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Bioinformatyka

Kombinacja informacji biologicznych i technik
informacyjnych.

Analiza bioinformatyczna opiera sie na analizie
informacji zebranych w bazach danych w celu
wyjasnienia obserwowanych faktéw
doswiadczalnych

Rezultatem analizy sa:

-Okreslenie wzajemnych zaleznosci,
-Pokrewienistwa sekwencji kodujacych,
-Podobienstwa struktur,

-Profile ekspresiji, s,

-Profile szlakéw metabolicznych.
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Rola komputeréw

Zrédtem danych sg organizmy zywe.

Kazdy gatunek stanowi niepowtarzalny i
unikalny zbior danych, ktérego wielkosc
jest rézna w zaleznosci.

Kazda naturalna wariacja w ramach

gatunku stanowi nowy zbior danych.

Komputery sg niezbedne do gromadzenia,
zarzadzania i przetwarzania danych w
akceptowalnym zakresie czasowym.

GENBANK AND WGS STATISTICS

GenBank WGS

Release Date Bases Sequences Bases Sequences
3 Dec 1982 680338 606
14 Nov 1983 2274029 2427
20 May 1984 3002088 3665

129 Apr2002 19072679701 16769983 692266338 172768

130 Jun 2002 20648748345 17471130 3267608441 397502

131 Aug 2002 22616937182 18197119 3848375582 427771

237 Apr2020 415770027949 216531829 7788133221338 1267547429
238 Jun 2020 427823258901 217122233 8114046262158 1302852615
239 Aug 2020 654057069549 218642238 8841649410652 1408122887
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NCBI Home

Resource List (A-2)

Al Resources
Chemicals & Bioassays
Data & Software
DNAZ RNA

Domains & Struclures
Genes & Expression
Genetics & Medicine
Genomes & Maps
Homology

Lierature

Proteins

Sequence Analysis
Tasonomy

Training & Tutorials
Variation

| All Databases v

GOVID-1is an emerging, rapidly evolving situation

- sequence,

Welcome to NCBI

The National Center for Biotecanology Information advances science and health by providing access to
biomedical and genomic information

‘Abautthe NCBI | Mission | Qrganization | NCBI News & Blog

Submit Download Learn
Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a
into NCBI databases computer class or watch a tutorial

Develop Research
Use NCBI APIs and code

libraries to buid appications

Analyze

Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and
data analysis task collaborative projects

Popular Resources
Pubhied
Bookshelf
PubMed Central
BLAST
Nucleotids
Genome

snp

Geno

Protein
PubChem

NCBI News & Blog

“The latest in COVID-19 refated human
gene annotation now in NCBI RefSeq
and Gene

SRA Metadata
AWS Athena and a new dataset for

group of related sequences

7.




EMBL
European Bioinformatics Institute

' [leExopean BAoMIENe et ¢ —

& O @ A hitps//www.ebiacuk # » @ @
# EMBL-EBT A Servi ing. @ About us EMBL-EBI

EMBL-EBI

The home for big data in biology
We help scientists exploit complex information to make
discoveries that benefit humankind.

Explore dozens of biological data resources with our Search service.

Find a gene, protein or chemical ‘ Al

Find tools and resources or deposit data.

EMBL-EBI response to COVID-19

To help protect staff and visitors from the coronavirus outbreak, EMBL-EBI closed its premises on 18 March at 17:00. Our data resources and tools will continue to function as

normal. Read more %

Featured topic Latest news

COVID-19.Data Portal
Watch later

UniProt

& O R A https//www.uniprotorg e

Help  Contact

Retrieve/ID mapping Peptide search SPARQL

BLAST Align

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.
New UniProt portal for the latest SARS-CoV-2
coronavirus protein entries and receptors,
updated independent of the general UniProt

UniParc = Proteomes

UniProtkB UniRef

release cycle.

