [1-7] [1xhcety = 5492433 @351 1438 1292
804.3345 (-0.0033 Da) b7 [1-7] [2xCarbamidor 400000+ . - 5792233 19620 585 219

818.3505 (-0.003 Da) a7 [1-7] [1xAcetyl; 2xCe = Q 00 2406 16800 250 100
907.4079 (-0.0011 Da) y7 [15-21] 2 o 518.2247 43283 748 328
917.4225 (0.0005 Da) b3 [1-8] [2xCarbamidorr | 220000 7 = g 5 £20.2822 118686 2052 o7

i 964.4299 [0.0007 Da) y& [14-21] . z < £30.2721 147686 2553 1261
jii 1016.4803 (-0.0 Da) b9 [1-9] [ZxCarbamidome: 300000 4 « G 570.2302 20940 3.82 279
i 1127.4918 (-0.002 Da) y8 [12-21] o — = = 6872543 35384 612 =588
i 1228.5389 (-0.0026 Da) v10 [12-21] = T 5 . & 705.2650 30382 525 629
1315.5722 (-0.0014 Da) y11 [11-21] 250000 5 2 8 @ & 7133160 42088 728| 978
1416.6223 (0.0011 Da) y12 [10-21] o Sz = 2 o = z; 2{25217 2322;2 35 éi ‘jE;

1515.6902 (0.0006 Da) y13 [8-21] = % 2 - & I & - — - - = o

i 16287791 (0.0054 Da) y14 [3-21] 200000 39 = = 8 - & = ;?: iﬂ?g f:ffg 512 11?3
WBB.TE?B (-0.0085 Da) y15 [7-21] [1xCarbar @ S B =g = 'é— r% 2832173 16034 570 651
2219.956 (0.0042 Da) y19 [3-21] [2xCarbamig 150000 '8 T 2T e @ s ~ 2003353 28118 YA
#e Untitled Sequence - 9 a® A 4 =g 3 2 804.3346 43481 838 1387

§ I ga = = T o 3 = 8183505 25308 438 565
100000 § g S 25 8 % o = =t 881.3990 mE 121 62
@ 2 [ = ju] «© [t5] 900.3981 13552 234 94
a9 = o % 2 § ‘2 o 907 4079 90453 1564 558
50000 o~ < ® o« @ b 917.4225 32852 568 174
o = = a o 964 4799 307411 5229 954
0 1 t 7 1127 4918 130883 3129 165
500 1000 1500 2000 12285389 192884 3335 115 ¥
< > m/z < >

+ | - e gl [ 2% | b [Of[mm| 17 [ 18 [ mm| A | A e | A% 2 t| - |ie|EF 4
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*Dostepne narzedzia
- Kalkulator mas
* Przetwarzanie masy na wzory



Generowanie bazy danych FASTA Mo
z Uniprot (SwissProt) e MO0 &

1) Nalezy pobrac plik FASTA proteomu Homo Sapiens ze strony Uniprot.

savancedw | X Search

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search Help Contact

Taxonomy results
Filter by" «1to 250of 8,220 p Show

Repeat search in UniProtkB (2,393,722) x

@ sbout Taxonomy

Taxons with:

enries o .
UNIProtkB (7,305)

. ' Homo sapiens (Human} & €3

5 reviewed Eukaryota » Metazoa » Chordata » Craniata » Vlertebrata » Euteleostomi » Mammalia » Eutheria » Euarchontoglires »
entries in Primates » Haplorrhini » Catarrhini > Hominidae » Homo

UniProtkB (531)
a proteome Proteomes (1) UniProtkB (156,851)- Reviewed (Swiss-Prot) (20,168) Unreviewed (TFEMEL) (136,683)
(1,051)

