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ABSTRAKT

Proteomicky experiment s vyuzitim kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrome-
trie je velmi komplexni technika s celou fadou proménnych, které mohou ovlivnit kvalitu
vystupnich dat. Priibézna kontrola kvality vystupnich dat a stavu pouzivané instrumen-
tace je proto klicova pro ziskani kvalitnich dat. Pro systematickou a automatizovanou
kontrolu kvality dat bylo navrZzeno workflow, které bylo nasledné implementovano v pro-
stredi KNIME. Workflow umoznuje ziskat a zaznamenat vybrané metriky pro kontrolu
kvality, které je mozné vyuzit ke sledovani variability v datech a zachytit pocinajici tech-
nické problémy systému.
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ABSTRACT

Proteomic experiment using liquid chromatography and mass spectrometry is a complex
technique with multiple variables that can affect the quality of output data. Data quality
control and instrument status monitoring are therefore essential for high quality data
acquisition. Designed workflow, implemented within the KNIME environment, allows
systematic and automatic data quality control. The workflow allows to obtain and
record selected quality control metrics which could be used to ascertain data variability
and prevent technical problems.
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Uvod

Prace je zamérend na kontrolu kvality hmotnostné spektrometrickych dat. Kontrola
kvality dat je dulezitou soucasti experimentu, aby bylo mozné udrzovat reproduko-
vatelnost vysledki, ale i zachytit z dat mozné technické problémy vzniklé v pritbéhu
proteomického experimentu. Kontrolu kvality je vhodné provadét systematicky a zis-
kané informace uchovavat pro sledovani aktualnich experimentt, ale i pro kontrolu
kvality v dlouhodobém ¢asovém obdobi. Coz umozni zaznamenani vlivu jakychkoli
zmén v ramci experimentu na kvalitu dat.

Pro systematickou kontrolu kvality je nutné znat zdroje variability z celého expe-
rimentu a moznosti kontroly kvality dat, coz umoznuji i standardy vkladané mezi mé-
rené vzorky. Tuto problematiku priblizuje prvni ¢ast diplomové prace. Cilem prace je
implementovat workflow ke zpracovani dat a generovani metrik, které umozni auto-
matizaci celého procesu zpracovani dat. Zpracovani dat ma nékolik krok, které musi
predchazet ziskani metrik a jejich ukladani. V ramci téchto krokt jsou z hrubych dat
ziskany identifikace a kvantifikace peptidi, ale i proteini. Moznostem identifikace
a kvantifikace se vénuje prvni kapitola, ze které navrh a implementace workflow
vychazi.

Vytvoreni navrhu predchézi reserse moznosti prace s hmotnostné spektrometric-
kymi daty v KNIME, ve kterém lze pouzivat nejen zabudované funkcionality, ale
umoznuje vytvoreni vlastnich funkei pomoci skriptovacich jazyki. V KNIME je tak-
téz mozné vyuzit nékteré externi funkcionality jinych softwari, naptiklad OpenMS,
ktery umoznuje manipulaci s hrubymi hmotnostné spektrometrickymi daty.

Vystupem diplomové prace by meélo byt workflow, které samostatné a automa-
ticky ziskava metriky pro kvalitu hmotnostné spektrometrickych dat a ukldda je do

databaze tak, aby byly snadno pristupné uzivatelim k hodnoceni méreni.
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1 Kontrola kvality v proteomickych experi-
mentech s vyuzitim hmotnostni spektro-
metrie

Hmotnostni spektrometrie kombinovana s kapalinovou chromatografii je velmi kom-
plexni technika, ktera slouzi k detekci, identifikaci a kvantifikaci proteinti ve vzorku.
Experiment, ktery za¢ina pripravou zkoumaného vzorku, je nasledovan hmotnostni
spektrometrii a konci analyzou dat, mize mit velkou variabilitu, a proto je obtizné
ziskat presné a reprodukovatelné vysledky. Z tohoto diivodu je diilezité, aby vSechny
experimenty podléhaly detailni a systematické kontrole kvality, ktera by méla zajis-
tit lepsi reprodukovatelnost méreni. Mimo variabilitu proteomického experimentu je
také vhodné sledovat ocekavané charakteristiky zpracovavanych vzorkt jako mnoz-
stvi a kvalita proteini. Kontrolu kvality je vhodné navrhovat tak, aby mohla odkryt
odchylky v experimentu v jakékoli ¢asti [1].

Proteomicky experiment s vyuzitim hmotnostni spektrometrie (MS) se skldda
z nékolika ¢asti. V prvni fazi je priprava vzorku, ktera zahrnuje lyzu bunék, dena-
turaci, redukci, alkylaci proteint a Stépeni proteini na peptidy. Dalsim krokem je
kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii. Kapalinova chro-
matografie peptidy separuje a umoznuje tak postupnou eluci peptidi do iontového
zdroje hmotnostniho spektrometru. V iontovém zdroji (nejcastéji elektrosprej) se
peptidy nabiji a pfevadi do plynné faze. Nabité peptidy v zavéru vstupuji do hmot-
nostniho spektrometru, jehoz vystupem jsou hmotnostni spektra zobrazujici rela-
tivn{ intenzitu iont v zdvislosti na poméru hmotnosti a ndbojového ¢isla (m/z) [2].
Poslednim krokem je zpracovani dat (obr. . Peptidy mohou byt identifikovany
za pomoci vyhledavani v databazich a kvantifikovany, dale jsou peptidy mapovany

na proteiny, popiipadé jsou proteiny také kvantifikovany [3].

., Kapalinova Hmotnostni
Priprava vzorku chromatografie  spektrometrie  Zpracovéni dat

Q \ 7(:’\\.7 — L L
- I ] ——

Obr. 1.1: Pribéh proteomického experimentu s vyuzitim hmotnostni spektrometrie.

~
-

Prevzato z: [1].

14



1.1 Zdroj variability v méreni

Variabilita dat pochazi z jakékoli ¢asti vyse zminéného procesu. Ve fazich priprav
vzorku a LC-MS analyzy ma nejvétsi vliv na variabilitu dat extrakce proteint ze
vzorku. Variabilita vznika napr. kontaminaci v pribéhu zpracovani vzorki ¢i nestej-
nou homogenizaci vSech zpracovanych vzorkt. Na druhém misté ve vlivu na va-
riabilitu je samotnd LC-MS analyza. Variabilita je zptsobena technickymi limity
a aspekty LC-MS systémii jako jsou zivotnosti kolon, pfenosem vzork mezi ana-
Iyzami, dynamickym rozsahem, ionizaci nebo ptistrojovou stabilitou. Nejmensi vliv
m4 priitbeh $tépeni proteint [4]. Ve fazi zpracovani dat ovliviiujf variabilitu pouzité
databdze a vybrané nastroje a algoritmy (obr. .

Aby variabilita byla snizena na minimum, je potfeba vytvorit a dodrzovat opti-
malizovany a presny pracovni postup, aby bylo dosazeno reprodukovatelnych a pres-
nych vysledkti. Avsak i tak je potfeba zajisténi kvality a systematické kontroly kva-

lity.

Kapalinova
chromatografie

Priprava vzorku

Stépeni protein Kontaminace

Modifikace Zivotnost kolon Q)
-,
Q)
=3
Dynamicky rozsah Pouzité databaze T
cky rozsah Cataboze & Q
lonizace Pouzité nastroje
—
Hmotnostni

spektrometrie Bioinformatika

Obr. 1.2: Zakladni zdroje variability v jednotlivych krocich experimentu. Prevzato

2 (1)



1.1.1 Faze pripravy vzorku

Féaze pripravy vzorku je velmi dulezitd, protoze vysledky jsou vyhradné zavislé na
kvalité vzorku. V této fazi se vyskytuje nékolik proménnych, které mizou ovlivnit
kvalitu méfeni a jedna z nich jsou neoc¢ekavané modifikace proteinu. Modifika¢ni ar-
tefakty se mizou objevit po kompletnim rozvinuti proteinu. Rozvinuti je nutné pro
enzymatické Stépeni proteinu na peptidy [5]. Jednou z vyskytujicich se modifikaci je
nezadouci karbamylace proteini, ktera byva zptisobena reverzibilni denaturaci pro-
teinu mocovinou za zvysené teploty. Karbamylace negativné ovliviiuje proteolyzu
trypsinem, stav néboje, retencni Casy, ale i hmotnost peptidu [6]. Dalsim zdrojem
nezadoucich modifikaci miize byt krok alkylace, kdy se ¢asto pouziva jodacetamid.
P1i nadmérné alkylaci dochézi na N-koncich peptidu k karbamidometylaci. Methio-
ninova oxidace muze vzniknout kvili vystavenim vzorku kysliku (vzduchu). Z téchto
divodu je treba dbat velké opatrnosti pii pripravé vzork a spravné nastavit parame-
try databazového prohledévani (viz tak, aby se ovéril mozny vyskyt ocekava-
nych i neocekavanych modifikaci v experimentu. Chybéjici ¢i nespravné identifikace
peptidit mohou byt zpiisobeny i semitryptickymi a nespecifickymi peptidy, které
vznikaji béhem proteinového Stépeni trypsinem [7]. Ke snizeni reprodukovatelnosti
mohou vést i ztraty vzorku zpusobené adsorpci peptidii na pouzité materialy. Pro
praci se vzorkem je proto vhodné omezit praci se vzorkem na co nejméné kroku [8].
Béhem pripravy vzorkl je navic potfeba vénovat pozornost opatienim proti kon-
taminaci vzorki. Najcastéjsim typem kontaminace je keratin, ktery miize pochazet
z kiize, vlasi ¢i prachu. K identifikaci kontaminace vzorki je nezbytné kontaminanty

specifikovat v kroku identifikace peptidu databazovym prohledavani.

1.1.2 Faze kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrome-
trie
Kapalinova chromatografie

Jelikoz kapalinovd chromatografie ma velky vliv na variabilitu vyslednych dat, je
nutné monitorovat chromatograficka data. Vliv na variabilitu dat mizou mit tech-
nické problémy. Mezi né muze pattit chybna kalibrace pristroje nebo zanesena ko-
lona. Jedno z upozornéni na vyménu nebo servis kolon kapalinové chromatografie
jsou rozsitujici se piky, které udavaji zhorseni separace. Piky by mély byt v ide-
alnfm pripadé tzké a symetrické. Spatny vliv na tvar pik@ mize mit piflis velké
mnozstvi analytu v kolonach, ale i zmény teploty kolon a prostiedi. Déle je nutné
se vyhnout kontaminaci prenosem mezi vzorky. Kontaminace muize byt zpiisobena
analytem z predeslého méreni, ktery se v nékteré fazi méreni objevi v dalsim méteni.

Tento typ kontaminace muze byt zptusoben interakeci vzorkt s materialy, se kterymi
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prijdou do kontaktu, nebo nedostatecnym vymytim vzorku ¢i jeho c¢asti ze systému
pred analyzou dalsitho vzorku v disledku pritomnosti tzv. mrtvého objemu. Mrtvé
objemy, kde dochazi ke smiseni vzorki, jsou zdrojem rozsitovani pikt a prodlouzeni
casu eluce. Podstatny vliv na separaci vzorku maji matri¢ni efekty vzorku, coz mu-
zou byt napiiklad inference separovaného peptidu s jeho matrici. Matri¢ni efekty
muzou zpusobovat posun retencnich casti peptidii nebo ovliviiovat jejich intenzity ci

profily piki. [9]

Hmotnostni spektrometrie

Peptidy vystupujici z kapalinového chromatografu jsou vsttikovany do hmotnost-
ntho spektrometru, kde je analyzovana hodnota hmotnost ku naboji (m/z), avsak
peptidy musi byt prvné pred zpracovanim v hmotnostnim spektrometru ionizovany.
Stabilita ionizacniho elektrospreje se da hodnotit dle poklesu v iontovém proudu.
Pokud se nachézi vétsi podil peptidi s ndbojem jinym nez 2%, tak to indikuje io-
nizac¢ni problémy a muze to mit vliv na pomér identifikaci. Fragmentaci peptidi
kolizné indukovanou disociaci mohou vzniknout semitryptické peptidy. Chybnou ka-
libraci systému mohou vzniknout problémy s presnosti mérenych m/z hodnot, ale
i se snizenou intenzitou iont v dusledku jejich horsi i¢innosti transportu uvnitt
hmotnostniho spektrometru. Matriéni efekty mizou ovlivnit i ¢ast analyzy, ktera
vyuziva hmotnostni spektrometrie. Slozky matrice mohou byt ionizovany a zazna-
menany ve spektru stejné jako peptidy. Mohou tedy snizovat pocet ionizovanych
peptidi, ale i vnaset do spekter sum. [9]

Presnost méreni hmotnosti je mozné kontrolovat pomoci pridani standardi, je-
jichz slozeni a hmotnost je znama a je mozné je pouzit ke kalibraci hmotnosti [9).
Dynamicky rozsah hmotnostniho spektrometru muze byt kontrolovan s vyuzitim
rozdilnych koncentraci peptidi ve vzorku, naopak senzitivita je kontrolovana vstri-
kovanim malych objemi kontrolnich standardu (viz [10].

1.1.3 Faze interpretace hrubych dat

Interpretace dat je nedilnou soucasti experimentii v proteomice a je nutné, aby do
zpracovani nebyly zavadény chyby, které by zptisobily nereprodukovatelnost dat. Je
zasadni, aby se udrzoval pracovni postup fixni, data byla zpracovavana neménnym
zpusobem z dlouhodobého hlediska. Veskeré zavedené zmény v pracovnim postupu
by mély byt zaznamenany a mélo by se na stejnych datech urcit rozdil mezi novym
a starym postupem. Variabilitu vysledk totiz ovliviiuje nejen vybér algoritmi pro
mapovani peptidii na spektra, ale i verze nastroji a kombinace procesnich parame-

tri, jejichz vystup se muze velmi lisit.
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Kvalitu dat lze hodnotit podle vybranych metrik (viz(1.4)). Pocet identifikovanych
peptidi a proteint jsou jedny z nejzakladnéjsich hodnot, ze kterych lze vyvodit
celkovou kvalitu experimentu. Avsak je nutné vyuziti vice metrik pro komplexnéjsi

pohled na data.

1.2 Standardy ke kontrole kvality

Systematicka kontrola funkénosti LC-MS ptistroji miize byt provedena vkladanim
QC (quality control) vzorki — standardi mezi experimentalni vzorky a zpracovavany
v rémci celého pracovniho postupu a diky nim mohou byt pozorovany problémy
vedouci ke snizené kvalité.

Vkladané standardy mohou byt riizné, avsak vétsinou se pouzivaji tii odlisné
standardy pro kontrolu kvality. Prvni standard obsahuje jednoduchou peptidovou
smés slozenou z peptidu BSA (bovine serum albumin), enolasy nebo cytochromu c.
Druhy standard je vice komplexni, obsahujici celobunéény lyzat (napf. HeLa bunék)
[11].

