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S ci e nti fi c e n vi r o n m e nt

T h e w or k i n t hi s t h e si s w a s c arri e d o ut at t h e D e p art m e nt of Cli ni c al S ci e n c e, U ni v er-

sit y of B er g e n, i n a r e s e ar c h gr o u p l e d b y Pr of e s s or M ar c V a u d el. T h e r e s e ar c h gr o u p

i s af fili at e d wit h t h e M o h n C e nt er f or Di a b et e s Pr e ci si o n M e di ci n e a n d t h e C o m p u-

t ati o n al Bi ol o g y U nit at t h e U ni v er sit y of B er g e n. T h e c a n di d at e w a s s u p er vi s e d b y

Pr of e s s or M ar c V a u d el, a n d c o- s u p er vi s e d b y Pr of e s s or L u k a s K äll ( S ci Lif e L a b, K T H

– R o y al I n stit ut e of T e c h n ol o g y, St o c k h ol m, S w e d e n ) a n d Pr of e s s or St ef a n Br u c k n er

( C h air of Vi s u al A n al yti c s, U ni v er sit y of R o st o c k, G er m a n y ).

T h e c a n di d at e c o n d u ct e d s e v er al s h ort r e s e ar c h vi sit s t o Pr of e s s or K äll at S ci Lif e L a b i n

St o c k h ol m d uri n g t h e pr oj e ct, a n d a r e s e ar c h st a y at t h e I m m u n o pr ot e o mi c s l a b or at or y

h e a d e d b y Pr of e s s or A nt h o n y P ur c ell at t h e Bi o m e di ci n e Di s c o v er y I n stit ut e, M o n a s h

U ni v er sit y, M el b o ur n e, A u str ali a fr o m S e pt e m b er 2 0 2 4 u ntil F e br u ar y 2 0 2 5.

T h e P h D f ell o w s hi p a n d t h e r e s e ar c h st a y a br o a d w er e gr a nt e d b y t h e F a c ult y of

M e di ci n e, U ni v er sit y of B er g e n, wit h a d diti o n al f u n di n g fr o m t h e R e s e ar c h C o u n cil

of N or w a y ( pr oj e ct 3 0 1 1 7 8 t o M ar c V a u d el ) a n d t h e Tr o n d M o h n F o u n d ati o n ( M o h n

C e nt er f or Di a b et e s Pr e ci si o n M e di ci n e ).
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A c k n o wl e d g e m e nt s

I w o ul d li k e t o e x pr e s s m y gr atit u d e t o e v er y o n e w h o w a s i n v ol v e d i n t hi s pr oj e ct, a n d

m a d e t hi s w or k p o s si bl e.

Fir st, I w o ul d li k e t o t h a n k m y s u p er vi s or M ar c V a u d el f or all t h e s u p p ort i n t h e p a st

y e ar s. It w a s t h a n k s t o y o ur tr u st i n m y a bilit y t o a d a pt t o a n e w fi el d t h at I w a s a bl e

t o st art t hi s P h D. I f elt s u p p ort e d a n d v al u e d t hr o u g h e v er y st e p of t h e j o ur n e y, w hi c h

i s s o m et hi n g n ot t o b e t a k e n f or gr a nt e d, a n d t h at h a s all o w e d m e t o l e ar n a n d gr o w

b ot h i n s ci e n c e a n d p er s o n all y. M y t h a n k s e xt e n d t o t h e w h ol e r e s e ar c h gr o u p – D af ni,

K s e ni a, Mi g u el, a n d all t h at c o m e w or k wit h u s a s vi sit or s – y o u ar e a j o y t o b e ar o u n d,

a n d I a m gr at ef ul t o h a v e y o u a s c oll e a g u e s a n d fri e n d s. T h e e v er y d a y i nt er a cti o n s a n d

p o siti v e attit u d e i n t h e w h ol e c e nt er, a n d b et w e e n t h e m a n y r e s e ar c h gr o u p s, n ot o nl y

f o st er s ci e n c e a n d l e ar ni n g, b ut m a k e m e l o o k f or w ar d t o c o mi n g t o w or k, w hi c h i s a

gr e at pri vil e g e.

I a m al s o t h a n kf ul t o L u k a s K äll f or hi s e n c o ur a gi n g s u p p ort, a n d f or i n cl u di n g m e

i n hi s t e a m a n d e v e n w el c o mi n g m e i n hi s gr o u p i n St o c k h ol m a f e w ti m e s. H a vi n g

e x p eri e n c e d o n e of t h e b e st r e s e ar c h e n vir o n m e nt s f or m ol e c ul ar bi ol o g y a n d bi oi nf or-

m ati c s, a n d p arti ci p ati n g i n c o ur s e s a n d m e eti n g s of t h e M e d Bi oI nf o r e s e ar c h s c h o ol,

h el p e d m e s e e t h e br o a d er s c o p e of lif e s ci e n c e s, a n d al s o s o m eti m e s e n v y t h e f o o d

t h e y g et at KI. I t h a n k St ef a n Br u c k n er f or t h e c o nti n u e d c oll a b or ati o n, e v e n t h o u g h

I d e ci d e d t o s wit c h t o a diff er e nt fi el d. T h a n k y o u f or i ntr o d u ci n g m e t o t h e s ci e n c e

i n B er g e n d uri n g m y M a st er’ s pr oj e ct, a n d f or c o nti n ui n g o ur w or k o n w ar d. Y o ur a bil-

it y t o pr o vi d e c o n str u cti v e s u p p ort e v e n i n t o pi c s t h at ar e o ut si d e y o ur u s u al s c o p e of

w or k i s a n i n s pir ati o n.

I a m t h a n kf ul t o T o n y P ur c ell a n d all t h e m a n y m e m b er s of t h e l a b at M o n a s h U ni v er-

sit y – Ni c ol e, M ur a d, I a n, S a nj a y, H a yl e y, J o s h, R o c h ell e, a n d e v er y o n e el s e. Fr o m o n e

u n s oli cit e d e m ail t o a h e a p of n e w k n o wl e d g e a n d e x p eri e n c e s, t h e st a y i n M el b o ur n e

w a s a s p e ci al ti m e f or m e. T h a n k s t o y o u I k n o w t h at t h er e i s s o m u c h m or e t o pr o-

t e o mi c s t h a n j u st d at a t h at c o m e o ut of t h e m a c hi n e. M ur a d, t h a n k y o u f or s h o wi n g
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m e all t h e st e p s i n t h e l a b, a n d l etti n g m e l e ar n s o m et hi n g I h a v e n e v er tri e d b ef or e.

Y o ur p ati e n c e a n d wi s d o m i s u n m at c h e d. I si n c er el y h o p e t o vi sit a g ai n o n e d a y!

N o n e of t hi s w o ul d h a v e b e e n p o s si bl e wit h o ut s u p p ort fr o m fri e n d s a n d f a mil y. T h a n k s

t o m y p ar e nt s, I h a v e l e ar n e d t o a p pr o a c h t h e w orl d wit h c uri o sit y, a n d o nl y wit h t h eir

s u p p ort I w a s a bl e t o c o m pl et e m y u ni v er sit y st u di e s l e a di n g u p t o t h e P h D. T h a n k y o u

f or b ei n g h er e f or m e e v e n t h o u g h I m o v e d t o a n ot h er c o u ntr y.

M y t h a n k s g o t o all fri e n d s w h o h el p e d m e f e el at h o m e h er e i n B er g e n, a n d t o t h e

l o v el y p e o pl e at Fr a mti d e n i v år e h e n d er f or h a vi n g m e a s a v ol u nt e er, a n d h el pi n g m e

u n d er st a n d N or w a y a littl e b ett er. Fi n all y, t o m y wif e L a ur a, I a m b e y o n d gr at ef ul t o

h a v e y o u b y m y si d e. T h a n k y o u f or li st e ni n g t o m e t al k a b o ut b ori n g t hi n g s, a n d f or

s h o wi n g m e t h at a s l o n g a s t h er e’ s c o m e d y, g o o d f o o d a n d c ut e a ni m al s i n t h e w orl d,

it’ s all w ort h it. I pr o mi s e w e will g et a c at. Pl e a s e d o n’t h e c kl e m e d uri n g m y d ef e n s e.

B er g e n, O ct o b er 2 0 2 5

J a k u b V a ší č e k



Li st of a b b r e vi ati o n s

1 k G P – 1 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct

D D A – d at a- d e p e n d e nt a c q ui siti o n

DI A – d at a-i n d e p e n d e nt a c q ui siti o n

D N A – d e o x yri b o n u cl ei c a ci d

F AI R – fi n d a bilit y, a c c e s si bilit y, i nt er o p er a bilit y, a n d r e u s a bilit y

F D R – f al s e di s c o v er y r at e

G R C – G e n o m e R ef er e n c e C o n s orti u m

G W A S – g e n o m e- wi d e a s s o ci ati o n st u d y

H G V S – H u m a n G e n o m e V ari ati o n S o ci et y

H L A – h u m a n l e u k o c yt e a nti g e n

H P R C – H u m a n P a n g e n o m e R ef er e n c e C o n s orti u m

H R C – H a pl ot y p e R ef er e n c e C o n s orti u m

L C – li q ui d c hr o m at o gr a p h y

L D – li n k a g e di s e q uili bri u m

N G S – n e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g

M S – m a s s s p e ctr o m etr y

M S / M S – t a n d e m m a s s s p e ctr o m etr y

O S S – o p e n- s o ur c e s oft w ar e

O R F – o p e n r e a di n g fr a m e



vi Li st of a b b r e vi ati o n s

P E P – p o st eri or err or pr o b a bilit y

p Q T L – pr ot ei n q u a ntit ati v e tr ait l o c u s

P R S – p ol y g e ni c ri s k s c or e

P S M – p e pti d e- s p e ctr u m m at c h

R N A – ri b o n u cl ei c a ci d

S N P – si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m

U T R – u ntr a n sl at e d r e gi o n

U SI – u ni v er s al s p e ctr u m i d e nti fi er

V C F – v ari a nt c all ( fil e ) f or m at

W E S – w h ol e- e x o m e s e q u e n ci n g

W G S – w h ol e- g e n o m e s e q u e n ci n g



A b st r a ct i n E n gli s h

M a s s s p e ctr o m etr y- b a s e d pr ot e o mi c s i d e nti fi e s p e pti d e s b y m at c hi n g s p e ctr a a g ai n st

a s e q u e n c e d at a b a s e, w hi c h f or h u m a n s i s t y pi c all y a c oll e cti o n of r ef er e n c e pr ot ei n

s e q u e n c e s. H o w e v er, t hi s a p pr o a c h o v erl o o k s pr ot ei n- alt eri n g g e n eti c v ari a nt s, m a ki n g

p e pti d e s e n c o d e d b y alt er n ati v e s e q u e n c e s u n d et e ct a bl e e v e n w h e n t h e y ar e pr e s e nt

i n t h e s a m pl e a n d c a pt ur e d b y t h e i n str u m e nt. Pr ot e o g e n o mi c s i nt e gr at e s g e n o mi c

a n d pr ot e o mi c a n al y s e s t o a d dr e s s t hi s li mit ati o n, d e v el o pi n g t o ol s t o cr e at e pr ot ei n

s e q u e n c e d at a b a s e s fr o m li st s of i n di vi d u al v ari a nt s or s e q u e n ci n g d at a. H o w e v er,

s u c h t o ol s h a v e pri m aril y b e e n d e si g n e d t o st u d y r ar e or p at h o g e ni c v ari ati o n, a n d t h e

i n fl u e n c e of c o m m o n h a pl ot y p e s o n t h e h u m a n pr ot e o m e i s still l ar g el y u n e x pl or e d.

I n P a p e r 1 , w e i n v e sti g at e d h o w pr ot ei n h a pl ot y p e s — u ni q u e pr ot ei n s e q u e n c e s e n-

c o d e d b y c o m bi n ati o n s of all el e s i n h erit e d t o g et h er fr o m a p ar e nt — aff e ct t h e pr o-

t e o mi c s e ar c h s p a c e a n d t h e d et e ct a bilit y of v ari a nt p e pti d e s. W e i ntr o d u c e d t h e

c o n c e pt of t h e m ulti v ari a nt p e pti d e, d e fi n e d a s a p e pti d e e n c o d e d b y t w o or m or e

alt er n ati v e all el e s wit hi n t h e s a m e h a pl ot y p e. U si n g a p u bli s h e d pr ot ei n h a pl ot y p e

d at a b a s e, a c c o u nti n g e x cl u si v el y f or si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m s wit hi n t h e 1 0 0 0

G e n o m e s Pr oj e ct, w e e sti m at e d t h at 7. 8 2 % of t h e h u m a n pr ot e o m e c a n b e m a p p e d t o

c o m m o n v ari a nt p e pti d e s, a n d u p t o 1 2. 4 2 % of t h e a mi n o a ci d s u b stit uti o n s ar e di s c o v-

er a bl e i n m ulti v ari a nt p e pti d e s. R e a n al y si s of r a w pr ot e o mi c d at a fr o m h e alt h y t o n sil

ti s s u e i d e nti fi e d t h o u s a n d s of v ari a nt p e pti d e s, i n cl u di n g m ulti v ari a nt p e pti d e s, a n d

d e m o n str at e d t h at h a pl ot y p e- a w ar e d at a b a s e s m a y pr e v e nt mi s a s si g n m e nt of s p e ctr a

t o c a n o ni c al pr ot ei n s.

P a p e r 2 i ntr o d u c e s Pr o H a p, a P yt h o n- b a s e d s oft w ar e pi p eli n e f or g e n er ati n g h a pl ot y p e-

r e s ol v e d pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e s fr o m p h a s e d g e n ot y p e d at a s et s. T h e s e d at a b a s e s

a c c o u nt n ot o nl y f or a mi n o a ci d s u b stit uti o n s, b ut i n cl u d e i n s erti o n s, d el eti o n s,

fr a m e s hift s, a n d l o s s of st o p c o d o n s. U si n g Pr o H a p, w e g e n er at e d d at a b a s e s fr o m

t h e 1 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, t h e H a pl ot y p e R ef er e n c e C o n s orti u m, a n d t h e H u m a n

P a n g e n o m e R ef er e n c e C o n s orti u m d at a s et s. I n t h e d at a b a s e b a s e d o n t h e 1 0 0 0

G e n o m e s Pr oj e ct, w e f o u n d t h at at l e a st 9 % of t h e pr ot e o m e i n all m aj or p o p ul a-
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ti o n s c o ul d b e attri b ut e d t o v ari a nt p e pti d e s, wit h hi g h er di v er sit y i n i n di vi d u al s wit h

Afri c a n a n c e str y. A p pli c ati o n t o a bl o o d pl a s m a pr ot e o mi c d at a s et e n a bl e d i d e nti fi c a-

ti o n of s p e ci fi c v ari a nt p e pti d e s i n m ulti pl e i n di vi d u al s, a n d p er s o n ali z e d a n al y si s of

st e m c ell d at a u si n g d o n or g e n ot y p e s c o n fir m e d t h e d et e cti o n of p e pti d e s e n c o d e d b y

b ot h t h e r ef er e n c e a n d alt er n ati v e all el e at h et er o z y g o u s l o ci.

P a p e r III pr e s e nt s Pr o H a p E x pl or er, a w e b- b a s e d vi s u ali z ati o n pl atf or m f or i nt e gr ati v e

a n al y si s of pr ot e o g e n o mi c d at a. T h e t o ol s h o w s v ari ati o n a cr o s s g e n e, tr a n s cri pt, a n d

pr ot ei n, a n d m a p s p e pti d e s i d e nti fi e d i n a p u bli c m a s s s p e ctr o m etr y d at a s et t o t h eir

g e n o mi c ori gi n. Pr o H a p E x pl or er f e at ur e s i nt er a cti v e vi e w s f or b ot h gl o b al a n d g e n e-

l e v el e x pl or ati o n, wit h e x p ort a bl e d at a t a bl e s. T h e t o ol e n a bl e s d et ail e d e x pl or ati o n

a n d v ali d ati o n of v ari a nt p e pti d e s, b uil di n g o n t h e fi n di n g s a n d r e s o ur c e s d e v el o p e d

i n P a p er s 1 a n d 2.

B y i nt e gr ati n g h a pl ot y p e- a w ar e d at a b a s e g e n er ati o n, p o p ul ati o n- b a s e d a n al y si s, a n d

i nt er a cti v e vi s u ali z ati o n i nt o pr ot e o mi c st u di e s, t h e s e c o ntri b uti o n s e n a bl e d e e p er i n-

si g ht s i nt o t h e di v er sit y of t h e h u m a n pr ot e o m e, a n d o p e n n e w o p p ort u niti e s f or i nt er-

r o g ati n g it s f u n cti o n al i m pli c ati o n s i n bi ol o g y a n d m e di ci n e.



S a m m e n d r a g

M a s s e s p e ktr o m etri- b a s ert pr ot e o mi k k i d e nti fi s er er p e pti d er v e d å s a m m e nli g n e s p e k-

tr a m ot e n s e k v e n s d at a b a s e, s o m f or m e n n e s k er v a nli g vi s er e n s a mli n g a v r ef er a n s e-

pr ot ei n s e k v e n s er. D e n n e til n ær mi n g e n o v er s er i mi dl erti d pr ot ei n e n dr e n d e g e n eti s k e

v ari a nt er, n o e s o m gj ør at p e pti d er k o d et a v alt er n ati v e s e k v e n s er i k k e blir o p p d a g et

s el v o m d e er til st e d e i pr ø v e n o g k a n f a n g e s o p p a v i n str u m e nt et. Pr ot e o g e n o mi k k

i nt e gr er er g e n o mi s k e o g pr ot e o mi s k e a n al y s er f or å l ø s e d e n n e b e gr e n s ni n g e n, o g

ut vi kl er v er kt ø y f or å l a g e pr ot ei n s e k v e n s d at a b a s er fr a li st er o v er i n di vi d u ell e v ari-

a nt er ell er s e k v e n s eri n g s d at a. Sli k e v er kt ø y h ar h o v e d s a k eli g v ært ut vi kl et f or å st u d-

er e sj el d n e ell er s y k d o m sr el at ert e v ari a nt er, o g i n n fl yt el s e n a v v a nli g e h a pl ot y p er p å

d et m e n n e s k eli g e pr ot e o m et er f ort s att u n d er st u d ert.

A rti k k el 1 u n d er s ø kt e h v or d a n pr ot ei n- h a pl ot y p er — u ni k e pr ot ei n s e k v e n s er k o d et a v

k o m bi n a sj o n er a v all el er s o m ar v e s s a m m e n fr a e n f or el d er — p å vir k er pr ot e o m et o g

d et e k sj o n e n a v v ari a nt p e pti d er. Vi i ntr o d u s ert e b e gr e p et m ulti v ari a nt p e pti d, d e fi n-

ert s o m et p e pti d k o d et a v t o ell er fl er e alt er n ati v e all el er i n n e nf or s a m m e h a pl o-

t y p e. V e d å br u k e e n pr ot ei n- h a pl ot y p e- d at a b a s e, s o m ut el u k k e n d e t ar h e n s y n til

e n k elt- n u kl e oti d- p ol y m or fi s m er fr a 1 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, e sti m ert e vi at 7, 8 2 % a v

d et m e n n e s k eli g e pr ot e o m et k a n k n ytt e s til v a nli g e v ari a nt p e pti d er, o g o p ptil 1 2, 4 2 %

a v a mi n o s yr e s u b stit u sj o n e n e k a n o p p d a g e s i m ulti v ari a nt- p e pti d er. R e a n al y s e a v r å

pr ot e o mi k k d at a fr a fri s kt m a n d el v e v i d e nti fi s ert e t u s e n vi s a v v ari a nt p e pti d er, i n kl u d ert

m ulti v ari a nt- p e pti d er, o g vi st e at h a pl ot y p e- b e vi s st e d at a b a s er k a n f or hi n dr e f eiltil or d-

ni n g a v s p e ktr a til k a n o ni s k e pr ot ei n er.

A rti k k el 2 i ntr o d u s er er Pr o H a p, e n P yt h o n- b a s ert pr o gr a m v ar e pi p eli n e f or å g e n er er e

h a pl ot y p e- b e vi st e pr ot ei n s e k v e n s d at a b a s er fr a f a s et e g e n ot y p e d at a. Di s s e d at a b a s e n e

t ar i k k e b ar e h e n s y n til a mi n o s yr e s u b stit u sj o n er, m e n i n kl u d er er o g s å i n s er sj o n er, d e-

l e sj o n er, r a m m e s kift o g t a p a v st o p p k o d o n. V e d br u k a v Pr o H a p g e n er ert e vi d at a b a s er

fr a 1 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, H a pl ot y p e R ef er e n c e C o n s orti u m o g H u m a n P a n g e n o m e

R ef er e n c e C o n s orti u m. I d at a b a s e n b a s ert p å 1 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct f a nt vi at mi n st 9 %

a v pr ot e o m et i all e st ørr e p o p ul a sj o n er k u n n e til s kri v e s v ari a nt p e pti d er, m e d h ø y er e



x S a m m e n d r a g

di v er sit et h o s i n di vi d er m e d afri k a n s k o p p h a v. V e d a n v e n d el s e a v Pr o H a p p å et pr o-

t e o mi k k d at a s ett p å bl o d pl a s m a kl art e vi å i d e nti fi s er e s p e si fi k k e v ari a nt p e pti d er h o s

fl er e i n di vi d er. Vi d er e b e kr eft et vi d et e k sj o n a v p e pti d er k o d et a v b å d e r ef er a n s e- o g

alt er n ati vt all el p å h et er o z y g ot e l o ci v e d br u k a v p er s o n s p e si fi k k e st a m c ell d at a m e d

d o n or e n s g e n ot y p er.

A rti k k el 3 pr e s e nt er er Pr o H a p E x pl or er, e n n ett b a s ert vi s u ali s eri n g s pl attf or m f or

i nt e gr ert a n al y s e a v pr ot e o g e n o mi s k e d at a. V er kt ø y et vi s er v ari a sj o n p å t v er s a v

g e n, tr a n s kri pt o g pr ot ei n, o g k o bl er p e pti d er i d e nti fi s ert i et fritt til gj e n g eli g

m a s s e s p e ktr o m etri- d at a s ett til d er e s g e n o mi s k e o p p h a v. Pr o H a p E x pl or er k a n vi s u-

ali s er e d at a b å d e gl o b alt o g p å g e n ni v å, m e d e k s p ort er b ar e d at at a b ell er. V er kt ø y et

m uli g gj ør d et alj ert utf or s k ni n g o g v ali d eri n g a v v ari a nt p e pti d er, o g b y g g er p å f u n n e n e

o g r e s s ur s e n e ut vi kl et i d e t o f ør st e arti k k el e n e.

V e d å i nt e gr er e h a pl ot y p e- b e vi s st d at a b a s e g e n er eri n g, p o p ul a sj o n s b a s ert a n al y s e o g

i nt er a kti v vi s u ali s eri n g i pr ot e o mi k k st u di er, gir di s s e bi dr a g e n e d y p er e i n n si kt i m a n g-

f ol d et i d et m e n n e s k eli g e pr ot e o m et o g å p n er n y e m uli g h et er f or å u n d er s ø k e d et s

f u n k sj o n ell e b et y d ni n g f or bi ol o gi o g m e di si n s k f or s k ni n g.
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1 I nt r o d u cti o n

1. 1 P r e ci si o n m e di ci n e a n d o mi c s t e c h n ol o gi e s

M o d er n m e di ci n e ai m s t o u n d er st a n d di s e a s e a n d t h e h u m a n b o d y at a d e e p l e v el, i nt e gr ati n g

i n si g ht s fr o m m ol e c ul ar bi ol o g y a n d cli ni c al r e s e ar c h t o d e v el o p m or e t ar g et e d t h er a pi e s a n d

tr e at m e nt s 1 . T hi s a p pr o a c h h a s l e d t o si g ni fi c a nt a d v a n c e s i n t h e di a g n o si s a n d m a n a g e m e nt

of c o m pl e x c o n diti o n s.

J u st o v er 2 0 y e ar s a g o, a 1 5- m o nt h- ol d b o y w a s a d mitt e d t o a h o s pit al i n Wi s c o n si n, U S A,

wit h a s e v er e Cr o h n’ s di s e a s e-li k e a ut oi m m u n e c o n diti o n 2 . Aft er i niti al tr e at m e nt a n d m ai n-

t e n a n c e, h e r et ur n e d at t h e a g e of f o ur wit h n e w, s e v er e c o m pli c ati o n s. W h e n all st a n d ar d

f or m s of tr e at m e nt pr o v e d u n s u c c e s sf ul, t h e m e di c al t e a m i d e nti fi e d g e n eti c v ari a nt s r e s p o n si-

bl e f or t h e di s e a s e. B a s e d o n t hi s fi n di n g, a c ell tr a n s pl a nt w a s r e c o m m e n d e d, a n d t h e p ati e nt

s u b s e q u e ntl y r e g ai n e d t h e a bilit y t o e at a n d dri n k, wit h n o f urt h er r e c urr e n c e of t h e di s e a s e

r e c or d e d 2 . T hi s c a s e w a s o n e of t h e fir st i n st a n c e s w h er e s e q u e n ci n g t e c h n ol o g y w a s a p pli e d

dir e ctl y i n t h e cli ni c, e n a bli n g ti m el y di a g n o si s a n d tr e at m e nt of a p ot e nti all y lif e-t hr e at e ni n g

c o n diti o n.