UniProt Knowledgebase The UniProt Refere

= (UniRef) prov and non-red ataba

Swiss-Prot (563,552) Clusters (UniRef) provi and non-redundant database A pratacia 16 ie setor e e
clustered sets of sequences that contains most of the >
£ proteins thought to be Receptors
Manually annotated and from the UniProt publicly available protein
i Knowledgebase (includin sequences in the world. expressed by an organism
reviemed o ol e Uniprot provides proteomes =fv] ‘)

Records with information it i for species with completely News
extracted from literature e sequenced genomes.
and curator-evaluated Forthcoming changes
computational analysis. There are currently no changes planned
TrEMBL (195,104,019) Supporting data UniProt release 2020_05

Automatically annotated PCK1 vacillating between gluconeogenesis and lipogenesis |

= Cross-references to CPTC, BMRB, PCDDB and SASBDB

and not reviewed.
Records that await full Literature citations Taxonomy Subcellular locations
Rt Sl Apnotat! . UniProt release 2020_04

B = ) Inflammation: the Good, the Bad and the Ugly | Cross-references
e e T Eeyors to GlyGen and PathwayCommons | New automatic annotation
_ system ARBA (Asso...
XXX En =
News archive
Getting started Yu@@® UniProt data Protein spotlight

Q Text search & Download latest release "‘;‘ﬁ! "& Either You, Or Me -




KEGG

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
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< O @ A nhttps//www.genome;p/kegg/ *
KEGG Search | Help
» Japanese
KEGG Home KEGG: Kyoto ia of Genes and
Release notes
Current statistics
KEGG is a database resource for understanding high-level functions and utilities of
KEGG Database the biological system, such as the cell, the organism and the ecosystem, from
KEGG overview molecular-level information, especially large-scale molecular datasets generated by
Searching KEGG genome sequencing and other high-throughput experimental technologies.
KEGG mapping See Release notes (october 1, 2020) for new and updated features.
Color codes
KEGG Objects © Main entry point to the KEGG web service
Pathway m KEGG2 KEGG Table of Contents [Update notes | Release history]
Brite hierarchies . 3
¥ Data-oriented e i
KEGG DB links Data-oriented entry points
KEGG PATHWAY  KEGG pathway maps Aaadification
KEGG Software KEGG BRITE BRITE hierarchies and tables
KEGG APL Pathway
KEGG MODULE  KEGG modules Brite
KEtE KEGG ORTHOLOGY KO functional orthologs ~ [Annotation] Brite table.
KEGG FTP KEGG GENOME  Genomes [Pathogen | Virus | Plant] Module
Subscription KEGG GENES  Genes and proteins [SeaData] o)
Background info KEGG COMPOUND  Small molecules
KEGG GLYCAN  Glycans Compound
GenomeNet KEGG REACTION  Biochemical reactions [RModule] e N
DBGET/LinkDB KEGG ENZYME  Enzyme nomendlature Drug (ATC)
KEGG NETWORK  Disease-related network variations Drug (Target)
KEGG DISEASE  Human diseases
Copyright request KEGG DRUG Drugs [New drug approvals]
- KEGG MEDICUS  Health information resource  [Drug labels search]
© Organism-specific entry points
KEGG Organisms  Enter org code(s) ][ Go | hsa hsaeco
& Analysis tools
KEGG Mapper KEGG PATHWAY/BRITE/MODULE mapping tools
BlastKOALA BLAST-based KO annotation and KEGG mapping
GhostKOALA GHOSTX-based KO annotation and KEGG mapping
' LN £chasy: 51 Bioinformatics Reso:. X
<« O R B8 hitps//www.expasy.org % = @8 ®

BN
#a.¥. 1 Bioinformatics Resource Portal

Home About Contact

[Guery all dfabases [ Search  nep
el sshediie b sl el S e el e e
Prisoney SWISS-MODEL
‘Supporting COVID-19 / SARS-CoV-2 research
s
mm——

ranscriptomics:

biophysics.

imaging

T inrastructure

medicinal chemistry

glycomics

New neXtProt release - 2020-08.91
vikimeda org New third party tool and SPARQL

queries. More here
I8 experts and resources inthe fight against COVID-18 (evolving fist)

New neXtProt data release 2020-07-

+ UniProtiBISwiss-Prot: Knowledge of SARS. CoV-2 profein sequences and how A7 amndeds
g s New release with interaction deta from
they function ENYO Pharma and more

+ ViraiZone: Biological insights, including a detailed comparison with the SARS.
virus' genome as wellas cross-inks lo complementary resources. View faf D [
Webinar of 14 Apri 2020