UniPro.t.. reviewed:yes AND organism:"Homo sapiens (Human) [9606]" Advanced v

-
BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search Help Contact

UniProtKB results © aout unierorica
Filter by’ . Download # Columns. 1t 250f 20,168 B Show

x

2) Nalezy wybrac recenzowang % reienes IS et
wersje plikOw FASTA (SWIsSProt) —  co RIS wmmenioms '

i ATR, PIL, SERPINAZP  sapiens
organisms Preview first 10’ ‘ ! Hp
Human (20,168) % ’ (Human)
[J Q9UNA3 A4G - A4GNT Homo 340
Proteomes - acetylglucosaminyltrans... sapiens
UP000005640 (Human}
(20,162) () Q96GX2  ATLIB_HUMAN R  Putative ataxin-7-like ATXN7L3B Homo 97
VieW by - protein 3B sapiens
(Human)
Results table [ Q8NS5SZ0 ' AADAT_HUMAN ﬁ Kynurenine/alpha- AADAT KATZ2 Homo 425

aminoadipate amino... sapiens




Narzedzie do przetwarzania danych 4
Dbtoolkit T

AACLifeSci #,

Mozna przegladac i edytowac informacje w pliku FASTA za pomocg programu Dbtoolkit

@ Database Processing Tool — O >
File Settings Tools Help

File selection

Database file : |[E\Pedro\Deskiop\uniprot-organism%3A9606+reviewed%34yes fastaluniprot-organism%349606+reviewed% 34yes fasta || Browse...

Preview pane (2 FASTA entries)

>3p|P20848 |A1ATR HUMAN Putative alpha-l-antitryp3in-related protein O5=Homo sapiens GN=5ERFINA2 PE=1 5V=1
MPFSVIRGVLLLAGLCCLVES SLVEDPQGDAAQKT DT SHEDQGDWEDLACOKT SYNVI DLAFDLYKSWLI YHNQHVLVI FT SVAMAFRMLSLGTKADTRIEILEGLNVNLIET FEAKTHECF
AUVLOALSRPDTRLOLI TGS SLEVNESHKLVDT FLEDTKKLYHSEASSINFRDTEERKEQINNY VEKR T GREVVDLVEHLEKKDT SLALVDY I SFHGEWKDEFKAER IMVEGFHVDDET T IRV
FMINHLGRFDIHRDRELS SWVLAQHYVENATAFFILPDFEKEMWLEEKLT Y SHLENIQRAFDIRSINLHF PKLS I SGT YKLERVFRNLG I TKI FSNEADLSGVSQEAPLELSKAVHVAVLT I
DEKGIEATGAFPHLEEKAWSKY QTVMFNRFFLVI IKEY ITNFFLEFIGEVVHETQK

[»]

>3p|Q9UNAZ | 24GCT HUMAN Alpha-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase (5=Homo sapiens GN=R4GNT FE=2 5V=1
MREELQLSLSVILLLVCGFLYQFTLESSCLFCLPSFESHQGLEALLSHRRGIVFLET SERME PPFHLVSCSVESAAKT Y PEWPVVE FMEGLTDSTPMPSHSTYPAFSFLSATDNVEFLF PL.OME
BLLEDTPLFSWYNQINASAERNWLHISSDASELAT IWKYGEIYMDTOVISIRFI PEENFLAROASRY SSNGI FGFLPHHPFLWECMENFVEHYNSA TWCEHN QG PELMTRMLEVWCKLEDFQEV
SDLRCLNISFLHPQRFYPISYREWRRYYEVWDIEPSFNVSYALHLWNHMNQE GRAVIRGSNI LVENLYRKHCPRTYRDLIKGPEGSVIGELGPGHE

Status panel

Status :

21-02-2017 (16:51:23) : Mo file loaded.