Ar o u n d t h e s a m e ti m e, it w a s di s c o v er e d t h at f or a s u b st a nti al pr o p orti o n of di a b et e s c a s e s

di a g n o s e d b ef or e t hr e e m o nt h s of a g e a n d r e q uiri n g p er m a n e nt tr e at m e nt, t h e r el e a s e of i n-

s uli n fr o m t h e i n s uli n- pr o d u ci n g c ell s i n t h e p a n cr e a s i s i m p air e d d u e t o r ar e v ari a nt s i n a

si n gl e g e n e 3 . F oll o wi n g t h e di s c o v er y of t h e e x a ct m ol e c ul ar m e c h a ni s m, a n alt er n ati v e or al

m e di c ati o n w a s pr o p o s e d i n st e a d of p er m a n e nt i n s uli n i nj e cti o n s 4 . Si mil ar m e c h a ni s m s w er e

o b s er v e d i n s e v er al t y p e s of m at urit y- o n s et di a b et e s of t h e y o u n g ( M O D Y ) 5, 6 , a n d p ati e nt s wit h

b ot h s u b cl a s s e s of di a b et e s c a n n o w b e r o uti n el y i d e nti fi e d b y g e n eti c t e sti n g 7, 8 , a n d b e n e fit

fr o m t h e i m pr o v e d tr e at m e nt wit h l o w er i m p a ct o n t h eir q u alit y of lif e.

T h e s e t w o e x a m pl e s ill u str at e t h e pri n ci pl e s of p r e cisi o n m e di ci n e – a t er m p o p ul ari z e d b y Pr e s-

i d e nt O b a m a i n hi s 2 0 1 5 St at e of t h e U ni o n a d dr e s s, w hi c h o utli n e d t h e vi si o n f or a n ati o n al

Pr e ci si o n M e di ci n e I niti ati v e i n t h e U nit e d St at e s 1 . W hil e t h er a p e uti c s ar e r ar el y d e v el o p e d f or

si n gl e i n di vi d u al s ( a n a p pr o a c h k n o w n a s p e rs o n ali z e d m e di ci n e ), pr e ci si o n m e di ci n e d e fi n e s

s u b gr o u p s of i n di vi d u al s a n d d e v el o p s t ar g et e d tr e at m e nt s f or t h e s e gr o u p s 1, 9 .



2 I nt r o d u cti o n

Di s c o v eri e s li k e t h e s e h a v e b e e n gr e atl y e n a bl e d b y t h e d e v el o p m e nt of n o v el m et h o d s i n

m ol e c ul ar bi ol o g y a n d a d v a n c e s i n d o w n str e a m d at a i nt er pr et ati o n. T h e m e c h a ni sti c u n d er-

st a n di n g of t h e s u b cl a s s e s of di a b et e s, f oll o w e d b y t h e i m pl e m e nt ati o n of g e n eti c t e sti n g i n t h e

di a g n o sti c pr o c e s s, i s all o w e d b y t h e a bilit y t o s y st e m ati c all y c h ar a ct eri z e g e n eti c v ari a nt s at

a d e cr e a si n g c o st. Si mil arl y, t h e pr e ci s e di a g n o si s of t h e r ar e i n fl a m m at or y b o w el di s e a s e w a s

a c hi e v e d t h a n k s t o t h e a bilit y t o r a pi dl y s e q u e n c e all pr ot ei n- c o di n g g e n e s i n a n i n di vi d u al a n d

c o m p ar e t h e m t o r ef er e n c e s e q u e n c e s.

I n a n ot h er e x a m pl e, t h e pri n ci pl e of t ail ori n g m e di c al a d vi c e t o s p e ci fi c s u b gr o u p s b e c o m e s

cr u ci al. G e n eti c t e sti n g i s n o w r o uti n el y u s e d i n ri s k str ati fi c ati o n f or a h e art c o n diti o n c all e d

h y p ertr o p hi c c ar di o m y o p at h y ( H C ) 1 0 . B et w e e n 2 0 0 5 a n d 2 0 0 7, s e v er al i n di vi d u al s of eit h er

Afri c a n or u n s p e ci fi e d a n c e str y r e c ei v e d r e p ort s t h at t h e y c arri e d p at h o g e ni c v ari a nt s a s s o ci-

at e d wit h H C. I n s u c h c a s e s, p ati e nt s a n d t h eir r el ati v e s ar e a d vi s e d t o m o dif y t h eir lif e st yl e s

a n d u n d er g o pr ol o n g e d ri s k s cr e e ni n g s, w hi c h m a y c a u s e str e s s a n d e c o n o mi c b ur d e n. H o w-

e v er, t h e g e n eti c v ari a nt s ori gi n all y i d e nti fi e d a s p at h o g e ni c w er e a ct u all y c o m m o n a m o n g

t h e Bl a c k A m eri c a n p o p ul ati o n, w hil e b ei n g r ar e a m o n g i n di vi d u al s of E ur o p e a n a n c e str y, a n d

w er e l at er r e cl a s si fi e d a s b e ni g n 1 0 .

I n st e a d of t ar g eti n g a d vi c e a n d tr e at m e nt t o a s p e ci fi c gr o u p, a n a s s u m e d “ o n e- si z e- fit s- all ”

r ef er e n c e p a n el w a s u s e d, vi ol ati n g t h e pri n ci pl e of pr e ci si o n m e di ci n e. T hi s hi g hli g ht e d t h e

pr o bl e m of l a c ki n g di v er sit y i n g e n eti c st u di e s 1 1 ; h a d i n di vi d u al s of Afri c a n a n c e str y b e e n

i n cl u d e d i n t h e c o ntr ol c o h ort s, t h e mi s cl a s si fi c ati o n of v ari a nt s c o ul d h a v e b e e n pr e v e nt e d 1 0 .

1. 1. 1 Hi g h-t h r o u g h p ut o mi c s t e c h n ol o gi e s

A n e s s e nti al a s s et of m o d er n bi o m e di c al r e s e ar c h i s m et h o d ol o gi e s r ef err e d t o a s o mi c s.

T h e s e ar e l ar g e- s c al e a p pr o a c h e s ai mi n g f or c o m pr e h e n si v e m e a s ur e m e nt s of bi ol o gi c al e ntiti e s

wit hi n c ell s, ti s s u e s, or or g a ni s m s. S u c h a p pr o a c h e s ai m t o c a pt ur e t h e e ntir et y of a s p e ci fi c

t y p e of bi ol o gi c al i nf or m ati o n, s u c h a s g e n e s ( g e n o mi c s ), R N A tr a n s cri pt s (tr a n s cri pt o mi c s ),

pr ot ei n s ( pr ot e o mi c s ), or m et a b olit e s ( m et a b ol o mi c s ), a m o n g ot h er s 1 2 – 1 4 ( Fi g ur e 1. 1 ).

T h e i niti al c o m pl eti o n of t h e H u m a n G e n o m e Pr oj e ct c at al y z e d a n e w r e s e ar c h p ar a di g m, r e-

f err e d t o a s dis c o v e r y s ci e n c e 1 5 , a n d c urr e ntl y k n o w n a s d at a- d ri v e n a p pr o a c h. C o m pl e m e nt ar y

t o h y p ot h esis- d ri v e n s ci e n c e, d at a- dri v e n a p pr o a c h e s pr o vi d e a n u n bi a s e d vi e w b y c o n si d eri n g

all t h e el e m e nt s of a bi ol o gi c al s y st e m ( s u c h a s g e n e s ) wit h o ut pri or a s s u m pti o n s a b o ut t h eir

f u n cti o n 1 5 . O mi c s t e c h n ol o gi e s all o w u s n ot o nl y t o d et er mi n e t h e el e m e nt s of a s y st e m, b ut

al s o t o g e n er at e h y p ot h e s e s a b o ut t h eir bi ol o gi c all y i m p ort a nt pr o p erti e s, w hi c h c a n b e t e st e d

i n h y p ot h e si s- dri v e n r e s e ar c h 1 5, 1 6 .

T h e fr e q u e nt u s e of t h e s e a p pr o a c h e s i n m e di c al r e s e ar c h a n d cli ni c al pr a cti c e i s e n a bl e d b y

hi g h-t hr o u g h p ut e x p eri m e nt al t e c h n ol o gi e s. T h e s e t e c h n ol o gi e s, s u c h a s n e xt- g e n er ati o n s e-

q u e n ci n g ( N G S ), ar e a bl e t o a n al y z e t h o u s a n d s t o milli o n s of m ol e c ul e s i n p ar all el at a r a pi dl y
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F i g u r e 1. 1: T h e p at h fr o m t h e g e n o m e t o t h e o b s er v a bl e a n d m e a s ur a bl e c h ar a ct eri sti c s or tr ait s of a n
or g a ni s m, k n o w n a s t h e p h e n ot y p e. Fi g ur e a d a pt e d fr o m 2 0 , ill u str ati o n s d o w nl o a d e d fr o m NI H Bi o Art
S o ur c e ( bi o art. ni ai d. ni h. g o v ), pr ot ei n m o d el d o w nl o a d e d fr o m Pr ot ei n D at a B a n k ( P D B ) 2 1 e ntr y 5 H QI.

d e cr e a si n g c o st 1 3 – 1 7 . T h e s e m a s si v el y- p ar all el t e c h n ol o gi e s all o w f or t h e di s c o v er y of bi o m ar k-

er s ( m e a s ur a bl e i n di c at or s of bi ol o gi c al pr o c e s s e s or r e s p o n s e s t o i nt er v e nti o n s 1 8 ), di s e a s e

m e c h a ni s m s, a n d t h er a p e uti c t ar g et s t h at w o ul d b e mi s s e d b y tr a diti o n al a p pr o a c h e s 1 3, 1 7, 1 9 .

1. 1. 2 T h e r ol e of c o m p ut e r s ci e n c e

H a n dli n g t h e d at a pr o d u c e d b y hi g h-t hr o u g h p ut i n str u m e nt s r e q uir e d e st a bli s hi n g d o w n str e a m

s oft w ar e t o ol s t h at e n a bl e r e s e ar c h er s t o a n al y z e a n d i nt er pr et t h e v a st v ol u m e s of d at a g e n-

er at e d b y e x p eri m e nt s 1 2, 2 2 . B ef or e t h e a d v e nt of hi g h-t hr o u g h p ut t e c h n ol o gi e s, s oft w ar e a n d

al g orit h m s w er e pri m aril y e m pl o y e d t o ali g n s e q u e n c e d D N A fr a g m e nt s a n d a s s e m bl e g e n o mi c

m a p s 2 3 . T o m a n a g e t h e c o m p ut ati o n al c o m pl e xit y of t h e s e e arl y g e n o mi c eff ort s, t e c h ni q u e s

s u c h a s Ye a st Arti fi ci al C hr o m o s o m e s a n d B a ct eri al Arti fi ci al C hr o m o s o m e s all o w e d s ci e nti st s

t o ef fi ci e ntl y cl o n e, m a p, a n d or g a ni z e l ar g e fr a g m e nt s of h u m a n D N A, w hi c h c o ul d t h e n b e

s y st e m ati c all y s e q u e n c e d 2 4 . T hi s pr o v e d i n str u m e nt al i n t h e s u c c e s s of t h e H u m a n G e n o m e

Pr oj e ct.

A s o mi c s d at a gr e w i n v ol u m e a n d h et er o g e n eit y, t h e n e e d f or m or e a d v a n c e d c o m p ut ati o n al

a p pr o a c h e s a n d i nfr a str u ct ur e b e c a m e cl e ar 1 2, 2 5, 2 6 . K e y al g orit h mi c i n n o v ati o n s i n s e q u e n c e

ali g n m e nt, s u c h a s t h e u s e of s uf fi x tr e e s, f oll o w e d b y B urr o w s- W h e el er Tr a n sf or m- b a s e d m et h-

o d s, h a v e gr e atl y i m pr o v e d c o m p ut ati o n al s p e e d a n d m e m or y ef fi ci e n c y, e n a bli n g t h e gr o wi n g

s c o p e a n d s c al e of g e n o mi c s 2 7, 2 8 .

I n st at e- of-t h e- art bi o m e di c al r e s e ar c h, t h e o v er all s u c c e s s of a pr oj e ct d e p e n d s a s m u c h o n

d at a i nt er pr et ati o n a s o n s a m pl e pr o c e s si n g 2 2 . F urt h er m or e, d at a g e n er at e d b y e x p eri m e nt s i s

c o m m o nl y d e p o sit e d i nt o s h ar e d r e p o sit ori e s, wit h d at a v ol u m e s gr o wi n g e x p o n e nti all y 1 2, 2 9, 3 0 .

I n cr e a si n gl y, r e- a n al y si s of e xi sti n g d at a s et s u si n g n e w t o ol s a n d a p pr o a c h e s c a n yi el d n o v el

bi ol o gi c al i n si g ht s 2 9, 3 0 , r e d u ci n g b ot h t h e c o st a n d l a b or r e q uir e d f or n e w r e s e ar c h pr oj e ct s. A s

a r e s ult, fl u e n c y i n c o m p ut ati o n al m et h o d s i s oft e n e s s e nti al f or bi ol o gi st s t o p erf or m t h eir w or k

eff e cti v el y. W hil e m ulti di s ci pli n ar y t e a m w or k i s c o m m o n, a di s c o n n e ct b et w e e n d at a a n al y si s
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a n d i nt er pr et ati o n c a n l e a d t o err or s, s u c h a s mi st a ki n g artif a ct s f or g e n ui n e fi n di n g s 3 1 . It i s

t h er ef or e cr u ci al t o d e v el o p s ci e nti fi c s oft w ar e t h at i s u s er-fri e n dl y a n d w ell- d o c u m e nt e d 3 1 – 3 3 .

T a k e n t o g et h er, t h e s e d e v el o p m e nt s hi g hli g ht t h e i n cr e a si n gl y c e ntr al r ol e of c o m p ut ati o n al

m et h o d s i n m o d er n bi o m e di c al r e s e ar c h. A s t h e fi el d c o nti n u e s t o e v ol v e, t h e i nt e gr ati o n of

r o b u st s oft w ar e t o ol s a n d i nt er di s ci pli n ar y e x p erti s e will b e e s s e nti al f or tr a n sl ati n g c o m pl e x

d at a i nt o m e a ni n gf ul di s c o v eri e s.

1. 2 H u m a n g e n eti c s a n d g e n o mi c s

T h e st u d y of t h e l a w s of h er e dit y, w hi c h e v ol v e d i nt o t h e fi el d of g e n eti c s, h a s o c c u pi e d bi ol-

o gi st s f or o v er a c e nt ur y 2 3 . G e n eti c s f o c u s e s o n g e n e s a s t h e f u n d a m e nt al u nit s r e s p o n si bl e

f or p a s si n g o n tr ait s, st u d yi n g t h e m o d e s of tr a n s mi s si o n of tr ait s b et w e e n g e n er ati o n s, m e c h-

a ni s m s b y w hi c h g e n e s aff e ct t h e p h y si c al pr o p erti e s of or g a ni s m s, a n d t h e di stri b uti o n of

h erit a bl e tr ait s wit hi n p o p ul ati o n s 3 4 . M aj or mil e st o n e s i n cl u d e t h e di s c o v er y of c hr o m o s o m e s,

t h e str u ct ur e of t h e D N A d o u bl e h eli x 3 5 , a n d t h e d e v el o p m e nt of D N A s e q u e n ci n g t e c h n ol o-

gi e s 3 6, 3 7 .

E arl y s e q u e n ci n g m et h o d s c o ul d o nl y a n al y z e s h ort str et c h e s of D N A a n d R N A 3 7 . H o w e v er,

a d v a n c e s i n c o m p ut ati o n al s e q u e n c e ali g n m e nt a n d i n cr e a s e d s e q u e n ci n g s p e e d e v e nt u all y

m a d e it p o s si bl e t o s e q u e n c e t h e c o m pl et e D N A of e ntir e or g a ni s m s (i. e., t h eir g e n o m e s ) 3 8

( Fi g ur e 1. 2 ). T hi s e n a bl e d t h e e m er g e n c e of t h e fi el d of g e n o mi c s, w hi c h st u di e s t h e g e n o m e

i n it s e ntir et y, a n a p pr o a c h t h at i s b ett er s uit e d t o a d dr e s s c o m pl e x tr ait s r e s ulti n g fr o m t h e

c o m bi n e d eff e ct of m a n y g e n e s a n d e n vir o n m e nt al f a ct or s.

T h e fir st g e n o m e s t o b e s e q u e n c e d w er e t h o s e of b a ct eri a, vir u s e s, a n d y e a st 3 7 . I n 2 0 0 1, t h e

fir st dr aft of t h e h u m a n g e n o m e w a s p u bli s h e d, c o v eri n g 9 4 % of t h e g e n o m e a n d r e q uiri n g

1 5 m o nt h s t o c o m pl et e. H o w e v er, it s c o m pl eti o n w a s pr e c e d e d b y m or e t h a n a d e c a d e of

pr e p ar ati o n a n d l e g w or k 2 3 . T w o y e ar s l at er, a s e q u e n c e c o v eri n g 9 9 % of t h e h u m a n g e n o m e

w a s p u bli s h e d 3 9 , a n d t h e H u m a n G e n o m e Pr oj e ct w a s d e cl ar e d e s s e nti all y c o m pl et e.

1. 2. 1 T h e r ef e r e n c e h u m a n g e n o m e

T h e fir st h u m a n g e n o m e w a s a s s e m bl e d fr o m t h e s e q u e n ci n g of s a m pl e s fr o m 2 0 d o n or s; h o w-

e v er, 7 0 % of t h e s e q u e n c e w a s d eri v e d fr o m a si n gl e i n di vi d u al 4 1 . A s a r e s ult, t h e p u bli s h e d

h u m a n g e n o m e i s n ot a tr u e “ st a n d ar d ”, b ut r at h er a n a s s e m bl y of l o n g str et c h e s of i n di vi d-

u al g e n o m e s. F or e x a m pl e, it h a s b e e n s h o w n t h at t h e d o n or m o st r e pr e s e nt e d i n t h e i niti all y

p u bli s h e d h u m a n g e n o m e s e q u e n c e h a d a hi g h ri s k f or d e v el o pi n g t y p e 1 di a b et e s 4 2 .

N e v ert h el e s s, t hi s p u bli s h e d s e q u e n c e i s r ef err e d t o a s t h e r ef e r e n c e g e n o m e a n d s er v e s a s t h e
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R e a d s

C o n ti g 2

A s s e m bl e

A s s e m bl e c o n ti g s t o s c aff ol d s

G a p filli n g

C o n ti g 1

S c aff ol d 2
S c aff ol d 1

N N N N N

C o n ti g

S c aff ol d

C h r o m o s o m e

L o n g s e q u e n c e cl u s t e r a n d a s s e m bl y

F i g u r e 1. 2: D e n o v o a s s e m bl y of a g e n o m e. Fi g ur e a d a pt e d fr o m 4 0 .

f o u n d ati o n f or m o st s ci e nti fi c a n d cli ni c al w or k i n h u m a n g e n o mi c s. T h e G e n o m e R ef er e n c e

C o n s orti u m ( G R C ) i s r e s p o n si bl e f or c ur ati n g a n d i m pr o vi n g t h e r ef er e n c e h u m a n g e n o m e 4 3 .

E a c h n e w b uil d i n c or p or at e s a d diti o n al d at a, c orr e ct s err or s, a n d m a y i n cl u d e alt er n ati v e r e p-

r e s e nt ati o n s of c o m pl e x r e gi o n s. C o n si st e n c y i s e n s ur e d t hr o u g h t h e st a n d ar di z ati o n of g e n o m e

a s s e m bl y st e p s, s oft w ar e t o ol s, a n d pr o c e d ur e s 4 4 .

Of p arti c ul ar i m p ort a n c e w a s t h e 1 9t h r el e a s e of t h e h u m a n g e n o m e b y t h e G R C, k n o w n a s

G R C h 3 7 or H G 1 9, p u bli s h e d i n 2 0 0 9 4 4, 4 5 . W hil e it off er e d hi g h er o v er all q u alit y a n d f e w er

g a p s c o m p ar e d t o pr e vi o u s v er si o n s, t hi s r ef er e n c e g e n o m e i s d eri v e d fr o m a b o ut 1 3 i n di vi d-

u al s 4 6 . G R C h 3 7 h a s b e e n wi d el y u s e d f or t h e a n al y si s of hi g h-t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g d at a,

e s p e ci all y wit h t h e a d v e nt of Ill u mi n a’ s t e c h n ol o g y 4 0 . A s a r e s ult, G R C h 3 7 i s still c o m m o nl y

u s e d t o d a y, e v e n t h o u g h m or e r e c e nt a s s e m bli e s ar e a v ail a bl e. T h e 2 0t h r el e a s e, G R C h 3 8, w a s

p u bli s h e d i n 2 0 1 3 a n d r e pr e s e nt s a f urt h er i m pr o v e m e nt i n q u alit y, e n a bli n g m or e a c c ur at e

a n al y si s of h u m a n g e n o mi c s e q u e n ci n g d at a 4 0 .

D e s pit e t h e s e a d v a n c e s, s o m e r e gi o n s of t h e g e n o m e, s u c h a s c e ntr o m eri c r e gi o n s a n d r e gi o n s

wit h hi g hl y r e p etiti v e s e q u e n c e s, r e m ai n e d u nr e s ol v e d. I n 2 0 2 2, t h e T el o m er e-t o- T el o m er e

( T 2 T ) C o n s orti u m a n n o u n c e d t h e fir st tr ul y c o m pl et e h u m a n g e n o m e s e q u e n c e, k n o w n a s

T 2 T- C H M 1 3 4 7 . T hi s a s s e m bl y i s d eri v e d fr o m t h e C H M 1 3 h T E R T c ell li n e, w hi c h i s u nif or ml y

h o m o z y g o u s, m e a ni n g b ot h c o pi e s of t h e g e n o m e ar e i d e nti c al. T h e T 2 T- C H M 1 3 g e n o m e fill e d

i n all pr e vi o u sl y mi s si n g r e gi o n s, i n cl u di n g c e ntr o m er e s a n d t h e s h ort ar m s of c hr o m o s o m e s,

pr o vi di n g t h e m o st c o m pr e h e n si v e a n d a c c ur at e h u m a n r ef er e n c e g e n o m e t o d at e 4 7 .
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1. 2. 2 G e n eti c v a ri a nt s a n d t h ei r c o n s e q u e n c e s

Wit h N G S t e c h n ol o g y b e c o mi n g e x p o n e nti all y c h e a p er a n d f a st er, b y 2 0 1 5, it w a s e sti m at e d

t h at al m o st a milli o n h u m a n g e n o m e s h a d b e e n s e q u e n c e d 4 8 . W h e n a g e n o m e i s s e q u e n c e d u s-

i n g N G S, t h e r e s ulti n g r e a d s ar e ali g n e d t o t h e r ef er e n c e h u m a n g e n o m e t o i d e ntif y diff er e n c e s

b et w e e n t h e r ef er e n c e a n d t h e s e q u e n c e d g e n o m e. T hi s pr o c e s s i s k n o w n a s v a ri a nt c alli n g 4 9 ,

a n d t h e i d e nti fi e d diff er e n c e s ar e r ef err e d t o a s v ari a nt s. A v ari a nt l o c us i s a s p e ci fi c, fi x e d p o-

siti o n o n a c hr o m o s o m e w h er e g e n eti c v ari ati o n i s o b s er v e d. T hi s v ari ati o n c a n r a n g e fr o m a

si n gl e b a s e p air ( b p ) t o s e v er al t h o u s a n d b a s e p air s i n l e n gt h. A n all el e i s o n e of t h e p o s si bl e

g e n eti c s e q u e n c e s t h at c a n e xi st at a gi v e n l o c u s. I n di pl oi d c hr o m o s o m e s, s u c h a s t h e n o n- s e x

c hr o m o s o m e s ( c all e d a ut os o m es ) i n h u m a n s, a n i n di vi d u al i s e x p e ct e d t o h a v e t w o c o pi e s of

e a c h l o c u s. If b ot h c o pi e s c arr y t h e s a m e all el e, t h e i n di vi d u al i s h o m o z y g o us at t h at l o c u s; if

t h e t w o c o pi e s c arr y diff er e nt all el e s, t h e i n di vi d u al i s h et e r o z y g o us at t h at l o c u s. T h e g e n eti c

m a k e u p of a n i n di vi d u al – t h e s et of all all el e s at t h eir v ari a nt l o ci – i s c all e d t h e g e n ot y p e . T h e

pr o c e s s of d et er mi ni n g a n i n di vi d u al’ s g e n ot y p e i s k n o w n a s g e n ot y pi n g 5 0 .

T o a s s e s s t h e si g ni fi c a n c e of diff er e nt l o ci i n t h e g e n o m e a n d t h e p ot e nti al c o n s e q u e n c e s of

g e n eti c v ari ati o n, s e g m e nt s a n d f e at ur e s of t h e g e n o m e ar e a n n ot at e d wit h t h eir pr e s u m e d

r ol e s i n bi ol o gi c al pr o c e s s e s 5 1 . T h e m o st n ot a bl e a n n ot at e d s e g m e nt s ar e g e n e s – r e gi o n s

of t h e g e n o m e t h at c o d e f or pr ot ei n s or f u n cti o n al R N A m ol e c ul e s ( Fi g ur e 3 ) 5 1 – 5 3 . W hil e

e arl y st u di e s e sti m at e d b et w e e n 2 5, 0 0 0 a n d 4 0, 0 0 0 h u m a n g e n e s, c urr e nt e vi d e n c e s u g g e st s

t h er e ar e b et w e e n 1 9, 0 0 0 a n d 2 0, 0 0 0 pr ot ei n- c o di n g g e n e s 5 2, 5 4, 5 5 , w hi c h a c c o u nt f or o nl y

o n e t o t w o p er c e nt of t h e e ntir e h u m a n g e n o m e 5 6 . T h e v a st m aj orit y of g e n eti c v ari a nt l o ci

ar e t h er ef or e l o c at e d wit hi n i nt er g e ni c r e gi o n s, w h er e t h e y c a n still e x ert r e g ul at or y i n fl u e n c e

o n g e n e e x pr e s si o n. T h e s e r e g ul at or y eff e ct s ar e oft e n m e di at e d t hr o u g h m e c h a ni s m s s u c h

a s alt er e d bi n di n g a n d p o st-tr a n sl ati o n al m o di fi c ati o n of hi st o n e pr ot ei n s 5 7 , c h a n g e s i n D N A

m et h yl ati o n p att er n s, or di sr u pti o n s of e n h a n c er a n d sil e n c er el e m e nt s. T h e s e pr o c e s s e s c a n

m o d ul at e t h e tr a n s cri pti o n l e v el s of n e ar b y or e v e n di st a nt g e n e s 5 6, 5 8 .