+ 1B COVID-19 Integrated Knowledgebase: SPARGL endpoint providing access
tointegrated data from various sources (incl. SIB resources) relevant for
fesearch on SARS-CoV-2

+ STRING-covid: New COVID-19 oriented version enabling users to explore the
host.side of the disease, while keeping a focus on putalive COVID-18-
ntoracting human protoins

+ Gorona OMA Brow

o Websita with al the functionality of the OMA Browsr,
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RCSB PDB | PDBe

J - scsevom omesuse x

< O @ & ntps/mwercsborg

RCSBPDB  Deposit - Search

= 69681 Bolgica Enter sesrch torm(s

2] Mactomoleculr Structures Erfer soerch o)

= Enabing Broakioughs in .

PROTEIN DATA BANK Research end Educelion A D #osetome <evaLen x

o « O @ B hps/mneblacukipde/

A Structural View of Biology

This resource is powered by the Protein Data Ba
30 shapes of proteine; nucele ackds, and complg Be services | PDBe training | Documentation | About PDBe | COVID-19.
o 3 students and researchers understand all aspects i i i

# Deposi from protein synthesis o healn an cisease.

Protein Data Bank in Europe

Bringing Structure to Biology

Exampie bmeghin BRCA1 HUMAN

New PDBe-KB COVID-19 Data Portal

Popular
Qo S 2 member of the WiPDB, the RCSE PDB cur " . — —
earc Our new PDBe-KB COVID-19 data portal brings together al availasle PDB data from PoBe s
The RCSB PDB bullds upon the data by creating P0Be:KB SARS-Col-2 structures, to help rescarchers aaslly idently Important structural features to R, o,
reseston anc ecucaton i el by, s covio-1s oort h devlopmant o e ments and vacnes. Btsarth e
Edl Visualize biology, and beyond. Data aining
Portal PDBaPISA Contact us
Visit the PDBe. KB, COVID. 19 data. portal
r— PDBeChem
Analyze Sequence scarch

PDBe s the European resource for the collection, organisation and dissemination of data on biological macromolecular structures. PDBe REST API
Read more about PDB2.

CORONAVIRUS B 4 resources

MR resources

& Download

Featured structure EMPIAR
WLeam Coordinate Server
Depression and neurotransmitters PDB Component Library

01 October 2020

“The protein which inspired the image for October In our 2020 calendar s a sadium- s
Tt et A of 7 October 2020 the PDB contains 169436 entries
neurotsansmilter symportérs (NSS). The NSS proteins in marmimals are resporsile for prgenre
learing the synapse aiter a nerve signal, transporting neurotzansitters back into the o0y) S DD Rl
axon and maldng It ready for another slgnal. The NSS protelns are common targets for . Istest updates).
anti-depressonts.

Latest Entries asormecuoszzo J§ Features & Highl

Read more..

Tweets vy groseucee

Previous featured structures 3 Protein Data Bank
08 @PDBowope
Software developer with an inferest in
Waitng for syndicetion e <o, Events Structural iclogy, bionformatics or -
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Zrédta danych...

DNA
-Sekwencjonowanie DNA
-Sekwencjonowanie RNA

-Sekwencjonowanie mMRNA
Proteom

-Mikromacierze

-Ekeltroforeza wielowymiarowa ze spektrometria masowa
Dane strukturalne

-Krystalografia
-NMR

-Mikroskopia elektronowa
Metabolom

-Spektrometria MS/MS 13,




Omica

Dane omiczne to dane ze specyficznych
eksperymentéw naukowych padajace
poszczegolne aspekty aktywnosci
biologicznej na roznych jej poziomach
molekularnych:

- Genomika: DNA

- Proteomika: biatka

- Metabolomika: matoczgsteczkowe
zwigzki chemiczne (np. pochodzgce
ze szlakoéw metabolicznych)
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Genomika

Klasyczne metody sekwencjonowanie DNA
wykorzystuje reakcje PCR w celu powielenia
matrycowego DNA.

- Denaturacja:
Intensywne podgrzanie reakgji, abg
rozdzieli¢, czyli zdenaturowac nici DNA. W
efekcie otrzymujemy jednoniciowy
szablon dla nastepnego kroku.

- Przytgczanie:
Ochtodzenie reakgji, aby startery mogty
zwigzac sie z komplementarnymi
sekwencjami na jednoniciowym
matrycowym DNA.

