Proteomica e
Metabolomica

Servizio di Metabolomica - Linee Guida

= Metabolomica

Analisi Strumentali
Semi Targeted
Untargeted

Stable Isotope Tracing

Tipologia di Campione
Cells

Yeast

Tissues

Risultato
Analisi quantitative di metaboliti specifici
Analisi quantitative del metaboloma

Analisi quantitative del contributo metabolico da parte di un metabolita marcato in varie reazioni
metaboliche

Specifiche
Componenti intracellulari ed extracellulari
Componenti intracellulari

= Design dello studio metabolomico

Analisi dei dati
Matrice dei dati grezzi
Matrice di Dati Normalizzata

Analisi statistica Multivariata

Analisi statistica Univariata

Grafici

Analisi dei dati di Stable Isotope tracing

Risultato
Matrice di dati qualitative e quantitative con i metaboliti riconosciuti e quantificati (MultiQuant/Xcalibur)
Le intensita dei metabolite verra normalizzata (normalizzazione tecnica/biologica in base al tipo di matrice)

Dalla matrice dei dati normalizzati verranno creati grafici come: PCA (analisi delle componenti principali) per
avere una versione globale del modello (Metaboanalyst)

t-Test/ANOVA (o simile ) verranno utilizzati con | dati normalizzati (il test statistico utilizzato potra essere
discusso in sequito) (Metaboanalyst)

| dati normalizzati potranno essere visualizzati come:

« Box Plot/grafici a barre

- Heatmap non supervisionata

« Volcano Plot

I dati di tracing verranno corretti per I'abbondanza naturale del marcatore scelto (R script) e verranno
espressi come:

- ntensita dei singoli isotopologues

- Arrichimento frazionale

- Somma degli isotopologues

= Etichettatura e spedizione dei campioni

| campioni dovranno essere spediti in ghiaccio secco e il ricercatore dovra’ spedire via mail il modulo di sottomissione campioni
(fornito dopo aver discusso il progetto)

Lindirizzo di spedizione é:
Laura Tronci

IFOM, Via Adamello 16 - 20139, Milano (MI) - ltalia

Cogentech S.R.L. Societa Benefit a Socio Unico soggetta all'attivita di direzione e coordinamento di IFOM - Istituto Fondazione di Oncologia Molecolare ETS
Sede legale via Adamello 16, 20139 Milano, Italia — Capitale Sociale 1.100.000 € I.V.

Unita Locale: c/o Parco Scientifico e Tecnologico della Sicilia S.c.p.a. - Z.1. Blocco Palma |, Stradale V. Lancia, 57 - 95121 Catania

P.IVA, C. F. e iscrizione al Registro delle Imprese di Milano, Monza, Brianza e Lodi n. 04641450962 - R.E.A. MI-1763886

www.cogentech.it | genomicunit@cogentech.it | Ph. +39 02 574303856



Proteomica e
Metabolomica

Servizio di Lipidomica - Linee Guida

= Serivizio di Lipidomica
Analisi strumentale ‘ Risultato

Analisi di Lipidomica Shutgun in

nanolC+ Analisi Qualitativa e quantitative di specie lipidiche

*Metodo Pubblicato: Cattaneo A, Martano G, Restuccia U, Tronci L, Bianchi M, Bachi A, Matafora V. Opti-nQL: An Optimized, Versatile and Sensitive Nano-LC Method for
MS-Based Lipidomics Analysis. Metabolites. 2021 Oct 21;11(11):720. doi: 10.3390/metabo11110720. PMID: 34822378; PMCID: PMC8623082.

= Design dello studio di Lipidomica

Informazioni ‘ Specifiche
Tipo di campione ‘ La tipologia di campione dovrebbe essere chiarita prima dell'analisi.
Numero di replicati ‘ Minimo 3 replicati per condizione biologica

I campioni dovranno essere spediti in ghiaccio secco come pellets.

Preparazione del campione . ; ; A L
P P La concentrazione del campione dovra essere discussa insieme al progetto

= Analisi dei Dati

Analisi dei dati Risultato
. A . Matrice con dati qualitativi e quantitative di specie lipidiche
Matrice dei dati grezzi (~Software MSdial)
Matrice di Dati Normalizzata L'intensita delle specie lipidiche verra normalizza per la somma di queste

| dati normalizzati potranno essere visualizzati come PCA (principal component analysis) per avere una
Analisi statistica Multivariata visione globale del modello.
(https://www.metaboanalyst.ca/)

t-Test/ANOVA (o simile) verranno applicati ai dati

Analisi statistica Univariata (“https://www.metaboanalyst.ca/)

| dati normalizzati potranno essere visualizzati come:
« Box Plot/grafici a barre

Grafici - Heatmap non supervisionata

« Volcano Plot

(++https://www.metaboanalyst.ca/)

Extra Data Analysis Lipid classes and unsaturation levels analysis can be performed (to be discussed)

“Software:
Raw data analysis with MS dial: http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.htm/
Post Data analysis with Metaboanalyst: https://www.metaboanalyst.ca/

= Etichettatura e spedizione dei campioni

| campioni dovranno essere spediti in ghiaccio secco e il ricercatore dovra’ spedire via mail il modulo di sottomissione campioni
(fornito dopo aver discusso il progetto)

Lindirizzo di spedizione é:
Angela Cattaneo or Laura Tronci
IFOM, Via Adamello 16 - 20139, Milano (M) - Italia

Cogentech S.R.L. Societa Benefit a Socio Unico soggetta all'attivita di direzione e coordinamento di IFOM - Istituto Fondazione di Oncologia Molecolare ETS
Sede legale via Adamello 16, 20139 Milano, Italia — Capitale Sociale 1.100.000 € I.V.