T h e ar c hit e ct ur e of g e n e s i s f urt h er s u b di vi d e d i nt o e x o ns a n d i nt r o ns ( s e e Fi g ur e 1. 3 ). E x o n s

ar e s e q u e n c e s t h at r e m ai n i n m at ur e R N A f oll o wi n g tr a n s cri pti o n a n d R N A s pli ci n g 5 9, 6 0 ; i n

m e s s e n g er R N A ( m R N A ), t h e y dir e ctl y e n c o d e t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e of pr ot ei n s. I n c o ntr a st,

i ntr o n s ar e s e q u e n c e s l o c at e d b et w e e n e x o n s t h at ar e tr a n s cri b e d i nt o R N A b ut r e m o v e d d uri n g

s pli ci n g, a n d d o n ot c o ntri b ut e dir e ctl y t o t h e fi n al R N A or pr ot ei n pr o d u ct. Si n c e i ntr o n s ar e

t y pi c all y s e v er al kil o b a s e s l o n g, w hil e e x o n s u s u all y s p a n o nl y a f e w h u n dr e d b a s e p air s 5 1 ,

t h e m aj orit y of v ari a nt s m a p pi n g t o g e n e r e gi o n s ar e f o u n d wit hi n i ntr o n s. T h e s e i ntr o ni c

v ari a nt s c a n i n fl u e n c e t h e r e g ul ati o n of tr a n s cri pti o n, aff e ct m R N A pr o c e s si n g, or c o ntri b ut e t o

alt er n ati v e s pli ci n g ( s e e Fi g ur e 1. 4 ) 6 0 . W hil e w h ol e- g e n o m e s e q u e n ci n g ( W G S ) ai m s t o c o v er

t h e e ntir e g e n o m e, w h ol e- e x o m e s e q u e n ci n g ( W E S ) f o c u s e s s p e ci fi c all y o n c a pt uri n g all e x o n s

of all k n o w n g e n e s 6 1 .

Wit hi n e x o n s, a criti c al di sti n cti o n e xi st s b et w e e n r e gi o n s t h at ar e tr a n sl at e d i nt o pr ot ei n a n d
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D N A

s pli c e d m R N A

P r o m o t e r r e gi o n T e r mi n a t o r s e q u e n c e
Tr a n s c ri b e d r e gi o n

I n t r o n 1

S t a r t c o d o n

m ai n O R F 3' U T R5' U T R

S t o p c o d o n

I n t r o n 2 I n t r o n 3

E x o n 1 E x o n 2 E x o n 3 E x o n 4

F i g u r e 1. 3: C a n o ni c al str u ct ur e of t h e e u k ar y oti c g e n e. I ntr o n s a n d e x o n s ar e tr a n s cri b e d i nt o R N A,
f oll o w e d b y t h e r e m o v al of i ntr o n r e gi o n s d uri n g s pli ci n g. M at ur e s pli c e d m R N A i s di vi d e d i nt o t h e
u ntr a n sl at e d r e gi o n s ( U T R s ) a n d t h e m ai n o p e n r e a di n g fr a m e ( O R F ), w hi c h i s tr a n sl at e d i nt o pr ot ei n.
Fi g ur e a d a pt e d fr o m 6 2 .

r e gi o n s t h at ar e n ot. T h e p orti o n of t h e s pli c e d tr a n s cri pt t h at i s tr a n sl at e d i nt o a f u n cti o n al

pr ot ei n i s r ef err e d t o a s a n o p e n r e a di n g f r a m e ( O R F ). Wit hi n t h e O R F, t hr e e n u cl e oti d e s al w a y s

c o d e f or o n e a mi n o a ci d or si g n al t h e t er mi n ati o n of tr a n sl ati o n; t h e s e tri pl et s ar e k n o w n a s

c o d o n s. A s t h er e ar e 6 4 p o s si bl e c o d o n s, b ut o nl y 2 1 a mi n o a ci d s, m ulti pl e diff er e nt c o d o n s c a n

e n c o d e t h e s a m e a mi n o a ci d. T hr e e c o d o n s, k n o w n a s st o p c o d o ns, d o n ot e n c o d e a n a mi n o

a ci d b ut si g n al t h e e n d of tr a n sl ati o n. T h e m ai n O R F of a tr a n s cri pt d e fi n e s t h e a n n ot at e d

pr ot ei n- c o di n g s e q u e n c e, b e gi n ni n g wit h a st art c o d o n ( A U G ) a n d e n di n g at t h e n e ar e st st o p

c o d o n 6 3 .

S e q u e n c e s o ut si d e t h e b o u n d ari e s of t h e m ai n O R F, b ut still p art of t h e m at ur e m R N A, ar e

k n o w n a s u ntr a n sl at e d r e gi o n s ( U T R s ). W hil e tr a diti o n all y c o n si d er e d n o n- c o di n g, r e c e nt a d-

v a n c e s h a v e l e d t o t h e a n n ot ati o n of n o v el s m all O R F s wit hi n U T R s 6 4, 6 5 , s o m e of w hi c h h a v e

b e e n s h o w n t o b e tr a n sl at e d, s u g g e sti n g t h at t h e f u n cti o n al o ut p ut of t h e s e r e gi o n s m a y b e

m or e c o m pl e x t h a n pr e vi o u sl y t h o u g ht. G e n eti c v ari a nt s l o c at e d i n U T R s c a n i m p a ct g e n e

e x pr e s si o n at t h e p o st-tr a n s cri pti o n al l e v el. S u c h v ari a nt s m a y di sr u pt m otif s r e q uir e d f or ri-

b o s o m e r e c o g niti o n a n d bi n di n g, alt er m R N A st a bilit y a n d l o c ali z ati o n, or aff e ct r e g ul at or y

el e m e nt s wit hi n U T R s, s u c h a s mi cr o R N A bi n di n g sit e s a n d pr o m ot er r e gi o n s 5 8 . C h a n g e s i n

t h e s e r e gi o n s pr e d o mi n a ntl y i n fl u e n c e t h e ef fi ci e n c y of tr a n sl ati o n r at h er t h a n t h e pr ot ei n s e-

q u e n c e it s elf.

I n c o ntr a st, v ari a nt s wit hi n t h e m ai n O R F dir e ctl y m o dif y t h e c a n o ni c al pr ot ei n- c o di n g s e-

q u e n c e, p ot e nti all y r e s ulti n g i n a mi n o a ci d s u b stit uti o n s, i n s erti o n s or d el eti o n s, pr e m at ur e

t er mi n ati o n, or fr a m e s hift s. W hil e t h e s e v ari a nt s c a n h a v e pr of o u n d c o n s e q u e n c e s f or t h e

str u ct ur e a n d f u n cti o n of t h e e n c o d e d pr ot ei n, c o ntri b uti n g t o alt er e d c ell ul ar pr o c e s s e s or di s-

e a s e p h e n ot y p e s, m o st of t h e m ar e n ot p at h o g e ni c a n d ar e c o m m o nl y o b s er v e d b ot h b et w e e n

a n d wit hi n h u m a n p o p ul ati o n s 6 6 .
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v ari a nt l o ci

st art c o d o n

I N S g e n e

e x o n i ntr o n

st o p c o d o n

F i g u r e 1. 4: Fi v e diff er e nt s pli ci n g alt er n ati v e s of t h e i n s uli n g e n e ( I N S), wit h a n n ot at e d g e n eti c v ari a nt s.

T h e v ari a nt s i n h erit e d fr o m o ur p ar e nt s, c all e d g e r mli n e v ari a nt s, ar e pr e s e nt i n e v er y c ell of o ur

b o d y a n d c a n b e p a s s e d o n t o f ut ur e g e n er ati o n s. G er mli n e c h a n g e s aff e ct t h e e ntir e or g a ni s m’ s

g e n o m e. C o n v er s el y, n e w g e n eti c v ari a nt s al s o c o nti n u o u sl y ari s e t hr o u g h o ut a n i n di vi d u al’ s

lif eti m e vi a r a n d o m e v e nt s - t h e s e ar e k n o w n a s s o m ati c or d e n o v o v ari a nt s. S o m ati c v ari a nt s

a p p e ar i n n o n-r e pr o d u cti v e c ell s a n d ar e n ot i n h erit e d or p a s s e d t o off s pri n g; i n st e a d, t h e y

c a n r e s ult i n c ell ul ar m o s ai ci s m wit hi n t h e b o d y, a n d t h eir a c c u m ul ati o n i s li n k e d t o di s e a s e s

s u c h a s c a n c er 6 7, 6 8 . V ari a nt s w hi c h n e wl y ari s e eit h er i n t h e s p er m or e g g of t h e p ar e nt pri or

t o f ertili z ati o n ar e k n o w n a s p r e z y g oti c d e n o v o v ari a nt s, a n d ar e f o u n d i n e v er y c ell of t h e

off s pri n g 6 9 .

1. 2. 3 V a ri a nt cl a s si fi c ati o n

G e n eti c v ari a nt s c a n b e cl a s si fi e d i n t w o pri n ci p al w a y s: b y t h eir p at h o g e ni cit y ( cli ni c al si g-

ni fi c a n c e ) a n d b y t h eir m ol e c ul ar c o n s e q u e n c e ( eff e ct o n t h e tr a n s cri pt or pr ot ei n s e q u e n c e ).

T h e m o st wi d el y a d o pt e d s c h e m e f or cl a s sif yi n g p at h o g e ni cit y w a s d e v el o p e d b y t h e A m er-

i c a n C oll e g e of M e di c al G e n eti c s a n d G e n o mi c s ( A C M G ) 7 0 . T hi s s y st e m c at e g ori z e s g e n eti c

v ari a nt s i nt o fi v e cl a s s e s b a s e d o n t h e li k eli h o o d t h at a v ari a nt c a u s e s or c o ntri b ut e s t o di s-

e a s e: ‘ p at h o g e ni c,’ ‘li k el y p at h o g e ni c,’ ‘ u n c ert ai n si g ni fi c a n c e,’ ‘li k el y b e ni g n,’ a n d ‘ b e ni g n’ 7 0 .

V ari a nt s of u n c ert ai n si g ni fi c a n c e ( V U S ) ar e t h o s e f or w hi c h t h er e i s i n s uf fi ci e nt or c o n fli cti n g

e vi d e n c e r e g ar di n g t h eir r ol e i n di s e a s e. A s of 2 0 2 3, 4 1 % of t h e o v er 2 milli o n v ari a nt s i n t h e

Cli n V ar d at a b a s e w er e cl a s si fi e d a s V U S or c o n fli cti n g 7 1 , hi g hli g hti n g t h at t h e cl a s si fi c ati o n of

v ari a nt p at h o g e ni cit y r e m ai n s a m aj or c h all e n g e i n m o d er n m e di c al r e s e ar c h 7 2, 7 3 .

V ari a nt s, r e g ar dl e s s of t h eir p at h o g e ni cit y, c a n al s o b e cl a s si fi e d b a s e d o n t h eir eff e ct o n t h e

g e n e, tr a n s cri pt, or pr ot ei n s e q u e n c e. T h e n o m e n cl at ur e f or s e q u e n c e v ari a nt s w a s d e v el o p e d

b y t h e H u m a n G e n o m e V ari ati o n S o ci et y ( H G V S ), pr o vi di n g a n e s s e nti al t o ol f or c o n si st e n c y

i n r e p orti n g g e n eti c v ari ati o n 7 4, 7 5 . H G V S off er s st a n d ar di z e d v ari a nt d e s cri pti o n s at t hr e e l e v-

el s: D N A, R N A, a n d pr ot ei n. I n s h ort, all t hr e e l e v el s d e s cri b e si x c o m m o n t y p e s of v ari a nt s:

s u b stit uti o n, d el eti o n, d u pli c ati o n, i n s erti o n, i n v er si o n, a n d d el eti o n-i n s erti o n (i n d el ) 7 4 . A d-

diti o n all y, v ari a nt s at t h e pr ot ei n l e v el c a n b e d e s cri b e d a s fr a m e s hift s if t h e n u m b er of b a s e s

i n s ert e d or d el et e d fr o m a c o di n g s e q u e n c e i s n ot a m ulti pl e of t hr e e. Fr a m e s hift v ari a nt s
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c o m pl et el y alt er t h e r e a di n g fr a m e d o w n str e a m a n d, i n m o st c a s e s, i ntr o d u c e a n e arl y st o p

c o d o n 7 4, 7 5 .

T h e H G V S n o m e n cl at ur e diff er s fr o m ot h er c o m m o nl y u s e d t er m s b y stri ctl y f o c u si n g o n s e-

q u e n c e alt er ati o n s a n d a v oi di n g t er mi n ol o g y t h at i m pli e s bi ol o gi c al i nt er pr et ati o n 7 4, 7 5 . F or

e x a m pl e, s u b stit uti o n s i n D N A s e q u e n c e s ar e c o m m o nl y r ef err e d t o a s si n gl e n u cl e oti d e p ol y-

m o r p his ms ( S N Ps ) 7 6, 7 7 . At t h e R N A l e v el, s u b stit uti o n s ar e oft e n d e s cri b e d a s miss e ns e v ari a nt s,

w h er e t h e alt er e d c o d o n e n c o d e s a diff er e nt a mi n o a ci d 7 3, 7 8 or n o ns e ns e v ari a nt s, w h er e a

c o d o n e n c o di n g a n a mi n o a ci d i s c h a n g e d t o a st o p c o d o n, r e s ulti n g i n a tr u n c at e d pr ot ei n 7 8, 7 9

( s e e Fi g ur e 1. 5 ). S u b stit uti o n s at t h e R N A l e v el t h at d o n ot c h a n g e t h e e n c o d e d a mi n o a ci d

s e q u e n c e ar e r ef err e d t o a s s y n o n y m o u s v ari a nt s 8 0, 8 1 .

A T G C A T T G T

A T C C A C T G A

A T G C A T T G T

A T G C A T T A T T G T
A T G C A T T G T

A T G G C A T T G T

A U C C A C U G A

I

M  H C M H C

M  H CY

A U G  C A U  U G U  A U G  C A U  U G U

A U G C A U U A U U G U

D N A s e q u e n c e

R N A c o d o n s

P r o t ei n

D N A -l e v el

cl a s sifi c a ti o n

R N A -l e v el

cl a s sifi c a ti o n

P r o t ei n -l e v el

cl a s sifi c a ti o n

P r o t ei n

R N A c o d o n s

H *

M  H C

A U G  C A U  U G U

M A L

A U G G C A  U U G

R
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c
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t
er

n
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S u b s ti t u ti o n
( S N P ) I n s e r ti o n

I n s e r ti o nS u b s ti t u ti o n
( mi s s e n s e ) ( s y n o n y m o u s ) ( n o n s e n s e )

S u b s ti t u ti o n
( I n -f r a m e )

I n s e r ti o n
-

S t o p c o d o n
g ai n e d

F r a m e s hif t

F i g u r e 1. 5: Cl a s si fi c ati o n of v ari a nt s o n t h e l e v el of D N A, R N A, a n d pr ot ei n. W hil e H G V S cl a s si fi e s
v ari a nt s ari si n g fr o m a si n gl e n u cl e oti d e c h a n g e a s s u b stit uti o n s o n all t hr e e l e v el s 7 4 , ot h er c o m m o nl y
u s e d t er m s f or v ari a nt c o n s e q u e n c e s o n t h e R N A a n d pr ot ei n s e q u e n c e ar e ill u str at e d h er e. T h e a st eri s k
si g n ( * ) d e n ot e s t h e st o p c o d o n.

Si mil arl y t o t h e t er m p ol y m o r p his m , H G V S di s c o ur a g e s t h e u s e of t h e t er m m ut ati o n , a s it

i m pli e s p at h o g e ni cit y 7 5 . T h e n o m e n cl at ur e al s o r e c o m m e n d s st a n d ar di z e d n u m b eri n g s y st e m s

f or n u cl e oti d e s or a mi n o a ci d s wit hi n t h e r ef er e n c e s e q u e n c e at m ulti pl e l e v el s, e a c h i n di c at e d

b y a s p e ci fi c pr e fi x i n t h e v ari a nt d e s cri pti o n ( s e e T a bl e 1. 1 ) 7 4 . T h e pr o c e s s of m a p pi n g t h e

g e n o mi c c o or di n at e s of f e at ur e s fr o m o n e r ef er e n c e b uil d t o a n ot h er ( e. g. fr o m G R C h 3 7 t o

G R C h 3 8 ) i s k n o w n a s lift o v e r 8 2, 8 3 .
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L e v el
V a ri a nt d e s c ri pti o n
p r e fi x

P o siti o n r el ati v e t o

G e n o mi c D N A g.
Fir st n u cl e oti d e of t h e g e n o mi c r ef er-
e n c e s e q u e n c e

C o di n g D N A c.
Fir st n u cl e oti d e of t h e tr a n sl ati o n st art
c o d o n of t h e c o di n g D N A r ef er e n c e s e-
q u e n c e

R N A r.

Fir st n u cl e oti d e of t h e tr a n sl ati o n st art
c o d o n of t h e R N A r ef er e n c e s e q u e n c e
or fir st n u cl e oti d e of t h e n o n c o di n g
R N A r ef er e n c e s e q u e n c e

Pr ot ei n p.
Fir st a mi n o a ci d of t h e pr ot ei n s e-
q u e n c e

T a bl e 1. 1: N u m b eri n g of p o siti o n s i n t h e r ef er e n c e s e q u e n c e a s d e fi n e d b y H G V S. T a bl e a d a pt e d fr o m 7 4

1. 2. 4 H a pl ot y p e s a n d p h a si n g

W hil e g e n eti c v ari a nt s ar e oft e n d e s cri b e d a s i n di vi d u al l o ci s c att er e d a cr o s s t h e g e n o m e, i n r e-

alit y, t h e y ar e n ot i n h erit e d i n i s ol ati o n. I n st e a d, all el e s of g er mli n e v ari a nt s ar e p a s s e d d o w n

i n gr o u p s t h at ori gi n at e fr o m t h e s a m e p ar e nt al c hr o m o s o m e. T hi s n o n-r a n d o m di stri b uti o n of

all el e s i s k n o w n a s li n k a g e dis e q uili b ri u m ( L D ) 8 4 . T h e s p e ci fi c c o m bi n ati o n s of all el e s pr e s e nt

o n t h e s a m e p h y si c al c o p y of a c hr o m o s o m e ar e c all e d h a pl ot y p es 8 5, 8 6 . I n t h e r e g ul ar h u-

m a n g e n o m e, t h er e ar e t w o h a pl ot y p e s f or e a c h of t h e 2 2 a ut o s o m e s: o n e i n h erit e d fr o m t h e

m ot h er a n d o n e fr o m t h e f at h er. F or t h e s e x c hr o m o s o m e s, f e m al e s c arr y t w o h a pl ot y p e s o n

c hr o m o s o m e X, w hil e m al e s c arr y o n e h a pl ot y p e o n c hr o m o s o m e X a n d o n e o n c hr o m o s o m e Y.

I m p ort a ntl y, t h e X a n d Y c hr o m o s o m e s s h ar e s m all h o m ol o g o u s s e g m e nt s k n o w n a s ps e u d o a u-

t os o m al r e gi o ns ( P A R s ) at b ot h e n d s (t h e 5’ a n d 3’ e n d s ), w h er e t h eir s e q u e n c e s ar e i d e nti c al

a n d c a n r e c o m bi n e d uri n g m ei o si s 8 7, 8 8 .

W h e n a g e n o m e i s s e q u e n c e d, t h e r e a d s ar e ali g n e d t o a r ef er e n c e g e n o m e a n d v ari a nt s ar e

c all e d, pr o d u ci n g a li st of l o ci w h er e t h e s e q u e n c e d g e n o m e diff er s fr o m t h e r ef er e n c e. At t hi s

st a g e, it i s p o s si bl e t o d et er mi n e f or e a c h v ari a nt w h et h er a n i n di vi d u al i s h o m o z y g o u s ( b ot h

all el e s i d e nti c al ) or h et er o z y g o u s (t w o diff er e nt all el e s ). H o w e v er, t hi s i nf or m ati o n al o n e d o e s

n ot r e v e al w hi c h all el e s ar e l o c at e d t o g et h er o n t h e s a m e p ar e nt al c hr o m o s o m e – i n ot h er

w or d s, w e l a c k t h e a s si g n m e nt of v ari a nt s t o t h e p at er n al a n d m at er n al h a pl ot y p e s 8 9 . T o r e-

c o n str u ct t hi s arr a n g e m e nt a n d i d e ntif y w hi c h v ari a nt s ar e i n h erit e d t o g et h er, a pr o c e s s c all e d

p h asi n g i s r e q uir e d. P h a si n g r e s ol v e s t h e c hr o m o s o m e- s p e ci fi c p att er n of all el e s, e n a bli n g a

h a pl ot y p e-l e v el vi e w of t h e g e n o m e t h at i s e s s e nti al f or u n d er st a n di n g i n h erit a n c e, c o m p o u n d

h et er o z y g o sit y, a n d t h e c o m bi n e d eff e ct s of m ulti pl e v ari a nt s wit hi n t h e s a m e h a pl ot y p e 8 9, 9 0 .

P h a si n g c a n b e a c hi e v e d dir e ctl y u si n g i n di vi d u al s e q u e n ci n g r e a d s – a m et h o d k n o w n a s r e a d-

b a s e d p h a si n g – w hi c h r eli e s o n s e q u e n ci n g t e c h n ol o g y t o pr o vi d e p h y si c al e vi d e n c e f or h a p-

l ot y p e str u ct ur e 9 0, 9 1 ( Fi g ur e 1. 6 ). T hi s a p pr o a c h t y pi c all y off er s hi g h a c c ur a c y a n d l o w er-
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r or r at e s b ut i s li mit e d b y r e a d l e n gt h a n d c o v er a g e g a p s. St ati sti c al p h a si n g, al s o k n o w n a s

p o p ul ati o n- b a s e d p h a si n g, i s a n i n dir e ct a p pr o a c h t h at u s e s l ar g e p o p ul ati o n d at a s et s t o i m-

p ut e h a pl ot y p e s. W hil e it c a n c o v er g e n o m e r e gi o n s n ot c o n n e ct e d b y s e q u e n ci n g r e a d s, it m a y

p erf or m p o orl y f or r ar e v ari a nt s or i n g e n eti c all y di v er s e p o p ul ati o n s 8 6, 9 1 .

Ali g n m e n t

S e q u e n ci n g r e a d s
f r o m a n i n di vi d u al

R ef e r e n c e g e n o m e

Ali g n e d r e a d s

U n p h a s e d g e n o t y p e

P h a s e d g e n o t y p e

V a ri a n t c alli n g

P h a si n g

F i g u r e 1. 6: O v er vi e w of v ari a nt c alli n g a n d r e a d- b a s e d p h a si n g. Fi g ur e a d a pt e d fr o m 9 2 .

1. 2. 5 P o p ul ati o n- wi d e g e n o mi c d at a a n d g e n eti c e pi d e mi ol o g y

L ar g e- s c al e g e n ot y p e d at a s et s h a v e e n a bl e d n e w i n si g ht s i nt o h u m a n e v ol uti o n ar y hi st or y a n d

a d mi xt ur e 9 3, 9 4 , a n d, w h e n c o m bi n e d wit h cli ni c al, p h e n ot y pi c, or e n vir o n m e nt al d at a, pr o vi d e

u ni q u e o p p ort u niti e s t o d e e p e n o ur u n d er st a n di n g of c o m pl e x tr ait s a n d di s or d er s 9 5 . G e n o m e-

wi d e a s s o ci ati o n st u di e s ( G W A S ) ar e a c e ntr al a p pr o a c h i n g e n eti c s, i n v e sti g ati n g t h e e ntir e

g e n o m e of l ar g e gr o u p s of i n di vi d u al s t o i d e ntif y g e n eti c v ari a nt s st ati sti c all y a s s o ci at e d wit h

s p e ci fi c tr ait s or di s e a s e s 9 6 . U nli k e tr a diti o n al c a n di d at e g e n e st u di e s, G W A S h el p s r e m o v e bi a s

i n g e n e s el e cti o n b y s c a n ni n g t h e e ntir e g e n o m e wit h o ut pri or a s s u m pti o n s, t h er e b y t ar g eti n g

t h e a ct u al g e n e s a s s o ci at e d wit h di s e a s e s 9 7 . T h e g e n eti c m a k e u p of a di s e a s e i s k n o w n a s

it s g e n eti c ar c hit e ct ur e, w hi c h e n c o m p a s s e s t h e n u m b er of g e n eti c v ari a nt s i n v ol v e d, a n d t h e

m a g nit u d e of t h eir eff e ct s o n t h e p h e n ot y p e.

S o- c all e d p ol y g e ni c di s e a s e s ari s e fr o m t h e c o m bi n e d i n fl u e n c e of m a n y g e n eti c v ari a nt s, e a c h

c o ntri b uti n g a s m all eff e ct t o t h e o v er all p h e n ot y p e 9 7 . O n t h e ot h er h a n d, i n m o n o g e ni c di s-

e a s e s, f e w ri s k v ari a nt s i n a si n gl e g e n e wit h a l ar g e eff e ct di sr u pt a p h y si ol o gi c al p at h w a y 9 8 .