- Wydtuzanie:
Podniesienie temperatury reakgji, aby
polimeraza Taq wydtuzata startery,
syntezujgc nowe nici DNA.

3

Templote DNA l
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2 TAGGTACTCAT

53

AGTACTCCGAT
RN
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Pesult of
PCR veaction

PCR DNA \oddav‘l
!
500 op
HoO bp
Jak z reakdji, ktéra generuje jeden specyficzny 300 bp
produkt otrzymac wiele produktéw a z ich wielkosci 200 bp
odczytac sekwencje badanego faricuch DNA? 100 op
ET T RLY
H . ": . ..
Sekwencjonowania Sangera 311 |
- -
- to proces okre$lania sekwencji (kolejnosci) H R N .
nukleotyddéw (A, T, Ci G) we fragmencie DNA. é ! 3 | Sey
- i
- docelowy DNA jest kopiowany wiele razy, w 3 33 :: r.
wyniku czego powstajg fragmenty o réznej e SO2 o0
dtugosci. 3% 4% {
- - - :
- Fluorescencyjne nukleotydy ,terminujgce” X} R :.. L
(konczace wzrost tancucha) wyznakowujg RN
konce fragmentéw i umozliwiajg okreslenie T
sekwencji.
21,
Sekwencjonowanie Sangera
Primer
e e e e e o
Template
dNTPs
ddTTP -@ N
ddCTP -@
ddATP -@
ddGTP -@ C,o\i\\\ox\/ %?,\
Privmer exrension eleckvophoresis
and e Yecranohion
N -
o o o o o o o o o £ Laser Detector
ST TS
o o e e £
o o o o o e e o o e o K J
5 Ty 3

Lo i e e £

/Il Cvomotoorowmn

il
LU

SGTCATAGC € Sequence
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Dla kogo?

Leon, postdoc Barend, plant geneticist  Ola, clinician—scientist
Goal: to understand what Goal: to identify new crop Goal: to identify proteomics-
makes a normally harmless strains resistant to drought, based biomarkers in urine for
bacterium pathogenic in the  salt and fungal diseases. the early detection of bladder
lungs of people with cystic Tasks: “We're doing linkage cancer
fibrosis. studies to find out which Tasks: “| do mass
Tasks: “I'm using a genes are involved in spectrometry of samples
combination of resistance to different types of  from patients coming in
transcriptomics, proteomics stress. We've got genomic for biopsies. I've found a
and metabolomics to and expression QTLs thatwe  phosphoprotein that seems
understand these need to map on to well- to be upregulated in some
better.” plants.” patients.”

gDNA, cDNA, rDNA

27,

Kontrola jakosci

Garbage In, Garbage Out, GIGO (pol. Smieci na wejsciu — Smieci na wyjsciu) - w
obszarze technologii informacyjnych angielski zwrot méwigcy o tym, ze nawet gdy
program lub procedura przetwarzania byty poprawne, wyniki przetwarzanie btednych
danych bedg btedne.

Sekwencjonowanie genomow:
- Pre-assembly processing czyli analiza wstepna
- Base calling czyli identyfikacja wtasciwej Sciezki odczytu sekwencji
- Genome assembly sktadanie genomu

29,




Sekwencjonowanie biatek

free amino group,
N-terminus

The primary protein structure
is the chain of amino acids
that makes up the protein.

. . free carboxyl group,
amino acids C-terminus

amino group
NH,

BE=C — COOH!
acidic

R carboxyl

R group group

amino acid

Nie ma metody powielania biatka analogicznej do PCR! 30,

Degradacja Edmana

O
SV

Protein
NH ;
B cyanate it N
i ) s s=c—"Scmo
2 1 @ rowpn N\ 7/  LowpH | T Identify amino-
R'—CH Fc HN CH terminal residue
@ HighpH C—0 J R A of polypeptide.
G, A
ol N derivative of amino  derivative of amino
o acid residue acid residue
r? r? Purify and recycle
g HaN —d—c—N—d—c ~~ Shortened remaining peptide
Phenylthiocarbamyl H ﬁ H H ﬁ peptide fragment though
o o Edman process.

derivative

Procedura wyznaczania sekwendji biatka od jego konca N (N-terminal) do konca C

(C-terminal).
- Wymaga odpowiednich ilosci materiatu wyjsciowego - biatka.
- Materiat ulega zniszczeniu i nie moze by¢ ponownie wykorzystany - metoda
destrukcyjna.