21-02-2017 (16:51:35) : Processing incoming file (E\Pedro\Desktopluniprot-organism%3A9606+reviewed%3Ayes fastaluniprot-organism%349606+reviewe d%
21-02-2017 (16:51:35) : FASTA formatted file ‘E\Pedro'Desktopluniprot-organism%3A9606+reviewed%3Ayes fastaluniprot-organism%3A0606+reviewed%3Ayes| = |
1 Il [ [ ]

Errors :
21-02-2017 (16:51:23) - Mone.
21-02-2017 (16:51:358) . Mone




Przetwarzanie danych przez MSConverter N
o le1|vﬁr¢|rfadc .\;\(:Lil.[\sri -!“'" +
(ProteoWizard)

MSConverter w programie ProteoWizard przeksztatca dane HPC-MS

uzyskane podczas pracy spektrometru mas (plik RAW) na format
otwierany przez SearchGUI (pliki MGF).

20160421_THPIC_insol_0323_opbp_100 0472116 1506 18
RT: 0.00 - 120.00 “
6232 ML
108 7.A7E9
S
90 nc MS

11541 20160421 T

HPIC_insol
' _0323_zipts

Y0 p.leg
;::"“ a5l MSConvertGUI (64-bit) - o X
50
‘_'; 40 (®) Listof Fles () File of file names
" 30
: File: | Browse About MSConvertGUI
10- Remove
6 ; ; — - Fitters
E\Pedro®\Desktoptest\ THP 1C_insol_lug.raw
MS Level w
Output Directory: Levels:
E:\Pedro‘\Desktop'test | Browse

Options I:I
Output format: | mzML  ~ | Bxtension: I:I
Binary encoding precision: (®) G4bit () 32bit
Write index: |Use zlib compression:
TPF compatibility: Package in gzip: [

Add Remove
IUse numpress linear compression: [

IUse numpress short logged float compression: [ Fitter Parameters

Usze numpress short posttive integer compression: |:|

|Use these settings next time | start MSConverdGUI



Wyszukiwarka SearchGUI B s 2

universida

Otworz SearchGUI. —___

_Input & Output

W ustawieniach wyszukiwania = swanres e seecte as_| (_car |

Search Settings | test ¥ | Add || Edit |

Wyb]erz edy.CJe ] Wypetn]J Output Folder E:\Pedro\Desktopitest Browse
formularz, jak pokazano.

™ MSConvert M3Convert File Conversion - Proteo\Wizard web page

Wybrano modyfikacje zmienne =
(d laczegO? ) . L X! Tandem ¥ITandem Search Algorithm - XITandem web page

LJ MyriMatch MyriMatch Search Algarithm - MyriMatch web page
Mozesz ta kze Skonfigu rowaé [} MS Amanda MS Amanda Search Algorithm - MS Amanda web page
: 4 U MS-GF+ MS-GF+ Search Algorithm - MS-GF+ web page
Pept]deShaker, aby Otworzyc L OMSSA OMSSA Search Algorithm - OMSSA web page
o o J4 o
plik wynikow, jak pokazano O comet CometSeacn gt vep e
.o . L Tide Tide Search Algorithm - Tide web page
ponizej. |
[l Andromeda Andromeda Search Algorithm - Andromeda web page

Wyszukiwarka SearchGUI
P J Novor Movor De Nove Peptide Sequencing - Movor web page
Zapyta, CZy ChceSZ Utworzyc L DirecTag DirecTag MS/MS Sequence Tagging - DirecTag web page
pli k fasta _ Post Processing

Concatenated_ta rget_d ecoy. V] PeptideShaker PeptideShaker - Visualize the results in PeptideShaker

Wybierz ”yeS" (dlaczegO?) @ PI ite SearchGUI as Vaudel et al.: Proteomics 2011:11(5:996-9




Wyszukiwarka SearchGUI e, AMULifeSci 2,
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7‘;‘: Search Settings - test X

Database

Database (FASTA) 13A0606+reviewed%3Ayes fastaluniprot-organism%3A9606+reviewed%3Ayes_concatenated_target_decoy fasta Edit