S u c h l ar g e- eff e ct v ari a nt s t e n d t o b e r ar e i n p o p ul ati o n s d u e t o t h e n e g ati v e s el e cti o n pr e s s ur e s

t h e y i ntr o d u c e ( s e e Fi g ur e 1. 7 ). W hil e t h e g e n e s h a vi n g e xtr e m e eff e ct s o n di s e a s e s, c a u s-

i n g m o n o g e ni c p h e n ot y p e s, c a n b e diff er e nt fr o m t h o s e wit h mil d i n fl u e n c e, c a u si n g c o m pl e x

tr ait s; t h er e c a n b e s o m e o v erl a p or cr o s st al k b et w e e n m o n o g e ni c di s e a s e- a s s o ci at e d g e n e s a n d

t h o s e t h at c o ntri b ut e t o p ol y g e ni c ri s k 9 7, 9 8 .
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E a c h v ari a nt i d e nti fi e d i n G W A S i s a s si g n e d a n eff e ct si z e v al u e, w hi c h c a n b e u s e d t o q u a ntif y

t h e a g gr e g at e d ri s k of d e v el o pi n g a di s e a s e f or a gi v e n i n di vi d u al. T h e s u m of t h e n u m b er

of ri s k all el e s i n a n i n di vi d u al, w ei g ht e d b y t h eir eff e ct si z e, i s r ef err e d t o a s a p ol y g e ni c ris k

s c o r e ( P R S ) 9 9 – 1 0 1 . A v al u a bl e r e s o ur c e f or G W A S a n al y si s a n d P R S d e v el o p m e nt i s t h e U K

Bi o b a n k, w hi c h i n cl u d e s g e n ot y pi n g d at a fr o m o v er 4 9 0, 0 0 0 p arti ci p a nt s, a s w ell a s e xt e n si v e

p h e n ot y pi c d at a, e n vir o n m e nt al e x p o s ur e s, a n d el e ctr o ni c h e alt h r e c or d s 9 5, 1 0 2 . A d diti o n all y,

t h e G e n o m e A g gr e g ati o n D at a b a s e ( g n o m A D ) pr e s e nt s a d at a s et of g e n eti c v ari a nt s a g gr e g at e d

fr o m o v er 1 4 0, 0 0 0 h u m a n e x o m e s a n d g e n o m e s 7 2 . G W A S a n d P R S pr e di cti o n s e n a bl e d b y s u c h

r e s o ur c e s ar e n o w a v ail a bl e f or m o st n o n- c o m m u ni c a bl e di s or d er s wit h m aj or p u bli c h e alt h

i m p a ct 9 9, 1 0 3 .

V ari a nt s ar e oft e n c h ar a ct eri z e d b y t h eir fr e q u e n c y wit hi n a p o p ul ati o n – c o m m o n v ari a nt s

t y pi c all y h a v e s m all i n di vi d u al eff e ct si z e s, w hil e r ar e v ari a nt s ar e m u c h l e s s pr e v al e nt b ut

m a y h a v e l ar g er eff e ct s o n tr ait s a n d di s e a s e s. D et e cti n g l o w-fr e q u e n c y v ari a nt s i n G W A S i s

c h all e n gi n g b e c a u s e m o st of t h e m ar e n ot c a pt ur e d b y g e n ot y pi n g arr a y s. A s a r e s ult, st a n d ar d

G W A S a p pr o a c h e s ar e b ett er s uit e d f or i d e ntif yi n g c o m m o n v ari a nt s of m o d e st eff e ct t h a n r ar e

v ari a nt s of l ar g e eff e ct 1 0 4 ( Fi g ur e 1. 7 ).

F i g u r e 1. 7: C o m p ari s o n of c o m m o n a n d r ar e g e n eti c v ari a nt s b y t h eir p o p ul ati o n fr e q u e n c y a n d eff e ct
si z e. R ar e v ari a nt s of l o w t o m o d e st eff e ct si z e ar e h ar d t o i d e ntif y i n G W A S, r e s ulti n g i n m o st si g ni fi c a nt
a s s o ci ati o n s f o u n d i n all el e s of fr e q u e n c y of 1 % or hi g h er of m o d er at e t o l o w er eff e ct si z e. Fi g ur e
a d a pt e d fr o m 1 0 4 .

1. 2. 6 S o ci al a n d et hi c al i m pli c ati o n s of di v e r sit y i n g e n o mi c r e s e a r c h

A s i ntr o d u c e d i n S e cti o n 1. 1, all el e fr e q u e n ci e s a n d eff e ct s diff er b et w e e n p o p ul ati o n s. L ar g e

g e n eti c p a n el s ar e pr e d o mi n a ntl y c o m p o s e d of i n di vi d u al s of E ur o p e a n a n c e str y; o v er 9 3 %
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of U K Bi o b a n k p arti ci p a nt s ar e E ur o p e a n 9 5 , a n d a s of 2 0 1 7, a p pr o xi m at el y 7 9 % of all G W A S

p arti ci p a nt s w er e of E ur o p e a n a n c e str y 1 0 5, 1 0 6 . A d diti o n all y, U K Bi o b a n k e x hi bit s a “ h e alt h y

v ol u nt e er bi a s ”: p arti ci p a nt s ar e, o n a v er a g e, h e alt hi er, ol d er, m or e hi g hl y e d u c at e d, a n d of

hi g h er s o ci o- e c o n o mi c st at u s t h a n t h e g e n er al U K p o p ul ati o n 1 0 7, 1 0 8 . S u c h bi a s e s li mit t h e g e n-

er ali z a bilit y of o b s er v e d a s s o ci ati o n s. F or e x a m pl e, w h e n u si n g E ur o p e a n- d eri v e d st ati sti c s t o

c al c ul at e P R S f or 1 7 a nt hr o p o m etri c a n d bl o o d- p a n el tr ait s i n t h e U K Bi o b a n k, pr e di cti o n a c-

c ur a c y dr o p p e d f or n o n- E ur o p e a n p o p ul ati o n s, wit h a 1. 6-f ol d d e cr e a s e f or Hi s p a ni c A m eri c a n

a n d S o ut h A si a n a n c e str y, a n d u p t o a 4. 5-f ol d d e cr e a s e f or Afri c a n a n c e str y 1 0 5 . Si mil arl y, g n o-

m A D h a s r e p ort e d a n a b s e n c e of r e pr e s e nt ati o n fr o m r e gi o n s of A si a, a s w ell a s O c e a ni a a n d

t h e m aj orit y of t h e Afri c a n c o nti n e nt 7 2 .

Si mil arl y t o t h e e x a m pl e of S e cti o n 1. 1, w h er e s e v er al b e ni g n v ari a nt s w er e mi s cl a s si fi e d a s

p at h o g e ni c - l e a di n g t o a s eri e s of mi s di a g n o s e s i n Bl a c k A m eri c a n i n di vi d u al s 1 0 – P R S d eri v e d

fr o m pr e d o mi n a ntl y E ur o p e a n- a n c e str y p a n el s ar e l e s s a c c ur at e f or ot h er p o p ul ati o n s 1 0 0, 1 0 5 .

W hil e a s s o ci ati o n st u di e s a n d t h e c al c ul ati o n of ri s k s c or e s ar e n ot t h e c e ntr al t o pi c s of t hi s t h e-

si s, t h e y s er v e a s w ell- e st a bli s h e d e x a m pl e s of h o w t h e l a c k of di v er sit y i n r ef er e n c e d at a b a s e s

hi n d er s o ur a bilit y t o g e n er ali z e fi n di n g s a n d pr e di cti o n s. T h e s e i s s u e s h a v e al s o m oti v at e d t h e

d e v el o p m e nt of m or e di v er s e g e n o mi c p a n el s, u p o n w hi c h t hi s w or k h e a vil y r eli e s.

T h e 1 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct ( 1 k G P ), l a u n c h e d i n 2 0 0 8 a n d c o n d u ct e d u ntil ar o u n d 2 0 1 5, w a s

a m o n g t h e fir st gl o b al eff ort s t o cr e at e a di v er s e c at al o g of h u m a n g e n eti c v ari ati o n a cr o s s

p o p ul ati o n s. It i n v ol v e d o v er 2, 5 0 0 i n di vi d u al s fr o m 2 6 p o p ul ati o n s w orl d wi d e, u si n g a c o m bi-

n ati o n of l o w- c o v er a g e w h ol e- g e n o m e s e q u e n ci n g a n d hi g h er- c o v er a g e w h ol e- e x o m e s e q u e n c-

i n g 1 0 9 . A n o n y mi z e d, p h a s e d g e n ot y p e s fr o m t h e 1 0 0 0 G e n o m e s p a n el ar e p u bli cl y a v ail a bl e

wit h u nr e stri ct e d a c c e s s.

M or e r e c e ntl y, t h e o n g oi n g All of U s R e s e ar c h Pr o gr a m ai m s t o e nr oll o v er 1 milli o n di v er s e p ar-

ti ci p a nt s fr o m t h e U nit e d St at e s, c oll e cti n g g e n ot y p e d at a, el e ctr o ni c h e alt h r e c or d s, a n d ot h er

c o m pr e h e n si v e p h e n ot y p e d at a 1 1 0 . Si mil arl y, ot h er n ati o n al g e n o m e pr oj e ct s, s u c h a s t h e P R E-

CI S E i niti ati v e i n Si n g a p or e 1 1 1 a n d Bi o b a n k J a p a n 1 1 2 , stri v e t o c a pt ur e t h e g e n eti c di v er sit y of

t h eir r e s p e cti v e p o p ul ati o n s, m a ki n g t h e s e d at a s et s br o a dl y a v ail a bl e t o r e s e ar c h er s 9 5 . T h e s e

pr oj e ct s s h ar e i n c o m m o n t h e c o m mit m e nt t o d at a s h ari n g a n d a g gr e g ati o n a s a t o ol f or i n-

n o v ati o n o n a gl o b al s c al e, d eli v eri n g m or e v al u e a n d gr e at er i n si g ht fr o m alr e a d y e xi sti n g

r e s o ur c e s 1 1 3, 1 1 4 . A s wit h t h e e arl y H u m a n G e n o m e Pr oj e ct, m a ki n g d at a p u bli cl y a v ail a bl e c a n

al s o b e s e e n a s a w a y t o c o u nt er a ct pri v at e c o m p a ni e s’ c o ntr ol o v er s ci e nti fi c k n o wl e d g e 1 1 5 .

C o n s orti a t h at a g gr e g at e d at a fr o m h u n dr e d s of t h o u s a n d s of i n di vi d u al s o p er at e u n d er t h e a s-

s u m pti o n t h at p arti ci p a nt s r e c ei v e e q uit a bl e a n d f air tr e at m e nt, wit h a n e v e n di stri b uti o n of

ri s k s a n d b e n e fit s 1 1 4 . H o w e v er, n u m er o u s e x a m pl e s d e m o n str at e t h at I n di g e n o u s P e o pl e s, mi-

n orit y p o p ul ati o n s, a n d di s a d v a nt a g e d gr o u p s oft e n b e ar gr e at er ri s k s w hil e r e c ei vi n g f e w er

b e n e fit s 1 1 4, 1 1 6 . C a s e s of i n a d e q u at e i nf or m e d c o n s e nt a n d c o n s ult ati o n, a s w ell a s mi si nt er pr e-

t ati o n or mi s u s e of s a m pl e s a n d d at a, hi g hli g ht t h e n e e d f or i m pr o v e d c o m m u nit y i n v ol v e m e nt

a n d o v er si g ht i n r e s e ar c h pr oj e ct s 1 1 4, 1 1 6 – 1 1 8 .
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N ot a bl y , f ail ur e s i n c o n s ult ati o n wit h N ati v e A m eri c a n tri b e s o c c urr e d wit hi n t h e All of U s

pr oj e ct, pr o m pti n g t h e N ati o n al C o n gr e s s of A m eri c a n I n di a n s t o p a s s a r e s ol uti o n ur gi n g t h e

N ati o n al I n stit ut e s of H e alt h t o i m m e di at el y d e v el o p g ui d eli n e s r e q uiri n g i n di vi d u al tri b al n a-

ti o n s t o pr o vi d e c o n s e nt a n d o v er si g ht f or a n y s a m pl e s or d at a c oll e ct e d fr o m t h eir c o m m u nit y

m e m b er s 1 1 4, 1 1 9 . C o n c er n s r e g ar di n g c o n s e nt, o w n er s hi p, a n d a c c e s s t o g e n eti c d at a ar e i n-

cr e a si n gl y a d dr e s s e d b y d at a s o v er ei g nt y a p pr o a c h e s, w hi c h pri oriti z e t h e ri g ht s of i n di vi d u al s

a n d c o m m u niti e s t o c o ntr ol t h eir g e n o mi c i nf or m ati o n. A n e x a m pl e of t hi s i s t h e “ D N A o n

l o a n ” pr ot o c ol, w hi c h e m p h a si z e s t h at bi ol o gi c al s a m pl e s ar e n ot o w n e d b y r e s e ar c h er s b ut

ar e c o n si d er e d “ o n l o a n ” f or t h e s p e ci fi c p ur p o s e a n d d ur ati o n of t h e r e s e ar c h a gr e e d u p o n

wit h t h e d o n or or c o m m u nit y 1 2 0, 1 2 1 . S u c h i niti ati v e s r e fl e ct a gr o wi n g r e c o g niti o n wit hi n t h e

g e n o mi c s c o m m u nit y of t h e i m p ort a n c e of c o m m u nit y p arti ci p ati o n i n r e s e ar c h 1 1 4, 1 1 7, 1 2 2 .

A r e vi e w b y H u d s o n et al. 1 1 4 i d e nti fi e s t hr e e m ai n pri n ci pl e s f or pr o m oti n g b ett er r e s e ar c h

pr a cti c e s: ( 1 ) b uil di n g tr u st wit h c o m m u niti e s t hr o u g h e arl y c o n s ult ati o n a n d p arti ci p ati o n i n

d at a g o v er n a n c e 1 2 3, 1 2 4 ; ( 2 ) e n h a n ci n g i n stit uti o n al a c c o u nt a bilit y t hr o u g h c o m m u nit y- s p e ci fi c

r e vi e w b o ar d s t h at o v er s e e r e s o ur c e s, d at a b a s e s, a n d bi o b a n k s 1 1 7, 1 2 5 ; a n d ( 3 ) i m pr o vi n g e q uit y

b y a p pr o pri at el y di s cl o si n g t h e ori gi n of s a m pl e s, e n s uri n g t h at a n y v al u e g e n er at e d fr o m t h e

d at a i s s h ar e d, a n d all o wi n g s e c o n d ar y u s er s t o e n g a g e wit h t h e r el e v a nt c o m m u niti e s 1 2 6, 1 2 7 .

S e v er al pr oj e ct s alr e a d y i m pl e m e nt t h e s e pri n ci pl e s. T h e A ot e ar o a N e w Z e al a n d V ari o m e i s a

M ā ori-l e d i niti ati v e d e v el o pi n g t h e c o u ntr y’ s g e n o mi c c at al o g u e 1 2 8 . T h e Sil e nt G e n o m e s st u d y

i n Briti s h C ol u m bi a, C a n a d a, c o n s ult s a n d c oll a b or at e s wit h I n di g e n o u s p art n er s, d e v el o pi n g a

g o v er n a n c e str u ct ur e f or a g e n o mi c d at a b a s e a s a cli ni c al t o ol a n d e st a bli s hi n g p oli c y g ui d eli n e s

f or t h e o v er si g ht of bi ol o gi c al s a m pl e s a n d d at a 1 2 1 . S u c h pr oj e ct s ill u str at e g o o d pr a cti c e s f or

t h e i n cl u si o n of di v er s e c o m m u niti e s i n g e n o mi c r e s o ur c e s; h o w e v er, t h eir i nt e gr ati o n i nt o

l ar g er c o n s orti a r e m ai n s a c h all e n g e.

1. 2. 7 P a n g e n o m e s

R e c e ntl y, a n e w a p pr o a c h h a s e m er g e d a s a n alt er n ati v e t o u si n g a si n gl e g e n o m e r ef er e n c e

c o m pl e m e nt e d b y p a n el s of di v er s e g e n ot y p e s. A p a n g e n o m e i s a c o m pr e h e n si v e c oll e cti o n of

g e n o m e s e q u e n c e s fr o m m a n y i n di vi d u al s wit hi n t h e s a m e s p e ci e s, d e si g n e d t o c a pt ur e t h e f ull

br e a dt h of g e n eti c v ari ati o n pr e s e nt i n p o p ul ati o n s. P a n g e n o m e s c a n b e d e s cri b e d i n t er m s

of t h eir c o r e g e n o m e , w hi c h c o nt ai n s s e q u e n c e s s h ar e d b y all i n di vi d u al s, a n d t h e a c c ess o r y

g e n o m e ( al s o k n o w n a s fl e xi bl e or dis p e ns a bl e ), w hi c h c o m pri s e s r e gi o n s a n d all el e s pr e s e nt

o nl y i n s o m e i n di vi d u al s 1 2 9 .

P a n g e n o m e s ar e t y pi c all y r e pr e s e nt e d a s gr a p h s – d at a str u ct ur e s c o m p o s e d of v erti c e s ( n o d e s )

c o n n e ct e d b y e d g e s (li n k s ) – all o wi n g f or a c o m p a ct a n d ef fi ci e nt r e pr e s e nt ati o n ( Fi g ur e

1. 8 ) 1 2 9 . T h e fir st dr aft of t h e h u m a n p a n g e n o m e r ef er e n c e w a s p u bli s h e d i n 2 0 2 2 b y t h e

H u m a n P a n g e n o m e R ef er e n c e C o n s orti u m ( H P R C ) 1 3 0 . T hi s i niti al dr aft w a s a s s e m bl e d u si n g
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hi g h- q u alit y l o n g-r e a d s e q u e n ci n g of 4 7 s a m pl e s fr o m t h e 1 k G P, s el e ct e d t o b e st r e pr e s e nt t h e

i n di vi d u al s u b p o p ul ati o n s i n cl u d e d i n t h e ori gi n al p a n el.

A T T G G G C

A T C G G

G T G A G

A

C

G T G A C C C  C T T A A A  G C A G G

A T T G G G C A T C G G G T G A G A G T G A C C C A A A T T C G C A G G
A T T G G G C - - - - - G T G A G C G T G A C C C C T T A A A G C A G G

F i g u r e 1. 8: E x a m pl e of a p a n g e n o m e gr a p h. Fi g ur e a d a pt e d fr o m 1 3 0 .

T h e pr oj e ct i s o n g oi n g, a n d f ut ur e r el e a s e s ar e e x p e ct e d t o i n cl u d e a m u c h l ar g er a n d m or e

di v er s e s et of g e n o m e s. T h e c urr e nt p a n g e n o m e alr e a d y pr o vi d e s m u c h b ett er c o v er a g e of

t h e w h ol e g e n o m e c o m p ar e d t o t h e G R C h 3 8 r ef er e n c e, a n d i s c o m p ar a bl e t o t h e T 2 T- C H M 1 3

b uil d 1 3 0 . W hil e t h e p a n g e n o m e c a n b e u s e d f or v ari a nt c alli n g aft er ali g n m e nt wit h t h e

G R C h 3 8 r ef er e n c e, pr o d u ci n g p h a s e d g e n ot y p e fil e s 1 3 1 , it s m o st si g ni fi c a nt i m pr o v e m e nt i s

i n t h e a n n ot ati o n of str u ct ur al v ari a nt s (i. e., v ari a nt l o ci l o n g er t h a n 5 0, 0 0 0 b a s e s ) 1 3 0 .

1. 3 M a s s s p e ct r o m et r y- b a s e d p r ot e o mi c s

W hil e g e n o mi c s pr o vi d e s a vi e w of a n or g a ni s m’ s g e n eti c m at eri al, it al o n e c a n n ot c a pt ur e t h e

f ull c o m pl e xit y of bi ol o gi c al s y st e m s 1 3 2 . T h e a ct u al pr e s e n c e a n d a b u n d a n c e of pr ot ei n s —t h e

f u n cti o n al pr o d u ct s of g e n e s — v ar y gr e atl y n ot o nl y b et w e e n ti s s u e s a n d c ell t y p e s, b ut al s o i n

r e s p o n s e t o p h y si ol o gi c al c h a n g e s. F a ct or s s u c h a s di s e a s e, i nj ur y, i nf e cti o n, cir c a di a n r h yt h m,

gr o wt h, a n d a gi n g all i n fl u e n c e w hi c h pr ot ei n s ar e e x pr e s s e d a n d i n w h at q u a ntiti e s at a n y

gi v e n ti m e 1 3 3 – 1 3 5 .

Pr ot e o mi c s i s t h e l ar g e- s c al e st u d y of t h e e ntir e s et of pr ot ei n s, k n o w n a s t h e p r ot e o m e , d et e ct e d

wit hi n a bi ol o gi c al s y st e m s u c h a s a c ell, ti s s u e, or or g a ni s m 1 6, 1 3 6 . Si n c e pr ot ei n s, t h e bl u e-

c oll ar w or k er s of bi ol o g y 1 9 , c arr y o ut m o st c ell ul ar f u n cti o n s a n d dir e ctl y i n fl u e n c e p h e n ot y p e,

pr ot e o mi c s h a s b e c o m e a c or n er st o n e of m o d er n bi o m e di c al r e s e ar c h 1 3 7 .

T h e e arli e st pr ot e o mi c m et h o d s, s u c h a s t w o- di m e n si o n al g el el e ctr o p h or e si s, r eli e d o n a n-

ti b o di e s t o d et e ct a n d q u a ntif y pr ot ei n s s e p ar at e d o n g el s 1 3 8 . T o d a y, af fi nit y- b a s e d m et h o d s

r e m ai n wi d el y u s e d f or pr ot ei n q u a nti fi c ati o n. T h e s e a p pr o a c h e s u s e bi n di n g r e a g e nt s – m o st

c o m m o nl y a nti b o di e s – d e v el o p e d s p e ci fi c all y f or e a c h t ar g et pr ot ei n 1 3 9, 1 4 0 . M o d er n pl atf or m s

s u c h a s O LI N K a n d S o m al o gi c 1 4 1 e m pl o y c ar ef ull y d e si g n e d arr a y s of bi n di n g r e a g e nt s t o pr o b e

br o a d or f o c u s e d p a n el s of pr ot ei n s, off eri n g a hi g h-t hr o u g h p ut a n d l e s s l a b or-i nt e n si v e m e a n s

of q u a nti fi c ati o n, e s p e ci all y i n c o m pl e x s a m pl e s li k e bl o o d pl a s m a 1 4 2 .
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H o w e v er , af fi nit y- b a s e d m et h o d s ar e li mit e d t o d et e cti n g pr ot ei n s i n cl u d e d i n pr e- d e fi n e d p a n-

el s a n d d e p e n d h e a vil y o n t h e a v ail a bilit y a n d s p e ci fi cit y of hi g h- q u alit y bi n di n g r e a g e nt s f or

e a c h pr ot ei n of i nt er e st 1 4 0 . A d diti o n all y, t h e s e m et h o d s d o n ot pr o vi d e s e q u e n c e-l e v el i nf or-

m ati o n, m a ki n g it i m p o s si bl e t o di sti n g ui s h b et w e e n pr ot ei n s e n c o d e d b y diff er e nt h a pl ot y p e s

or alt er n ati v el y s pli c e d tr a n s cri pt s of t h e s a m e g e n e 1 4 3 . F or t hi s r e a s o n, m a s s s p e ctr o m etr y

( M S )- b a s e d a n al y si s i s oft e n c o n si d er e d t h e g ol d st a n d ar d i n pr ot e o mi c s, a s it pr o vi d e s b ot h

s e q u e n c e-l e v el a n d q u a ntit ati v e i nf or m ati o n f or all d et e ct a bl e pr ot ei n s. D e s pit e t e c h ni c al li mi-

t ati o n s i n s e n siti vit y a n d c o v er a g e, M S e n a bl e s gl o b al, u n bi a s e d c h ar a ct eri z ati o n of pr ot e o m e s,

m a ki n g it i n v al u a bl e f or b ot h di s c o v er y a n d t ar g et e d a n al y s e s i n bi o m e di c al r e s e ar c h 1 3 7, 1 4 4 .

1. 3. 1 L a b o r at o r y m et h o d s f o r m a s s s p e ct r o m et r y- b a s e d p r ot e o mi c e x p e ri m e nt s

Pr ot e o mi c e x p eri m e nt s c a n b e p erf or m e d o n a wi d e v ari et y of s a m pl e t y p e s. T y pi c al s a m pl e s

i n cl u d e c ell li n e s c ult ur e d i n t h e l a b or at or y 1 4 5 a s w ell a s fr o z e n ti s s u e s e cti o n s o bt ai n e d fr o m

bi o p si e s or s ur gi c al s p e ci m e n s 1 3 4 . I n a d diti o n t o s oli d ti s s u e s, a br o a d r a n g e of b o d y fl ui d s

– s u c h a s bl o o d pl a s m a, s er u m, c er e br o s pi n al fl ui d, uri n e, a n d br e a st mil k – ar e pr o fil e d t o

i n v e sti g at e b ot h n or m al p h y si ol o gi c al pr o c e s s e s a n d di s e a s e st at e s 1 4 6 .

Pr ot ei n s ar e fir st e xtr a ct e d fr o m t h e bi ol o gi c al s a m pl e u si n g a s uit a bl e l y si s b uff er. T h e b uff er

( e. g., 5 % s o di u m d o d e c yl s ulf at e ( S D S ) ) a n d a d diti o n al tr e at m e nt s li k e s o ni c ati o n a n d h e ati n g

h el p di sr u pt c ell s a n d s ol u bili z e pr ot ei n s w hil e mi ni mi zi n g d e gr a d ati o n 1 4 7 . P air s of c y st ei n e

r e si d u e s wit hi n or b et w e e n pr ot ei n m ol e c ul e s oft e n f or m di s ul fi d e b o n d s. W hil e t h e s e b o n d s

ar e i m p ort a nt f or m ai nt ai ni n g t h e f ol d e d str u ct ur e of t h e pr ot ei n 1 4 8 , i n s a m pl e pr e p ar ati o n,

t h e y ar e r e d u c e d u si n g r e a g e nt s s u c h a s tri s ( 2- c ar b o x y et h yl ) p h o s p hi n e ( T C E P ), f oll o w e d b y

al k yl ati o n ( oft e n wit h i o d o a c et a mi d e ) t o pr e v e nt t h eir r ef or m ati o n 1 4 7 . T hi s st e p e n s ur e s pr o-

t ei n s ar e u nf ol d e d a n d a c c e s si bl e f or e n z y m ati c di g e sti o n.