31,




Proteom

Proteom
component biatkowy komorek kodowany
przez genom.

Stezenie biatek w komorce...
-nie jest prostg funkcjg ekspresji genow
-podlega licznym modyfikacjom, ktore

translacja

3x10*
GENOM transkrypcja
>10°
TRANSKRYPTOM

modyfikacje
potranslacyine

> 107
PROTEOM

ecydujg o koncowych wiasciwosciach.

W potgczeniu z genomem pozwala:

-identyfikowac szlaki metaboliczne
zaangazowane w badane procesy

-monitorowac procesy patologiczne na

poziomie komorkowym

METABOLOM

reakcje
enzymatyczne
3x10° \\

Profil biatkowy

Genom Proteom | Metabolom
statyczny dynamiczny dynamiczny
mozliwosé amplifikacii brak brak

jednorodny niejednorodny nigjednorodny
stale stezenie zmienne stezenie zmienne stezenie

Analiza proteomiczna
musi uwzglednia¢ jego dynamiczny charakter.

-zmiany na poziomie komaérkowym, np.: fazy rozwoju komorki;
-zmiany w funkgji czasu;
-zmiany w otoczeniu zewngtrzkomaérkowym;

-zmiany w $rodowisku zewnatrzkomaérkowym;

Analiza musi uwzgledniac:
-jednoczesne poréwnanie dwoch lub wiecej prébek;

-przygotowanych w podobny sposéb;

Marker proteomiczny (lub profil proteomiczny) to jedna lub
wiecej czasteczek charakterystycznych dla badanego procesu.




Biologia systemow

...to catosciowe, holistyczne, spojrzenie na

ORGAN INDIVIDUAL SOCIAL NETWORKS

funkcjonowanie komarek czy organizmow 7 ﬁfzvg:fi Py
opierajgce sie na analizie wycinkowych prac Rt 22N | |
badawczych umozliwiajgce modelowanie = NV

ukfadow biologicznych.

MOLECULAR "+
NETWORKS

Biologia systemow wykorzystuje w rownym
stopniu informacje genetyczne,
proteomiczne i metabolomiczne poprzez
analize funkcjonalng (analize funkgji
czasteczek).

Strategie badan proteomicznych

Proteomika

2D-PAGE 2D LC-MS/MS MALDI-TOF nanoESl

bioinformatyczna
analiza danych




Strategia identyfikacji biatek

Metody proteomiczne...
-0CzyszCzanie i separacja (materiatu
biologicznego)

-identyfikacja (komponentéw)
-analiza i interpretacja wynikow

-weryfikacja zebranych danych...

..W oparciu o unikalny, selektywny test (np.:
ELISA, reakcja enzymatyczna, badania
receptorowe, itp.)

solckcia potencjalych
| blomarkerow
L
JRTURIFNE § 91 .

igentyfkaci bisiek

Wiarygodnosc¢ analizy proteomicznej

Etapy analizy sg potencjalnym zrédtem
bteddw...
-przygotowanie powtarzalnych probek

(wielu) do analizy;

x Skrécenie czasu separacji mieszaniny

wplywa na selektywnos¢ oznaczen.
&mmm) | liczba skiadnikow | pyw Y




Wybor strategii

Materiat biologiczny i cel
analizy determinuje strategie
badawcza.

Typowe materiaty do badan:
-surowica/plazma krwi

12 biatek (albumina,
immunolobuliny, itp.) stanowig
96% wszystkich biatek!

-MOCZ

-slina

-ptyn mdzgowo-rdzeniowy

-..inne roztwory biologiczne.