Unita Locale: c/o Parco Scientifico e Tecnologico della Sicilia S.c.p.a. - Z.1. Blocco Palma |, Stradale V. Lancia, 57 - 95121 Catania
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Proteomica e
Metabolomica

Servizio di Proteomica - Linee Guida
= Serivizio di Proteomica

Analisi Strumentali Risultato

Analisi Qualitativa e quantitativa (Label Free e SILAC) del proteoma di campioni semplici e complessi; analisi

Analisi di Proteomica Untarget del profilo del fosfo-proteoma
Analisi di modifiche post-trasduzionali | Analisi Qualitativa di PTMs

Analisi di proteine intatte Determinazione del MW monoisotopico e medio applicando un algoritmo di deconvoluzione dei segnali dallo

spettro MS
Tipologia di Campione Specifiche
Immunoprecipitato Eluizioni da immunoprecipitazioni caricati su gel o in soluzione
Cellule Lisati cellulari totali, secretomi, matrisomi, organelli.
Tessuti Lisati da omogenati.

= Design dello studio proteomico

Informazioni Specifiche

La tipologia di campione dovrebbe essere chiarita prima dell'analisi.

Nel caso di proteine ricombinanti o con mutazioni e richiesta la sequenza aminoacidica da inserire nel Data
Tipo di campione Base.

Per proteine con taxonomie inusuali € richiesto il Data Base con le sequenze aminiacidiche delle proteine in
formato .fasta

Numero di replicati Minimo 3 replicati per condizione biologica

La concentrazione del campione dovrebbe essere discussa in base alla domanda biologica del Progetto

Concentrazione del campione (esempio: per un proteoma globale almeno 25ug di proteine).

Il protocollo di lisi per I'estrazione delle proteine dipende dal tipo di campione e proteoma da analizzare e

Preparazione del campione . . .
P P verra' fornito dopo aver discusso il progetto.

= Analisi dei dati

Analisi dei dati Risultato

Matrice di dati con le proteine identificate (Scaffold) e quantificate (MaxQuant/Spectronaut/Perseus).

Matrice dei dati grezzi Su richiesta, possiamo fornire i files .RAW di out-put dello spettrometro di massa.

Le intensita delle proteine verranno normalizzate (normalizzazione tecnica/biologica in base al tipo di

Matrice di Dati Normalizzata matrice),

Test statistici (t-test/ANOVA o simile) verranno utilizzati con i dati normalizzati; il test statistico utilizzato

Analisi statistica potra essere discusso in seguito in base al modello biologico (Perseus).

| dati potranno essere graficati come:
-PCA

- Box Plot/Grafici a barre

- Heatmap

- Volcano Plot

- Scatter Plot

Grafici

= Etichettatura e spedizione dei campioni

| campioni di gel SDS-Page dovranno essere spediti a temperatura ambiente in contenitore ermetico per mantenere I'idratazione.
| campioni in soluzione dovranno essere spediti in ghiaccio secco

Per i gel dovra essere fornita I'immagine con I'annotazione dei campioni caricati e i pesi molecolari dei markers.

I campioni in eppendorf dovranno essere nominati in modo semplice e comprensibile (si possono usare lettere e/o numeri) inviandoci
ed allegando una legenda con la lista e le informazioni di composizione del buffer, concentrazione proteica, condizione biologica, ecc.
Lindirizzo di spedizione é:

Angela Cattaneo e Giorgia Parodi

IFOM, Via Adamello 16 - 20139, Milano (M) - Italia

Cogentech S.R.L. Societa Benefit a Socio Unico soggetta all'attivita di direzione e coordinamento di IFOM - Istituto Fondazione di Oncologia Molecolare ETS
Sede legale via Adamello 16, 20139 Milano, Italia — Capitale Sociale 1.100.000 € I.V.

Unita Locale: c/o Parco Scientifico e Tecnologico della Sicilia S.c.p.a. - Z.1. Blocco Palma |, Stradale V. Lancia, 57 - 95121 Catania

P.IVA, C. F. e iscrizione al Registro delle Imprese di Milano, Monza, Brianza e Lodi n. 04641450962 - R.E.A. MI-1763886
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Proteomics and
Metabolomics

-
Metabolomics and Lipidomics Service
Sample Submission Form

Please email the sample submission form to proteomicsfacility-desk@ifom.eu

Contact Details

Pl name:

Researcher Name:

Contact email:

Lab/institution:

Address:

Submission Date:

Project Description

Project name:

Sample matrix:
(cells, tissue, media, etc)

Number of samples:

Metabolites of interest:
(glycolysis, TCA, amino acids, etc)

Type of analysis required:
(Target, Unitarget, Stable Isotope Tracing,

Consumption release)
Sample Details
Vial Identifier Sample Group .
o ) . . . Volume of extraction
(Researcher initials+Experimental | (cell lines, genotype, treatment,  Sample Matrix mg Total Protein
; : buffer uL
number + Sample number): time point, control, etc)

Please label the samples with letters and/or numbers and add the biological classes in the form (example: vial
identifier=AB01, AB02, AB03...Sample group= WT, KO...)

Cogentech S.R.L. Societa Benefit a Socio Unico soggetta all'attivita di direzione e coordinamento di IFOM - Istituto Fondazione di Oncologia Molecolare ETS
Sede legale via Adamello 16, 20139 Milano, Italia — Capitale Sociale 1.100.000 € I.V.

Unita Locale: c¢/o Parco Scientifico e Tecnologico della Sicilia S.c.p.a. - Z.1. Blocco Palma I, Stradale V. Lancia, 57 - 95121 Catania

P.IVA, C. F. e iscrizione al Registro delle Imprese di Milano, Monza, Brianza e Lodi n. 04641450962 - R.E.A. MI-1763886
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