I n s o- c all e d b ott o m- u p pr ot e o mi c s, pr ot ei n s ar e di g e st e d i nt o p e pti d e s b y pr ot e a s e s, wit h

tr y p si n b ei n g t h e g ol d st a n d ar d 1 4 7, 1 4 9 . T h e r e s ulti n g p e pti d e mi xt ur e i s p uri fi e d t o r e m o v e

r e si d u al s alt s, d et er g e nt s, a n d ot h er c o nt a mi n a nt s, a n d t h e p uri fi e d p e pti d e s ar e dil ut e d t o a p-

pr o pri at e c o n c e ntr ati o n s 1 4 7 . I n li q ui d c hr o m at o gr a p h y c o u pl e d wit h t a n d e m m a s s s p e ctr o m-

etr y ( L C- M S / M S ), t h e p e pti d e s g e n er at e d fr o m pr ot ei n di g e sti o n fir st e nt er t h e li q ui d c hr o-

m at o gr a p h y ( L C ) s y st e m. T y pi c all y, l e s s h y dr o p h o bi c p e pti d e s el ut e fr o m t h e L C c ol u m n f a st er,

w hil e m or e h y dr o p h o bi c p e pti d e s i nt er a ct l o n g er a n d el ut e l at er 1 4 4 , r e d u ci n g t h e n u m b er of

p e pti d e s e nt eri n g t h e m a s s s p e ctr o m et er si m ult a n e o u sl y. T h e ti m e at w hi c h a p e pti d e el ut e s

fr o m t h e c ol u m n i s r ef err e d t o a s it s r et e nti o n ti m e 1 5 0 .

Aft er s e p ar ati o n b y L C, p e pti d e s ar e i o ni z e d i nt o c h ar g e d i o n s t o b e a n al y z e d b y t a n d e m m a s s

s p e ctr o m etr y. T h e i o ni z e d p e pti d e s, r ef err e d t o a s pr e c ur s or s, e nt er t h e m a s s a n al y z er, w h er e

t h eir m a s s-t o- c h ar g e r ati o s (m / z ) a n d i nt e n siti e s ar e m e a s ur e d ( M S 1 ). S el e ct e d pr e c ur s or s ar e

t h e n fr a g m e nt e d, oft e n b y hi g h er- e n er g y c olli si o n al di s s o ci ati o n ( H C D ), pr o d u ci n g fr a g m e nt
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i o n s t h at ar e a n al y z e d i n a s e c o n d m a s s a n al y z er ( M S 2 ) 1 5 1 . T h e M S / M S s p e ctr u m c o n si st s of

t h e m / z a n d i nt e n sit y of t h e fr a g m e nt i o n s.

I n d at a- d e p e n d e nt a c q ui siti o n ( D D A ), o nl y t h e m o st a b u n d a nt pr e c ur s or i o n s d et e ct e d i n t h e

M S 1 s c a n ar e s el e ct e d f or fr a g m e nt ati o n a n d M S 2 a n al y si s. T hi s a p pr o a c h ai m s t o r e d u c e r e-

d u n d a nt pr e c ur s or s el e cti o n a n d m a xi mi z e t h e d e pt h of pr ot e o m e c o v er a g e 1 5 2 . Alt er n ati v el y,

d at a-i n d e p e n d e nt a c q ui siti o n ( DI A ) str at e gi e s s el e ct all pr e c ur s or s wit hi n a s eri e s of d e fi n e d

m / z wi n d o w s f or fr a g m e nt ati o n a n d M S 2. T hi s r e d u c e s t h e bi a s i ntr o d u c e d b y filt eri n g pr e c ur-

s or s 1 5 3 . H o w e v er, si n c e all pr e c ur s or s wit hi n a n m / z wi n d o w ar e fr a g m e nt e d si m ult a n e o u sl y,

t h e r e s ulti n g s p e ctr a ar e m or e c o m pl e x, p o si n g c h all e n g e s f or d at a i nt er pr et ati o n 1 5 3, 1 5 4 . R e-

c e nt a d v a n c e s i n i n str u m e nt ati o n – s u c h a s i n cr e a s e d a c q ui siti o n s p e e d a n d r e d u c e d i s ol ati o n

wi dt h of m / z wi n d o w s 1 5 4 – a s w ell a s i m pr o v e m e nt s i n s oft w ar e f or DI A d at a a n al y si s 1 5 5, 1 5 6

ar e l e a di n g t o DI A gr a d u all y r e pl a ci n g D D A- M S f or m a n y a p pli c ati o n s 1 5 4 .

1. 3. 2 St a n d a r d p r ot e o mi c d at a p r o c e s si n g

R a w s p e ctr a fr o m t h e i n str u m e nt c o nt ai n di s cr et e i nt e n sit y v al u e s f or e a c h m / z at hi g h r e s o-

l uti o n. I niti al pr e pr o c e s si n g st e p s r e m o v e hi g h-fr e q u e n c y n oi s e b y s m o ot hi n g, l o w-fr e q u e n c y

n oi s e b y b a s eli n e c orr e cti o n, a n d d et e ct m e a ni n gf ul p e a k s u si n g o n e of m a n y p e a k pi c ki n g

al g orit h m s 1 5 7, 1 5 8 , r e s ulti n g i n a s p ar s e r e pr e s e nt ati o n of t h e s p e ctr a.

A k e y st e p i n i nt er pr eti n g M S s p e ctr a i s t h e c orr e ct a s si g n m e nt of a p e pti d e s e q u e n c e. M o st

a p pr o a c h e s u s e a d at a b a s e of pr ot ei n s e q u e n c e s t o g e n er at e a li st of e x p e ct e d p e pti d e s, si m ul at-

i n g e n z y m ati c cl e a v a g e of e a c h pr ot ei n s e q u e n c e (i n-sili c o di g e sti o n ). S u c h a li st of all p o s si bl e

p e pti d e s i n t h e c o nt e xt of m a s s s p e ctr o m etr y d at a pr o c e s si n g m a y b e r ef err e d t o a s t h e s e a r c h

s p a c e. F or e a c h p e pti d e, a li st of e x p e ct e d m / z v al u e s f or it s fr a g m e nt i o n s i s g e n er at e d a n d

c o m p ar e d t o t h e e x p eri m e nt al s p e ctr a t o i d e ntif y t h e cl o s e st m at c h. N u m er o u s s oft w ar e t o ol s

h a v e b e e n d e v el o p e d t o m at c h p e pti d e s e q u e n c e s t o m a s s s p e ctr a 1 5 9 – 1 6 2 , c o m m o nl y r ef err e d

t o a s pr ot e o mi c s e a r c h e n gi n es. Aft er s e ar c hi n g, t h e s e t o ol s r e p ort a li st of p e pti d e-s p e ct r u m

m at c h es ( P S M s ).

I n t h e f oll o wi n g, t hi s t h e si s will f o c u s o n D D A m a s s s p e ctr o m etr y, a n d t h u s a s s u m e a si n-

gl e c orr e ct p e pti d e a s si g n m e nt t o e a c h s p e ctr u m. H o w e v er, t hi s i s n ot al w a y s t h e c a s e, a s

e v e n i n D D A, s e v er al pr e c ur s or s m a y b e s el e ct e d f or fr a g m e nt ati o n si m ult a n e o u sl y, r e s ulti n g i n

c hi m eri c s p e ctr a 1 6 3, 1 6 4 . T hi s, a n d t h e a p pli c ati o n t o DI A, will b e f urt h er t o u c h e d u p o n i n t h e

di s c u s si o n.

1. 3. 3 C o n fi d e n c e s c o ri n g a n d e r r o r r at e e sti m ati o n

I d e all y, t h e s e ar c h e n gi n e w o ul d r et ur n a li st c o nt ai ni n g all a n d o nl y t h e p e pti d e s a ct u all y e n-

t eri n g t h e i n str u m e nt. H o w e v er, t h e r e s ulti n g li st of P S M s i n cl u d e s p e pti d e s wr o n gl y a s si g n e d
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t o s p e ctr a (f al s e p o siti v e s ) a n d f ail s t o i d e ntif y p e pti d e s t h at w er e i n f a ct m e a s ur e d (f al s e n e g-

ati v e s ) 1 6 5 . W hil e it i s i m p o s si bl e t o f ull y c o m p e n s at e f or f al s e n e g ati v e s, t h er e ar e e st a bli s h e d

m et h o d s t o c o ntr ol t h e r at e of f al s e p o siti v e s.

B ef or e s e ar c hi n g, t h e pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e c a n b e a p p e n d e d wit h s e q u e n c e s k n o w n n ot

t o b e pr e s e nt i n t h e s a m pl e b ut t h at will g e n er at e t h e or eti c al p e pti d e s wit h i d e nti c al pr e c ur s or

m / z a n d diff er e nt fr a g m e nt ati o n p att er n s. T hi s i s t y pi c all y a c hi e v e d b y r e v er si n g or s h uf fli n g

t h e t a r g et (r e al ) p e pti d e s e q u e n c e s fr o m t h e d at a b a s e 1 6 6 r e s ulti n g i n a s et of d e c o y s e q u e n c e s

t h at ar e s u b mitt e d t o t h e s e ar c h e n gi n e al o n g si d e t h e t ar g et s e q u e n c e s 1 6 7 . T hi s i s c all e d t h e

t a r g et- d e c o y a p pr o a c h 1 6 8 .

T h e li st of P S M s r et ur n e d b y t h e s e ar c h e n gi n e will t h e n i n cl u d e b ot h t ar g et a n d d e c o y m at c h e s.

F or e a c h P S M, a s et of f e at ur e s i s c oll e ct e d t o d e s cri b e t h e q u alit y of t h e m at c h, s u c h a s s e ar c h

e n gi n e s c or e s, a n d ot h er i n di c at or s. Si n c e d e c o y m at c h e s ar e k n o w n t o b e f al s e (i. e., “tr u e

n e g ati v e s ” ), a m a c hi n e l e ar ni n g cl a s si fi c ati o n m o d el c a n b e tr ai n e d t o di s cri mi n at e b et w e e n

n e g ati v e a n d p o siti v e P S M s 1 6 9 . T h e m o d el t h e n a s si g n s a s c or e t o e a c h P S M, a n d t ar g et P S M s

s c ori n g a b o v e a s el e ct e d t hr e s h ol d ar e c o n si d er e d si g ni fi c a nt.

I n al m o st all c a s e s, t hr e s h ol di n g will r e s ult i n a pr o p orti o n of d e c o y P S M s s c ori n g a b o v e t h e

t hr e s h ol d. C o n s e q u e ntl y, s o m e a c c e pt e d t ar g et P S M s will al s o b e i n c orr e ct, a n d st ati sti c al

m e a s ur e s h el p e sti m at e t h e pr e v al e n c e of s u c h mi s cl a s si fi e d si g ni fi c a nt P S M s ( Fi g ur e 1. 9 ).

Gi v e n a s c or e t hr e s h ol d, t h e f als e dis c o v e r y r at e ( F D R ) q u a nti fi e s t h e p er c e nt a g e of t ar g et P S M s

s c ori n g a b o v e t h e t hr e s h ol d t h at ar e e x p e ct e d t o b e i n c orr e ct 1 7 0 . T hi s i s t h e m o st c o m m o nl y

r e p ort e d st ati sti c i n pr ot e o mi c e x p eri m e nt s, a s it d e s cri b e s t h e o v er all q u alit y of a gr o u p of

r e p ort e d P S M s. T h e q- v al u e of a P S M i s t h e mi ni m al F D R t hr e s h ol d at w hi c h t h at P S M w o ul d

b e a c c e pt e d 1 7 0 . F or st ati sti c s d e s cri bi n g t h e q u alit y of i n di vi d u al P S M s, t h e p ost e ri o r e r r o r

p r o b a bilit y ( P E P ) i s r e p ort e d, r e pr e s e nti n g t h e pr o b a bilit y t h at a t ar g et P S M, gi v e n it s s c or e,

i s i n c orr e ct 1 6 5 . B ot h P E Ps a n d q- v al u e s c a n b e e sti m at e d u si n g t h e m o d el tr ai n e d f or s c ori n g

P S M s, a n d ar e t y pi c all y r et ur n e d b y s oft w ar e t o ol s al o n g wit h t h e s c or e f or e a c h P S M. F urt h er

r e s e ar c h o n i d e nti fi c ati o n pr o c e d ur e s i n t h e c o nt e xt of t h e w or k of t hi s t h e si s c a n b e f o u n d i n

A d diti o n al P a p er 1.

It i s i m p ort a nt t o n ot e t h at i n D D A m a s s s p e ctr o m etr y, m ulti pl e P S M s ar e oft e n r e p ort e d f or

e a c h p e pti d e 1 7 1 . W hil e t h e st ati sti c al m et h o d s d e s cri b e d a b o v e c o n si d er s et s of P S M s, i n m a n y

s c e n ari o s o nl y t h e hi g h e st- s c ori n g P S M i s s el e ct e d p er p e pti d e. A p pl yi n g t h e s a m e m et h o d s f or

e sti m ati n g P E Ps a n d q- v al u e s aft er s u c h filt eri n g pr o d u c e s p e pti d e-l e v el st ati sti c s, a n d r e p orti n g

t h e p er c e nt a g e of f al s el y i d e nti fi e d p e pti d e s m a y b e pr ef err e d o v er t h e p er c e nt a g e of i n c orr e ct

P S M s 1 7 1 .

T e c h ni c al li mit ati o n s, s u c h a s t h e r e s ol uti o n a n d s e n siti vit y of m a s s s p e ctr o m etr y, a c c o u nt f or

o nl y s o m e of t h e err or s. W h e n m at c hi n g m a s s s p e ctr a a g ai n st a d at a b a s e w hi c h d o e s n ot f ull y

c a pt ur e t h e r a n g e of p e pti d e s pr e s e nt i n t h e s a m pl e, s e ar c h e n gi n e s will f or c e m at c h e s t o t h e

cl o s e st a v ail a bl e e ntri e s r at h er t h a n t h e tr u e u n d erl yi n g p e pti d e s, or t h e s e s p e ctr a m a y r e m ai n
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C o r r e c t P S M sI n c o r r e c t P S M s

S c o r e

a

x

b

A

B

F D R = B / ( A + B )  P E P = b / ( a + b )

F i g u r e 1. 9: F al s e di s c o v er y r at e s ( F D R ) a n d p o st eri or err or pr o b a biliti e s ( P E P ) c a n b e e sti m at e d b y
m o d eli n g t h e di stri b uti o n s of c orr e ct a n d i n c orr e ct P S M s. Fi g ur e a d a pt e d fr o m 1 6 5 .

u n a s si g n e d 1 7 2 . C o n v er s el y, e x p a n di n g t h e s e ar c h s p a c e e x c e s si v el y i n cr e a s e s t h e c h a n c e s of

r a n d o m P S M s at a gi v e n s c or e, r ai si n g t h e f al s e di s c o v er y r at e 1 7 3 . F al s e a n d mi s si n g p e pti d e

i d e nti fi c ati o n s m a y t h er ef or e b e attri b ut e d t o t h e li mit e d r e pr e s e nt ati v e n e s s of t h e s e ar c h s p a c e,

a n d c h o o si n g w hi c h s e q u e n c e s t o i n cl u d e i n t h e pr ot ei n d at a b a s e i s a criti c al a n d n o n-tri vi al

d e ci si o n.

1. 4 P r ot e o g e n o mi c s

W hil e t h e fi el d s of g e n o mi c s a n d pr ot e o mi c s ar e oft e n pr e s e nt e d a s t w o s e p ar at e s ci e nti fi c

di s ci pli n e s, t h eir o bj e ct s of st u d y ar e i n h er e ntl y i nt er c o n n e ct e d. G e n e s ar e t h e u nit s t h at e n-

c o d e pr ot ei n s, a n d v ari a nt s i n t h e g e n o m e aff e ct b ot h t h eir s e q u e n c e a n d t h eir a b u n d a n c e ( s e e

S e cti o n 1. 2. 2 ). N u m er o u s m et h o d s h a v e b e e n d e v el o p e d t o i nt er c o n n e ct t h e g e n o mi c a n d pr o-

t e o mi c a n al y si s. F or e x a m pl e, wit h r e c e nt a d v a n c e m e nt s i n af fi nit y- b a s e d m et h o d s f or q u a nti-

f yi n g pr ot ei n a b u n d a n c e s, l ar g e- s c al e st u di e s i n v e sti g ati n g g e n o m e- wi d e a s s o ci ati o n s b et w e e n

v ari a nt s i n n o n- c o di n g r e gi o n s a n d pr ot ei n a b u n d a n c e s ar e b e c o mi n g i n cr e a si n gl y p o p ul ar 1 7 4 .

G e n o mi c r e gi o n s w h er e v ari ati o n i s st ati sti c all y a s s o ci at e d wit h t h e a b u n d a n c e of a pr ot ei n ar e

k n o w n a s p r ot ei n q u a ntit ati v e t r ait l o ci ( p Q T L s ) 1 7 5 . F or e x a m pl e, p Q T L st u di e s h a v e i d e nti fi e d

n o v el l o ci a s s o ci at e d wit h P ar ki n s o n’ s di s e a s e 1 7 6 , a s w ell a s t y p e 1 a n d t y p e 2 di a b et e s 1 7 7, 1 7 8 . I n

a d diti o n t o af fi nit y- b a s e d t e c h ni q u e s, s o m e p Q T L st u di e s u s e DI A m a s s s p e ctr o m etr y t o q u a n-

tif y pr ot ei n a b u n d a n c e s. F or i n st a n c e, a r e c e nt st u d y b y Ni u et al. 1 7 9 i d e nti fi e d Q T L s r e g ul ati n g

at l e a st o n e t hir d of all d et e ct e d pr ot ei n s d uri n g p e di atri c d e v el o p m e nt.
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T r a diti o n all y, m a s s s p e ctr o m etr y- b a s e d m et h o d s r el y o n s e ar c hi n g e x p eri m e nt al s p e ctr a a g ai n st

a d at a b a s e of r ef er e n c e pr ot ei n s e q u e n c e s. T h e s e s e q u e n c e s ar e t y pi c all y d eri v e d fr o m t h e

r ef er e n c e g e n o m e s e q u e n c e, w hi c h i s c o m p o s e d of a li mit e d n u m b er of ar bitr aril y s el e ct e d

i n di vi d u al g e n o m e s ( s e e S e cti o n 1. 2. 1 ). T hi s a p pr o a c h a s s u m e s t h at all p e pti d e s p ot e nti all y

pr e s e nt i n t h e s a m pl e ar e r e pr e s e nt e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e. H o w e v er, t hi s a s s u m pti o n c a n

n e v er b e f ull y m et, a s g e n eti c v ari a nt s i n pr ot ei n- c o di n g r e gi o n s alt er a mi n o a ci d s e q u e n c e s,

a n d n o v el pr ot ei n s e q u e n c e s m a y ari s e fr o m u n a n n ot at e d O R F s or alt er n ati v el y s pli c e d tr a n-

s cri pt s 1 7 3 . Si mil arl y, p Q T L st u di e s e m pl o yi n g a nti b o d y- b a s e d t e c h ni q u e s t y pi c all y q u a ntif y o nl y

t h e a b u n d a n c e of e pit o p e s a n d ar e n ot d e si g n e d f or s e q u e n c e-l e v el a n al y si s. T hi s c a n l e a d t o

artif a ct s w h er e i s of or m s or s e q u e n c e v ari a nt s ar e u n d et e ct e d, bi a si n g pr ot ei n q u a nti fi c ati o n. If

u n a c c o u nt e d f or, t h e s e artif a ct s m a y b e f al s el y i d e nti fi e d a s p Q T L s 1 7 4, 1 7 9, 1 8 0 .

W hil e t h e pr ot e o mi c s e ar c h s p a c e c a n n e v er b e tr ul y c o m pl et e, it c a n b e e x p a n d e d b y i n c or-

p or ati n g a d diti o n al i nf or m ati o n fr o m g e n o mi c s a n d tr a n s cri pt o mi c s. T h e s ci e nti fi c fi el d i nt e-

gr ati n g g e n o mi c s a n d pr ot e o mi c s i s k n o w n a s pr ot e o g e n o mi c s 1 7 3, 1 8 1 . T hi s a p pr o a c h e n a bl e s

s y st e m ati c i n v e sti g ati o n of h o w g e n eti c v ari ati o n s h a p e s t h e pr ot e o m e a n d, c o n v er s el y, pr o-

vi d e s e x p eri m e nt al v ali d ati o n f or t h e pr e s e n c e of v ari a nt p e pti d e s a n d n o v el pr ot ei n- c o di n g

l o ci 1 7 3, 1 8 2 ( Fi g ur e 1. 1 0 ).

G e n o mi c s
D N A s e q u e n ci n g

Tr a n s cri pt o mi c s

R N A- s e q
Ri b o s o m e pr ofili n g

P r ot e o mi c s
L C- M S/ M S

Pr ot ei n-l e v el v ali d ati o n, g e n e m o d el r efi n e m e nt

C u st o mi z e d pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e b uil di n g

F i g u r e 1. 1 0: T h e c o n c e pt of pr ot e o g e n o mi c s – a fi el d i nt e gr ati n g g e n o mi c, tr a n s cri pt o mi c, a n d pr o-
t e o mi c a p pr o a c h e s. Fi g ur e a d a pt e d fr o m 1 7 3 .

Si n c e t h eir e m er g e n c e, pr ot e o g e n o mi c a p pr o a c h e s h a v e b e e n wi d el y u s e d i n bi o m ar k er di s-

c o v er y a n d i n t h e i n v e sti g ati o n of di s e a s e- s p e ci fi c g e n eti c v ari a nt s 1 8 3 – 1 8 6 . H o w e v er, w hil e t h e

fi el d of g e n o mi c s h a s e xt e n si v el y r e s e ar c h e d t h e pr e v al e n c e of c o m m o n, r ar e, a n d s o m ati c v ari-

a nt s a n d a s s o ci at e d bi a s e s a n d li mit ati o n s c a u s e d b y a l a c k of di v er sit y i n r ef er e n c e d at a ( s e e

S e cti o n 1. 2. 6 ), k n o wl e d g e i s s p ar s e o n t h e o v er all i m p a ct of c o m m o n g e n eti c v ari ati o n o n t h e

h u m a n pr ot e o m e a n d t h e bi a s e s i ntr o d u c e d b y r ef er e n c e d at a b a s e s i n pr ot e o mi c a n al y s e s.
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1. 4. 1 R ef e r e n c e a n d e xt e n d e d s e q u e n c e d at a b a s e s

R ef er e n c e pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e s pr o vi d e r e pr e s e nt ati v e pr ot ei n s e q u e n c e s f or e a c h k n o w n

g e n e. T h e s e r e s o ur c e s ar e t y pi c all y o pti mi z e d t o pr e s e nt t h e m o st r el e v a nt s et of s e q u e n c e s

f or d o w nl o a d a n d u s e i n s e ar c h e n gi n e s 1 8 7 . I n t hi s t h e si s, t hr e e m aj or r e s o ur c e s pr o vi di n g

r ef er e n c e s e q u e n c e d at a b a s e s f or pr ot e o mi c s ar e c o n si d er e d.

T h e U ni v er s al Pr ot ei n K n o wl e d g e b a s e ( U ni Pr ot K B ) 1 8 8 c o n si st s of a r e vi e w e d, n o n-r e d u n d a nt

d at a b a s e ( S wi s s Pr ot ) pr o vi di n g a si n gl e, r e pr e s e nt ati v e pr ot ei n s e q u e n c e f or e a c h g e n e, a s w ell

a s a n u nr e vi e w e d, c o m p ut ati o n all y a n n ot at e d s et ( Tr E M B L ) t h at i n cl u d e s pr ot ei n s e q u e n c e s

e n c o d e d b y m ulti pl e alt er n ati v el y s pli c e d tr a n s cri pt s f or e a c h g e n e 1 8 8 . T h e R ef er e n c e S e q u e n c e

( R ef S e q ) pr oj e ct, m ai nt ai n e d b y t h e N ati o n al C e nt er f or Bi ot e c h n ol o g y I nf or m ati o n ( N C BI ),

pr o vi d e s a n n ot at e d s et s of g e n o mi c, tr a n s cri pt, a n d pr ot ei n s e q u e n c e r e c or d s 1 8 9 . Si mil ar t o

U ni Pr ot, R ef S e q off er s b ot h m a n u all y c ur at e d a n d c o m p ut ati o n all y pr e di ct e d a n d a n n ot at e d

d at a b a s e s.

E n s e m bl 5 5 i s a pl atf or m t h at i nt e gr at e s a v ail a bl e g e n o mi c d at a f or s p e ci e s a cr o s s t h e tr e e of

lif e. F or h u m a n s a n d c o m m o n m o d el or g a ni s m s, E n s e m bl pr o vi d e s s e q u e n c e a n d a n n ot ati o n

i nf or m ati o n at t h e l e v el of t h e g e n o m e, i n di vi d u al g e n e s, s pli c e d tr a n s cri pt s, a n d pr ot ei n s 5 5 .

D u e t o it s c o m pr e h e n si v e a n n ot ati o n – li n ki n g t h e l o c ati o n s of g e n e s, e x o n s, tr a n s cri pt s, a n d

st art c o d o n s – E n s e m bl i s oft e n u s e d a s t h e r ef er e n c e f or pr ot e o g e n o mi c a n al y s e s. A d diti o n all y,

t h e r e c e nt M at c h e d A n n ot ati o n fr o m N C BI a n d E M B L- E BI ( M A N E ) pr oj e ct 5 4 h a s d e fi n e d a s et of

r e pr e s e nt ati v e tr a n s cri pt s ( a n d c orr e s p o n di n g pr ot ei n s ) f or pr ot ei n- c o di n g g e n e s i n t h e h u m a n

G R C h 3 8 r ef er e n c e g e n o m e, e n s uri n g i d e nti c al a n n ot ati o n b et w e e n E n s e m bl a n d R ef S e q 5 4, 5 5 .