Modifications

Wybierz opcje wyszukiwania

°
1 baze danyCh FASTA Fired Modifications (0) ( Most Used Modifications v
| Name | Mass == | Name | Mass |
) I Acetylation of protein N-term 42.01 K
o B Deamidation of N 0.98
Deamidation of O 0.8
I Phosphorylation of § 78.57 |
B Phosphorylation of T 79.97 |
B Phosphorylation of Y 7a.97 |
Variable Modifications (3) B Pyrolidone from E -18.01
T Mass - B Pyrolidone from Q -17.02
| | o B Pyrolidone from carbamidomethylatedC~ -17.02
° . o I Oxidation of M 15.99 THT 10-plex of K 22918 1
Wybrano modyfikacje zmienne. e
B Acetylation of K 42.01 THIT 6-plex of K 23318 1
TWT 6-plex of peptide M-term 22818 1
? ITRAQ 4-plex of K 144.10 1 v
Dlaczego?
Protease & Fragmentation
Digestion [ Enzyme |'] Precursor m/z Tolerance 10.0 ppm |=
Enzyme L Trypsin v Fragment miz Tolerance 10.0 ppom  |¥
Specificity | Specific | '] Precursor Charge 2 - 6
Max Missed Cleavages 2 TS 0 - 1

Fragment lon Types | b = | y b=

@ 0K Cancel



ﬁ AACLifeSci 2,

universidade
de aveiro
Wybierz opcje programu PeptideShaker
PeptideShaker Settings *
Peptide Shaker
Location |E:lF'edrmDesktopFeptideShaker—1.1E.UFeptideShaker—1.1E.U.jar | | Edit |
’Projem Details
Project Name | THP1 |
Sample Name | THP1_|51 | Replicate 0
’{}umut
Output File |E:‘FedrmDesP:tnp\tesnF'eptideShaker_output.cpsx | | Browse |
Advanced Settings (see help for details)
Project | Default | Edit
Mascot Files | | | Browse | | Clear |
@ | OK || cancel |




Generowanie i ocena wynikéw. PeptideShaker
do wizualizacji peptydow i biatek oraz do walidacji. Analiza PTM

&. AACLife Srl

universida
de aveiro

1) Po przetworzeniu danych przez SearchGUI (~3 minuty) wyniki zostang
otworzone w oknie PeptideShaker.

2) Jestesmy w stanie zobaczyc¢ ok 700 zidentyfikowanych biatek, chociaz
373 zostaty sklasyfikowane jako ,,niepewne” (dlaczego?).

3) Mozna rowniez zobaczyc informacje o peptydach zidentyfikowanych dla
kazdego biatka i widmach masowych z opisanym wzorem fragmentacp

& Peptideshaker 1.16.0 . THP1 (Ssmple: THP1_S1, Replicate: 0]

Ble Edit Eport View Help

Proteins (695/4648 . 322 confident, 373 doubtful)