Dale existuji specializované vzorky ke kontrole kvality LC-MS analyzy. Slozeni
vzorku je takové, aby peptidy mély riznou hydrofobicitu a jejich gradient byl cha-
rakteristicky. Standardy obsahujici peptidy s indexovanym reten¢nim ¢asem (iRT)
se vyuzivaji k normalizaci a korekci posunu retencniho ¢asu experimentii nebo zarov-
nani retencnich cast vice experimenti. Lze na nich také sledovat vliv matrice analy-
zovaného vzorku na jejich separaci (tvar chromatografického piku a reten¢ni ¢as) ¢i
chovani v MS (intenzita, fragmentacni spektra) a toto pozorovani nésledné extrapo-
lovat i na ostatni analyzované peptidy pritomné v samotném vzorku - napt. pokles
intenzity peptidi standardu velmi pravdépodobné znamena stejny efekt i u peptidi

pochdzejicich ze vzorku.[12]

1.2.1 Vkladani standardii mezi experimenty

Standard s jednoduchou peptidovou smési je zarazovan k meéreni s vétsi frekvenci -
nékolikrat denné, aby mohla byt rychle zjisténa a zaznamenana funkcénost pristroji,
obzvlast kapalinové chromatografie na zédkladé sitky pikt a retenc¢nich casi. Kom-
plexnéjsi standard je pro kontrolu zafazovan méné ¢asto (vétsinou jedenkrat denné),
i z diivodli casové narocnosti méreni. Tento standard je pouzivan k hodnoceni hmot-
nostniho spektrometru. Pfi méfeni se vétsinou pouzivaji velmi malé mnozstvi vzorki,
aby byly testovany limity detekovatelnosti. Standard se smési syntetickych peptidi
muze byt bud méren samostatné nebo je pridan do druhého komplexniho standardu
nebo do experimentalnich vzorkl. Z toho diivodu by se nemély syntetické peptidy

prekryvat svymi vlastnostmi s originalnimi peptidy.
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Obr. 1.3: Obrazek razeni kontrolnich vzorku (QC) mezi analyzované vzorky. Pre-
vzato z: [13]

Zpusob zarazeni kontrolnich standardi mezi experimentalni vzorky je silné za-
visly na designu experimentu. Standardy mohou byt napiiklad zafazeny na zacatku
a konci méreni skupiny vzorkl nebo pravidelné za stanoveny pocet vzorki, coz
umozni sledovat zmény béhem méteni a vyvarovat se ztratdm vzorki. Druhou moz-
nosti je vkladani skupiny standardi na zacatku meéreni a dale pokracovat s pravi-
delnych vkladanim standardi, z nichz muze byt statisticky ziskan odhad prabéhu
stability kvality méteni pristroji (obr. . Tuto skupinu standard pred mérenim
experimentalnich vzorkl lze nahradit daty z predeslych méreni a statistiky mohou
byt vyvozeny z nich. AvSak tato predesla méreni nelze pouzit pokud doslo ve zméné
pouzitého standardu.
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Obr. 1.4: Ukazka MS spektra na prvnim radku a MS/MS fragmentovaného spektra

na druhém radku ze vzorku HeLa.

1.3 Zpracovani dat z méreni

Data, ktera jsou vystupem proteomického experimentu s vyuzitim hmotnostniho
spektrometru, jsou v podobé hmotnostnich spekter zaznamenanych po chromato-
grafické separaci peptidové smési (obr. [1.4). MS nebo MS/MS spektrum je vyjédieno
zavislosti intenzity iont na poméru m/z hodnoty iontt analyzované latky. MS/MS
spektra vznikaji zmérenim fragmentovych iontt, které vzniknou rozpadem prekur-
zorovych ionta po jejich excitaci. Data nesou i dalsi informace nez hodnoty intenzit
a poméru m/z ze spekter, napt.: charakteristiky eluce z kapalinového chromatografu.
Tyto metadata jsou nasledné vyuzivana v poloautomatickych a automatickych po-
stupech pro zpracovani a analyzu spektralnich dat . MS spektra jsou na vystupu
v ruznych datovych formatech, a tedy nejednotné, protoze format vystupnich dat
zavisi na dodavateli hmotnostniho spektrometru. Pokud je to mozné, pracuje se
s primarnim forméatem vystupnich dat, pripadné se data prevadi na volné pristupny
a standardizovany format .mzML.

Spektra jsou pouzivany k identifikaci, charakterizaci nebo absolutni a relativni
kvantifikaci peptidu a proteini, ale i k ur¢eni hmotnosti intaktnich proteini ¢i urceni
druhu a mista posttranslacnich modifikaci (napt. fosforylace, acetylace, oxidace,

glykosylace).
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Zpracovani a analyza dat a metadat z hmotnostniho spektrometru ma vétsinou
pét zékladnich krokt. Prvni z nich je konverze nezpracovanych MS dat do otevienych
xml forméta (napt. do .mzML), se kterymi umi pracovat analyzujici software. Dru-
hym krokem je identifikace spekter pomoci databazového prohledavani a treti krok
je validace ziskanych identifikaci, ¢tvrtym krokem je kvantifikace, na coz navazuje
paty krok, ktery obsahuje reseni protein inference - zpétna rekonstrukce peptidii na

proteiny.

1.3.1 Identifikace peptidt

Identifikace peptidi a proteint za pomoci hmotnostni spektrometrie se déli na pri-
stup bottom up a top down.

Top down pristup vynechava proteolytického Stépeni proteinti a primo protei-
nova smes je separovana, proteiny jsou v hmotnostnim spektrometru fragmentovany
a v zavéru jsou identifikovany za pomoci databazového prohledavani.

Bottom up pristup ma dva standardni postupy. Prvni pristup vyuziva specific-
kého proteolytického Stépeni proteinti a separace nastépenych peptidii za pomoci
napt. kapalinové chromatografie a nasledné nalezeni MS/MS spekter peptida. V zé-
veéru se identifikace proteinti provadi za pomoci databazového prohledavani, ve kte-
rém se srovnavaji fragmenty peptidi se sekvencemi v databéazi. Pritazenim fragmen-
tového spektra k peptidové sekvenci se generuje sada shod peptid - spektrum (PSM).
Druhy pristup postupné vyuziva separace proteint (gelovou elektroforézou nebo ka-
palinovou chromatografii), nasledné proteolytického Stépeni, nalezeni MS spekter
peptidi a nakonec identifikace pomoci srovnani peptidovych map s databazemi sek-
venci - peptidové mapovani. Peptidové mapovani je umoznéno na zakladé znamych
hmotnosti jednotlivych peptidi a ziskanych hmotnosti fragment z hmotnostniho
spektrometru. Bottom up metoda je aktualné vice popularni, protoze se vyskytuje
mensi absolutni chyba pii mérenych mensich m/z hodnotéch, ale i senzitivita hmot-
nostniho spektrometru je mnohem vétsi na peptidové tirovni nez proteinové. Také

analyzu celych proteinti komplikuje pritomnost modifikaci.

Peptidové mapovani

Peptidové mapovani funguje na zakladé shody experimentalnich ziskanych hodnot
hmotnosti peptidi z MS spektra (tedy nedélaji se MS/MS fragmentova spektra pep-
tid) specificky stépenych protedzou tvoricich peptidovou mapu s hodnotami hmot-
nosti teoretickych peptidovych map. Teoretické hodnoty se ziskaji in-silico stépenim

peptidovych sekvenci podle urcité protedzy. Experimentalni a teoretické hodnoty
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jsou prirazeny k sobé s urcitou hodnotou nejistoty a vysledkem prohledavani je zeb-
ricek proteinti s nejpodobnéjsimi peptidovymi mapami a jejich skore. Tato metoda

je v dnesni dobé miniméalné pouzivana.

De novo sekvenovani

De novo sekvenovani je metoda pro identifikovani spekter, ktera je pouzivana v pri-
padé chybéjicich & velmi limitovanych informaci v databazich. Casto je tedy vyu-
zivana k obtiznym identifikacim a charakterizovani peptidovych modifikaci a pro-
teinovych polymorfismi. V této metodé jsou peptidy nebo proteiny interpretovany
pomoci vzajemné vzdalenosti piki ze spekter fragmentovanych ionti. K identifi-
kovanym sekvencim se mohou nasledné vyhledavat podobné sekvence v databazi.
K tomu slouzi nastroj, ktery pouziva vyhledavani pomoci srovnani zarovnanych
sekvenci (napt. BLAST).

MS/MS databazové prohledavani

Databazové prohledavani MS/MS spekter je zaloZzeno na porovnavani namétrenych
spekter fragmentovanych peptidia (fragmentacnich map) a teoretickych fragmentac-
nich map odvozenych z databéze (napr. UniProt ¢i NCBI) zndmych proteinovych
sekvenci, které by mély nebo mohly byt v analyzovaném vzorku. Kromé predpokla-
danych proteini by méla databaze obsahovat proteiny pochazejici z mozného zdroje
kontaminace (trypsin, keratin, BSA). Fragmentacni mapy jsou odvozeny z databéze
podle pouzitého enzymu pro Stépeni proteint.

Pro kazdou shodu spekter je poc¢itano PSM skére, které vyjadruje podobnost
spekter. PSM skoére vyjadiuje kolik iontl z teoretického spektra je pritomno v na-
meéreném spektru. Na vypocet podobnosti namérenych a teoretickych spekter jsou
pouzivany softwarové nastroje, které jsou komeréni i volné pristupné (napi: Sequest,
Mascot, X!Tandem, MyriMatch, MS-GF+). [15]

Pro shody spekter se vraci seznam PSM sefazenych podle jejich skére. Pravde-
podobnost nalezeni $patné shody spekter se vyjafuje pomoci FDR (false discovery
rate). FDR je v kontextu peptidovych identifikaci podil falesné pozitivnich PSM ze
vsech PSM nad urcitou hranici. Zjisténi pravdépodobnosti Spatnych shod a vSech
PSM se zajistuje pomoci target - decoy metody. [16]

Decoy databéze je vytvorena pozménénim origindlnich proteinovych (target) sek-
venci (napr. reverzi, pseudo-reverzi, randomizaci). Tyto sekvence by tedy nemély
byt pritomny ve vzorku, a pokud jsou nalezeny mély by byt povazovany za falesné
pozitivni identifikace. Target-decoy metoda by méla poskytnout vyrovnany pomeér
target-decoy peptidli a idedlné by nemély byt velké prekryvy mezi target a decoy

peptidy. Spatné PSM maji vétsinou nizsi skére a spravné PSM vyssi skére. Aviak
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je nutné najit idealni hranici, od které jsou PSM uznany za spravné a je nasledné
mozné vypocitat FDR. FDR o hodnoté 0,01 udava, ze 99 % PSM bude spravné.

V souvislosti s FDR se pouziva g-hodnota, kterd miize byt povazovana za mini-
malni FDR pri, kterém jsou PSM akceptovany. Q-hodnota se tedy zvysi pokazdé,

kdyz se zvysi pocet falesné pozitivnich vysledki.

1.3.2 Zpétné sestaveni seznamu proteinti

Identifikace proteinti, tedy zpétné skladani proteini z identifikovanych peptida —
PSM ve vzorku, které jsou sefazeny s danym skore, se nazyva protein inference pro-
blem (viz obr. . V tomto kroku se mimo jiné resi, ze identifikovany peptid muize
byt sdilen mezi vice proteiny z pohledu pouzité proteinové databaze, nebo z pohledu
reportovaného seznamu proteint. V tomto kontextu se hovoti o tzv. proteotypickych
peptidech, tedy peptidech, které jsou unikatni pro dany protein v ramci pouzité
proteinové databaze. Druhym typem jsou pak peptidy unikatni pouze v ramci sady
reportovanych proteint, které nemusi byt nutné zaroven i proteotypické. V dnesni
dobé je castéjsi ndhled na "unikatnost'daného peptidu s ohledem pouze na repor-
tovanou sadu proteinti. Unikatni proteiny jsou pravdépodobnéji nalezeny pro delsi
peptidové sekvence.

Jako sdilené peptidy jsou nejcastéji minény ty peptidy, které jsou spolecné pro
dva a vice reportovanych proteinti. Tyto sdilené peptidy, také nazyvané degenero-
vané sdilené peptidy, vedou casto k sadé proteinti nazyvané nejednoznacna skupina
proteint. Pivodem téchto neunikétnich proteinti jsou ndhodné shody PSM, izoformy
proteinti ¢i konzervované regiony sdilené v proteinové rodiné. Tyto peptidy mohou
byt zarazeny do skupin podle moznosti odlisitelnosti proteinti. Proteiny, které jsou
odlisitelné, nesdili spolu zadné peptidy. Naopak rozdilné proteiny musi byt rozlisi-
telné od sebe aspon jednim peptidem a nerozliSitelné proteiny spolu sdili vSechny
peptidy. Podmnozina proteinu obsahuje jen peptidy, které jsou v druhém proteinu.
Posledni z moznosti jsou proteiny, které obsahuji jen peptidy, které jsou soucéasti ji-
nych proteinti. Casto nenf mozné urcit, ktery protein je doopravdy ve vzorku, dokud
neni nalezen unikatni peptid, ktery se nachdzi jen v jednom proteinu. [17]

Casty model pro feseni tohoto problému je biparitni graf, ktery je znazornén
na obr. [I.6] V grafu prvni a druhy protein mé stejnou skupinu pfifazenych identi-
fikovanych peptidia (prvni a druhy peptid), které jsou degenerované a nejde u nich
bez zadné dalsi informace rozlisit, ktery z proteint se nachéazi ve vzorku. Naopak
treti protein ma pritazeny jen jeden identifikovany peptid a neni snadné urcit jeho
existenci oproti ¢tvrtému proteinu, ktery mé dva identifikované peptidy. 18]

Tento problém fesi ruzné algoritmy (napt. Epifany, Fido, Percolator, PIA). Al-

goritmy maji kombinatorické nebo pravdépodobnostni pristupy. Jeden ze zptisobii
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Obr. 1.5: Znazornéni postupu ziskani proteinii z peptidovych identifikaci. Proteiny
ve vzorku jsou neznamé a pro jejich identifikaci a urceni mnozstvi, je pouzit experi-
ment s vyuzitim hmotnostni spektrometrie. Zpracovanim ziskanych dat z hmotnost-

niho spektrometru jsou ziskany identifikace peptidi, které jsou zpétné sestaveny na

proteiny. Prevzato z: [18].
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Peptidy

Proteiny

Obr. 1.6: Biparitni graf pouzivany k sestaveni peptidi na proteiny. Vrchni rada vr-
cholt predstavuje identifikované peptidy a spodni fada kandidaty proteint, které se
mohou nalézat ve vzorku (proteiny alespon s jednim pfifazenym peptidem). Pte-
vzato z: [18].

pouziva princip parsimonie ke sestaveni peptidii na protein s vyuzitim biparitniho
grafu. Princip parsimonie uplatiuje teorii Occamovy britvy, podle které by méla
byt skupina proteini minimélni (nejmensi mozné) velikosti, ktera pokryje veskeré
identifikované peptidy. Pokud tedy vSechny peptidy patrici do jedné proteinové ro-
diny mohou byt obsazeny v jednom proteinu, tak je velmi pravdépodobné, ze tento
protein je pritomny ve vzorku. K nalezeni feseni je casto pouzit hladovy algoritmus,
ktery iterativné prochézi vrcholy proteintt v biparitnim grafu a hledd podskupinu
proteint, které pokryvaji vsechny vrcholy peptidu v grafu (obr. . Kdyz jsou

vsechny peptidy pokryty, nevyuzité proteiny jsou eliminovany.