/'m/\ ;
\\_k“ e

przygotowaniel probki

rrf T’vl"

AR AR |

e

rozdziat /sktadnikéw

redukcja, alikilacja,
trawienie

J “\arozdziat sktadnikéw

odpady
izolacja, » i )/
identyfikacja o
indywi():t'fualn:/ch 8 a t wpedy prgkolumna
% Proxolum
biatek 28 ) l kolumna analityczna
— analiza oprazu c18 l
. ’ w poszukiwaniu
potencjalnych i ‘
== markerow i el
/ I (SR
—_ |
[ = ior | | o
redukcja, T
alikilacja, poszukiwanie potencjalnych

y
trawienie \

o

identyfikacja biatek

markerow

PROTEOMIKA
STRUKTURALNA

PROTEOMIKA

PROTEOMIKA ‘ FUNKCJONALNA

PROTEOMIKA
JAKOSCIOWA




Strategie badawcze

Bottom-up...

analizie poddawane sg sekwencje
peptydowe uzyskane w wyniku
enzymatycznego trawienia biafa.
Wykorzystuje tandemowg spektometrie
mas (MS/MS), lub mapy peptydowe (PMF,
ang. peptide mass fingrprinting).
Shotgun...

analizowana probka poddawana jest
trawieniu za pomoca wybranych enzymow
proteolitycznych.

Top-down...
natywne biatka poddaje sie analizie bez ich
uprzedniej fragmentadji.

Przygotowanie materiatu do badan proteomicznych

Zadania:

* Redukcja objetosci

* Eliminadja zanieczyszczen |
niepozgdanych skfadnikow

Cele:
* Jednorodny
* Homogeniczny
* Stabilny
...materiat do analizy

Materiat pobrany nalezy przechowywac w
temperaturach kriogenicznych!

pobranie materialu biologicznego

¢

liza komorek

¢

separacja i izolacja biafek

!

zageszczenie biatek

:

oczyszczanie biatek

!

pohowne zageszczenie

|identyfikaeja ianaliza za pomocg spektrometrii masl




walidacja przeciwciatami

przygotowanie probki

¢ =
\ ’ /, - e == . -\
7 ad
separacja poszczegblnych _/

sktadnikow

A

selekcja potencjalnych
biomarkerow

\?/ identyfikacja biatek

Zrédta prébek biologicznych

Tkanki zwierzece - minimalizacja heterogennosci poprzez usuniecie réznicowych
elementow tkankowych. Homogenizacja mechaniczna i wirowanie réznicowe pozwala
na usuniecie organelli komaorkowych.

Tkanki roslinne - wielokrotna liza z wykorzystaniem zamrazania i ultradzwiekow.
Strgcanie komponentdw biatkowych w acetonie lub 10% TCA.

Hodowle komdrkowe - usuniecie pozywki.

Ptyny ustrojowe - redukcja objetosci, usuniecie zanieczyszczen za pomoca
chromatografi.

Bakterie - mechaniczna degradacja w celu usuniecia sciany komaorkowej, bufory do lizy.

Wirusy - wirowanie réznicowe, rozpuszczenie i homogenizacja.




Rozpuszczanie biatek

Czynniki chaotropowe - przeciwdziatajg tworzeniu sie agregatéw (redukcja wigzan wodorowych i oddziatywan
hydrofilowych).
Mocznik, tiomocznik...

Detergenty - niwelujg oddziatywania hydrofobowe.
-jonowe, np.: SDS

-niejonowe, np.: Triton X-100, NP-40
-amfoteryczne, np.: CHAPS, CHAPSO, ASB-14

Odczynniki redukujgce - redukcja grup sulfhydyloych.
-DDT (ditiotreitol), DTE (1,4-ditioerytritol), 2-merkaptoetanol, tributylofosfina (TBP), tris(2-karboksyetylo)fosfina (TECEP)

Inhibitory proteaz - niekontrolowana aktywnos$¢ proteaz endogennych komplikuje profil biatkowy.
-fluorek fenylometylosulfonowy (PMSF), fluorek aminoetylobenzylosulfonowy (AEBSF), keton chlorometylowy
N-tosylo-L-fenyloalaniny (TLCK), benzamidyna, EDTA, amastatyna

Elektroforeza dwuwymiarowa (2-DE)

elektroforetycznych i chromatograficznych.