Pr ot e o g e n o mi c a p pr o a c h e s r el y o n s oft w ar e t o ol s t o b uil d u p o n t h e s e r e s o ur c e s a n d e xt e n d

r ef er e n c e d at a b a s e s t o i n cl u d e t h e c o n s e q u e n c e s of g e n eti c v ari a nt s, a s w ell a s n o v el pr ot ei n

s e q u e n c e s e n c o d e d b y n o n- c o di n g R N A s or pr e vi o u sl y u n a n n ot at e d O R F s 1 7 3 . Pr ot e o g e n o mi c

d at a b a s e g e n er ati o n t o ol s t y pi c all y u s e i n-sili c o t r a nsl ati o n, a c o m p ut ati o n al pr o c e s s i n w hi c h

n u cl e oti d e s e q u e n c e s ( D N A or R N A ) ar e s plit i nt o c o d o n s a n d c o n v ert e d i nt o pr e di ct e d pr o-

t ei n s e q u e n c e s 1 8 1 . T h e s e s e q u e n c e s c a n b e g e n er at e d b y a p pl yi n g g e n eti c v ari a nt s t o m o dif y

r ef er e n c e c D N A s e q u e n c e s of s pli c e d tr a n s cri pt s, or b y u si n g tr a n s cri pt o mi c d at a s u c h a s R N A

s e q u e n ci n g or ri b o s o m e pr o fili n g 1 8 1, 1 9 0 . T h e li st of g e n eti c v ari a nt s c a n eit h er b e pr o vi d e d a s

i n p ut t o t h e t o ol 1 9 1 or a ut o m ati c all y r etri e v e d fr o m p u bli c r e s o ur c e s 1 9 2 .

W h e n t h e a n n ot ati o n of t h e O R F i s k n o w n, i n- sili c o tr a n sl ati o n i s str ai g htf or w ar d. H o w e v er,

w h e n w or ki n g wit h n o v el or n o n- c o di n g tr a n s cri pt s, t o ol s oft e n r el y o n si x-f r a m e tr a n sl ati o n.

I n t hi s a p pr o a c h, n u cl e oti d e s c a n b e di vi d e d i nt o c o d o n s i n t hr e e diff er e nt w a y s o n t h e f or w ar d

str a n d a n d t hr e e w a y s o n t h e r e v er s e str a n d. W hil e t hi s m et h o d e n s ur e s t h at n o p ot e nti al

pr ot ei n- c o di n g s e q u e n c e s ar e mi s s e d, it r e s ult s i n si x diff er e nt pr ot ei n e ntri e s f or e a c h s e q u e n c e,

e v e n t h o u g h o nl y o n e i s li k el y t o b e c orr e ct 1 9 0 .

T h e alt er n ati v e a p pr o a c h of u si n g R N A s e q u e n ci n g or ri b o s o m e pr o fili n g pr e s e nt s a d diti o n al
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c h all e n g e s. m R N A a n d pr ot ei n s ar e n ot n e c e s s aril y si m ult a n e o u sl y pr e s e nt i n a s a m pl e: m R N A

c a n b e pr e s e nt i n a c ell at o n e ti m e p oi nt, b ut t h e a c c u m ul ati o n of t h e c orr e s p o n di n g pr ot ei n

m a y o c c ur l at er; si mil arl y, pr ot ei n s m a y b e d et e ct e d i n ot h er l o c ati o n s w h er e t h e m R N A c a n n ot

b e c a pt ur e d 2 0 . A cl a s si c al e x a m pl e i s t h e pr ot ei n i n s uli n, t h at c a n b e d et e ct e d i n bi o fl ui d s b ut

i s pr o d u c e d i n p a n cr e ati c b et a c ell s. A s a r e s ult, e v e n if tr a n s cri pt o mi c a n d pr ot e o mi c d at a

ar e g e n er at e d fr o m t h e s a m e s a m pl e at t h e s a m e ti m e p oi nt, t h e s e q u e n c e d m R N A s m a y n ot

a c c ur at el y r e fl e ct t h e pr ot ei n s pr e s e nt i n t h e s a m pl e.

1. 4. 2 S e q u e n c e v a ri a nt s a n d p r ot e o mi c s

T h e pr o bl e m of mi s si n g v ari a nt p e pti d e s i n st a n d ar d pr ot e o mi c w or k fl o w s g ai n e d att e nti o n i n

c a n c er r e s e ar c h, w h er e t u m or s ar e c h ar a ct eri z e d b y a hi g h r at e of s o m ati c m ut ati o n s 1 9 3, 1 9 4 .

I niti ati v e s s u c h a s t h e Cli ni c al Pr ot e o mi c T u m or A n al y si s C o n s orti u m ( C P T A C ) 1 9 5 h a v e d e m o n-

str at e d t h e i m p a ct of pr ot e o g e n o mi c s, p arti c ul arl y i n o n c ol o g y, b y e n a bli n g t h e i d e nti fi c ati o n

of c a n c er- a s s o ci at e d v ari a nt s a n d n e o a nti g e n s at t h e pr ot ei n l e v el a n d e n h a n ci n g o ur a bilit y t o

li n k g e n eti c c h a n g e s t o f u n cti o n al bi ol o g y 1 8 4, 1 9 5 . R ar e v ari a nt s h a v e al s o b e e n c h ar a ct eri z e d

b y pr ot e o g e n o mi c st u di e s b e y o n d c a n c er. F or e x a m pl e, a d e n o v o S N P i ntr o d u ci n g a pr e m a-

t ur e st o p c o d o n i n N A A 3 0 w a s s h o w n t o di sr u pt t h e N at C- m e di at e d a c et yl ati o n of pr ot ei n

N-t er mi n al, li n k e d t o d e v el o p m e nt al d el a y 1 9 6 . D e n o v o d u pli c ati o n s of t h e A T A D 3 g e n e l o c u s

w er e r e p ort e d t o c a u s e p eri n at al mit o c h o n dri al c ar di a c f ail ur e 1 8 6 .

A p pr o a c h e s t o i n v e sti g ati n g s e q u e n c e v ari a nt s i n pr ot ei n s b y m a s s s p e ctr o m etr y ar e oft e n p er-

f or m e d i n a p er s o n ali z e d m a n n er, w h er e i n di vi d u al w h ol e- g e n o m e, w h ol e- e x o m e, or R N A s e-

q u e n ci n g d at a ar e u s e d t o c o n str u ct pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e s 1 3 4, 1 8 5, 1 9 1 . F urt h er m or e, pr o-

t e o g e n o mi c st u di e s of s e q u e n c e v ari a nt s t y pi c all y f o c u s o n di s e a s e- a s s o ci at e d v ari a nt s t o i d e n-

tif y bi o m ar k er s. S u c h m et h o d s h a v e b e e n a p pli e d i n c a n c er 1 8 4, 1 9 4 a n d i n n e ur o d e g e n er ati v e

di s e a s e s s u c h a s Al z h ei m er’ s di s e a s e 1 9 7 .

W hil e t h e e x p a n si o n of t h e s e ar c h s p a c e i n cr e a s e s t h e li k eli h o o d of r a n d o m m at c h e s, t h e c h al-

l e n g e s of i d e ntif yi n g v ari a nt p e pti d e s r e a c h b e y o n d t hi s i s s u e. V ari a nt p e pti d e s oft e n diff er fr o m

t h eir c a n o ni c al c o u nt er p art s i n a si n gl e a mi n o a ci d. M at c h e s of s p e ctr a ari si n g fr o m v ari a nt

p e pti d e s t o c a n o ni c al s e q u e n c e s ar e t h er ef or e n ot e ntir el y ar bitr ar y, w hil e still b ei n g f al s e 1 7 3 .

A s t h e c urr e nt m et h o d s of F D R e sti m ati o n ar e d e si g n e d t o di sti n g ui s h b et w e e n r a n d o m a n d

n o n-r a n d o m i d e nti fi c ati o n s, f al s e m at c h e s t o v ari a nt p e pti d e s ar e oft e n o v err e pr e s e nt e d i n t h e

r e p ort e d s et s of c o n fi d e nt p e pti d e i d e nti fi c ati o n s 1 3 4, 1 7 3 . W a n g et al. 1 3 4 h a v e c h ar a ct eri z e d t h e

tr a n s cri pt o m e a n d pr ot e o m e of 2 9 h e alt h y h u m a n ti s s u e s, s h o wi n g str o n g diff er e n c e s b et w e e n

t h e a b u n d a n c e of m R N A a n d pr ot ei n i n t h e s a m e s a m pl e, a n d c o n fir mi n g k n o w n c h all e n g e s

a s s o ci at e d wit h i d e ntif yi n g pr ot ei n s e q u e n c e v ari a nt s. O v er all, t hi s st u d y o b s er v e d 7. 4 % of

n o n- s y n o n y m o u s v ari a nt s u n c o v er e d b y W E S i n c o n fi d e ntl y i d e nti fi e d p e pti d e s, 3 2 % of w hi c h

w er e f urt h er e x p eri m e nt all y v eri fi e d 1 3 4 .
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1. 4. 3 P o p ul ati o n- b a s e d st u di e s of p r ot ei n s e q u e n c e v a ri ati o n

P o p ul ati o n- b a s e d st u di e s t h at a c c o u nt f or a mi n o a ci d v ari a nt s i n m a s s s p e ctr o m etr y- b a s e d pr o-

t e o mi c s r e m ai n r el ati v el y r ar e. C a o a n d Xi n g 1 9 1 p erf or m e d a r e- a n al y si s of t hr e e p u bli cl y a v ail-

a bl e m a s s s p e ctr o m etr y t o a c c o u nt f or c o m m o n a n d p o p ul ati o n- s p e ci fi c v ari a nt s r etri e v e d fr o m

G E N C O D E, r e p orti n g a n i n cr e a s e of 0. 3 % i n t h e n u m b er of P S M s 1 9 1 . R o dri g u e s et al. 1 9 8 a n a-

l y z e d 1, 0 6 4 t u m or a n d m at c hi n g bl o o d s a m pl e s fr o m t h e C P T A C d at a s et u si n g c o h ort- s p e ci fi c

pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e s, d et e cti n g o v er 1 8, 0 0 0 g er mli n e v ari a nt s i n P S M s a n d r el ati n g

t h e s e fi n di n g s t o G W A S a n d Q T L st u di e s t o pr o vi d e a c o m pr e h e n si v e vi e w of g er mli n e v ari a-

ti o n’ s i m p a ct o n c a n c er p ati e nt s’ pr ot e o m e s 1 9 8 .

A d diti o n all y, W a n g et al. 1 9 9 b uilt a pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e u si n g 9 7 s a m pl e s fr o m t h e

p a n g e n o m e r ef er e n c e ( s o m e of w hi c h ar e n ot p u bli cl y a v ail a bl e fr o m H P R C ) a n d r e- a n al y z e d

t w o p u bli c m a s s s p e ctr o m etr y d at a s et s, r e p orti n g 4, 9 9 1 n o v el p e pti d e s e q u e n c e s a n d 3, 9 2 1

a mi n o a ci d s u b stit uti o n s.

1. 4. 4 P r ot ei n h a pl ot y p e s

T o ol s f or t h e g e n er ati o n of pr ot e o g e n o mi c s e q u e n c e d at a b a s e s t h at r el y o n u s er- pr o vi d e d or

p u bli c li st s of g e n o mi c v ari a nt s t y pi c all y c o n si d er t h e s e v ari a nt s i n d e p e n d e ntl y, g e n er ati n g

o n e pr ot ei n s e q u e n c e p er alt er n ati v e all el e 9 2 . H o w e v er, a s d e s cri b e d i n S e cti o n 1. 2. 4, all e-

l e s of g er mli n e v ari a nt s ar e i n h erit e d i n gr o u p s fr o m e a c h p ar e nt, r e s ulti n g i n e a c h i n di vi d u al

c arr yi n g t w o u ni q u e c o m bi n ati o n s of all el e s, k n o w n a s h a pl ot y p e s. I n d at a s et s wit h p h a s e d

g e n ot y p e s, t h e a s si g n m e nt of e a c h all el e t o a s p e ci fi c h a pl ot y p e c a n b e d et er mi n e d.

T hi s w a s fir st a d dr e s s e d b y S p o o n er et al. 9 2 , w h o i ntr o d u c e d t h e c o n c e pt of p r ot ei n h a pl o-

t y p es – u ni q u e pr ot ei n s e q u e n c e s e n c o d e d b y s p e ci fi c c o m bi n ati o n s of all el e s ( Fi g ur e 1. 1 1 ).

H a pl os a u r us , a r e s o ur c e a v ail a bl e t hr o u g h E n s e m bl b ot h o nli n e a n d a s a c o m m a n d-li n e t o ol,

e n a bl e s t h e i n s p e cti o n of pr ot ei n h a pl ot y p e s e n c o d e d b y i n di vi d u al g e n e s 9 2 . T hi s t h e si s b uil d s

u p o n t h e c o n c e pt of pr ot ei n h a pl ot y p e s i n t h e c o nt e xt of m a s s s p e ctr o m etr y- b a s e d pr ot e o g e-

n o mi c s.

1. 5 Al g o rit h m s a n d t o ol s f o r hi g h-t h r o u g h p ut o mi c s

T h e c o n c e pt s i ntr o d u c e d s o f ar – g e n o mi c, pr ot e o mi c, a n d pr ot e o g e n o mi c a n al y si s of h u m a n

s a m pl e s - h a v e b e e n e st a bli s h e d n ot o nl y t hr o u g h t h e d e v el o p m e nt of n o v el e x p eri m e nt al m et h-

o d s a n d i n str u m e nt s. E q u all y, t h e y r el y o n t h e e xi st e n c e of r el e v a nt c o m p ut ati o n al m et h o d s a n d

t o ol s e n a bli n g d at a i nt er pr et ati o n, a n d ulti m at el y dri v e n e w s ci e nti fi c di s c o v eri e s 2 2 . W hil e n ot

ai mi n g t o gi v e a n e x h a u sti v e r e vi e w, t hi s s e cti o n i ntr o d u c e s s o m e of t h e f u n d a m e nt al s oft w ar e
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P h a s e d g e n o t y p e s

C o di n g - s e q u e n c e h a pl o t y p e s P r o t ei n h a pl o t y p e s

R ef e r e n c e t r a n s c ri p t

a n n o t a ti o n

V a ri a n t m a p pi n g

I n sili c o
t r a n sl a ti o n

S e q u e n c e
e di ti n g

F i g u r e 1. 1 1: Pr ot ei n h a pl ot y p e s c a n b e o bt ai n e d b y t h e ali g n m e nt of p h a s e d g e n ot y p e d at a wit h s e-
q u e n c e s of s pli c e d tr a n s cri pt, a n d i n- sili c o tr a n sl ati o n. Fi g ur e a d a pt e d fr o m 9 2 .

t o ol s a n d di s c u s s e s t h eir r el e v a n c e t o t h e w or k pr e s e nt e d i n t hi s t h e si s.

1. 5. 1 T o ol s f o r g e n o mi c s

S e q u e n c e a s s e m bl y m et h o d s pl a y a f u n d a m e nt al r ol e i n g e n o mi c s b y e n a bli n g t h e r e c o n str u c-

ti o n of c o m pl et e g e n o m e s e q u e n c e s fr o m t h e milli o n s or billi o n s of D N A fr a g m e nt s g e n er at e d b y

s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s 2 0 0 . T h e s e al g orit h m s m a d e t h e i niti al a s s e m bl y of t h e h u m a n g e n o m e

r ef er e n c e p o s si bl e 2 0 1 a n d r e m ai n e s s e nti al i n e v er y g e n o m e s e q u e n ci n g pr oj e ct. O n c e a r ef er-

e n c e g e n o m e i s a s s e m bl e d, r e a d s fr o m g e n o m e s e q u e n ci n g e x p eri m e nt s c a n b e ali g n e d t o t h e

r ef er e n c e t o i d e ntif y v ari a nt s. W hil e N G S t e c h n ol o gi e s e n a bl e d a br e a kt hr o u g h i n s e q u e n c-

i n g t hr o u g h p ut, t h e u s e of t h e B urr o w s- W h e el er Tr a n sf or m f or i n d e xi n g t h e r ef er e n c e g e n o m e

l e d t o m or e t h a n a t e nf ol d i m pr o v e m e nt i n t h e s p e e d of r e a d ali g n m e nt s w hil e si m ult a n e o u sl y

r e d u ci n g m e m or y f o ot pri nt 2 7, 2 8 .

T h e 1 k G P c at al y z e d m a n y of t h e a d v a n c e s i n t o ol d e v el o p m e nt i n g e n o mi c s. Of hi g h i m p or-

t a n c e w a s t h e d e v el o p m e nt of s p e ci ali z e d d at a fil e f or m at s f or st ori n g r e a d ali g n m e nt s ( S A M )

a n d g e n eti c v ari a nt c all s ( V C F ) 2 0 2 . A c c o m p a n yi n g t h e s e f or m at s ar e t o ol kit s s u c h a s S A Mt o ol s

a n d B C Ft o ol s, w hi c h h a n dl e fil e f or m at c o n v er si o n s, q u er yi n g, st ati sti c s, v ari a nt c alli n g, a n d

v ari a nt eff e ct a n al y si s 2 0 2 .

I n a d diti o n t o r e a d ali g n m e nt a n d v ari a nt c alli n g, p h a si n g al s o r eli e s o n ef fi ci e nt al g orit h m s

a n d s oft w ar e t o ol s. A wi d el y u s e d m et h o d t h at i m pr o v e d t h e a c c ur a c y a n d s p e e d of st ati sti c al

p h a si n g i s t h e S e g m e nt e d H a pl ot y p e E sti m ati o n a n d I m p ut ati o n T o ol ( S H A P EI T ) 2 0 3 . F a st a n d

a c c ur at e r e a d- b a s e d p h a si n g, p arti c ul arl y b e n e fi ci al f or l o n g-r e a d s e q u e n ci n g t e c h ni q u e s, c a n
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b e p erf or m e d u si n g W h at s H a p 2 0 4 . T h e s e al g orit h m s, w hi c h s c al e li n e arl y wit h r e s p e ct t o t h e

n u m b er of r ef er e n c e h a pl ot y p e s ( S H A P EI T ) or t h e n u m b er of v ari a nt l o ci ( W h at s H a p ), ar e

e s s e nti al f or h a pl ot y p e a n al y si s.

T h e s e s et s of t o ol s h a v e e n a bl e d t h e cr e ati o n of g e n o mi c r ef er e n c e s e q u e n c e s a n d p a n el s of

p h a s e d g e n ot y p e s, w hi c h ar e cr u ci al f or t h e pr ot e o g e n o mi c a n al y s e s pr e s e nt e d i n t hi s w or k.

1. 5. 2 T o ol s f o r p r ot e o mi c s

T h e tr a n sf or m ati o n of m a s s s p e ctr o m etr y fr o m a t e c h ni q u e f or c h ar a ct eri zi n g i n di vi d u al, i s o-

l at e d pr ot ei n s t o a hi g h-t hr o u g h p ut a p pr o a c h f or u nt ar g et e d pr ot e o mi c a n al y si s w a s i n p art

e n a bl e d b y t h e d e v el o p m e nt of s e ar c h e n gi n e s oft w ar e t h at a s si g n s p e pti d e s e q u e n c e s t o s p e c-

tr a u si n g a pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e. T h e pi o n e eri n g S E Q U E S T al g orit h m 1 5 9 i n s pir e d t h e

d e v el o p m e nt of s e v er al ot h er s e ar c h e n gi n e s, i n cl u di n g X! T a n d e m 1 6 0 , Cr u x 1 6 1 , M a s c ot 2 0 5 , or

Ti d e 2 0 6 . Aft er t h e d at a b a s e s e ar c h, a s et of f e at ur e s i s c oll e ct e d f or e a c h P S M or p e pti d e, a n d

a m a c hi n e l e ar ni n g m o d el i s u s e d t o e sti m at e q- v al u e s a n d P E Ps f or e a c h e ntr y, all o wi n g t h e

s el e cti o n of a s et of i d e nti fi c ati o n s at a d e sir e d F D R ( s e e S e cti o n 1. 3. 3 ). T h e P er c ol at or al g o-

rit h m 1 6 9 a ut o m ati c all y c o n str u ct s a tr ai ni n g d at a s et fr o m hi g h- s c ori n g t ar g et P S M s a n d d e c o y

P S M s, a n d it er ati v el y tr ai n s a s u p p ort v e ct or m a c hi n e t o p erf or m t h e cl a s si fi c ati o n.

T hi s a p pr o a c h pr e s e nt s a n a d v a nt a g e o v er u si n g a fi x e d, pr e-tr ai n e d m o d el f or e a c h e x p eri-

m e nt, a s t h e c h ar a ct eri sti c s of s p e ctr a a n d t h e di stri b uti o n s of tr u e a n d f al s e P S M s c a n v ar y

b et w e e n e x p eri m e nt s 1 6 9 . A n ot h er a d v a nt a g e of P er c ol at or i s t h at it d o e s n ot r e q uir e a pr e d e-

fi n e d n u m b er of f e at ur e s t o m o d el t h e u n d erl yi n g s c or e di stri b uti o n, all o wi n g t h e a d diti o n of

n o v el f e at ur e s b ett er d e s cri bi n g t h e q u alit y of P S M s 2 0 7 .

I n pr ot e o mi c a p pli c ati o n s t h at r e q uir e a l ar g e s e ar c h s p a c e, s u c h a s pr ot e o g e n o mi c s or t h e

i d e nti fi c ati o n of p o st-tr a n sl ati o n al m o di fi c ati o n s, s e ar c h e n gi n e s t y pi c all y r e p ort hi g h er r at e s

of f al s e p o siti v e m at c h e s 2 0 8 . T o b ett er m o d el t h e s c or e di stri b uti o n a n d di sti n g ui s h b e-

t w e e n r a n d o m a n d tr u e i d e nti fi c ati o n s, n o v el a p pr o a c h e s u s e m a c hi n e l e ar ni n g- b a s e d pr e di c-

t or s t o e xt e n d t h e f e at ur e s p a c e u s e d b y P er c ol at or or si mil ar al g orit h m s 2 0 9 . F or e x a m pl e,

M S 2 PI P 2 1 0 pr e di ct s t h e i nt e n sit y of fr a g m e nt i o n s i n t h e M S 2 s p e ctr u m gi v e n a p e pti d e s e-

q u e n c e, D e e p L C 2 1 1 pr e di ct s t h e e x p e ct e d c hr o m at o gr a p hi c r et e nti o n ti m e, a n d Pr o sit 2 1 2 i s c a-

p a bl e of pr e di cti n g b ot h t h e r et e nti o n ti m e a n d fr a g m e nt i o n i nt e n siti e s. Diff er e n c e s b et w e e n

t h e s e pr e di cti o n s a n d t h e o b s er v e d v al u e s c a n s er v e a s a u xili ar y c o n fi d e n c e m etri c s, i m pr o vi n g

t h e a c c ur a c y of P S M s c ori n g i n P er c ol at or 2 0 9 .

T h e l a c k of a d v a n c e d c o m p ut ati o n al s kill s h a s oft e n b e e n a b arri er pr e v e nti n g r e s e ar c h er s

fr o m u si n g s e ar c h e n gi n e t o ol s a n d i nt er pr eti n g pr ot e o mi c d at a. U s er-fri e n dl y i nt erf a c e s a n d

s oft w ar e s u c h a s Fr a g Pi p e 2 1 3 , M a x Q u a nt 2 1 4 , or P e pti d e S h a k er 2 1 5 h a v e lift e d t hi s b arri er b y

pr o vi di n g a c c e s si bl e pl atf or m s f or d at a a n al y si s. T h e s e t o ol s f a cilit at e d o w n str e a m i nt er pr e-

t ati o n b y c o m bi ni n g o ut p ut s fr o m m ulti pl e s e ar c h e n gi n e s, i nf erri n g pr ot ei n pr e s e n c e fr o m
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p e pti d e i d e nti fi c ati o n s, a n d e n a bli n g i nt uiti v e filt eri n g b y F D R at t h e P S M, p e pti d e, a n d pr o-

t ei n l e v el s 2 1 5 . P e pti d e S h a k er al s o s u p p ort s a ut o m at e d r e a n al y si s of s el e ct e d p u bli cl y a v ail a bl e

pr ot e o mi c d at a s et s 2 1 5 , a n d m or e r e c e ntl y, P e p Q u er y 2 1 6 e n a bl e s a f a st a n d t ar g et e d i d e nti fi c a-

ti o n of a p e pti d e or pr ot ei n s e q u e n c e of i nt er e st i n al m o st a n y p u bli c pr ot e o mi c d at a s et, gr e atl y

i m pr o vi n g p o s si biliti e s of p e pti d e v ali d ati o n a n d di s c o v er y.

1. 5. 3 P r ot e o g e n o mi c d at a b a s e- g e n e r ati o n t o ol s

Pr ot e o g e n o mi c a n al y s e s u s e all of t h e a b o v e- m e nti o n e d m et h o d s t o i n v e sti g at e t h e i nt er pl a y

b et w e e n t h e g e n o m e a n d t h e pr ot e o m e. T h e criti c al st e p t h at bri d g e s g e n o mi c a n d pr ot e o mi c

t o ol s et s i s t h e cr e ati o n of e xt e n d e d pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e s. E arl y a p pr o a c h e s t o c u st o m

d at a b a s e c o n str u cti o n f or pr ot e o g e n o mi c s r eli e d o n e x h a u sti v e si x-fr a m e tr a n sl ati o n of t h e

g e n o m e, g e n e pr e di cti o n, or tr a n sl ati o n of e x pr e s s e d s e q u e n c e t a g s. W hil e c o m pr e h e n si v e,

t h e s e m et h o d s oft e n r e s ult e d i n d at a b a s e s c o nt ai ni n g e xtr e m el y l ar g e n u m b er s of pr ot ei n s e-

q u e n c e s u nli k el y t o b e pr e s e nt i n t h e s a m pl e, h e n c e i n fl ati n g t h e s e ar c h s p a c e a n d m a ki n g

d o w n str e a m a n al y si s c h all e n gi n g 2 1 7 .