1.3.3 Kvantifikace proteiniti

Kvantifikace proteinii slouzi ke zjisténi absolutniho nebo relativniho mnozstvi pro-
teini ve vzorku. Absolutni kvantifikace zjistuje presné mnozstvi proteinu ve vzorku
a slouzi k tomu napt. metoda AQUA pouzivajici izotopové znacené peptidy kvan-
tifikovanych proteinti. Relativni kvantifikace umoznuje sledovat snizeni ¢i zvysSeni
exprese proteinu v porovnavanych vzorcich. Kvantifikaéni metody se déli na metody
vyuzivajici znaceni (metabolické, chemické, enzymatické) a metody bez znaceni —
label-free.

Metody bez znaceni vychéazi z velkého mnozstvi kvantitativnich dat, kde je za-
znamenano az desitky spekter pro jednu sekundu. Spektra jsou casto slozeny do
LC-MS map. Pomoci metod bez znaceni lze zjistit absolutni kvantifikaci naptiklad
pri vyuziti metody APEX — metoda absolutni proteinova exprese nebo metody De-
tekce LCMS piki — metoda iterativné v dvoudimenzionalnim prostoru (hodnoty
m/z, retencni ¢as) hledd LC-MS piky (peptidy, které maji charakteristickou isoto-

povou distribuci). Tyto techniky poskytuji odhad absolutniho mnozstvi bez nutnosti
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pouziti znacenych peptidi, ale vétsinou poskytuji méné presné a spravné vysledky.
K relativnim metodam kvantifikace bez znaceni se tadi spectral counting pristup,
ktery sleduje poc¢ty MS/MS spekter proteinu v pozorovanych vzorcich. Tento para-
metr by mél linearné odpovidat relativnimu mnozstvi proteinu ve vzorku. Metoda
tedy predpokladd, ze pri vétsim mnozstvi proteinu ve vzorku se vyskytuje i vice
spekter identifikovanych k danému proteinu. Tato metoda je vsak casto nepresna
a ne vzdy pocet spekter linearné koreluje k mnozstvi peptidi ve vzorku. Metodu
TOP3 je mozné pouzit pro absolutni i relativni kvantifikaci. Metoda ke kvantifikaci

pouziva MS signél t¥{ tryptickych peptidi s nejvétsi intenzitou. [19)

1.4 Metriky kontroly kvality

Pro sledovani pritbéhu experimentt se pouzivaji metriky pro kontrolu kvality. Me-
triky umoznuji kvantifikovat variabilitu ve vysledcich experimentu a casové trendy.
Experiment miize byt podle nich nasledné optimalizovan, pripadné miize byt od-
halen zac¢inajici technicky problém. Metriky jsou zaméfeny hlavné na hodnoceni
spolehlivosti kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Metriky jsou
extrahovany z hrubych dat a je mozné je ukladat v standardnim formatu .qcML,
avsak ktery je jeho tvirci postupné nahrazovan novym formatem .mzQC. [20]

Metriky kontroly kvality se déli na intra-experimentalni a inter-experimentalni.
Intra-experimentalni metriky jsou ziskany z jednoho pribéhu experimentu, a tedy
jsou na tdrovni jednotlivych skenu a identifikaci (napt. chromatogram celkového ion-
tového proudu zavislého na retencni case, presnost hmotnosti identifikovanych spek-
ter). Inter-experimentalni metriky posuzuji kvalitu métreni pristroje v dlouhodobém
casovém horizontu. Porovnavaji tedy hodnoty z vice méreni navzajem. K tomu je
nutné hodnoty vhodné uchovavat — naptiklad v databazi.

Dalsi rozdéleni metrik vyplyva z fazi zpracovani hrubych dat, ve kterych jsou me-
triky ziskdny. Mzeme je rozdélit do tii kategorii — instrumentalni, metriky s iden-
tifikaci (ID metriky) a ziskané bez identifikaci (ID-free metriky). Hodnoty jsou zis-
kavany a pocitany ze spekter kromé instrumentalnich metrik.

Metriky bez ID jsou vyhradné ze spekter a zachytavaji informace z celého pri-
béhu LC-MS (napt. tvar piku vnitinich standardi, prubéh TIC popisujici chromato-
grafii, pocet MS a MS/MS spekter, scan rate — popisujici ziskani spekter, distribuce
naboje zmérenych MS/MS spekter popisujici ionizaci).

Metriky zalozené na ID jsou ziskany ze spekter a nasledujici identifikace a kvan-
tifikace. Do téchto metrik jsou razeny napt. pocet identifikaci v podobé poctu PSM,
peptidii a proteint, které jsou ovlivnény procesnimi parametry identifika¢niho pro-

hledavani. Dalsimi metrikami jsou napiiklad pokryti sekvence znamého vzorku,
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ktery obsahuje jen jeden protein nebo metriky porovnavajici retencni casy stejnych
peptida, které slouzi pro zjisténi chromatografické stability.

Instrumentalni metriky jsou ziskany piimo z pristroje a ne z mérenych spekter.
Vétsinou se jednd o velmi citlivé metriky tykajici se napr. stavu iontového zdroje
nebo vakua. Tyto metriky jsou vhodné ke kontrole pristroje a planovani udrzby, ale
nemuzou byt piimo spojovany s vysledky experimentu a vétsinou nejsou soucasti

.mzML souboru. Velmi se lisi mezi jednotlivymi pristroji a dodavateli pristroju. [21]
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2 Zpracovani proteomickych dat v KNIME

Software KNIME je velmi flexibilni v moznostech zptisobii prace s daty, protoze
podporuje instalaci programovacich jazyku (R, Python), ale i rozsiteni pro nékteré
programy. Jeden z velmi propracovanych programiu je OpenMS, ktery je volné pii-
stupny viceplatformni a specidlné navrzeny pro tvorbu reprodukovatelné analyzy
MS dat. Nabizi nastroje vytvorené v jazyce C++ a Python pro klasické zpracovani
hmotnostné spektrometrickych dat s vyuzitim volné dostupnymi standardizovanymi

datovymi formaty. [22]

2.1 OpenMS

OpenMS pokryva celou skdlu pozadavki na vytvoreni pracovniho postupu zpraco-
vani MS dat, které jsou velmi variabilni a vyzaduji razné pristupy analyzy. Vliv
na tyto pozadavky ma v prvé fadé typ dat (napf. proteomickd, metabolomick,
lipidomicka data), dalsi vliv maji separacni a fragmentac¢ni metody, akvizice dat
(DDA, DIA). OpenMS pokryva rizné kvantifikaéni metody (bez znaceni, isobarické
a isotopické znaceni), ale ma i Sirokou nabidku databdzového vyhledavani k iden-
tifikaci peptidu, kde software nabizi fadu vyhleddvacti (Mascot, MS-GF+ adapter,
Myrimatch, OMSSA, X!Tandem).

Knihovna OpenMS je koncipovana tak, aby jednotlivé algoritmy ¢i néastroje
mohly byt seskladany do komplexniho pracovniho postupu, coz usnadnuje rozsahla
dokumentace na strankach OpenMS. Dokumentace kromé popisu funkcionality ob-
sahuje popis vstupnich proménnych, ale i kompatibility algoritmi mezi sebou. Vizu-
alné lze postup z OpenMS algoritmii sestavit v grafickych programech KNIME, Ga-
laxy a dalsich. V KNIME je moznost importu OpenMS funkeci a kazdy algoritmus je
k dispozici v podobé jedné pracovni jednotky - nodu. Nody jsou propojitelné a ¢asto
je u nich moznost nastaveni vstupnich parametr i vystupnich datovych formatu.
OpenMS poskytuje propracovanou dokumentaci jednotlivych funkci, moznosti na-
staveni vstupnich parametri, ale i doporuceni pouziti predchazajicich a nasledujicich
funkci.

OpenMS je idedlni pro kontrolu kvality dat, protoze lze ziskat nespocet metrik
(napr. pocet spekter, peptidi a proteint, statistiky presnosti hmotnosti, rozsahu re-
tencnich ¢ast a poméru hmotnosti k naboji). Lze vygenerovat grafy nebo podkladova
data pro grafy (napt. TIC chromatogram ¢i histogram rozdéleni naboje detekova-
nych iontu). Informace o metrikdch mohou byt exportoviny v souboru .qcML ¢
v novejsim formatu .mzQC, avsak pro tento novéjsi format nejsou prozatim pri-

zpusobeny dalsi algoritmy a grafy z tohoto formatu nelze generovat. Soubory je
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mozné zobrazit a prohlizet ve webovém prohlizeci nebo je exportovat v PDF. Vy-
uziti OpenMS v KNIME ma velké vyhody v moznosti rozsiteni jeho funkcionality
vlastnimi vytvorenymi nody za pomoci nékterého ze skriptovacich jazykt dostup-
nych v KNIME jako Java, R ¢i Python. Vytvoreny pracovni postup z nodi je mozny
jednoduse ukladat a sdilet.

2.2 Balicky skriptovacich jazyki Python a R

Nastroje v KNIME podporuji praci se sktriptovacimi jazyky, a proto je mozné vyuzit
jazyky R ¢i Python k vytvoreni workflow zpracovani MS dat a kontrolu kvality.
Python obsahuje nékolik knihoven, které se zaméruji na proteomiku a hmotnostni
spektrometrii. Mezi né patii napt. Spectrum utils [23], pymzML [24], Pyteomics
[25] ¢i pyOpenMS, ktery je rozsifujicim nastrojem pro praci se nizkotroviovymi
funkcemi OpenMS. Umoznuje vytvareni novych algoritmu pro praci s MS daty. Je to
balicek jazyka Python, diky kterému je umoznéno propojit funkcionalitu pyOpenMS
i s dalsimi bioinformatickymi balicky a snadno data zobrazit.

Mezi knihovny jazyka R pro praci s MS daty patii napi. MSnbase [26], MSstats
[27], MALDIquant [28], MSstatsQC [29], pmartR [30] nebo balicek proteoQC [31],

ktery umoznuje vygenerovat HT'ML report o kvalité experimentu.

2.3 Datové formaty hmotnostné spektrometrickych
dat v KNIME

Proteomicka data je mozné zpracovavat v KNIME s vyuzitim vysSe zminéné knihovny
OpenMS, ktera umoznuje praci s daty v nékterych standardnich forméatech definova-
nych PSI (Proteomics Standard Initiative — viz https://www.hupo.org/Proteomics-
Standards-Initiative). PSI je soucasti Human Proteome Organization, jejiz cilem je

definovat proteomické standardy pro usnadnéni porovnani, vymény a ovérovani dat.

2.3.1 PSI formatové standardy

Standardni formaty definované PSI jsou zalozené na XML a lisi se dle vyuziti (napf.
skladovani MS dat, identifikaci peptidi nebo proteini a kvantifikaci). Tomu od-
povidaji formaty .mzML, .mzIndentML, .mzQuantML, ale jsou i formaty .mzTab
(uklddani findlnich vysledki), . TraML (pro monitorovani vybranych reakei), .GelML
(pro ukladéani geli) nebo .mzQC (pro ukladani metrik kvality — Quality control, QC).
Mezi vyhody téchto formatha patii jejich otevienost, dokumentace, ¢itelnost a intero-

perabilita mezi softwary. AvSak maji i své nevyhody, napt. castd nutnost pocatecni
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konverze hrubych dat ptimo ulozenym hmotnostnim spektrometrem z formati, které

se lisi podle vyrobce hmotnostnich spektrometri.

Format .mzML

Formét .mzML je zaloZzeny na otevienosti, vychazi z XML a je urc¢eny k uchovavani
vystupnich dat z hmotnostniho spektrometru. Format je mozné nasledné vyuzit
k archivovani, sdileni a zpracovani dat. Format mé jasné definovanou strukturu,
hodnoty jsou uchovavany pomoci kontrolovaného slovniku pro terminy a definice
hmotnostné spektrometrickych metadat.

Format historicky vychéazi z formati mzData a mzXML. které byly vyvinuty
HUPO PSI a ISB (Institute for System Biology) v letech 2003-2005. Nésledné v roce
2009 vznikl format .mzML 1.0.0, ktery predchozi dva nahradil. Hlavnim cilem bylo
sjednotit formaty, udrzet jejich flexibilitu, ale i schéma a vyuziti kontrolovaného slov-
niku. V névaznosti na .mzML se udrzuje kontrolovany slovnik, sémanticky validator
a dokumentace.

Format je navrzeny tak, aby obsahoval informace z jednoho MS béhu, tedy meta-
data o spektrech a spektra samotna. V hlavicce nese element cvList, ktery obsahuje
informace o kontrolovaném slovniku, ktery je pouzit ve zbytku souboru. Hlavicka ob-
sahuje dalsi elementy — fileDescription (upfesnujici zakladni informace o spektrech),
referenceParamGroupList (obsahujici seznam skupin termini z kontrolovaného slov-
niku), sampleList (nesouci informaci o vzorku), instrumentConfiguration (obsahujici
informace o pristrojich pouzitych k méreni), softwareList, dataProccessingList (po-
skytujici historii zpracovani dat v RAW formatu), acquisitionSettingList (informujici
o specidlnich vstupnich parametrech hmotnostniho spektrometru). V dalsi ¢asti jsou
uz samotnd spektra a za nimi muzou byt zaznamenany chromatogramy. [14]

Vétsina metadat je ulozena v elementu cvParam, ktery poskytuje referenci k ter-
minu PSI MS kontrolovaném slovniku. Kazdy termin ma detailni definici a mize
mit definovany datovy typ nebo jednotku. Kontrolovany slovnik je v OBO formatu,

coz je otevieny format pro ukladani ontologii.

Format .mzQC

Formét .mzQC je vytvaren a podporovan HUPO PSI organizaci. Tomuto formétu se
primo vénuje The Quality Control Working Group, kterd vytvari standardy a dopo-
ruceni, jak popisovat hmotnostné spektrometricka data a jejich analytické vysledky.

Historicky formétu predchazi .qcML formét [20], ktery byl zaloZzeny na XML,
avsak .mzQC je definovan jako JSON (JavaScript Object Notation) syntaxi z davodu

malych paméfovych narokt a ma sirokou podporu v programovacich jazycich.
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Utelem .mzQC formétu je reportovat metriky vypocitané QC ndstroji (Qua-
meter, PTX-QC, QCloud), umoznit reportovat kvalitu pro posouzeni funkénosti
nastroju, poskytovat metriky jako vstup do vizualiza¢nich a reportovacih nastroju,
zaznamenavat dlouhodobé QC metriky k monitorovani starnuti nastroji v case ¢i
kontrolovat kvalitu sady MS experimentti skrz jednotlivé béhy, rtizné biologické nebo
technické podminky, studie a laboratore.