11110

Celem jest identyfikacja _pojedynczego_

a Rozdzielanie mieszanin biatkowych wymach
ll zastosowania spedjalistycznych metod
=8 biata pochodzgcego z mieszaniny.

|

—




rehydratacja paskow IPG

aplikacja probki

ogniskowanie [EF

[ réwnowazenie paskow IPG |

redukcla bialek |
polimeryzacja zelu SDS-PAGE

rH3 pH 10

11 EDa

potaczenie paskéw IPG

z zelem SDS-PAGE za pomoca agarozy

rozdziat SDS-PAGE

" utrwalenie zelu

barwienie
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|dentyfikacja biatek w mieszaninach

Catosciowa analiza proteomu wigze sie z koniecznoscia _jednoczesnego_
-rozdziatu,

-identyfikadji,

-0znaczenia wszystkich biatek badanego uktadu biologicznego.

Metody analizy:
-wysokorozdzielcze w aspekcie separadji,

-wydajne i skuteczne w zakresie identyfikowanych sktadnikow biatkowych.

,Odcisk palca’ mapy peptydowej

Metoda odcisku palca mapy peptydowej Eomanrmor S
(PMF, ang. peptide mass figerprinting)

Kazde biatko ma unikatowg sekwencje
aminokwasowa.

Wykorzystanie unikalnych, pepbiona
charakterystycznych cech danej sekwendji

pozwala na jej identyfikacje.

teoretyczne
mapy
peptydowe
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MASCOT Peptide Mass Fingerprint
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Metabolomika

Zbidr danych obejmujacych wszechstronng
(catosciowg) analize jakosciowa i ilosciowa,
charakterystyke i identyfikacje
endogennych, drobnoczasteczkowych
zwigzkow chemicznych.

Human Metabolome Database
(https://hmdb.ca/)

« 114,215 metabolite entries including both
water-soluble and lipid soluble metabolites
as well as metabolites that would be
regarded as either abundant (> 1 uM) or
relatively rare (< 1 nM).

O OH o
Ho \)\/\/U\ NN
H H H n

OH  OH

glucose stearic acid
(a sugar) (a fatty acid)

o
HA.
OH
NH,

lysine

cholesterol i i
(an amino acid)

(a lipid)

METABOLITY FENOTYP

HMDB

1) Dane chemiczne - chemical data,

2) Dane Kkliniczne - clinical data,

3) Dane biochemiczne/biologii
molekularnej - molecular
biology/biochemistry data

Kazda zindeksowana czasteczka posiada
przgﬁisane witasciwosci:

. emiczne,

* Strukturalne,

 Biologiczne.

Dla kazdej czgsteczki przypisany jest jeden
lub wiecej enzymow i biatek
transportowych.

Hiadb

The Human Metabolome Database




HMDB

Metabolit
Naturalnie wystepujgca czasteczka
chemiczna o masie ponizej 1000/1500 Da. &

Enzym
Biatko katalizujgce reakcje chemiczng, w
ktorej powstaje metabolit.

Transporter
Biatko, réwniez btonowe, zdolne do
selektywnego transportu metabolitow oraz ™
innych zwigzkdw matoczgsteczkowych.

Analiza metabolomu

Probka

(linia komérkowa, tkanka, krew)

Umozliwia wszechstronne spojrzenie na
réznorakie procesy biologiczne FRAKCJONOWANIE | 0CZYSZCZANIE (clean-up)
przebiegajgce w organizmie pozwalajgce na
uzyskanie kompleksowej wiedzy o systemie

ultrafiltracja

ekstrakcja do fazy statej

(organizmie ludzkim, tkance czy lini (C18, HILIC, wymieniacz jonowy)

komaorkowe)). .
Wymaga zgromadzenia wiarygodnego >

zestawu danych z zastosowaniem ANALIZA FRAKCJI METABOLITOW

adekwatnych technik analitycznych.

GC-MS

(derywatyzacja)

inne techniki analityczne




Metabolom jest dynamiczny

Sktad metabolomu Lest zmienny i zalezy:
+ Od stanu komarki,
Odmiennie od genomu, podobnie do
proteomu.

« Specyficznej aktywnosci enzymaow,

+ Roznorodnosci metabolicznej organizmaw,
Trehaloza - organiczny zwigzek chemiczny z
grupy cukrow, disacharyd ztozony z dwdch
czgsteczek glukozy poh%czonych wigzaniem
O-glikozydowym (a,D-glukopiranozylo-(1—1)-
a,D-glukopiranozyd). Jest glownym cukrem
hemolimfy owadow, znajduje sie takze w
grzybach'i drozdzach.

+ Aktualnego stanu metabolocznego komarki.