A m aj or a d v a n c e m e nt w a s t h e d e v el o p m e nt of i nt e gr at e d t o ol s et s s u c h a s c u st o m Pr o D B 2 1 8 ,

w hi c h all o w u s er s t o cr e at e pr ot ei n d at a b a s e s t h at i n c or p or at e s pli c e v ari a nt s, n o n- c a n o ni c al

O R F s, a n d s a m pl e- s p e ci fi c s et s of v ari a nt s. T h e s e t o ol s w or k dir e ctl y wit h ali g n e d s e q u e n c-

i n g r e a d s a n d V C F, e n a bli n g m or e pr e ci s e a n d r el e v a nt d at a b a s e c o n str u cti o n. M or e r e c e ntl y,

H a pl o s a ur u s 9 2 all o w e d t h e i n s p e cti o n of pr ot ei n h a pl ot y p e s e n c o d e d b y i n di vi d u al g e n e s, a n d

p u bli s h e d a s et of d at a b a s e s of pr ot ei n h a pl ot y p e s d eri v e d fr o m t h e 1 k G P, ali g n e d wit h t h e

G R C h 3 7 r ef er e n c e g e n o m e. S p e ci ali z e d bi oi nf or m ati c s p a c k a g e s s u c h a s p y- p g at k 1 9 2 a n d Pr e-

ci si o n Pr o D B 1 9 1 h a v e f urt h er a ut o m at e d t h e cr e ati o n of c u st o mi z e d pr ot ei n d at a b a s e s. T h e s e

t o ol s c a n d o w nl o a d r ef er e n c e d at a fr o m r e s o ur c e s s u c h a s E n s e m bl a n d u s e V C F fil e s t o ali g n

v ari a nt c all s, g e n er ati n g a s et of e x p e ct e d pr ot ei n s e q u e n c e s wit h l e s s m a n u al i nt er v e nti o n.

1. 5. 4 O p e n- s o u r c e s oft w a r e a n d r e p r o d u ci bl e s ci e n c e

W h et h er w e ar e g at h eri n g a n d a n n ot ati n g a s et of v ari a nt s fr o m a s e q u e n ci n g pr oj e ct, s e ar c hi n g

a m a s s s p e ctr o m etr y d at a s et a g ai n st a s e q u e n c e d at a b a s e a n d filt eri n g t h e r e s ult s t o a gi v e n F D R

t hr e s h ol d, or cr e ati n g a pr ot ei n d at a b a s e fr o m a li st of v ari a nt s, e a c h of t h e s e t a s k s i n v ol v e s

n u m er o u s st e p s. A s n o v el m et h o d s r e q uir e i n cr e a si n gl y c o m pl e x w or k fl o w s, m a n a gi n g e a c h

st e p m a n u all y i s b e c o mi n g i nf e a si bl e 2 1 9 . T o a d dr e s s t hi s, bi oi nf or m ati c t o ol s oft e n a g gr e g at e

diff er e nt st e p s of t h e w or k fl o w i nt o s o- c all e d pi p eli n es . W hil e c u st o m s cri pt s c a n b e writt e n

t o cr e at e pi p eli n e s, w or k fl o w m a n a g e m e nt s y st e m s s u c h a s S n a k e m a k e a n d N e xt fl o w ar e n o w

c o m m o nl y u s e d 2 1 9 . I n t h e s e s y st e m s, u s er s d e fi n e a s eri e s of a n al y si s st e p s a s di sti n ct “r ul e s ”,

e a c h s p e cif yi n g it s r e q uir e d i n p ut, o ut p ut, a n d t h e c o m m a n d s or s cri pt s t o b e e x e c ut e d. T h e

t o ol s a ut o m ati c all y d et er mi n e d e p e n d e n ci e s b et w e e n st e p s a n d c o n str u ct a Dir e ct e d A c y cli c
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Gr a p h t o o pti mi z e t h e e x e c uti o n or d er.

S u c h w or k fl o w m a n a g e m e nt t o ol s ar e e s s e nti al f or t h e r e pr o d u ci bilit y of p u bli s h e d s ci e n-

ti fi c w or k ( Fi g ur e 1. 1 2 ). B y a ut o m ati n g a n d f or m ali zi n g c o m pl e x a n al y si s st e p s i nt o d e fi n e d,

v er si o n- c o ntr oll e d w or k fl o w s, pi p eli n e s m a k e it p o s si bl e t o r e-r u n t h e s a m e s e q u e n c e of st e p s

wit h t h e s a m e p ar a m et er s, s oft w ar e v er si o n s, a n d c o n fi g ur ati o n s - eit h er o n n e w d at a or b y

diff er e nt r e s e ar c h er s - a n d a c hi e v e c o n si st e nt r e s ult s 2 1 9, 2 2 0 .

Lit er at e
pr o gr a m mi n g

C o d e v er si o n
c o ntr ol a n d
p er si st e nt
s h ari n g

C o m p ut e
e n vir o n m e nt

c o ntr ol

P er si st e nt
d at a

s h ari n g

D o c u m e nt ati o n

E n d-t o- e n d a ut o m at e d pr o c e s s

C o nti n u o u s v ali d ati o n

F i g u r e 1. 1 2: M ai n pri n ci pl e s of c o m p ut ati o n al r e pr o d u ci bilit y. Lit er at e pr o gr a m mi n g c o m bi n e s a n al yt-
i c al c o d e wit h h u m a n-r e a d a bl e t e xt; v er si o n c o ntr ol all o w s tr a c ki n g c h a n g e s t hr o u g h t h e d e v el o p m e nt
pr o c e s s; e n vir o n m e nt c o ntr ol r e q uir e s pr o vi di n g s oft w ar e i n c o nt ai n er i m a g e s or e n vir o n m e nt p a c k a g e s;
d at a s h ari n g e n a bl e s r e pr o d u cti o n, a u diti n g, a n d r e u s e; d o c u m e nt ati o n s h o ul d o utli n e t h e c o nt e nt s of
t h e s oft w ar e p a c k a g e, a n d gi v e i n str u cti o n f or u s a g e a n d r e pr o d u cti o n. Fi g ur e a n d c o n c e pt a d a pt e d
fr o m 2 2 0 .

C o n si st e n c y i n s oft w ar e v er si o n s i s a c hi e v e d t hr o u g h t h e u s e of c o nt ai n er s or e n vir o n m e nt s.

C o nt ai n er s ar e c o m pl et e, p ort a bl e s oft w ar e u nit s t h at e n c a p s ul at e a n a p pli c ati o n a n d all it s

d e p e n d e n ci e s ( e. g., li br ari e s, bi n ari e s, a n d c o n fi g ur ati o n fil e s ). Cr e at e d wit h t o ol s li k e D o c k er

or Si n g ul arit y, c o nt ai n er s b u n dl e e v er yt hi n g n e e d e d f or a pr o gr a m t o f u n cti o n, i s ol ati n g it fr o m

t h e h o st o p er ati n g s y st e m a n d mi ni mi zi n g c o m p ati bilit y i s s u e s 2 2 1, 2 2 2 .

E n vir o n m e nt s, m a n a g e d b y t o ol s s u c h a s C o n d a, s p e cif y a c oll e cti o n of s oft w ar e p a c k a g e s a n d

t h eir v er si o n s, e n a bli n g r e pr o d u ci bl e i n st all ati o n of d e p e n d e n ci e s, b ut t h e y o p er at e wit hi n t h e

h o st o p er ati n g s y st e m r at h er t h a n pr o vi di n g f ull i s ol ati o n li k e c o nt ai n er s d o 2 2 3 . B y i nt e gr ati n g

a w or k fl o w m a n a g e m e nt t o ol ( e. g., S n a k e m a k e ) wit h a n e n vir o n m e nt m a n a g er ( e. g., C o n d a ),

o n e c a n cr e at e pi p eli n e s w h er e a si n gl e c o m m a n d will i n st all all d e p e n d e n ci e s a n d e x e c ut e t h e

e ntir e w or k fl o w fr o m st art t o fi ni s h. T h e N e xt fl o w c o m m u nit y h a s t a k e n t hi s a st e p f urt h er
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wit h nf - c o r e 2 2 4 , a s et of t o ol s t o a ut o m at e pi p eli n e cr e ati o n, t e sti n g, d e pl o y m e nt, a n d s y n c hr o-

ni z ati o n. T h e pr oj e ct al s o m ai nt ai n s a c ur at e d c oll e cti o n of pi p eli n e s t h at c a n b e r e a dil y u s e d

b y s ci e nti st s. F or e x a m pl e, t h e pr ot e o g e n o mi c d at a b a s e g e n er ati o n t o ol p y- p g at k i s a v ail a bl e

t hr o u g h t h e p g d b pi p eli n e i n nf- c o r e 1 9 2 .

A c o n c e pt cl o s el y r el at e d t o t h e pri n ci pl e s of r e pr o d u ci bilit y i s o p e n- s o ur c e s oft w ar e ( O S S ).

I n O S S, t h e s o ur c e c o d e i s m a d e fr e el y a v ail a bl e t o t h e p u bli c, all o wi n g a n y o n e t o vi e w, u s e,

m o dif y, a n d di stri b ut e it f or a n y p ur p o s e 2 2 5 . N at ur all y, O S S f o st er s s h ari n g, c o m m u nit y e n-

g a g e m e nt, a n d di al o g u e 2 2 6 – q u aliti e s t h at ar e str o n gl y e n c o ur a g e d b y t h e g ui di n g pri n ci pl e s

of Fi n d a bilit y, A c c e s si bilit y, I nt er o p er a bilit y, a n d R e u s a bilit y ( F AI R ) 2 1 4 . T h e s e pri n ci pl e s h a v e

b e e n f urt h er d et ail e d a n d e xt e n d e d t o r e s e ar c h s oft w ar e a p pli c ati o n s b y t h e F AI R 4 R S W or ki n g

Gr o u p 2 2 7 , a s o utli n e d i n T a bl e 1. 2.

Fi n d a bilit y
S oft w ar e, a n d it s a s s o ci at e d m et a d at a, i s e a s y f or b ot h
h u m a n s a n d m a c hi n e s t o fi n d.

A c c e s si bilit y
S oft w ar e, a n d it s m et a d at a, i s r etri e v a bl e vi a st a n d ar d-
i s e d pr ot o c ol s.

I nt er o p er a bilit y

S oft w ar e i nt er o p er at e s wit h ot h er s oft w ar e b y e x-
c h a n gi n g d at a a n d / or m et a d at a, a n d / or t hr o u g h i nt er-
a cti o n vi a a p pli c ati o n pr o gr a m mi n g i nt erf a c e s ( A PI s ),
d e s cri b e d t hr o u g h st a n d ar d s.

R e u s a bilit y
S oft w ar e i s b ot h u s a bl e ( c a n b e e x e c ut e d ) a n d r e u s a bl e
( c a n b e u n d er st o o d, m o di fi e d, b uilt u p o n, or i n c or p o-
r at e d i nt o ot h er s oft w ar e ).

T a bl e 1. 2: T h e F AI R pri n ci pl e s f or r e s e ar c h s oft w ar e. T a bl e a d a pt e d fr o m 2 2 7 .

R e pr o d u ci bilit y h a s b e e n a c e ntr al f o c u s i n t h e d e v el o p m e nt of t h e s oft w ar e pr e s e nt e d i n t hi s

t h e si s. B y a d h eri n g t o o p e n- s o ur c e pri n ci pl e s a n d u si n g w or k fl o w m a n a g e m e nt t o ol s, all a n al-

y si s st e p s, d e p e n d e n ci e s, a n d c o n fi g ur ati o n s ar e f ull y d o c u m e nt e d a n d r e pr o d u ci bl e. T hi s e n-

s ur e s t h at ot h er r e s e ar c h er s c a n e a sil y r e pr o d u c e t h e r e s ult s, e xt e n d t h e m et h o d s, or a p pl y t h e

s oft w ar e t o n e w d at a s et s.

1. 5. 5 P r ot e o mi c d at a s h a ri n g

D at a s h ari n g i n pr ot e o mi c s a c c el er at e s s ci e nti fi c di s c o v er y, f o st eri n g c oll a b or ati o n a cr o s s t h e

gl o b al r e s e ar c h c o m m u nit y, a n d e n s uri n g t h at r e s ult s of pr ot e o mi c st u di e s ar e r e pr o d u ci bl e 2 2 8 .

Pr ot e o m e X c h a n g e ( P X ) 2 2 9 i s a c o n s orti u m of pr ot e o mi c r e s o ur c e s wit h t h e pri m ar y g o al of

st a n d ar di zi n g a n d di s s e mi n ati n g p u bli c M S pr ot e o mi c d at a s et s. It i nt e gr at e s s e v er al k e y r e-

s o ur c e s, i n cl u di n g t h e Pr ot e o mi c s I d e nti fi c ati o n s ( P RI D E ) 2 3 0 d at a b a s e m ai nt ai n e d b y t h e E u-

r o p e a n Bi oi nf or m ati c s I n stit ut e, a n d t h e M a s s S p e ctr o m etr y I nt er a cti v e Virt u al E n vir o n m e nt

( M a s sI V E ) 2 3 1 m ai nt ai n e d b y t h e U ni v er sit y of C alif or ni a, S a n Di e g o. A n ot a bl e f e at ur e of t h e s e

s y st e m s i s t h e U ni v er s al S p e ctr u m I d e nti fi er ( U SI ) 2 3 2 , a u ni q u e i d e nti fi er t h at c a n b e u s e d t o r e-

tri e v e a si n gl e s p e ctr u m fr o m a s p e ci fi e d d e p o sit e d d at a s et. W h e n a p p e n d e d wit h t h e a s si g n e d
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p e pti d e s e q u e n c e, t h e s p e ctr u m c a n al s o b e vi s u ali z e d wit h a n n ot at e d fr a g m e nt i o n p e a k s.

I n 2 0 2 1, u s er s d o w nl o a d e d a n a v er a g e of 2 1 0, 5 5 5 G B of d at a fr o m P X e a c h m o nt h 2 2 9 , a n d a s of

2 1 A u g u st 2 0 2 5, 2 1, 4 4 2 d at a s et s i n v ol vi n g h u m a n s a m pl e s h a d b e e n d e p o sit e d i nt o P X. H o w-

e v er, w h e n d e ali n g wit h h u m a n pr ot e o mi c d at a, i m pl e m e nti n g F AI R pri n ci pl e s pr e s e nt s c h al-

l e n g e s a s s u c h d at a m a y c o nt ai n s e n siti v e i nf or m ati o n t h at c o ul d c o m pr o mi s e p er s o n al pri v a c y,

a n d p ati e nt s mi g ht n ot h a v e c o n s e nt e d t o s h ari n g t h e s e d at a. Alt er n ati v el y, s u c h d at a i s p u b-

li s h a bl e o nl y vi a c o ntr oll e d a c c e s s r e p o sit ori e s, a c c e s si bl e o nl y t o a ut h ori z e d r e s e ar c h er s 2 2 8 .

1. 6 D at a vi s u ali z ati o n

L o n g b ef or e t h e e m er g e n c e of hi g h-t hr o u g h p ut t e c h n ol o gi e s a n d bi oi nf or m ati c s oft w ar e

pi p eli n e s, vi s u al m et h o d s w er e u s e d t o g ai n i n si g ht fr o m c o m pl e x m e di c al i nf or m ati o n. I n

t h e 1 8 5 0 s, a c e nt ur y b ef or e t h e di s c o v er y of t h e D N A d o u bl e- h eli x str u ct ur e, t h e w or k of J o h n

S n o w m a p pi n g c h ol er a c a s e s i n L o n d o n h el p e d i d e ntif y t h e s o ur c e of t h e o ut br e a k 2 3 3 . Si mi-

l arl y, d uri n g t h e Cri m e a n W ar, Fl or e n c e Ni g hti n g al e’ s c h art s r e v e al e d t h at m or e s ol di er s w er e

d yi n g fr o m pr e v e nt a bl e di s e a s e s t h a n fr o m b attl e w o u n d s ( Fi g ur e 1. 1 3 ), p er s u a di n g a ut h oriti e s

t o i m pr o v e s a nit ar y c o n diti o n s i n milit ar y h o s pit al s 2 3 3, 2 3 4 .

I n t h e o n g oi n g eff ort t o m a n a g e a n d i nt er pr et e v er m or e c o m pl e x d at a s et s, b ot h a ut o m at e d

d at a a n al y si s a n d eff e cti v e d at a vi s u ali z ati o n ar e criti c al 2 3 5, 2 3 6 . F or e x a m pl e, Ritt e n br u c h et

al. 2 3 7 s h o w t h at vi s u al a p pli c ati o n s f a cilit at e eff e cti v e c o m m u ni c ati o n b et w e e n e x p ert s fr o m

di v er s e fi el d s s u c h a s bi ol o g y, c o m p ut er s ci e n c e, a n d m e di ci n e. T o d a y, a s m e di c al a n d lif e

s ci e n c e s r el y o n d at a s ci e n c e m or e t h a n e v er, vi s u ali z ati o n pl a y s a cr u ci al r ol e.

1. 6. 1 P ri n ci pl e s of a b st r a ct d at a vi s u ali z ati o n

W hil e t h er e ar e e x p eri m e nt al m et h o d s t h at pr o d u c e vi s u al o ut p ut wit hi n t h e fi el d of m ol e c ul ar

bi ol o g y, a n d e v e n pr ot e o mi c s 2 3 8 , t h e m et h o d s c e ntr al t o t hi s t h e si s pr o d u c e d at a t h at ar e n u-

m eri c al, a n d a p art fr o m a p o siti o n wit hi n a s e q u e n c e, d o n ot h a v e a s p ati al di m e n si o n. A b str a ct

d at a vi s u ali z ati o n i s f o u n d e d o n pri n ci pl e s of cl arit y a n d ef fi ci e n c y, a n d i s g ui d e d b y s e v er al k e y

fr a m e w or k s. T h e c or e pri n ci pl e s of cl e ar d at a vi s u ali z ati o n s w er e l ai d o ut b y T uft e 2 3 3 , w h o i n-

tr o d u c e d t h e s o- c all e d d at a-i n k r ati o, m a xi mi zi n g t h e pr o p orti o n of s p a c e u s e d t o r e pr e s e nt

a ct u al d at a r el ati v e t o t h e t ot al “i n k ” u s e d i n t h e gr a p hi c. C e ntr al t o t hi s i s t h e dir e cti v e t o

“ s h o w d at a v ari ati o n, n ot d e si g n v ari ati o n ”, w hi c h m e a n s r e d u ci n g or eli mi n ati n g all u n n e c-

e s s ar y vi s u al d e c or ati o n s or r e d u n d a nt el e m e nt s 2 3 3 . F or i n st a n c e, vi s u ali z ati o n s of g e n o m e

a n n ot ati o n s, a s e x e m pli fi e d b y Fi g ur e 1. 1 4, s h o w r el ati v el y d e n s e tr a c k s of el e m e nt s, wit h e v-

er y vi s u al c h a n n el ( p o siti o n, c ol or, l e n gt h, h ei g ht ) e n c o di n g a pr o p ert y i n t h e d at a.

W hil e t h e pri n ci pl e s b y T uft e f o c u s o n t h e st ati c vi s u al cl arit y a n d i nt e grit y of t h e vi s u ali z ati o n
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F i g u r e 1. 1 3: T h e di a gr a m cr e at e d b y Fl or e n c e Ni g hti n g al e, s h o wi n g t h e c a u s e s of d e at h i n t h e Briti s h
Ar m y d uri n g t h e Cri m e a n w ar. P u bli c d o m ai n vi a Wi ki m e di a C o m m o n s.

it s elf, S h n ei d er m a n 2 3 9 a d dr e s s e s h o w u s er s e n g a g e wit h d at a vi s u all y i n a n i nt er a cti v e m a n n er.

Hi s Vi s u al I nf or m ati o n S e e ki n g M a ntr a – O v e r vi e w fi rst, z o o m a n d filt e r, t h e n d et ails o n d e m a n d

– a d v o c at e s fir st pr e s e nti n g a n a c c e s si bl e o v er vi e w t o gi v e c o nt e xt a n d r e v e al l ar g e- s c al e p at-

t er n s, t h e n e n a bli n g z o o mi n g a n d filt eri n g t o f o c u s o n s p e ci fi c s u b s et s wit h o ut l o si n g o v er all

c o nt e xt, a n d fi n all y off eri n g d et ail s o n d e m a n d t o e x pl or e fi n e- gr ai n e d i nf or m ati o n o nl y w h e n

n e e d e d 2 3 9 . G e n o mi c vi s u ali z ati o n s, e s p e ci all y g e n o m e br o w s er s, f oll o w t hi s p att er n, s h o wi n g

t h e o v er vi e w of t h e g e n o m e, b ef or e t h e u s er s el e ct s a s u b s e q u e n c e or s e ar c h e s f or a s p e ci fi c

g e n e, r e v e ali n g a m or e d et ail e d vi e w, a s s h o w n i n Fi g ur e 1. 1 4.

E x p a n di n g o n T uft e, Ki n dl m a n n a n d S c h ei d e g g er 2 4 0 ar g u e t h at w hil e u s ef ul, t h e s e dir e cti v e s

s h o ul d b e u n d er st o o d a s q u aliti e s of g o o d vi s u ali z ati o n s, r at h er t h a n g ui d a n c e o n h o w t o cr e at e

t h o s e. T h e y hi g hli g ht t hr e e a s p e ct s of vi s u ali z ati o n s: t h e str u ct ur e of t h e d at a it s elf, h o w t h e

d at a i s r e pr e s e nt e d i n t h e c o m p ut er, a n d h o w h u m a n s p er c ei v e t h e vi s u al r e s ult. B a s e d o n t h e s e

di sti n cti o n s, t h e y pr o p o s e t hr e e m ai n r ul e s: ( 1 ) c h a n gi n g t h e d at a’ s di git al f or m at s h o ul d n’t

c h a n g e w h at vi e w er s s e e; ( 2 ) if y o u c h a n g e t h e a ct u al d at a, t h e vi s u ali z ati o n s h o ul d c h a n g e t o

s h o w it; a n d ( 3 ) i m p ort a nt c h a n g e s i n t h e d at a s h o ul d b e cl e arl y r e fl e ct e d i n t h e vi s u al s 2 4 0 .

W hil e T uft e e m p h a si z e s d e si g n cl arit y, Ki n dl m a n n f or m ali z e s s y st e m ati c d e si g n pr o c e s s e s, a n d

S h n ei d er m a n g ui d e s u s er i nt er a cti o n, M u n z n er a n d Br e h m er 2 4 1 off er a fr a m e w or k t h at bri d g e s

t h e g a p b et w e e n hi g h-l e v el u s er g o al s a n d l o w-l e v el a cti o n s. T hi s m ulti-l e v el t y p ol o g y c at e-

g ori z e s t h e m oti v ati o n b e hi n d vi s u ali z ati o n t a s k s ( w h y ), t h e t e c h ni q u e s a n d o p er ati o n s u s e d

( h o w ), a n d t h e r el e v a nt d at a or o ut p ut s i n v ol v e d ( w h at ), pr o vi di n g c o n ci s e d e s cri pti o n s f or

vi s u ali z ati o n t a s k s 2 4 1 . T h e s e f o u n d ati o n al pri n ci pl e s u n d er pi n all eff e cti v e d at a vi s u ali z ati o n

t o ol s i n bi oi nf or m ati c s, a s el e cti o n of w hi c h will b e di s c u s s e d b el o w.
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1. 6. 2 Vi s u ali zi n g bi ol o gi c al s e q u e n c e s

U nli k e g e n er al a b str a ct d at a, bi ol o gi c al s e q u e n c e s ( D N A, R N A, a n d pr ot ei n ) ar e n at ur all y s e-

q u e nti all y or d er e d, wit h t h e p o siti o n of e a c h el e m e nt ( e. g., n u cl e oti d e or a mi n o a ci d ) b ei n g

i m p ort a nt f or bi ol o gi c al i nt er pr et ati o n. T hi s stri ct or d eri n g r e q uir e s t h at vi s u ali z ati o n s pr e s er v e

a n d e m p h a si z e t h e li n e ar arr a n g e m e nt of s e q u e n c e el e m e nt s — u nli k e m a n y g e n er al vi s u ali z a-

ti o n s, w hi c h c a n oft e n r e arr a n g e d at a wit h o ut l o s s of m e a ni n g 2 4 2 . A n ot h er di sti n g ui s hi n g

f e at ur e i s t h e s p ar s e di stri b uti o n of bi ol o gi c all y r el e v a nt p att er n s a cr o s s m ulti pl e s c al e s 2 4 2 .

F u n cti o n all y i m p ort a nt m otif s, c o n s er v e d r e gi o n s, or v ari a nt s m a y b e s c att er e d o v er v er y l o n g

s e q u e n c e s, s o m eti m e s s p a n ni n g t e n s of t h o u s a n d s or milli o n s of b a s e s. A s wit h t h e st a n d ar d-

i z e d n u m b eri n g s y st e m s f or v ari a nt l o ci al o n g c hr o m o s o m e s, g e n e s, tr a n s cri pt s, a n d pr ot ei n s

e st a bli s h e d b y H G V S ( s e e S e cti o n 1. 2. 3 ), el e m e nt s i n s e q u e n c e vi s u ali z ati o n s c a n b e m a p p e d

o nt o a x e s t h at m a y u s e diff er e nt s c al e s.