Standardni format .mzQC slouzi k vymeéné, presunu a archivovani metrik kvality
generovanych hmotnostni spektrometrii. Tento format pouziva ¢ast (QC CV) kont-
rolovaného slovniku (PSI-MS QC CV) pro reprezentovani pojmu definujici metriky
kvality a hodnoty spjaté s metrikami. QC CV hodnoty jsou reprezentovany kody
MS:4000000 — MS:4999999 a kontrolovany slovnik je definovan jako OBO soubor.
Kazda metrika obsahuje jméno, definici, typ hodnoty (hodnota, seznam, tabulka,
matice) a muze obsahovat komentér, jednotku nebo kategorizaci. Nové terminy mo-
hou byt pridany do kontrolovaného slovniku po podani zadosti na strankach PSI-MS
CV Githubu, kde je pripraven modul, ktery provede uzivatele v podani vsech po-
trebnych informaci. Pro ukladani obrazkt do .mzQC formatu je doporuceno pouzit
vlastni metriku s dostatecnym popisem a hodnotu, tedy obrazek, vlozit jako base64
kodovany tetézec.

Soubor .mzQC vzdy obsahuje nékolik objektt (verzi, datum vzniku .mzQC sou-
boru, kontakt, popis, pole metrik — runQuality), nastaveni metrik — setQuality a in-
formaci o kontrolovaném slovniku) viz obr. 2.1} Pole a nastaveni metrik obsahuji
vzdy elementy metadata a qualityMetrics pro jeden béh. QualityMetric ma struk-
turu zakladniho elementu .mzQC formatu cvParameter, ktery obsahuje identifikator,
jméno, popis, hodnotu a jednotku.

Pro manipulaci s .mzQC formatem existuje knihovna mzqgc-pylib, avsak soubor

tohoto formétu lze vygenerovat OpenMS néstrojem QCCalculator.

2.3.2 OpenMS formaty

Software OpenMS definuje své formaty, které jsou pouzivany moduly softwaru a lisi

se podle vyuziti. Mezi tyto formaty patii .featureXML, .idXML, .consensusXML.

Format .idXML

Format .idXML je dalsi z formatt definovany a pouzivany v OpenMS. Je to format
XML, ktery obsahuje informace o peptidovych a proteinovych identifikacich z pro-
teinového databazového prohledavani a je vyuzivany v hmotnostné spektrometrické
analyze dat. Soubor muze nést informace o identifikacich z vice béhii. Alternativni
variantou mimo OpenMS .idXML je .pepXML format, ktery se pouziva v Trans-

Proteomic Pipeline 32|, nebo .mzIndentML standardni format PSI. Pro konverzi
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Obr. 2.1: Schéma .mzQC souboru, ktery slouzi pro ukladani metrik pro kontrolu
kvality. Z tohoto schématu vychazi skript pro ziskani metrik a jejich ulozeni do da-
tabaze v ramci workflow pro automatickou kontrolu kvality dat. Nazvy ve schématu
jsou realné pouzité nazvy v .mzQC formatu. Schéma je prevzato z github stranek
HUPO-PSI organizace.
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https://github.com/HUPO-PSI/mzQC/blob/main/schema/mzqc_schema.jpg

do OpenMS formatu .idXML je mozné pouzit nastroj IDFileConverter. S formatem
dale mohou pracovat OpenMS nastroje IDFilter, Peptidelndexer, IDPosteriorError-
Probability, IDMerger, ConsensusID a dalsi. [22]

Format .featureXML

OpenMS uklada data o LC-MS picich, které mohou byt anotovany peptidovymi iden-
tifikacemi, do forméatu .featureXML. LC-MS pik je detekovany dvou ¢i vice rozmérny
vzor, které lezi v roviné, ktera je definovana osami m/z a retenénim casem. LC-MS
pik predstavuje chromatograficky profil v ¢asové roviné a isotopovy vzor v roviné
m/z. Do tohoto formatu lze z tabulkové podoby konvertovat za pomoci OpenMS
nastroje FileConverter a zpétnou konverzi umoznuje TextExporter. Mezi dalsi na-
stroje, které podporuji a pouzivaji format .featureXML, patii napt. FeatureFinder,
IDmapper, IDConflictResolver.

Format .consensusXML

Formét .consensusXML je pouzivany pro ukladani konsensualnich map vytvorenych
z vice vstupnich soubort. Konsensualni mapy vznikaji porovndnim a sjednocenim
informaci z vice béhti, tedy koriguje se osa reten¢niho casu, kterd muze byt mezi
béhy posunutd nebo skalovana. Format je také pouzivan k uchovani informaci z vice-
nasobné peptidové identifikace databazovym prohledavanim a vysledné konsensudlni
identifikace.

OpenMS pouziva tento format napriklad s nastroji MapAlignerPoseClustering,

ConsensusMapNormalizer, FeatureLinkerUnlabeled nebo ProteinQuantifier.
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3 Navrh metodiky automatizované kontroly
kvality hmotnostneé spektrometrickych dat

Automatizovana kontrola kvality hmotnostné spektrometrickych dat by méla byt
v programu KNIME v podobé workflow, tedy neménného sledu pracovnich jednotek
(nodu a metanodi), které jasné definovanym zpusobem pracuji s daty. Kazdy nod
ma svij definovany vstup, vystup a svoji funkcionalitu.

Samotnym vstupem do workflow budou raw data ve formétech, které jsou za-
vislé na typu hmotnostniho spektrometru, kterym jsou pfi métreni generovany. Tyto
data bude nutné prevadét do formatu .mzML, protoze to je vstupni format dat pro
nastroje OpenMS. Format .mzML je standardizovany, volné pristupny a pouzivany
v hmotnostni spektrometrii. Vstupni soubory budou postupné nacitany z urcené
slozky, ktera bude samotnym workflow sledovana, zda v ni nepribyly nové nezpra-
cované soubory, ¢imz bude zajisténa automatic¢nost nahrani dat do workflow.

Workflow bude z velké ¢asti vyuzivat funkcionalit OpenMS, které jsou k dispo-
zici v podobé pracovnich jednotek. Workflow automaticky najde pik v LC-MS mapé,
identifikuje a kvantifikuje je a nasledné bude vytvoren soubor formatu .mzQC, ktery
shrnuje informace - metriky pro kontrolu kvality dat. Z tohoto souboru budou ex-
trahované vybrané parametry pro kontrolu kvality dat a ulozeny do databaze (viz
obr. .

Pro identifikovani peptidii bude vybran jeden z dostupnych nastroji pro prohle-
dévani databdze s ohledem na rychlost a kvalitu identifikace (napf. MSGFPlusA-
dapter). Databédze proteint pro vyhleddvani bude poskytnuta v podobé dedikova-
ného a neménného FASTA souboru, ze kterého budou vytvoreny i decoy proteiny,
které budou soucasti databdze pro identifikace. Vytvareni decoy proteint je zata-
zeno pro zjisténi hodnoty FDR (false discovery rate — pomér falesné pozitivnich
vysledku).

Nezavisle na identifikacich probéhne detekce a kvantifikace LC-MS signalu (pikd,
anglicky features) vSech analytti véetné peptidi pomoci néstroje OpenMS. Algorit-
mus pro detekci signalti hleda pozice vSech analytt ve tiirozmérném poli, jehoz
dimenze jsou reten¢ni cas, m/z hodnota a intenzita. Vyhledavani probihd iterativné,
dokud nenajde model isotopového profilu a retencniho casu, ktery je slozen z bodu.

Informace z identifikace a kvantifikace budou nasledné propojeny. K nalezenym
a kvantifikovanym signdlim budou tedy prifazeny identifikace (obr. [3.2)).

V dalsi ¢asti bude sestaven proteinovy seznam pomoci pracovnich jednotek vé-
nujicich se inferenci proteintu a jejich vystupem by mél byt seznam identifikovanych
proteinii. Na to by méla navazovat pracovni jednotka kvantifikujici proteiny, jejiz

vystupem bude mnozstvi danych proteint ve vzorku.
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Obr. 3.1: Diagram zjednoduseného navrhu automatického zpracovani hmotnostné
spektrometrickych dat a ziskani metrik pro kontrolu kvality a jejich ukladani do

databéze.
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Obr. 3.2: Ukazka spojeni hodnot identifikovanych a kvantifikovanych peptidi. Na-

hote je snimek LC-MS mapy, kde na ose x jsou hodnoty retenéniho casu a na ose

y hodnoty m/z. Dole je stejnd pozice v mapé, avsak jsou uz nalezeny LC-MS piky,

které jsou anotovany pfifazenymi identifikacemi. Prevzato z: [33].
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Vystupni data budou v prehledném formatu prohlidnutelnd a prabézné ukladana
do databéaze. Do databaze se bude rovnéz ukladat informace o vstupnich datech
a procesnim workflow pro reprodukovatelnost a jednoznacné urceni zptisobu, jakym
vystupni data vznikla a ostatni soubory (napf. grafy ¢i soubor .mzQC shrnujici

metriky kontroly kvality).
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4 \Workflow pro automatizovanou kontrolu
hmotnostné spektrometrickych dat

V ramci prace bylo vytvoreno workflow, které slouzi k automatizované kontrole
hmotnostné spektrometrickych dat — prevazné kontrolnich (QC) vzorka pro kont-
rolu stavu LC-MS systému v laboratori. Cilem je automaticky ziskavat metriky pro
kontrolu kvality dat z kontrolnich standardnich vzorkt a metriky ukladat tak, aby
bylo mozné kontrolovat jednotlivé béhy a jejich kvalitu, ale také je porovnavat mezi
sebou a sledovat dlouhodobé kvalitu hmotnostné spektrometrickych dat.

Workflow je navrzeno tak, aby mohlo byt spusténo kdekoli, kde je nainstalo-
van software KNIME a jeho zavislosti. Workflow ma& pristup ke slozce, do které
jsou ukladana data z hmotnostniho spektrometru a sleduje stav soubort, které ma
zpracovat.

Workflow bylo vytvoreno v softwaru KNIME s vyuzitim importovanych funkei
knihovny OpenMS, skriptovacich jazyka Python a R, ale i jazyka SQL pro vytvo-
feni a praci s databazi SQLite. Predpokladem pro praci s workflow je nutné umét
pracovat s KNIME, alespon pro zakladni nastaveni workflow a jeho spusténi.

Workflow je sestaveno z nodt, které maji vlastni funkcionalitu a predavaji si
ziskana data pro dalsi zpracovani nebo ulozeni. V KNIME jsou dvé moznosti pre-
dani dat v rdmci workflow. Jednou moznosti je ulozeni informace do proménné —
flow_wariable, které KNIME shrnuje do jedné proménné, ktera odpovida slovniku
vSech proménnych (flow_wvariables) v Pythonu. Slovnik je predan pfi jakémkoli pro-
pojeni dvou nodu (rtizovy spoj znac¢i piimo predani slovniku, Sedé spoje predavaji
vystupni data i se slovnikem). Druhd moznost predani dat je pres Sedé spoje, které
predavaji vystupni data o ur¢itém formétu (napt. tabulkovy) dalsimu nodu, ktery
prijimé na vstupu stejny format dat (viz obr. .

4.1 Casti workflow

Workflow podle navrhu obsahuje ¢asti zajistujici automatické nacitani novych dat,
ale i moznost znovu zpracovani starsich dat (obr. 4.1)). Po nac¢itani dat nésleduje
cast, ktera se lisi podle pristroje, na kterém probihalo méreni. V této ¢asti pro-
biha identifikace a kvantifikace peptidi nalezenim LC-MS pikt. Identifikace jsou
mapovany k pikiim, nésledné jsou hodnoty filtrovany pomoci FDR. Dalsim krokem
je proteinova troven. Z obou trovni jsou ziskany metriky pro kontrolu kvality dat

a v posledni ¢asti jsou ulozeny do databaze.
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Obr. 4.1: Workflow pro automatickou kontrolu kvality dat. Modra ¢ast workflow ob-
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Dialog - 0:1014 - Slozka a Format souboru ke sledovani - 0O &

File

Options rFlow Variables r Memory Policy \

Sledovana slozka (relativni cesta k KNIME prostredi)

[DaTA

Pripona souboru ke zpracovani

|szL

Databazovy soubor (relativni cesta k KNIME prostredi)

[DaTa/database_data/quality control.sglite

Cesta k python3

|1usr!bin!python3.9 |V|| Browse... ‘

oK Apply Cancel @

Obr. 4.2: Vstupni formular, ktery slouzi k definovani cesty sledované slozky, pripony

soubort ke zpracovani, cestu k databazi a Pythonu.

4.1.1 Automatické nacitani dat

Workflow, které v jadru zpracovava proteomicka data, je zabaleno do rekurzivnich
smycek pro automatické nacitani dat, kterym predchézi nékolik nodi slouzicich k na-

staveni zakladnich informaci a opétovné zpracovani soubort.

Vstupni formular k workflow

Na zacatku workflow pro automatickou kontrolu dat je komponenta, ktera umoznuje
pomoci formulafe (obr. definovani hodnot, které jsou ulozeny do proménnych,
které jsou dale pouzivany ve workflow (napf. nac¢itani dat, ukladani dat do soubo-
rového systému a databaze). Ve formuldfi je tedy specifikovana relativni cesta ke
slozce, do které jsou uklddana data urcena ke zpracovani. Dalsi pole formulare je
pro definovani souborové pripony, pro snadné filtrovani souborii ve sledované slozce.
A v zédvéru jsou pole pro vlozeni cesty k databéazi a cesta k Python prostredi, které

je ve workflow pouzivano.

Znovu zpracovani soubori

Hned po vstupni komponenté s formuldfem jsou ti nody, které umoznuji uzivatelsky
zasah do automatické prace workflow. Jelikoz workflow sleduje stav zpracovanych
a nezpracovanych soubort, tento zasah umoznuje znovu zprocesovat soubory, které

jsou uz ve stavu zpracovanych souborii.
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Soubory je mozné ke znovu zpracovani uré¢it zvyraznénim v nodu Sorter (viz.
modré ¢ast workflow na obr. [4.1] Zvyraznéné soubory jsou v nodu HiLite Row Split-
ter vytazeny ze seznamu zpracovanych souboru, coz je v dalsim kroku zahrne do

opétovného zpracovani.

Sledovani stavu kontrolované slozky

Automaticnost workflow a spusténi procesu zpracovani dat a ziskani metrik je ob-
starano dvéma vnorenymi KNIME smyckami. Vstupem prvni smycky (zlutd c¢édst
workflow na obr. je tabulka zpracovanych souborti, kterd je ziskdna bud z casti
pro nastaveni opétovného zpracovani souboru, a nebo z ukonceni predchoziho cyklu,
ktery vraci aktualizovanou tabulku zpracovanych soubor.