OH
0]
”%ﬁg'
OH o] OH
o)

Metabolom ma charakter...

...hierarchiczny
Metablom komorki jest fragmentem
metabolomu organizmu.

oo )

h *

N

...sekwencyjny

W badaniach szlaku metabolicznego
wystarczy okreslenie jednego badz kilu
metabolitéw kluczowych odpowiedzialnych

7a dar™===iie.

Ny




Strategie analityczne

1. Analiza wybranego metabolitu lub grupy metabolitow (ang. targeted analysis).

Wysoka czutosc i selektywnosc.

2.

Wysoka czutosc, niska selektywnosc.
3.

Niska czutosc, niska selektywnosc.
4.

Analiza ,odcisku palca’ (ang. metbolite profiling).

Analiza ilosciowa grupy metabolitow (ang. metabolite profiling).

Metabolomika - kompleksowa ilosciowa analiza organizmu lub jego wycinka.

Niska czutosc, niska selektywnosc. Umozliwia klasyfikacje catego profilu a nie pojedynczych

ZWigzkow.

Techniki analityczne

Rodzaj prébki determinuje strategie identyfikacyjng i przygotowawcza.

Przygotowanie probki moze wymagac np.:
Precypitacji biatek
Ultrafiltracji
Ekstrakgji
Frakcjonowania
..innych.

Spektometria mass wspomagana technikami separacji
NMR

Detekcja elektrochemicza

Spektroskopia IR

Spektroskopia UV

Spektroskopia fluorescencyjna

..inne metody analityczne

apolar
solvent

remove
precipitate

. MS analysis/
./ NMR analysis
dry and redissolve

\ﬁ‘_ MS analysis
dry and redissolve




Sensitivity
Reproducibility

Number of detectable
metabolites

Targeted analysis
Sample preparation

Tissue extraction

Sample analysis time

Instrument Cost

Sample Cost

Nuclear magnetic resonance (NMR)
Low

Very high

30-100

Not optimal for targeted analysis
Minimal sample preparation required
Not required — tissues can be analysed directly

Fast — the entire sample can be analysed in one
measurement

More expensive and occupies more space than MS

Low cost per sample

Mass spectrometry (MS)
High
Average

300-1000+ (depending on whether GC-MS or LC-MS is used)

Better for targeted analysis than NMR
More complex sample preparation required
Requires tissue extraction

Longer than NMR — requires different chromatography techniques depending on the
metabolites analysed

Cheaper and occupies less space than NMR

High cost per sample

Spektometria mass

Stoichiometry Small Molecule Binding,
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Spektometria mass
A GUIDE TO INTERPRETING MASS SPECTRA

Mass spectrometry is an analytical technique that allows us to measure the masses of atoms and molecules. The most important peak in a mass spectrum
is the molecular ion peak, which can be used to determine the mass of the molecule, but fragment ions can also provide information on chemical structure.

-C-@

Ton el s nroduced to the mass spectrometr © ©,
il very small sampiss are required. A heater % often X I
present o vapounise the sample @-©© D-0-0-© E-O© -0 Q-O-0-©

An electron gun ionises molecules in the sample by
knocking out electrons, producing positive lons. Some
molecules break into smaller ions & fragments.

©
The positive ions generated are passed through an X
electric field which accelerates them into a magnetic (0303030 5
field generated by an electromagnet. E

As the positive ions pass through the magnetic field,
they are deflected. Lighter ions are deflected more
than heavier ions, as are those with higher charges.

Above are shown a selection of common fragment ions seen in mass spectra, along with their masses. Note that
R T the structures shown are general representations, and it can also be possible for isomeric structures (those with the
creating aignal. The more ions that hi, the greater the same constituent atoms, but a different structure) to cause the peaks in spectra. There are also many more fragments
Signal. The output is a complex stick diagram.

possible than those shown, but knowledge of these should suffice to interpret spectra of most simple molecules.
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Zastosowanie danych metabolicznych

+ Rolnictwo
Identyfikacja nowych, wydajnych odmian roslin uprawnych.

+ Medycyna
Matoinwazyjna kompleksowa ocena stanu pacjenta i ukierunkowane leczenie

+ Diagnostyka
* Medycyna spersonalizowana

Zasoby internetowe

il MetaboLights

MetaboLights
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