2 (ACTG

HUMAN, v 420 x a8 5 5602

Fing -

1
2 MellsmxxpvolemNSF 90-eta 45 0 T — ]
3 Alpha-enolase (ENOA_HUMAN) 1 A —— L 2z |
4 Adenyi cydase-associated protein 1 (. 1 00— ] 00wl aseEnz 8 ser |
5 Tubuiin alpha-1C chain (TBAIC_HUM. 12 5791 E— ] o . 179802 | @ |
6 /Actin, aipha cardiac muscle 1 (ACTC_. 1" sa I 1 237 TiE02 W ares
7 Heat shock protein HSP 80-alpha (HS_ 14 374 N— " ] ra7801 s |
8 Elongasion factor 2 (EF2_HUMAN) " 250 N 17— El 622801 %528 |
9 Prruvate knase PRM (KPYM_HUMAN) 15 2o E— se — » W 183E02 5750 |
10 ON-gapendent protem kinase catalti 02 B 1o I— w0 9500 w7 W
1" Myosin-2 (MYHS_HUMAN) 1367 N 1e L ) 1 Te€01 2em B
12 Tishudin Aloha-4A chain (TRALA HUMA. e 12— s N 129€02 | 4089 |
=l & Frag: lons (EK - NH2-SYEL COOH -FR 2+ 895.95 miz)
1 S GOV 28 160 @ 28 st qiytlntsle nip pec - =
2 12 LDLAGROLTDYLUK-COOH 78 0 T — ) G e R T nix oo al = 1 R
3 NHZ-KDLYANTVLSGGTTMYPGUDR 281 ' 100 — O . S— — _—
4 NH2-VAPEEHPVLLTEAPLNPK-COO i 10— O
5 NH2-AVFPSIVGRPR-COOM | 1o —— O
6 NH2FREPEAL FOPSFLGMESCGIH 1 0o m— O !
7 NH2TPEALFOPSFLOMESGIHE | 100 — O by
8 NH2-SPEALFOPSFLGMESCGIHE I 100 —— O i Yiz
9 S 2L YVALDFEQEMATAASSSSLE ' 00— O
10 NH2FRPEALFOPSFLGMES *GI U wo —— O
11 NH2TTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGY/ i 00— O -
12 NH2-AGFAGODAPR-COOH. ' 00— ©
13 W NH2-DIKEXLCYVALDFEQEJATAA ' 100 m— O by
1*® N2 mzn(wnwmkxnvmv 1 100 O [y e 5
Peptide Spectrum Matches (1081108 - 108 confident, 0 doubtful) -
SNMM Charge miz Eror ConSdence | | o
0 CH . Na-Hz0 3 4 oy
NH2-SYELPDGQVTIGNER-COOH = ) 100 m— O Vs : Y T
NH2-SYELPDGQUTIGNER-COOH = m 0o mm— O - : :
NH2-SYELPDGQWTIGNER-COOH Em— wo m— O i Y
NH2-SYELPDGOWTIGNER-COOH = L] 100 EE—— O 3 Y1t
NH2-SYELPDGQWTIGNER-COOH === e 1e0 — O - . % i b s
NH2-SYELPDGQWTIGNER-COOH e v o m— O Ay % &
NH2-SYELPDGQWTIGNER-COOH = 00— O .
G CO Em— 10— ¢ - mf
::zg;:g:g;::g:::é@: rem— - o — g 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1400 13200 1300 1400 1500
NH2-SYELPDGQWITIGNER-COOH = 00— O
NH2-SYELPDGOWTIGNER-COOH o ] o0 — O
NH2SYELPDGOWTIGNER-COOH 2 I B o m— © ioE L Oel L ons | Chame | Debiow | Setteds JEwat Ltk
NH2-SYELPDGQWTIGNER-COOH =— ] 100 mum— O [y lml a-hmM]lonTwul

Protein Sequence Coverage (74.4% - 69.87% confident, 4.53% doubtful, 0.0% not validated - 100.0% possibie - 375 AA)




Dopasowanie widma do peptydu

(peptide-spectrum match - PSM)

-
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AACLifeSci

i Quality Control (beta)

General Settings

Mark as Doubtful

[:] Hits obtained on small databases (<1000 protein sequences)
/] Datasets with a low number of target hits

] Hits nearthe confidence threshold (margin= 1 x resolution)

Protein Filters

Mame

Description

1 ==2 confident peptides

Mumber of confident peptides filter

MNumber of confiden|

Peptide Filters
M

MName
1 One confident PSM

Description

Mumber of confident PSMs

PSM Filters

MName

1 | Fragment lon Sequence Coverage

2 Mass deviation

Description

Sequence coverage filter by fragment ions
Precursor miz deviation probability

(T Right<lick in the tables to eclt the fiters.

OK . Cancel.