Vstupni tabulka uz zpracovanych soubori je preposlana do nodu Python script,
ktery ve while smycce pravidelné ziskava z kontrolované slozky seznam vsech .mzML
souborit a porovnava je se vstupni tabulkou. Pokud se ve slozce nachéazeji nové
soubory je while smycka ukoncena a tabulka novych soubori je ve workflow posunuta
k dalsimu nodu, kde jsou soubory sefazeny abecedné.

Po setazeni tabulka soubort vstupuje do druhé KNIME smycky, kterd uz je
v zelené ¢asti workflow na obr. [4.1] Smycka slouzi k prochézeni jednotlivych novych
soubortl, které jsou dale zpracovany a ziskané metriky ulozeny. Jakmile jsou data za-
psana v databazi z posledniho souboru, smycka je ukoncena a seznam zpracovanych

souborti je aktualizovan a poslan na zacatek prvni smycky.

4.1.2 Zpracovani souboru .mzML

Hlavni ¢asti workflow je samotné zpracovani vstupnich souborti .mzML. Za tcelem
ziskani metrik pro kontrolu kvality je potfeba prvné provést identifikaci a kvanti-
fikaci peptida a proteinti. Tato ¢ast zpracovani se lisi podle pristroje, na kterém
probéhlo méteni. Workflow se z toho duvodu déli do péti vétvi (viz obr. , které
se lisi v rizném nastaveni. Vétve jsou nastaveny primo podle pristroju v laboratofi,
pro kterou je workflow vytvaren. Pokud by byl pouzivan novy pristroj, je nutné pti-
dat novou vétev a nastavit ji podle vlastnosti pristroje, zadat identifikator nového
pristroje podle jeho zkratky do proménné, kterd urcuje vétev v nodu Case Switch
Start, a také je nutné zadat zdznam o pristroji do databéze (viz. .

V ramci kazdé vétve je metanod, ktery obsahuje veskeré kroky pro ziskani metrik
kvality (obr. [4.4)).

Po vétveni workflow na pristroje jsou data ulozena do databaze, to zabezpecuje
posledni metanod na obréazku [4.3]

Nody pro ziskani dat i zapsani do databéaze jsou zaobaleny nody Try — Catch
Errors. Nody slouzi k tomu, aby pfi jakékoli chybé v nodech, které jsou mezi nimi,
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Obr. 4.3: Cast workflow, kterd se stard o samotné identifikace, kvantifikace a zis-
kani metrik. Worflow se déli podle ptistroje, na kterém probéhlo méteni a byl z néj
ziskany .mzML soubor. V druhé ¢asti je obsazen metanod, ktery se stard o ulozeni
do databéze. Césti zpracovani dat i zapis do databéze jsou zabaleny mezi nody Try
— Catch Errors, které by méli v pripadé chyby ve zpracovani ¢i zapisu do databaze
umoznit chod workflow s dalsim souborem. Na to jsou navazany skripty, které po-
mahaji zalogovat tspésnost zpracovani a zapisu dat. Tato cast workflow je uvnitt

metanodu ,,Zpracovani souboru a ulozeni do databaze“ na obr. vpravo nahote.

Metriky z peptidové urovné
Peptidova uroven
Graf identifikaci
+ ulozeni

Metriky z proteinové urovné
gy U‘ Graf jadrove Histogram n_peptida
Input File Identifikace a hustoty + uloZeni +saving QCCaleulater  Ulozeni .mzaC
o hledani features IDConflictResolver I = souboru @
o : 8-
L - Y
. G v ] "‘ . G‘ Python Edit MS1 and M2 TIC
Naéteni .mzML . S Generuje zakladni qc hodnoty Variable + ulozeni )
souboru ze spekter, features a Lolille .I]‘
Nacteni souboru v Ulozeni proteinove - identifikaci .
tabulkovém formatu kvantifikace / .
n s - ¥ Vytvofeni proménné datum a ¢as,
Proteinova droven D E 2z .mzQC souboru
Proteinova
inference ProteinQuantifier

1y i

Obr. 4.4: V ramci kazdé vétve workflow pro urcity ptistroj jsou vzdy kroky identi-
fikaci a kvantifikaci na peptidové urovni (vyznacené tmavé zlutym obdélnikem), na
proteinové drovni (tmavé zeleny obdélnik), poté jsou ziskdny metriky z proteinové

trovné (svétle zeleny obdélnik) a metriky z peptidové tirovné (svétle zluty obdélnik).
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Obr. 4.5: Cést workflow, ktera obsahuje nody pro identifikaci (Zluté ¢ast workflow)
peptidi a nalezeni LC-MS piki (hnéda ¢ést), které jsou na sebe nasledné mapovany
(zelend ¢ast). Tato ¢ast workflow je soucdsti metanodu ,Identifikace a hledani fea-

tures® v tmave zluté ¢asti workflow na obr. [4.4].

se workflow nezastavilo, ale pokracovalo dal s uvedenim chyby do zaznamu. Tedy
pokud nastane chyba v metanodu pro ziskani QC metrik, workflow sko¢i na nod
Catch Errors a pokracuje ve spousténi dalsich nodi. Z toho davodu je ve workflow
pouzité logovani — zapis do souboru .log, zda dany soubor byl zpracovan, a poté zda

byl tspésny zapis do databaze.

4.1.3 Ziskani identifikaci a kvantifikaci peptidi

Identifikaci a kvantifikaci peptidi a proteinii mé na starost série nodu, které jsou
k dispozici na obrazku [4.5

Identifikace peptidi

Identifikace peptidi je zajisténa OpenMS nodem MSFGPlusAdapter, ktery ma na
vstupu .mzML soubor se spektry a FASTA soubor s proteinovou databazi. Databaze
je rozsitena i o decoy sekvence vytvorenim reverznich sekvenci z originalnich sek-

venci nodem DecoyDatabase, v jehoz nastaveni je nutné uvést pouzivany enzym ke
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stépeni dle typu méteného vzorku (zde trypsin). Nod MSFGPlusAdapter ziska iden-
tifikace pomoci skérovani MS/MS spekter podle peptidi odvozenych z proteinové
databaze a na vystup generuje .idXML soubor. Adapter podporuje nastaveni pro
rizné pristroje a postupy méreni, proto se jeho nastaveni lisi skrz vétve workflow.
Adapter pro databazové prohleddvani byl vybran z vice nabizejicich se adapteru
podle mnozstvi identifikovanych peptidi.

K ziskanym identifikacim je pomoci nodu IDPosteriorErrorProbability pridana
hodnota pravdépodobnosti, ze peptidové identifikace jsou nespravné prirazeny. Dal-
sim krokem je aktualizace peptidovych identifikaci o informaci, zda se jedna o shodu
se spravnou nebo decoy sekvenci, coz obstarava nod PeptideIndexer, ktery ma na
vstupu soubor s identifikacemi a proteinovou databazi. Informace, o kterou shodu se
jedna, vyzaduje vypocet FDR nodem FulseDiscoveryRate. V nodu je nastaven vy-
pocet FDR jen na peptidové trovni a zaroven je zde provedena filtrace peptidovych
identifikaci tak, aby globdlni FDR byla 1 % (g-hodnota < 0,01).

Nalezeni LC-MS pikd a mapovani

Paralelné s identifikaci probiha detekce LC-MS pikt za ucelem kvantifikace s vy-
uzitim nodu FeatureFinderCentroided. Vstupem je soubor se spektry .mzML a na
vystupu je soubor .featureXML.

K propojeni informaci z identifikace peptidu (.idXML soubor) a kvantifikace
(.featureXML soubor) je pouzit nod IDMapper. Mapovani je zaloZeno na reten¢nim
¢ase a hodnotach m/z, kdy je identifikace pfifazena k LC-MS piku, pokud se na-
chazi uvnitt hranice piku nebo je blizko centroidu piku. Identifikace jsou ponechany;,
i kdyz nejsou prirazeny k zadnému piku, ale jsou oznaceny v datech, ze nebyly prira-
zeny. Vystupem je soubor formatu .featureXML. Z téchto dat je v metanodu ,Graf
identifikaci“ vytvoren graf (v ¢asti peptidova tiroven na obr. , ktery zobrazuje
kumulativni intenzity identifikovanych a neidentifikovanych peptidi, ktery je ulozen

do databaze s metrikami.

Filtrace identifikovanych peptida

Identifikované peptidy jsou nasledné profiltrovany nodem IDConlictResolver [£.4]tak,
aby ke kazdému piku byla prifazena jen jedna identifikace s nejlepsim skore. Tento
krok je dilezity pred proteinovou kvantifikaci, protoze piky s vicendsobnou identifi-

kaci nejsou pouzity k proteinové kvantifikaci.

44



PIA Analysi IDFilter
Il Portto URI PIA Compiler nalysis N

»

;‘g”

> > B0 » .

O0O0OCe

Obr. 4.6: Cast workflow pro identifikaci proteint, ktery je sou¢asti metanodu ,,Pro-

teinova inference*.

4.1.4 Ziskani identifikaci a kvantifikaci proteint
Identifikace proteint

Identifikace proteinii méa na starosti metanod ,,Proteinova inference (na obr. na
proteinové trovni), ktery zabaluje nody aplikace PIA Analysis . PTA [35] je uni-
verzalni aplikace, ktera umoznuje prozkoumat vysledky peptidovych identifikaci, ale
hlavni vyuzita funkcionalita je algoritmus proteinové inference. Pred samotnou PTA
analyzou je pouzit nod PIA Compiler, ktery upravi data do pozadovaného formatu,
do kterého vstupuji data z nodu Peptidelndexer ve formatu .idXML. PIA Analy-
sis na vstupu prebird zkompilovand data a muze byt poskytnut soubor .mzML se
spektry (pro vytvoreni interaktivniho ndhledu PSM). PIA nabizi tii rizné metody
pro proteinovou inferenci (metodu Occamovy bfitvy, Spektrum extraktor, repor-
tovani vSech proteinovych skupin). Pro workflow byla vybrdna metoda Occamovy
britvy, protoze na datech dosahovala nejlepsich vysledki v poc¢tu identifikovanych
proteinti. PTA nabizi i filtrovani proteinovych identifikaci podle FDR, avsak filtrace
neni nastavena, protoze data jsou filtrovana az v dalsim kroku nodem IDFilter.
IDFilter je nastaven, aby filtroval podle skore pro proteinové skupiny na hranici

0.01 a aby vyloucil neptirazené peptidové identifikace.

Kvantifikace proteinii

Kvantifikace proteinti — zjisténi mnozstvi proteint je vypocteno z intenzit pikt z pep-

tidové trovné pomoci nodu ProteinQuantifier. Intenzity pika jsou prvné akumulo-
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vany do peptidového mnozstvi podle namapovanych peptidovych identifikaci k pi-
kiim a nasledné jsou mnozstvi peptidl zprameérovany pro ziskani mnozstvi proteint.
Krok z peptidové tirovné na proteinovou pouziva generalizovanou metodu ,, Top 3,
kterd pouzije N proteotypickych peptidid s nejvétsim mnozstvi pro kazdy protein
k v{poctu mnozstvim proteinu. [36]

ProteinQuantifier ma na vstupu data z nodu IDConflictResolver a metanodu
,Proteinova inference®. A na jeho vystupu jsou data v tabulkovém formatu. Z protei-
nové kvantifikace jsou nasledné ziskany metriky pro vytvoreni grafu jadrové hustoty

a histogramu (viz. obr. |4.4)), které jsou zapsany s metrikami do databéaze.

4.1.5 Ziskani metrik

Metriky pro popis kvality hmotnostné spektrometrickych dat jsou sbirdny z pepti-
dové i proteinové trovné, z toho diivodu do zpracovani dat jsou zatazeny identifikace

a kvantifikace peptidi a proteini.

Metriky peptidové urovné

O sesbirdani metrik z peptidové trovné se stard nod QCCalculator (na obr. ,
ktery umoznuje vygenerovat starsi (.qcML) i novéjsi (.mzQC) forméat souboru, ktery
je néasledné ve workflow pouzivan. Z .mzQC jsou v Python skriptu ziskany vybrané
metriky. Skript predpokladd zavedenou JSON strukturu souboru .mzQC (viz obr.
2.1), a tak pomoci Python knihovny Json jsou pfevedeny z JSON formétu do Py-
thonu (objekty na slovnik a pole na seznam). Nasledné jsou ze slovniku pod kli¢em
QualityMetrics vyindexovany metriky a podle jejich identifikatoru (accession) jsou
pridéleny do databaze. Metriky, které jsou jako jedna hodnota, jsou primo zapsany
do databéze. Mezi vybrané metriky patii pocet MS a MS/MS spekter, pocet chro-
matogrami, doba trvani reten¢niho ¢asu, rozsah m/z hodnot, plocha pod TIC, pocet
MS skokti a poklesti, pocet detekovanych sloucenin, celkovy pocet PSM, pocet iden-
tifikovanych peptidl, primérna délka identifikovanych peptidii, primérna hodnota
vynechanych stépeni peptidii, pocet identifikovanych proteinti a primérna hodnota
identifika¢niho skore.

7 metrik, které jsou zaznamenany jako vektor hodnot jsou vytvoreny v ramci
workflow grafy. Jednou z takovych metrik je MS chromatogram celkového iontového
proudu — MS TIC 4.7 Tato metrika je zobrazena v podobé grafu, podobné je vy-
pracovan graf MS/MS TIC Chromatogram iontového proudu zobrazuje sumu
intenzit pika vSech hmotnostnich spekter vzhledem k reten¢nimu casu.

Na peptidové trovni je vytvoren dalsi graf ze souboru .feature XML po mapovani
identifikaci k pikiim, ktery zobrazuje kumulativni intenzity identifikovanych a ne-

identifikovanych piki V grafu na ose x je pocet odectenych intenzit piki od
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MS1 chromatogram totalniho iontového proudu
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Obr. 4.7: Chromatogram MS celkového iontového proudu, na ose x je retenc¢ni cas

a na ose y je relativni intenzita.

MS2 chromatogram totalni iontového proudu
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Obr. 4.8: Chromatogram MS/MS celkového iontového proudu, na ose x je retenéni

¢as a na ose y je relativni intenzita.
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1e17Graf identifikovanych a neidentifikovanych features
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Obr. 4.9: Graf zobrazuje sumu intenzit identifikovanych a neidentifikovanych piki.
Na ose x je pocet odectenych intenzit peptidi od celkové sumy peptidi (intenzity

peptidia jsou sefazeny sestupné). Na ose y je suma intenzit peptidi.

sumy vsech intenzit (identifikovanych i neidentifikovanych) piki. Na ose y je tedy
suma intenzit pika a jednotlivé sumy jsou vypocitany tak, ze jsou vzdy postupné
od sumy vsech intenzit odecitany sestupné serazené intenzity identifikovanych nebo

neidentifikovanych peptidu.

Metriky proteinové Grovné

Na proteinové trovni ze ziskanych dat jsou vytvoreny grafy (obr. , které jsou
ukladany s ostatnimi metrikami do databaze. Grafy, které nejsou vytvoreny z dat
.mzQC souboru neodpovidé zadna hodnota v kontrolovaném slovniku, a tedy ani jim
nepripada zadna QC CV hodnota. Proto je jim pridélena v databdzi accession, kterd
formatem odpovidd QC CV hodnotam, ale zacina ¢islem jedna (QC CV hodnoty
zacCinaji ¢islem Ctyfi).

Graf jadrového odhadu distribu¢ni funkce znazornuje hustotu pravdépodobnosti
munozstvi proteini [4.10} Graf je vytvofen z hodnot mnozstvi proteint, které byly
kvantifikovany nodem ProteinQuantifier. Graf ma na ose x rozlozeni logaritmované
(In) intenzity proteint a na ose y hustotu pravdépodobnosti.

Druhym grafem je histogram zobrazujici pocet peptida prifazenych k proteinu
ktery z dat kvantifikovanych proteintt vyuziva sloupce s pocty peptidi na
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Graf jadrovy odhad distribuéni funkce
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Obr. 4.10: Graf jadrovy odhad distribu¢ni funkce zobrazuje hustotu pravdépodob-
nosti mnozstvi proteini. Na ose y je hustota pravdépodobnosti a na ose x je rozlozeni

logaritmu mnozstvi proteinii.

protein. Histogram je prizpusobeny tomu, Ze nejvice proteinti ma casto prirazeny

evv s

4.1.6 Ulozeni metrik do databaze

V predchozich castech workflow byla ziskana data, ktera je potfeba ukladat ve
vhodné podobé pro dalsi vyuziti, zpracovani nebo vizualizaci. Prvnim krokem bylo
ulozeni metrik kvality dat do jednoduchého tabulkového formatu, avsak pro lepsi
moznost manipulace s daty, prehlednost a vétsi rychlost je navrzena databaze, ktera
se déli do nékolika propojenych tabulek.

Databéaze je vytvorena v rela¢nim databazovém systému SQLite, ktery je napsany
v jazyce C. SQLite je zalozena na jednoduchosti, malé velikosti a databaze se uklada
do souboru .sqlite. SQLite umoznuje paralelni ¢teni ze souborii, avsak paralelni zapis
mozny neni. Mezi nevyhody SQLite patii nizsi vykon pro velké mnozstvi zapisi do
databaze, ale je mozné rychlost zvysit vyuzitim prikazy begin transaction a commit
[37].

Databaze v ramci workflow je pouzivana nejen k zapisu metrik kvality, ale i k za-
psani metadat o méreni (napf. datum meéfeni, ndzev pouzitého pristroje, metody,

jméno méreného standardu). Pro uklddéni potfebnych informaci je vytvoreno sedm
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Obr. 4.11: Histogram, ktery zobrazuje hodnoty poc¢tu peptidii na protein.

provazanych tabulek (obr. [1.12)).

Tabulky by mohly byt teoreticky rozdéleny na cast tabulek, které jsou predefi-
nované a workflow pro automatickou kontrolu kvality dat z nich jen ¢te hodnoty,
které jsou pomoci identifikdtoru zaznamenany do jedné z tabulek Run_ qualities
M.1.6|nebo Runs[.1.6] Tento prvni typ tabulek nese informaci o dostupnych pristro-
jich, standardech pro kontrolu kvality, akvizi¢nich typech, LC-MS metodach a vy-
branych metrikach z kontrolovaného slovniku. Do druhého typu tabulek se prave
zapisuje ve workflow pro automatickou kontrolu kvality dat, tedy je do nich zapi-
sovano pokazdé, kdyz je zpracovavan novy soubor. K druhému typu tabulek patii
Run__qualities a Runs.

Pro vytvoreni struktury databaze je navrhnuto mensi samostatné workflow (obr.
, které prvné nadefinuje vSech sedm tabulek s jejich atributy, jejich datové
typy, priméarni a cizi klice. Tato struktura je napsana v SQL a v KNIME imple-
mentovana v nodu DB SQL FEzxecutor. Pro zapis do databédze je na zacatku potreba
pripojeni k databazi, u které se predpoklada, ze je prazdna, a protoze je pouzity
SQLite databazovy systém, pripojeni je vytvoreno nodem SQLite Connector. Po
vytvoreni struktury databdze ve workflow jsou pfipojena data (Python source nod)
a jsou vkladdna do databazovych tabulek (DB Insert) jako prvni zdznamy. Data
jsou vkladana jen do tabulek, které slouzi pro ¢teni ve workflow pro automatickou
kontrolu kvality dat. Po naplnéni tabulek je prace s databazi ukonc¢ena nodem DB

Connection Closer. Pripojeni k databazi je nutné ukoncit z diivodu, aby nedochézelo
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Runs Run_qualities

ID_run (PK) +—|_O< ID_run_quality (PK)
run_folder ID_run (FK)

run_file qc_folder
run_date qc_file

run_time value_qc_metric
ID_quality_standard (FK) POq value_image_path
ID_instrument (FK) —O< accession (FK)
ID_aquisition_type (FK) type_data

ID_LCMS_method (FK)

g I 2 %8

Aquisition_type LCMS_method qc_vocabulary
ID_aquisiton (PK) H— ID_LCMS_method (PK) —H accession (PK)
aquisition_name ID_instrument (FK) name
aquisition_name_short method

method_name

method_folder

Quality_standards

ID_quality_standard (PK) H

Instrument

quality_standard_name

—H instrument_id (PK) H— .
quality_standard_shortcut

instrument_name .
- quality_standard_amount

instrument_brand ) .
quality_standard_unit

instrument_shortcut

quality_standard_description

Obr. 4.12: Databéaze je slozend ze sedmi tabulek, které jsou vzdy provazany vzta-
hem jedna k mnoha. Tabulky Runs a Run qualities jsou uréeny k zapisovani metrik
a metadat z kazdého souboru (méreni), ostatni tabulky uchovévaji informace o pri-
strojich, akvizicich, vybrané metriky z kontrolovaného slovniku, LC-MS metodach,

standardech pro méteni kvality.
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Obr. 4.13: Workflow pro vytvoreni struktury databaze. Workflow je slozeno z pfi-
pojeni k prazdné databazi, definici struktury databaze pomoci DB SQL FExecutor,
naplnéni tabulek zdznamy pomoci série dvojic noda Python source, kde je definovana
tabulka s daty, a DB Insert, kde jsou data jako zaznam vlozeny do dané tabulky
v databazi. V zavéru je nod DB Connection Closer, ktery zavira pripojeni k data-

bazi.

pozdéji k zadostem o paralelni zapis do databaze, které u SQLite neni mozné.

Do databazovych tabulek je mozné velmi snadno pridat nové zaznamy (napft. za
tcelem piidani nového pouzivaného piistroje nebo nové metriky kvality). V software
KNIME je k tomu potieba jen nod k pripojeni k databézi, nod pro vytvoreni tabulky

se zdznamem, nod pro zapis do databdze a nod k uzavieni pripojeni k databézi (viz

obr.

Tabulka gc vocabulary

Tabulka, ktera obsahuje vybrané metriky z kontrolovaného slovniku pouzivaném
v souboru formatu .mzQC se jmenuje gc_vocabulary a vzdy obsahuje ¢islo metriky
a jméno metriky obr. Cislo metriky je pouzité jako primarni kli¢ tabulky a v ta-
bulce Run_ qualities je cizim klicem. Metriky byly vybrany podle vyuziti v rdmci
proteomické laboratore.

Cislo metriky odpovida identifikdtoru metriky v kontrolovaném slovniku, ale je
v databézi pouzivan bez prvnich ti znaki, ktery jsou v kontrolovaném slovniku vzdy
dvé pismena a dvojtecka. Tedy pokud je v kontrolovaném slovniku identifikator
QC:4000065, v databazi je jako primarni kli¢ u atributu Accession identifikator
4000065. Primarni kli¢ ma tedy datovy typ ¢iselny. Jména metriky jsou taktéz primo
prevzané z kontrolovaného slovniku a jejich atribut predpoklada datovy typ textovy.
Metrik bylo vybrano celkem 21 (viz obr. [4.16)).

Tabulka Runs

Tabulka Runs obsahuje informace o méfeni (viz. obr. [4.17)). Je v ni zaznamendno
umisténi a jméno souboru .mzML (obé hodnoty jsou datového typu text), ze kterého

vychdzi nasledna analyza, datum a ¢as méfeni (textovy datovy typ), identifikatoru
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Obr. 4.14: Priklad ptridani nového zdznamu do tabulky. SQLite Connector je nutny
pro pripojeni k databazi, do které ma byt zaznam pridan. V nodu Table Creator je
predpripraven zaznam do databaze, kde nazvy sloupcii odpovidaji atributim v da-
tabazové tabulce a radky jsou uz samotné zaznamy, které se do tabulky vkladaji.
U atributu nesouci primarni kli¢ neni nutné definovat zaznam, pokud atribut pred-
poklada, ze primarni kli¢ se automaticky inkrementuje s novym zaznamem. V nodu
DB Insert je nutné vybrat tabulku, do které je zadznam pridavan. Nasledné staci

sérii nodu spustit.

qc_vocabulary

accession (PK)

name

Obr. 4.15: Tabulka uchovavajici metriky z kontrolovaného slovniku. Accession je

pouzity jako priméarni klic.
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[5] accession [§] name

4000059 Number of MS1 spectra

4000060 Number of MS2 spectra

4000135 Number of chromatograms

4000053 RT duration

4000138 MZ acquisition range

4000067 Total ion current chromatogram
4000077 Area under TIC

4000069 MS1 Total ion current chromatogram
4000172 MS1 signal jump (10x) count
4000173 MS1 signal fall (10x) count

4000070 MS2 Total ion current chromatogram
4000257 Detected Compounds

4000186 Total number of PSM

4000187 Number of identified peptides
4000214 Identified peptide lengths - mean
4000209 Missed cleavages - mean

4000185 MNumber of identified proteins
4000204 Identification score - mean

1000001 Protein abundance

1000002 Number of peptides per protein
1000003 Gtraph identified and non identified features

Obr. 4.16: Tabulka vkladanych metrik z kontrolovaného slovniku. Accession je pou-

zity jako primérni klic.

jména méreného standardu. Nasledné jsou zaznamenany identifikdtory pouzitého
piistroje, akvizice a LC-MS metody pouzité k méreni (veskeré hodnoty identifikatora
jsou v této tabulce ciselné).

Jméno slozky, kde je .mzML soubor ulozen, je podle nastavené kontrolované
slozky pro automatické zpracovani dat a jméno souboru, je zapsano podle aktualné
zpracovavaného vstupniho souboru do workflow. Datum a cas je ziskan z .mzQC
souboru, kde je ulozen v ramci sesbiranych metrik.

7 nazvu .mzML souboru, ktery musi mit laboratoti zavedeny nazev podle dané
konvence, je ziskana informace o méreném standardu pro kontrolu kvality, pou-
zitém pristroji a mnozstvi standardu. Konvence nazvu .mzML souboru je urcena
do podoby QC pristroj QC' standard_mnoZstvi v ng _dalsi informace podle po-
treby.mzML. V nazvu souboru by mél pristroj odpovidat zkratce (instrument__shortcut)
z nékterych pristroju v tabulce Instrument, QC standard by meél odpovidat né-
které zkratce standardu (quality_standard__shortcut) v tabulce Quality standards.
Vsechny hodnoty jsou nasledné pouzity v ramci ukladani dat do databéaze a je tedy

velmi dillezité, aby soubor byl ulozen a nazvan spravneé.

Tabulka LCMS method

Tabulka LCMS method uchovava informaci jakd metoda byla pouzita pro méreni
vzorku (obr. 4.18)). Metoda se 1i$i podle méfeného pristroje, proto je v tabulce pres

cizi kli¢ zaznamenan identifikator pristroje. Déle tabulka nese informaci, zda se jedné
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Runs

ID_run (PK)

run_folder

run_file

run_date

run_time
ID_quality_standard (FK)
ID_instrument (FK)
ID_aquisition_type (FK)
ID_LCMS_method (FK)

Obr. 4.17: Tabulka nesouci informace o jednom méteni, kde je primarni kli¢ ID__run,
ktery se automaticky zvysSuje s novym zaznamem a ma ¢tyti cizi klice znacenych FK.

Tabulka nese tedy hlavné metadata o méreni.

o LC, MS nebo LC-MS metodu, jméno metody a slozku (hodnoty jsou textového
typu), kde je metoda ulozena. Primérnim klicem tabulky je ID_LCMS _method
(identifikator se automaticky zvySuje s novym zdznamem) a tento identifikator je
pouzity jako cizi kli¢ v tabulce Runs. Informace v této tabulce jsou vyplnény podle

zavedenych metod a jejich umisténi v laboratoti [£.19

Tabulka Instrument

Tabulka Instrument je urcena k zaznamenani zakladnich informaci o pristrojich
pouzitych k méreni. Tabulka obsahuje ¢iselny identifikator pristroje, ktery je pouzity
jako primarni kli¢ a automaticky se zvysuje pti novém zaznamu. Dale je obsazeno
jméno pristroje, jeho pouzivana zkratka a vyrobce pristroje (hodnoty jsou textové).
Tato tabulka je propojena s tabulkou Runs, z divodi pritazeni pristroje pouzitého
u daného méreni. Také je propojena s tabulkou LCMS method, protoze kazda me-
toda je pouzivana u urcitého pristroje. Pristroje, které jsou vlozeny do databéaze jsou
na obrazku [4.2]]
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LCMS_method

ID_LCMS_method (PK)
ID_instrument (FK)
method

method _name

method_folder

Obr. 4.18: Tabulka slouzi k zaznamenani dostupnych LC, MS nebo LC-MS me-
tod pro hmotnostni spektrometrii. Primarnim klicem tabulky je ID_LCMS method

a pres cizi kli¢ ID _instrument je ulozeno id pristroje, pro ktery je metoda pouzita.

[8] method_name [§] method_folder [1]Io_instrument  |[s]methad
74Amin_07 D:\Methods\AUR2-25075C1 BA-CSI 3 LC

DDA PASEF-standard_201102 D:\MethodsimsControl_methodsh 3 M3
74min-IS_2sec_MawT-050 AGCOS0 210714 |D:\Methods\ EASY PepMap_25cmX75um_2um\ (4 LCMS

Obr. 4.19: Vkladané hodnoty do databazové tabulky LCMS method, které odpovi-

daji pouzivanym metodam v laboratori.

Instrument

instrument_id (PK)
instrument_name
instrument_brand

instrument_shortcut

Obr. 4.20: Tabulka je pouzivana k zaznamendani informaci o pfistrojich pouzitych

k méfeni. Jejim primarnim klicem je instrument_id.