Analiza danych: informacje o biatku, iy o
1 A 1 3 AACLifeSci !
analiza szlakow i ontologia genowa e O e

Zapoznaj sie z zaawansowanymi

jami lizy danych modut
opcjami analizy dany utu e

PeptideShaker otwierajac karte Spectrum IDs {

modyfikacji (GO analysis tab). Fractions

Modifications
3D Structures
Annotation
GO Analysis
| Validation
" QCPlots

— A J

»

t

—
3

Ve YD M A




Analiza danych: informacje o biatku,

. .. . AACLifeSci @
analiza szlakow i ontologia genowa g O
W zaktadce adnotacji mozna dodawac komentarze do kazdego biatka. Jesli
jednak chcesz opisac wiele biatek, musisz wyeksportowac wyniki (domyslny
raport biatkowy) i klikajac link do strony internetowej obok zasobu, postepowac
zgodnie z instrukcjami podanymi na stronie internetowej zasobow.

E PeptideShaker 1,16.0 - THP1 (Sample: THP1_51, Replicate: 0) b m] *

File Edit Export View Help Find

Basic Protein Annotation ~ Protein Annotation - Help ) @
" . Spectrum IDs
Accession PE3261 Single Protein P

To access the annotations for the currently selected protein, simply click the button

Description Actin, cytoplasmic 2 (ACTG_HUMAN) corresponding to the wanted resource. Modifications
Proteins 3D Structures
To getthe list of all validated proteins in your project click here. Annotation
Gene Name ACTG1 Chromosome 7 Advanced export options: Export = [dentification Features. -
GO Analysis
Taxonomy Homo sapiens To querry using multiple proteins, click the web link next to the resource and follow Validation
the instructions provided at the resource web page.
Database UniProt s
UniProt - protein knowledgebase  Reactome - pathway database
Search UniProt High-quality protein sequence and functional information. web Search Reactome Manually curated and peer-reviewed pathway database. web
neXtProt - human protein knowledgebase ~ DAVID - functional annotation
Search neXiProt High-quality human protein information and annotation. web Search DAVID Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery. web
STRING - protein interaction IntAct - protein interaction
Search STRING Known and Predicted Protein-Protein Interactions web Search IntAct Analysis tools for protein interaction data web
QuickGO - gene ontology terms and annotations ~InterPro - predictive protein signatures
Search QuickGO Web-based browser for Gene Ontology terms. web Search InterPro Integrated database of predictive protein signatures. wed
DASty - protein sequence features ~ PDB - protein data bank
Search DASty Web client for visualizing protein sequence feature information.  web Search PDB Biological macromalecular resource. web

PICR - Protein Identifier Cross-Reference Service




Walidacja

Poziom odciecia
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100%

80%

0%

|||“

Threshold

- -

False Negative

True Negative
Prawdziwie negatywne

False Positive

Fatszywie pozytywne

llll{:.--
True Positive

Prawdziwie pozytywne

Fatszywie negatywne

Nieprawidtoweltrafienia
¥ Incorrect Hits

® Correct His
Prawidtowe trafienia

AACLifeSci ,#,
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Score vs. c#:v ' Target vs. Decoy ' FDR vs. Coverage
4000 |

-l / - .
R | o Score i
g o/ ] & ame g -o.
§ ® ;JM / : -
Score € o
n/ / e 3 ©
L I R I R T @ 0B NV OHORN® M P B ® X & W 0 N W
oo Geome False Discowan Rats ¥ DRO 1N
/ # Target @ Decoy [ Trvwanoss —Possiie Coverns
Falszywe Liczba wykrytych Aby uzyskaé 100%
negatywnie oialek dacelonych pokrycia, potrzebujemy

1 . wabikow™ 50%FRD
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Pokaz wyniki tej analizy:

 Liczba zidentyfikowanych biatek

3 biatka o najwiekszej intensywnosci pikow
« Wybierz grupe na podstawie analizy GO

« Pokaz analize sieci skojarzen biatka
funkcjonalnego w tej grupie

» Opisz jedno biatko stanowigce wezet centralny
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