26



[§] instrument_name [8] instrument_brand [S|instrument_shorteut
Impact Il Bruker QTOF

Orbitrap Fusion Lumos Thermo Lumos

timsTOF Pro Bruker TIMS

Orbitrap Exploris 480 Thermo Exp

Q_Exactive Thermo Exactive

Obr. 4.21: Tabulka pristroji (jejich jméno, vyrobce a zkratka), které jsou vlozeny
do databaze, aby byly k dispozici pro zapis do tabulky Runs pii zpracovani souboru

s jednim mérenim.

Aquisition_type

ID_aquisiton (PK)
aquisition_name

aquisition_name_short

Obr. 4.22: Tabulka nese jméno a zkratku moznych akvizic (DDA, DIA) pro méfeni.

ID _aquisition je pouzito jako primarni KIic.

Tabulka Aquisition type

Typy akvizice jsou uloZeny v tabulce Aquisition__type[4.22] ve které je ulozeno jméno
a zkratka akvizice (hodnoty jsou textové). Tabulka ma primarni kli¢c ID Aquisition_type,
ktery je ¢iselny a automaticky se zvysuje pii novém zaznamu. Akvizice, které jsou
pouzivany pro méreni se déli na DDA — data dependend analysis (analyzu datové
zévislou) a DIA — data independent analysis (analyzu datové nezdvislou) (vlozend
data do databéaze jsou na obr. . Identifikator akvizice je pouzity v tabulce Runs,

aby mohla byt k méreni pouzita informace o akvizici.

Tabulka Quality standards

Informace o pouzitém standardu jsou zaznamenany v tabulce Quality standards
ve které je obsazeno jméno a zkratka standardu pro kontrolu kvality (tex-

[8] aquisition_name 's| aquisition_name_short
data dependent acquisition  |[DDA
data independent acquisition [DIA

Obr. 4.23: Vlozené hodnoty do databazové tabulky Aquisition type.
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Quality_standards

ID_quality_standard (PK)
quality_standard_name
quality_standard_shortcut
quality_standard_amount
quality_standard_unit

quality_standard_description

Obr. 4.24: Tabulka je urcena k ulozeni jména standardu pro kontrolu kvality, jeho

mnozstvi a popis. Primarnim klicem tabulky je ID_quality standard.

[8] quality_standard_name |[§] quality_standard_shortcut |[D] quality_standard_amount |[§] quality_standard_unit |[$] quality_standard_description

iRT blank 0.01 100x diluted stock solution
Hela cell line digest Hela 100 ng 100ng
MEC cell line digest MEC 100 ng 100ng

Obr. 4.25: Hodnoty vlozené do tabulky Quality standards pro potieby workflow au-
tomatické kontroly kvality dat.

tovy datovy typ), ale i jeho pouzivané mnozstvi pro méreni (¢iselny datovy typ)
a jeho jednotka (textovy datovy typ). Navic tabulka umoznuje pridat informaci
o standardu do popisu (textovy datovy typ). Primérnim klicem tabulky je ¢iselny
ID _quality standard, ktery se automaticky zvySuje s novym zaznamem, a iden-
tifikator pouzitého standardu pro kontrolu kvality je zaznamenan v tabulce Runs
pres cizi kli¢. Vlozené hodnoty do tabulky Quality standards, které jsou pouzivany

nasledné ve workflow pro automatickou kontrolu kvality dat jsou na obrazku [4.25]

Tabulka Run qualities

Metriky kvality, které jsou ziskany ve workflow zpracovanim vstupnich dat a ulozeny
v souboru .mzQC, jsou do databédze zaznamenany v tabulce Run_ qualities (obr.
. Kazda metrika ma sviij ciselny primarni kli¢, ktery je ulozen do tabulky
pod atributem ID_run_ quality a jeho hodnota se automaticky zvysSuje s novym
zaznamem. Také je kazda metrika prirazena k jednomu méreni, ze kterého je ziskana,
coz je zafizeno propojenim s tabulkou Runs ¢iselnym cizim klicem 7D run, a tedy
jedno méreni muze mit vice metrik. Do tabulky je mozné ulozit cestu a nazev .mzQC
souboru (atributy v databazové tabulce maji textovy datovy typ), ze kterého jsou

metriky ziskany. Tabulka umoznuje ulozit metriku jako ¢iselnou hodnotu. Pokud se
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Run_qualities

ID_run_quality (PK)
ID_run (FK)
gc_folder

qc_file
value_qgc_metric
value_image_path

accession (FK)

type _data

Obr. 4.26: Tabulka je urcena pro ulozeni namétrenych a ziskanych hodnot metrik.
Zapisované metriky jsou vzdy pritazeny k urc¢itému méreni ptes cizi klic ID _run a je

definovan typ metriky pritazenim pres cizi kli¢ accession.

jedna o metriku, ze které byl vytvoren graf, tak je mozné ulozit cestu ke grafu do
tabulky.

Workflow z urcitych metrik vytvari obrazky automaticky a aby grafy mély na-
definovany unikatni nazev, je cesta slozena z jednotlivych identifikdtort pro méreni.
Presnéji, obrazek je pojmenovan , identifikator metriky_identifikator aktualniho me-
reni_ identifikator aktudlni zapisované metriky.svg®. Identifikdtor metriky je ziskan
z tabulky qc_vocabulary, kterd je i v tabulce Run__ qualities jako cizi klic. Identifi-
kator aktualniho méreni je ziskdn z tabulky Runs, ktery je téz predan jako cizi kli¢
a identifikator aktualni ziskané metriky je urcéen pravé identifikator pro aktualné
ukladanou metriku v tabulce Run_qualities. Ukazka vygenerovani grafu ze zpraco-
vanych dat ve workflow a ziskani hodnot z databaze pro vytvotreni nazvu souboru
pro uloZeni grafu je na obr.

Déale obsahuje tabulka Run_ qualities ¢iselny identifikator metriky z tabulky
gc_vocabulary a urceni typu dat, které jsou do tabulky ukladany, aby bylo umoznéno

snadné filtrovani metrik pri praci s databazi.

Zapis do tabulek Runs a Run qualities

Do databazové tabulky Run qualities a Runs jsou hodnoty uklddany ve workflow
pro automatickou kontrolu kvality dat po zpracovani dat v prvni ¢asti workflow (obr.
4.28). Ve workflow je prvné nodem SQLite Connector pripojena databédze, na ktery
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Nalezeni aktualni id_run a id_run_quality

DB Cennection
Closer
SQLite.Connector DB Table Selector DB Reader N A

H ai>m i \ \ . .
| = ,Table Row Python Edit String to Path

(] L] [} | to Variable Variable (Variable)
vybrani tabulky runs \ 4
Y Y | » 5 e of e ® Gm o
DB Table Selector DB Reader Pythen Sgr_ilpt e [} _ssl
> m .- N e, Vytvofeni proménné /
> - - o pro uloZeni obrazku / I
(] [} L] (cesta v souborovém
vybrani tabulky Run_gqualities skript pro nalezeni aktuélniho id zapisu do Runs systému k obrazku)
a id pro zapis do Run_qualities
Image Writer (Port]
Python Viﬁw i

e
prnel density plot z abundance

Obr. 4.27: Ukazka c¢ésti z workflow pro automatickou kontrolu kvality dat, ktera ze
zpracovanych dat generuje graf v nodu Python View a nasledné z databaze ziska hod-
notu identifikatort pro aktudlni zapis do databazové tabulky Runs a Run__qualities
(nody ve zluté oblasti). V zavéru je vytvorena cesta pro ulozeni grafu do souborového
systému, prevedeni cesty do KNIME proménné, které je pouzita k zapsani grafu do
souborového systému a proménnd je ve workflow zapamatovana pro pozdéjsi zapis

cesty do databazové tabulky Run_ qualities.

navazuje nod DB SQL FExecutor, ve kterym je implementovano jazykem SQL pridani
hodnot do tabulky Runs. Dale jsou pridany ziskané hodnoty z workflow — datum
a Cas méreného vzorku, cesta ke slozce a nazev .mzML souboru, poté jsou ulozeny
identifikatory hodnot z propojenych tabulek pres cizi kli¢. Identifikatory hodnot jsou
nalezeny tak, ze ziskana hodnota z workflow je porovnana se zdznamy v tabulce
a je vracen odpovidajici identifikdtor. Napriklad ve workflow je zjisténa hodnota
standardu pro kontrolu kvality HeLa a v databazové tabulce Quality standards ma
HeLa identifiktor 2, je vracena hodnota 2 a ulozena k atributu ID__quality standard.

Na zapis do tabulky Runs navazuje série nodu, ktery ziskaji hodnotu identifika-
toru aktudlniho zapisu do tabulky Runs, ktery je nasledné pouzit pro zapis zdznamu
do tabulky Run Qualities. Zapisované zaznamy jsou predpiipraveny v nodu Python
Script. Hodnoty jsou bud vycteny z .mzQC souboru, a nebo uz byly ziskany diive
ve workflow a byly ulozeny v proménné. Ptiklad pripravené tabulky pro zapis do

Run__Qualities je na obrazku [4.29]
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Cast zapisu do databaze

DB Connection
Closer

S0Lite Connector

-

DB Table Selector DB Reader Python Script Python Script

e we o o
"I LLL] L] |

Nalezeni identifikatoru Pfipraveni metrik kv#tlity pro
aktualniho zapisu do Runs zaznam do Run_gualities
'|IDB Inse

-

Pripojen databaze’ Vybrani tabulky Runs
D\Q saL Exeé,ltltor

\.E.F_____

Pfidani dat do Runs Pfidani nového zaznamt
do Runs_qualities

Obr. 4.28: Cést workflow pro automatickou kontrolu kvality dat, ktery zajistuje
zapsani do databéaze pri zpracovani nového souboru. Tato ¢ast workflow zajistuje

zapis do tabulek Runs a Run__qualities.

[§] accession |[§]type_data [T]1D_run |[D]value_gc_metric |[§] qc_folder |[§]qc_file

1000003 path 2 MNal /homefanna/...|QC_Lumos...
1000001 path /homefanna/protec... |2 NaM /home/anna/...|QC_Lumos...
1000002 path /homefannafproteo... |2 Nal /homefanna/...|QC_Lumos...
4000069 path /homefannafproteo... |2 Nal /homefanna/...|QC_Lumos...
4000070 path /homefanna/proteo... |2 REW /homefanna/...|QC_Lumos...
4000058 single value |7 2 7,234 /homefanna/...|QC_Lumos...
4000060 single value |7 2 35,906 /homefanna/...|QC_Lumos...
4000135 single value |7 2 1 /homefanna/...|QC_Lumos...
4000053 single value |7 2 5,399 /homefanna/...|QC_Lumos...
4000077 single value |7 2 1,204,010,205 /homefanna/...[QC_Lumos...
4000172 single value |7 2 16 /homefanna/...[QC_Lumos...
4000173 single value |7 2 0 /homefanna/...[QC_Lumos...
4000257 single value |7 2 948 /hemefanna/...|QC_Lumos...
4000186 single value |7 2 727 /hemefanna/...|QC_Lumos...
4000214 single value |7 2 10.264 /hemefanna/...|QC_Lumos...
4000208 single value |7 2 0.05 /homefanna/...[QC_Lumos...
4000204 single value |7 2 0 /homefannal...|QC_Lumos...
4000185 single value |7 2 553 /homefannal...|QC_Lumos...
4000187 single value |7 2 611 /homefannal...|QC_Lumos...

Obr. 4.29: Ukazka pripravenych hodnot pro zapis do tabulky Run__qualities.
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4.2 Metodika kontroly workflow

Metodiku kontroly workflow byla vytvorena podle navrhu workflow a tak, aby bylo
zkontrolovano zda jsou splnény zakladni pozadavky na workflow a jeho pouzitelnost
v praxi. Pro otestovani byla vytvorena sada simulovanych dat a byl pouzity jeden

soubor s realnymi daty.

4.2.1 Kontrolované pozadavky na workflow

Zakladnich pozadavkt na workflow pro automatickou kontrolu hmotnostné spek-
trometrickych dat je nékolik. Mezi né patii automatic¢nost workflow, ktera je nutné
pro plynulost a samostatnost zpracovani dat. Uzivatel by mél mit co nejméné prace
s obsluhou workflow.

Dalsim pozadavkem je spravné zpracovani dat, ulozeni dat a metrik pro moznou
zpétnou kontrolu kvality nebo i sledovani vyvoje kvality v ¢ase podle jakychkoli
zvolenych metrik. Z toho diivodu by mélo workflow spliiovat i moznost kontroly, zda
data byla v poradku zpracovana a uloZena.

Workflow by mélo byt schopné ziskat srovnatelné hodnoty identifikaci a zpra-
covani by meélo byt srovnatelné ¢asové narocné jako aktudlné pouzivany software,
ktery workflow bude nahrazovat v proteomické laboratori, pro kterou bylo workflow
navrhnuto.

Workflow by mélo zpracovat data podle spravného pristroje, na kterém byla data

mérena.

4.2.2 Testovaci data

K ovéreni workflow bylo pripraveno nékolik soubort simulovanych dat a jeden sou-
bor realnych dat, protoze zpracovani redlného souboru je ¢asové naroénéjsi. Casova
narocnost je z duvodu velkého objemu redlnych dat (zhruba od 500 MB), ale také
i z duvodu vétsiho mnozstvi peptidovych sekvenci (delsi trvani identifikace s data-
bazovym prohledavanim).

Simulovana data jsem vytvorila z .mzML souboru z redlného méreni Hel.a bu-
nécné linie na ptistroji Orbitrap Fusion Lumos, ze kterého jsem vyseparovala nameé-
rena spektra podle retencniho ¢asu. Vybrané spektra jsou v rozsahu retenc¢nich cast:
0-120 s, 1000-1120 s, 2000-2120 s, 3000-3120 s, 5200-5320 s ze souboru, ze kterého
byl vytvoren TIC chromatogram (zminéno pro porovnani, kolik mohlo byt iden-
tifikaci a kvantifikaci ve vybranych ¢asech). Pro vyseparovani dat byl pouzity nod
v KNIME FileFilter, ve kterém jsem vybrala rizné c¢asové tseky, tak aby soubory

obsahovaly rizné mnozstvi namérenych spekter [4.30]
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Python Edit
Variable

/—oi'

ofeni proménné

pro uloZeni Zip “%s (legacy)
Slozka a format Input File FiIeFiIterJ/ 1
souboru ke sledovani /./'_ [ - 8 >k
_— = OLs m
*— E
Port to URI Node 118
Nacteni . mzML filtrovani .mzML souboru +
| »>

souboru dle retenéniho ¢asu

Obr. 4.30: Zpusob pripravy simulovanych dat v KNIME. Simulovana data byla vy-
tvorena z .mzML souboru, ktery byl vyfiltrovin pomoci nodu FileFilter podle re-

tencniho ¢asu a data byla nasledné ulozena.

Soubory jsem pojmenovala podle predepsaného formatu (viz. a dala jsem
jim do nézvu zkratky pristroji pro vSechny pristrojové vétve ve workflow (vétveni dle
pristroje uréuje zkratka pristroje v ndzvu souboru). Vytvorila jsem tedy 5 soubort
s nazvy, které jsou podle predpisu nazvu souboru bezchybné a k tomu jsem vytvorila
soubory, které maji chyby v nazvu pristroje, v nazvu standardu pro kontrolu kvality
i v mnozstvi. V celku bylo tedy vytvoreno 8 souboru se simulovanymi daty.

Realna data, kterd byla pouzita pro testovani pochazi ze stejného pristroje, na
kterém byl méten stejny typ vzorku pro kontrolu kvality HelLa. Ze souboru s realnymi
daty (,QC_Exactive_HeLa 100ng 74min_ DDA 220124 01.mzML") je vytvotren
mensi soubor obsahujici jen ¢ast spekter, ktery je soucasti ptilohy (viz popis k priloze

A)).

4.2.3 Testovani workflow
Testovani se simulovanymi daty

Worfklow bylo prvné otestovano pomoci simulovanych dat, kterymi bylo zkontrolo-
vano zda workflow zvladne automaticky nacist a zpracovat data, ktera ve slozce uz
existuji. Poté byly postupné do slozky pridavany nové soubory, aby bylo ovéreno,
zda workflow zvlada zjistit novy stav slozky se soubory a zaradit je ke zpracovani.
Mezi simulovanymi daty, byl i soubor, ktery neobsahoval velké mnozstvi spekter,
ze souboru byly identifikovany jen 4 peptidy a zadny protein a to vedlo k vyge-
nerovani prazdné tabulky z proteinové urovné identifikace a kvantifikace workflow.
Tvorba grafi z prazdné tabulky vedlo k chybam. Z toho divodu jsem pridala v no-

dech generujici grafy kontrolu, zda vstupni data nejsou prazdnd a pokud ano, je
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vytvoren prazdny graf. Diky tomu workflow miuze bezchybné pokracovat a ulozit
ziskané metriky do databaze, a poté zpracovavat nové soubory.

Soubor se $patnou zkratkou nazvu pristroje zpusobil, Ze nebyla vybrana zadna
z vétvi workflow s pristrojem, ale vétev, kterd jen zaznamena do .log souboru, ze dany
soubor nebyl zpracovan, coz patii mezi o¢ekavané chovani. Nasledné data nejsou
zaznamenana do databdaze, protoze nebyla ani zadna data ziskdna. Workflow se
poté vraci na zacatek ke zjisténi stavu sledované slozky:.

Chyby v nédzvu souboru na pozicich zkratky standardu pro kontrolu kvality a jeho
mnozstvi nezptisobilo zadné problémy se zpracovanim dat a ani s celkovym zapisem
do databaze. Chybné hodnoty z ndzvu do databaze zaznamenany nejsou.

Workflow po malé tpravé kontrolnich podminek zvladlo automaticky zpracovat
simulovana data, ziskat metriky a ulozit do databaze. Pti chybé v ¢asti zpracovani

dat nebo zapisu do databaze zaznamenalo nezpracovani dat v .log souboru.

Testovani s realnymi daty

Soubor s redlnymi daty byl bez problémi zpracovan a ziskané metriky byly ulo-
zeny do databaze. Workflow dokazalo identifikovat 7333 PSM a 2677 proteini pfi
1% FDR na PSM drovni za 13 minut. Software Mascot, ktery je aktudlné pouzivan
pro semiautomatické zpracovani QC analyz identifikoval 5449 PSM a 1619 proteinti
pri 1% FDR na PSM turovni. Mascot zvladl samotné databazové prohledani béhem
priblizné 30 s, ovSem spolu s pripravou MS dat pro databdzové hledani a zpraco-
vani vysledku trval proces priblizné 8 minut. Nutno podotknout, ze vystupem byla
pouze informace o poctu a kvalité identifikovanych proteinii, bez kvantitativniho

zhodnoceni.

4.3 Zhodnoceni workflow

Navrzené workflow, které bude vyuzivano v ramci Centralni laboratore Proteomika
ke kontrole kvality hmotnostné spektrometrickych dat, bylo vytvoreno v prostiedi
KNIME s pouzitim knihovny OpenMS, ktera obsahuje funkce pro praci s hmotnostné
spektrometrickymi daty.

4.3.1 Hodnoceni vybéru knihoven a programu KNIME

Navrzeni workflow v KNIME je vyhodné, protoze je uzivatelsky velmi privétivy.
Umoznuje snadnou préaci s daty a je velmi flexibilni z pohledu rozsitovani workflow,

diky velkému mmnozstvi zabudovanych funkci, ale i moznosti doinstalovani mnoha
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funkci. Praci s KNIME usnadnuje i dostupna dokumentace a diskuzni féorum s po-
mérné velkym uzivatelskym zazemim. Z toho divodu, miize podstatnou ¢ast work-
flow upravovat kdokoli, i bez znalosti z informatického pozadi. K tomu prispiva
moznost vyuziti v KNIME knihovny OpenMS, které ma z pohledu hmotnostni spek-
trometrie taktéz zdokumentovanou rozsahlou a komplexni funkcionalitu s moznosti
jejiho nastaveni s pomoci parametri prostrednictvim formulait u nabizenych funk-
cionalit.

Workflow je diky této Siroké nabidce navrhnuto podle potieb Centralni labora-
tore Proteomika, aniz by k celému popsanému procesu byl KNIME potieba kombi-
novat s jinymi softwary a navic jejich pouziti je volné dostupné. Z tohoto pohledu
je spojeni KNIME a OpenMS pomérné vyhodné oproti jinym softwartim a knihov-
nam, které vétsinou nenabizi celou skalu funkci a algoritmt a nebo jsou komercni.
Ostatni knihovny (v Python nebo R) vétsinou poskytuji algoritmy jen zvlast pro
identifikaci, kvantifikaci nebo praci s metrikami, ale vétsinou nabidka neni Siroka
(napt. v algoritmech pro identifikaci peptidi pomoci databédzového prohledavéni).
Také by bylo nutné kombinovat vice knihoven, které by mohly dohromady zastitit
celé zpracovani dat a ziskani metrik.

7 druhé strany pohledu pouziti KNIME ma i nékolik nevyhod. Mezi né patii
porty z nodi a na jednu proménnou flow_wvariables (odpovidajici v Python slov-
niku), ve které ulozend data mohou byt neptehledna. Z pohledu programatora muze
byt KNIME omezujici — napiiklad funkce vytvorené v jednom skriptovacim nodu
nelze volat v druhém a je nutné znova napsani funkce. V pripadé rozsahlejsich funkei
je vsak moznost napsani napt. vlastnich python moduli a jejich import v jednot-
livych nodech v rdmci celého workflow. Dalsi nevyhodou je, ze zpracovani velkych
dat mize byt pomérné pamétové narocné, protoze KNIME si uklada u nékterych

nodi soubory po dobu béhu workflow.

4.3.2 Hodnoceni z pohledu vyuzitelnosti

Workflow pro automatickou kontrolu kvality hmotnostné spektrometrickych dat je
navrzené tak, aby nahradilo komeréni program pouzivany v Centralni laboratori
Proteomika a aby celou c¢ast zpracovani provedlo samostatné a bez nutnosti uzi-
vatelského vstupu a uzivatel mél na konci pristup k ulozenym datim v databazi
z mérenych standardd pro kontrolu kvality. Workflow bude pouzivané ve skupiné na
denni bazi.

Workflow je navrzené tak, aby bylo volné dostupné i pro dalsi uzivatele. Umoz-
nuje to pouziti otevienych softwart a jejich dostupné dokumentace, ale i jednodu-

chost pouziti KNIME, ve kterym si uzivatel workflow muze upravit dle vlastnich

65



potieb. K workflow pro automatickou kontrolu dat je k dispozici i malé worflow pro
vytvoreni databaze, kterou uzivatel mize pouzit v navrzené podobé, ale i ji upravit
podle vlastni predstavy.

S databazi lze snadno pracovat v KNIME pomoci databazovych nodi. Je tedy
mozné v KNIME ziskat data, ktera jsou v databazi ulozena, ale i samotnou databazi
upravovat, aniz by byl potfeba jiny software.

Oproti existujicim Tesenim (napt. OpenMS workflow [33]) workflow nabizi cel-
kovou automatic¢nost, nastavba nad ziskanim metrik v ukladani dat do souborové

databaze, ziskani metrik z proteinové irovné, ale i zpracovani dat z nového formatu

.mzQC.
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Zavér

Teoreticka ¢ast diplomové prace se vénuje teorii kontroly kvality proteomického expe-
rimentu s vyuzitim hmotnostni spektrometrie. Prvni ¢ast prace popisuje experiment
od pripravy vzorku pres hmotnostni spektrometrii az po zpracovani dat a priblizuje
problematiku zdroji variability v méfeni v kazdé ¢asti experimentu a priblizuje
moznosti kontroly kvality. Duraz je kladen na zpracovani dat z méreni, protoze je
to podstatou pro ziskani informaci z hrubych dat nejen o zkoumaném vzorku, ale
i o prubéhu experimentu. Tyto informace je mozné nasledné zpracovat jako metriky
pro kontrolu kvality dat. Metriky umoznuji kvantifikovat variabilitu ve vysledcich
experimentu a ¢asové trendy, coz muze byt nasledné pouzito k optimalizaci experi-
mentu a odhaleni pocinajicich technickych problém.

Pro praktickou c¢ast byla provedena reSerse moznosti zpracovani proteomickych
dat v softwaru KNIME a navrh metodiky kontroly kvality hmotnostné spektromet-
rickych dat.

Podle tohoto navrhu bylo implementovano workflow, které bude pouzivano v Cen-
tralni laboratori Proteomika. Workflow vytvorené v softwaru KNIME s naimporto-
vanou knihovnou OpenMS automaticky zpracovava data z hmotnostniho spektro-
metru. Na peptidové a proteinové drovni jsou ze vstupniho .mzML souboru ziskany
identifikace (s pouzitim MSFGPlusAdapter a PIA Analysis nodi) a kvantifikace
(pomoci nodu FeatureFinderCentroided a ProteinQuantifier). Z obou urovni jsou
ziskany vybrané metriky pro hodnoceni kvality dat. Metriky jsou vybrany ze sou-
boru .mzQC pomoci QC CV identifikdtort na peptidové trovni a na proteinové
jsou vybrany z vystupnich dat nodu ProteinQuantifier. Z nékterych metrik jsou vy-
tvoreny grafy, které jsou i s metrikami ulozeny do databaze. Pro zapis metrik do
databaze je jako primarni kli¢ pouzity pravé odpovidajici identifikator z QC CV.
S metrikami jsou do databaze ulozeny veskera potfebna metadata o méteni.

Workflow tedy slouzi k tomu, aby uzivatel pro mnozstvi zmérenych vzorkt kon-
troly kvality na hmotnostnim spektrometru meél bezpracné k dispozici vybrané me-
triky v databazi. S daty v databazi nasledné miize volné pracovat a prizplsobit si
vybér metrik a metadat do tabulky dle vlastnich potfeb. Vybér miize byt tieba pro
kontrolu kvality z celé sady metrik z posledniho métreni pro aktualni kontrolu, ale

vybér treba jedné metriky z posledniho roku muze ukazat priabéh kvality v dlouho-
dobém hledisku.
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Seznam symboli a zkratek

LC-MS
MS
MS/MS
LC

m/z
QC
TIC
PSM
QC CV
PSI-MS
OBO
JSON
PK

FK

DB
SQL

HeLA

kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

kapalinova chromatografie

hodnota hmotnost ku naboji

kontrola kvality

totalni iontovy chromatogram

shoda spektra k peptidu

kontrolovany slovnik kontroly kvality

Proteomicka standardova iniciativa hmotnostni spektrometrie
Oteviena Biologickd a Biomedicinskd Ontologie
JavaScriptovy objektovy zapis

priméarni kli¢

cizi kli¢

databaze

standardizovany strukturovany dotazovaci jazyk pro databaze

bunécénd linie lidskych epitelidlnich bunék
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A Navod ke spusténi workflow

Tato priloha slouzi jako kratky navod ke spusténi workflow v programu KNIME.

A.1 Potrebné soubory a software

Ke spusténi workflow je potfebny samotny program KNIME (workflow byl vy-
tvoren ve verzi 4.5.2), ktery lze stdhnout z oficidlnich stranek KNIME: https:
//www.knime.com/downloads/download-knime.

V KNIME je nutné mit nastavenou cestu k Pythonu (névod je k dispozici na
strance: Configure the KNIME Python Integration a instalované KNIME FExtensi-
ons — Bioinformatics € NGS pro moznost pouziti OpenMS funkci (névod je zde:
KNIME Integreations). Workflow pouziva verzi Pythonu 3.8 a jeho knihovny Pandas,
os, time, matplotlib, numpy, json a datetime a verzi OpenMS 2.6.0.

Dalsi soubory jsou v priloze diplomové prace. V priloze je workflow ,definice
databaze.knwf“ (nutné k definovéani struktury databéze), workflow , kontrola_ kvality
knwf“ (samotny workflow pro automatickou kontrolu kvality hmotnostné spektro-
metrickych dat) a slozku DATA obsahujici slozku ,mzml_data“ s .mzML soubory
(,QC_Lumos_HelLa_ 100ng.mzML®), .fasta soubory pro identifikaci databdzovym
prohleddvanim  (,cRAP_universal 181122.fasta“, ,UniProtKB_Human can
20180912.fasta“) a slozka ,database data“ obsahujici databazovy soubor

»quality control.sqlite“ s definovanou databazi.

A.2 Priprava workflow ke spusténi

Workflow je do KNIME mozné importovat postupem: File — Import KNIME Work-
flow... — Select file — jmeno__workflow.knwf. Do KNIME je nutné naimportovat work-
flow ,kontrola_kvality. knwf“ a je mozné naimportovat ,,definice databaze.knwf*.
Workflow je nasledné potteba oteviit ze zalozky KNIME Ezplorer. Pokud by
nebyl k dispozici soubor uz s definovanou strukturou databaze, bylo by nutné prvné
otevrit a spustit workflow ,,definice databaze®. Takto postaci oteviit workflow , kon-
trola_ kvality“ a v prvnim metanodu ,,Slozka a formét souboru ke sledovani“ na-
stavit cesty k datiim, databazi a Pythonu. Poté je jesté nutné u vSech metanodi
rozdélenych pro piistroje nastavit cestu k .fasta souborim. Ve workflow je mozné
se k tomutu nastaveni dostat timto postupem: ,,Zpracovani souboru a ulozeni do
databaze* — ,,Ziskani qc metrik“ — ,Identifikace a hledani features® — ., Proteinova
databaze FASTA®“ — vlozit do nodu cestu k obéma .fasta soubortim poskytnutych

v priloze.
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A.3 Spusténi workflow

Na zéaveér staci workflow spustit vybranim posledniho nodu Recursice Loop End
a stisknutim klavesy F7 se celé workflow spusti. Pro zpracovani souboru .mzML

je nutné ho do sledované slozky po spusténi pridat.
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