I n g e n o mi c a n d tr a n s cri pt o mi c vi s u ali z ati o n, s p e ci ali z e d t o ol s e n a bl e e x pl or ati o n a n d a n al y si s

of s e q u e n c e d at a. Pl atf or m s s u c h a s t h e I nt e gr ati v e G e n o mi c s Vi e w er 2 4 3 a n d U C S C G e n o m e

Br o w s er ( Fi g ur e 1. 1 4 ) 2 4 4 pr o vi d e c o m pr e h e n si v e e n vir o n m e nt s f or vi e wi n g g e n o mi c i nf or m a-

ti o n, pr e s e nti n g m ulti pl e a n n ot ati o n tr a c k s ali g n e d al o n g a u ni fi e d g e n o mi c c o or di n at e s y st e m.

W hil e t h e w or k pr e s e nt e d i n t hi s t h e si s d o e s n ot b uil d u p o n t h e s e t o ol s dir e ctl y, t h e di s pl a y

of diff er e nt s pli c e alt er n ati v e s of a si n gl e g e n e a s s e p ar at e r o w s, di s pl a yi n g e x o n s a s r e ct a n-

gl e s al o n g a c o m m o n s c al e, a s w ell a s hi g hli g hti n g v ari a nt l o ci b y v erti c al li n e s, pr o vi d e s a w ell

e st a bli s h e d w a y t o di s pl a y t h e g e n o mi c c o nt e xt w h e n vi s u ali zi n g pr ot e o g e n o mi c d at a s et s.

F i g u r e 1. 1 4: T h e I N S g e n e l o c u s s h o w n i n t h e U C S C G e n o m e Br o w s er 2 4 4 .

R e s o ur c e s pr o vi di n g r ef er e n c e s e q u e n c e d at a b a s e s li k e E n s e m bl 5 5 a n d U ni Pr ot 1 8 8 al s o off er i n-

t er a cti v e i nt erf a c e s f or br o w si n g a n d e x pl ori n g t h eir d at a. E n s e m bl f e at ur e s a g e n o m e br o w s er

t h at i nt e gr at e s g e n e a n n ot ati o n s, s e q u e n c e v ari a nt s, a n d tr a n s cri pt s pli ci n g, w hil e U ni Pr ot pr o-

vi d e s vi s u ali z ati o n t o ol s hi g hli g hti n g f u n cti o n al d o m ai n s, p o st-tr a n sl ati o n al m o di fi c ati o n s, a n-

n ot at e d s e q u e n c e f e at ur e s, a n d v ari a nt p o siti o n s wit hi n pr ot ei n s e q u e n c e s.

1. 6. 3 Vi s u ali zi n g p r ot e o mi c d at a

V ari o u s vi s u ali z ati o n a p pr o a c h e s a d dr e s s a d diti o n al a s p e ct s of pr ot e o mi c d at a b e y o n d pr o-

t ei n s e q u e n c e a n al y si s. E xt e n si v e r e s e ar c h h a s f o c u s e d o n vi s u ali zi n g pr ot ei n str u ct ur e s 2 4 5 ,

i n cl u di n g pr ot ei n- pr ot ei n i nt er a cti o n s a n d c o m pl e x e s 2 4 6 , a n d hi g hli g hti n g k e y str u ct ur al f e a-
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t ur e s 2 4 7 . T h e s e str u ct ur al vi s u ali z ati o n s ar e e s s e nti al f or i n v e sti g ati n g pr ot ei n f u n cti o n a n d

m ol e c ul ar m e c h a ni s m s wit hi n t h e c ell ul ar c o nt e xt. Pr ot ei n i nt er a cti o n n et w or k s ar e c o m m o nl y

r e pr e s e nt e d u si n g i nt er a cti v e gr a p h- b a s e d vi s u ali z ati o n s, a s i m pl e m e nt e d i n s e v er al C yt o s c a p e

pl u g-i n s 2 4 8 , oft e n u si n g d at a fr o m t h e S T RI N G d at a b a s e of pr ot ei n i nt er a cti o n s 2 4 9 .

Ot h er vi s u ali z ati o n t o ol s ar e d e si g n e d t o r e pr e s e nt r a w M S pr ot e o mi c d at a f or q u alit y a s s e s s-

m e nt p ur p o s e s. A p pli c ati o n s li k e P e pti d e S h a k er 2 1 5 , P D V 2 5 0 , a n d S k yli n e 2 5 1 off er gr a p hi c s

t o e v al u at e t h e q u alit y a n d r eli a bilit y of pr ot e o mi c s e x p eri m e nt s, i n cl u di n g P S M s. C o m m o n

di s pl a y s i n t h e s e t o ol s i n cl u d e a n n ot at e d m a s s s p e ctr a, w h er e p e a k s c orr e s p o n d t o p e pti d e

fr a g m e nt s, a n d li n e c h art s ill u str ati n g p e pti d e el uti o n pr o fil e s - r e pr e s e nti n g t h e q u a ntit y of

a p e pti d e el ut e d fr o m t h e c hr o m at o gr a p hi c c ol u m n o v er ti m e. T h e u p d at e d v er si o n of P e p-

ti d e S h a k er O nli n e 3 3 e xt e n d s t hi s f u n cti o n alit y b y i nt e gr ati n g vi s u ali z ati o n s of pr ot ei n str u c-

t ur e s a n d i nt er a cti o n n et w or k s i nt o a si n gl e c o m pr e h e n si v e i nt erf a c e. L ar g e m a s s s p e ctr o m etr y

d at a r e p o sit ori e s, s u c h a s P RI D E 2 9 a n d M a s sI V E 2 3 1 , pr o vi d e si mil ar i nt er a cti v e vi s u ali z ati o n s

of m a s s s p e ctr a a n n ot at e d wit h c orr e s p o n di n g fr a g m e nt i o n s ( Fi g ur e 1. 1 5 ). A n y of t h e bil-

li o n s of d e p o sit e d s p e ctr a c a n b e a c c e s s e d u si n g t h e U SI 2 3 2 , m a ki n g it a v al u a bl e r e s o ur c e f or

pr ot e o mi c s d at a a n al y si s a n d v eri fi c ati o n.

F i g u r e 1. 1 5: A n e x a m pl e of a P S M vi s u ali z ati o n, s h o wi n g p e a k s i n t h e s p e ctr u m a n n ot at e d wit h c orr e-
s p o n di n g fr a g m e nt i o n s, a c c e s s e d vi a U SI 2 3 2 i n t h e P RI D E 2 9 r e p o sit or y.

1. 6. 4 E v al u ati o n of vi s u ali s ati o n d e si g n

W hil e t h e c o n c e pt s o utli n e d i n S e cti o n 1. 6. 1 pr o vi d e a fr a m e w or k f or cr e ati n g hi g h- q u alit y

vi s u ali z ati o n t o ol s, v ali d ati n g t h eir d e si g n i s e s s e nti al t o e n s ur e t h at t h e s e t o ol s g e n ui n el y e n-

h a n c e u n d er st a n di n g, s u p p ort a c c ur at e i nt er pr et ati o n, a n d m e et t h e n e e d s of t h eir i nt e n d e d

u s er s 2 5 2 . M u n z n er 2 5 3 i ntr o d u c e d a n e st e d m o d el t h at off er s a str u ct ur e d a p pr o a c h t o vi s u al-

i z ati o n d e si g n a n d v ali d ati o n ( Fi g ur e 1. 1 6 ). T hi s m o d el di vi d e s t h e d e si g n pr o c e s s i nt o f o ur

i nt er c o n n e ct e d l e v el s: u n d er st a n di n g t h e c o nt e xt a n d u s er n e e d s ( d o m ai n pr o bl e m c h ar a ct er-

i z ati o n ), d et er mi ni n g t h e m o st r el e v a nt d at a a n d t a s k s ( d at a a b str a cti o n ), s el e cti n g eff e cti v e

vi s u al r e pr e s e nt ati o n s a n d i nt er a cti o n s ( vi s u al e n c o di n g a n d i nt er a cti o n ), a n d e n s uri n g t h at

c o m p ut ati o n al m et h o d s ef fi ci e ntl y s u p p ort t h e s e c h oi c e s ( al g orit h m d e si g n ) 2 5 3 . T h e n e st e d
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str u ct ur e of t h e m o d el m e a n s t h at d e ci si o n s or err or s at hi g h er l e v el s pr o p a g at e t hr o u g h t h e

s y st e m, m a ki n g e arl y- st a g e cl arit y a n d v ali d ati o n e s p e ci all y i m p ort a nt. T hi s fr a m e w or k w a s

c o n si d er e d d uri n g t h e d e v el o p m e nt of a vi s u ali z ati o n t o ol pr e s e nt e d i n t hi s t h e si s, w hi c h will

b e di s c u s s e d f urt h er.

T hr e at: wr o n g pr o bl e m

V ali d at e: o b s er v e a n d i nt er vi e w t ar g et u s er s

V ali d at e: o b s er v e a d o pti o n r at e s

T hr e at: B a d d at a / o p er ati o n a b str a cti o n

V ali d at e: t e st o n t ar g et u s er s, c oll e ct a n e c d ot al e vi d e n c e of utilit y

V ali d at e: fi el d st u d y, d o c u m e nt h u m a n u s a g e of d e pl o y e d s y st e m

T hr e at: i n eff e cti v e e n c o di n g / i nt er a cti o n t e c h ni q u e

V ali d at e: j u stif y e n c o di n g / i nt er a cti o n d e si g n

V ali d at e: q u alit ati v e / q u a ntit ati v e r e s ult i m a g e a n al y si s

(t e st o n a n y u s er s, i nf or m al u s a bilit y st u d y)

V ali d at e: l a b st u d y, m e a s ur e h u m a n ti m e / err or s f or o p er ati o n

T hr e at: sl o w al g orit h m

V ali d at e: a n al y z e c o m p ut ati o n al c o m pl e xit y

V ali d at e: m e a s ur e s y st e m ti m e / m e m or y

I m pl e m e nt s y st e m

F i g u r e 1. 1 6: A n e st e d m o d el f or vi s u ali z ati o n d e si g n a n d v ali d ati o n. Fi g ur e a d a pt e d fr o m 2 5 3 .

V ari o u s m et h o d s h a v e b e e n d e v el o p e d t o v ali d at e vi s u ali z ati o n s at diff er e nt l e v el s of t hi s m o d el.

W hil e m a n y e v al u ati o n s f o c u s o n h o w w ell a vi s u ali z ati o n c o n v e y s e x pli cit d at a "f a ct s," s u c h

a s v al u e s, r el ati o n s hi p s, a n d tr e n d s 2 5 4 , ot h er s a s s e s s br o a d er q u aliti e s li k e i n si g ht g e n er ati o n

a n d u s er e n g a g e m e nt. I n t h e f oll o wi n g, I will di s c u s s s el e ct e d e x a m pl e s of t h e s e v ali d ati o n

a p pr o a c h e s.

A m o n g t h e si m pl e st a n d m o st c o m m o nl y u s e d v ali d ati o n t o ol s i s t h e S y st e m U s a bilit y S c al e

( S U S ) 2 5 5 , w hi c h u s e s a str u ct ur e d q u e sti o n n air e t o q ui c kl y g a u g e o v er all u s er s ati sf a cti o n a n d

u s a bilit y. S U S pr o vi d e s a si n gl e s c or e b a s e d o n r e s p o n s e s t o 1 0 q u e sti o n s a n d c a n b e e a sil y a p-

pli e d t o a wi d e r a n g e of t o ol s or pr o d u ct s, m a ki n g it u s ef ul f or b e n c h m ar ki n g 2 5 5 . H o w e v er, S U S

l a c k s di a g n o sti c d e pt h. It i n di c at e s w h et h er u s a bilit y i s a c o n c er n b ut d o e s n ot r e v e al s p e ci fi c

i s s u e s or t h eir u n d erl yi n g c a u s e s. T h e I C E- T (I n si g ht, C o n fi d e n c e, E n g a g e m e nt, T a s k s ) fr a m e-

w or k 2 5 4 e v al u at e s vi s u ali z ati o n s b y a s s e s si n g t h e i n si g ht s u s er s g ai n, t h eir c o n fi d e n c e d uri n g

e x pl or ati o n, e n g a g e m e nt l e v el, a n d eff e cti v e n e s s i n t a s k c o m pl eti o n. T hi s fr a m e w or k q u a n-

ti fi e s t h e v al u e of a vi s u ali z ati o n t hr o u g h a s eri e s of l o w-l e v el h e uri sti c s, r at e d b y e v al u at or s

u si n g a st a n d ar di z e d s c al e. A s a m or e d et ail e d a n d vi s u ali z ati o n-f o c u s e d m et h o d, I C E- T i s pri-
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m aril y i nt e n d e d f or u s e b y vi s u ali z ati o n e x p ert s a n d c a n h el p i d e ntif y s p e ci fi c i s s u e s wit hi n a

vi s u ali z ati o n s y st e m 2 5 4 .

A v ari et y of ot h er a p pr o a c h e s ar e al s o a v ail a bl e, i n cl u di n g u s er st u di e s wit h t hi n k- al o u d pr o-

t o c ol s 2 5 6, 2 5 7 , c o g niti v e w al kt hr o u g h s 2 5 8 , or f or m al t a s k- b a s e d p erf or m a n c e a s s e s s m e nt s m e a-

s uri n g s p e e d, a c c ur a c y, a n d err or r at e s 2 5 9, 2 6 0 . I d e all y, a m ulti- m et h o d a p pr o a c h — c o m bi ni n g

q u a ntit ati v e s ur v e y s, q u alit ati v e i nt er vi e w s, a n d t a s k p erf or m a n c e m etri c s — w o ul d pr o vi d e a

c o m pr e h e n si v e vi e w of vi s u ali z ati o n eff e cti v e n e s s a n d s u p p ort it er ati v e d e si g n i m pr o v e m e nt s.

H o w e v er, i m pl e m e nti n g s u c h a p pr o a c h e s c a n b e c h all e n gi n g, a s it r e q uir e s s u b st a nti al r e-

s o ur c e s, ti m e, a n d a c c e s s t o a s uf fi ci e ntl y l ar g e a n d di v er s e gr o u p of u s er s. R e cr uiti n g p ar-

ti ci p a nt s a n d d e si g ni n g a n d c o or di n ati n g e v al u ati o n m et h o d s c a n b e p arti c ul arl y d e m a n di n g

f or s p e ci ali z e d t o ol s wit h a li mit e d u s er b a s e.



2 Ai m s of t h e st u d y

T h e w or k pr e s e nt e d i n t hi s t h e si s ai m s t o a d v a n c e o ur u n d er st a n di n g of h o w c o m m o n h a pl o-

t y p e s i n fl u e n c e pr ot ei n s e q u e n c e s i n h u m a n s, a n d t o i m pr o v e t h e i nt e gr ati o n of g e n eti c i nf or-

m ati o n i nt o pr ot e o mi c a n al y si s, wit h a f o c u s o n a p pli c a bilit y i n pr e ci si o n m e di ci n e.

1. T h e ai m of t h e st u d y pr e s e nt e d i n P a p e r 1 i s t o utili z e t h e c o n c e pt of pr ot ei n h a pl ot y p e s,

u ni q u e pr ot ei n s e q u e n c e s e n c o d e d b y s et s of g e n eti c all el e s i n li n k a g e di s e q uili bri u m, t o

i n v e sti g at e t h e di s c o v er a bilit y of n o v el v ari a nt p e pti d e s e n c o d e d b y h a pl ot y p e s b y m a s s

s p e ctr o m etr y.

2. T h e ai m of t h e st u d y pr e s e nt e d i n P a p e r 2 i s t o pr o vi d e a n o p e n- s o ur c e s oft w ar e pi p eli n e

f or t h e cr e ati o n of s e q u e n c e d at a b a s e s of pr ot ei n h a pl ot y p e s, b a s e d o n p h a s e d g e n ot y p e s

of p o p ul ati o n p a n el s.

3. T h e ai m of t h e st u d y pr e s e nt e d i n P a p e r 3 i s t o pr e s e nt a vi s u al a n d i nt er a cti v e w e b-

b a s e d pl atf or m t o e x pl or e t h e pr ot ei n h a pl ot y p e s e q u e n c e s p o s si bl y e n c o d e d b y h u m a n

g e n e s, a n d t o br o w s e t h e i d e nti fi c ati o n s of v ari a nt p e pti d e s i n p u bli c m a s s s p e ctr o m etr y

d at a.



3 M ai n r e s ult s

3. 1 P a p e r 1

V a ší č e k, J. , S ki a d o p o ul o u, D., K u z n et s o v a, K. G., W e n, B., J o h a n s s o n, S., Nj øl st a d, P. R., Br u c k-

n er, S., K äll, L., V a u d el, M. Fi n di n g H a pl ot y pi c Si g n at u r e s i n P r ot ei n s . Gi g a S ci e n c e 2 0 2 3, 1 2,

gi a d 0 9 3.

T h e fir st st u d y i n v e sti g at e s t h e si g n at ur e s l eft b y c o m m o n h a pl ot y p e s i n pr ot ei n s e q u e n c e s

a n d t h eir di s c o v er a bilit y u si n g m a s s s p e ctr o m etr y. F oll o wi n g e n z y m ati c di g e sti o n, pr ot ei n h a p-

l ot y p e s pr o d u c e p e pti d e s cl a s si fi e d i nt o t hr e e c at e g ori e s: ( 1 ) c a n o ni c al p e pti d e s , e n c o d e d

b y g e n e r e gi o n s wit h o ut alt er n ati v e all el e s t h at c h a n g e t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e; ( 2 ) si n gl e-

v a ri a nt p e pti d e s , w h er e o n e alt er n ati v e all el e pr o d u c e s a n o n- s y n o n y m o u s c h a n g e; a n d ( 3 )

m ulti v a ri a nt p e pti d e s , i n w hi c h t w o or m or e all el e s i n L D e n c o d e n o n- s y n o n y m o u s c h a n g e s

wit hi n t h e s a m e p e pti d e.

T o d e m o n str at e t h e utilit y of t hi s a p pr o a c h, w e u s e d a d at a b a s e of c o m m o n pr ot ei n h a pl o-

t y p e s, b uilt fr o m t h e 1 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct ( P h a s e 3, G R C h 3 7 ) b y S p o o n er et al. 9 2 . T hr o u g h

i n- sili c o tr y pti c di g e sti o n a n d p e pti d e ali g n m e nt, w e f o u n d t h at 7. 8 2 % of t h e h u m a n pr ot e o m e

c a n p ot e nti all y b e m a p p e d t o v ari a nt p e pti d e s. S p e ci fi c all y, of 1 0 2, 5 9 5 a mi n o a ci d s u b stit u-

ti o n s e n c o d e d b y c o m m o n h a pl ot y p e s, 1 2. 4 2 % c o ul d b e di s c o v er a bl e i n m ulti v ari a nt p e pti d e s

( Fi g ur e 3. 1 ).

R e a n al y zi n g r a w m a s s s p e ctr o m etr y fil e s fr o m h e alt h y t o n sil ti s s u e p u bli s h e d b y W a n g et

al. 1 3 4 , w e a s s e s s e d t h e pr e v al e n c e a n d q u alit y of s p e ctr a m at c hi n g m ulti v ari a nt p e pti d e s. Af-

t er d at a b a s e s e ar c h, w e d et e ct e d alt er n ati v e all el e s f or 4, 5 8 2 v ari a nt s, 6. 3 7 % of w hi c h w er e

f o u n d i n m ulti v ari a nt p e pti d e s. O v er all, o nl y 0. 6 % of all r e p ort e d P S M s c orr e s p o n d e d t o v ari-

a nt p e pti d e s - a pr o p orti o n l o w er t h a n t h e e x p e ct e d 1 % err or r at e. T o a d dr e s s r eli a bilit y, w e

pr e s e nt f urt h er e vi d e n c e s u p p orti n g s el e ct e d m ulti v ari a nt p e pti d e m at c h e s t hr o u g h pr e di ct e d

fr a g m e nt i o n i nt e n siti e s ( M S 2 PI P 2 1 0 ) a n d a d diti o n al v ali d ati o n b y P e p Q u er y 2 1 6 .

A s a n e x a m pl e, w e hi g hli g ht a m ulti v ari a nt p e pti d e e n c o d e d b y t h e a cti n-li k e d o m ai n of t h e

P O T EI g e n e, diff eri n g fr o m c a n o ni c al a cti n i n a si n gl e a mi n o a ci d r e si d u e. W e e m p h a si z e
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t h at wit h o ut i n cl u di n g t h e r el e v a nt P O T EI pr ot ei n h a pl ot y p e s i n t h e s e ar c h d at a b a s e, s p e ctr a

ari si n g fr o m t h e s e v ari a nt p e pti d e s w o ul d li k el y b e ar bitr aril y a s si g n e d t o a cti n, d e m o n str ati n g

t h e i m p ort a n c e of h a pl ot y p e- a w ar e pr ot e o mi c a n al y s e s.

F i g u r e 3. 1: C o v er a g e of t h e h u m a n pr ot e o m e b y v ari a nt tr y pti c p e pti d e s, a n d di s c o v er a bilit y of a mi n o
a ci d s u b stit uti o n s. Pr ot e o m e c o v er a g e i s e x pr e s s e d a s t h e pr o p orti o n of r e si d u e s t h at m a y m a p t o at
l e a st o n e v ari a nt p e pti d e, a s ill u str at e d i n p art B.
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3. 2 P a p e r 2

V a ší č e k, J. , K u z n et s o v a, K. G., S ki a d o p o ul o u, D., U n g er, L., C h er a, S.;, G hil a, L. M., B a n d eir a,

N., Nj øl st a d, P. R., J o h a n s s o n, S., Br u c k n er, S., K äll, L., V a u d el, M. P r o H a p E n a bl e s H u-

m a n P r ot e o mi c D at a b a s e G e n e r ati o n A c c o u nti n g f o r P o p ul ati o n Di v e r sit y . N at u r e M et h o ds

2 0 2 5, 1 2, 2 7 3 – 2 7 7.

I n P a p er 1, w e u s e d a pr ot ei n h a pl ot y p e d at a b a s e g e n er at e d b y H a pl o s a ur u s 9 2 b a s e d o n t h e

G R C h 3 7 g e n o m e b uil d, w hi c h o nl y i n cl u d e d a mi n o a ci d s u b stit uti o n s, e x cl u di n g i n s erti o n s,

d el eti o n s, a n d l o s s of st o p c o d o n s. A s H a pl o s a ur u s i s m e a nt t o i n v e sti g at e s p e ci fi c pr ot ei n s

wit h a f o c u s o n dr u g d e si g n, a h a pl ot y p e- a w ar e d at a b a s e- g e n er ati o n t o ol s uit a bl e f or m a s s

s p e ctr o m etr y- b a s e d pr ot e o mi c s w a s mi s si n g.

T o o v er c o m e t h e s e li mit ati o n s, t h e P a p er 2 i ntr o d u c e s P r o H a p , a P yt h o n- b a s e d s oft w ar e

pi p eli n e d e si g n e d t o ef fi ci e ntl y cr e at e c o m pr e h e n si v e pr ot ei n h a pl ot y p e s e q u e n c e d at a b a s e s

fr o m p h a s e d g e n ot y p e d at a s et s ( Fi g ur e 3. 2 A ). Al o n g si d e Pr o H a p’ s r el e a s e, w e pr o vi d e t hr e e

s et s of pr ot ei n d at a b a s e s d eri v e d fr o m m aj or p o p ul ati o n g e n o mi c s r e s o ur c e s: t h e 1 0 0 0

G e n o m e s Pr oj e ct P h a s e 3 ali g n e d t o t h e G R C h 3 8 r ef er e n c e g e n o m e 2 6 1 , t h e H R C R el e a s e 1. 1 8 6 ,

a n d t h e H u m a n P a n g e n o m e R ef er e n c e C o n s orti u m R el e a s e 1 1 3 0 .

I n- sili c o di g e sti o n of t h e 1 0 0 0 G e n o m e s- d eri v e d d at a b a s e s r e v e al e d t h at t h e s et of pr ot ei n s e-

q u e n c e s d eri v e d fr o m i n di vi d u al s of Afri c a n a n c e str y e x hi bit s a l ar g er fr a cti o n of t h e pr ot e o m e

m a p pi n g t o v ari a nt p e pti d e s, y et all fi v e s u p er p o p ul ati o n s s h o w e d at l e a st 9 % of t h e pr ot e o m e

p ot e nti all y attri b ut a bl e t o v ari a nt p e pti d e s ( Fi g ur e 3. 2 B ). T hi s s u g g e st s t h at si mil arl y t o t h e

bi a s e s r e p ort e d i n g e n o mi c a s s o ci ati o n st u di e s 1 0 5 , u si n g o nl y c a n o ni c al pr ot ei n d at a b a s e s i n

m a s s s p e ctr o m etr y cr e at e d bi a s e s a g ai n st p o p ul ati o n s wit h diff er e nt h a pl ot y pi c str u ct ur e s.

T h e a n al y si s of i n- sili c o di g e st e d p e pti d e s al s o s u g g e st e d t h at u si n g h a pl ot y p e- a w ar e d at a b a s e s

i s a d v a nt a g e o u s e v e n w h e n w or ki n g wit h i n di vi d u al s of E ur o p e a n or E a st A si a n a n c e str y. T o

v ali d at e t h eir pr a cti c al utilit y, w e s e ar c h e d a bl o o d pl a s m a pr ot e o mi c s 2 6 2 d at a s et a g ai n st t h e

pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e cr e at e d b y Pr o H a p fr o m t h e E ur o p e a n s u p er p o p ul ati o n i n t h e 1 0 0 0

G e n o m e s d at a s et. A m o n g t h e i d e nti fi e d v ari a nt p e pti d e s, w e hi g hli g ht f o ur s p e ci fi c e x a m-

pl e s, i d e nti fi e d r e s p e cti v el y i n 4 4, 3 9, 1 3, a n d 1 2 of t h e 5 2 i n di vi d u al s i n cl u d e d i n t h e st u d y.

A d diti o n all y, w e a n al y z e d m a s s s p e ctr o m etr y d at a fr o m a st e m c ell e x p eri m e nt f or w hi c h

d o n or g e n ot y p e s ar e p u bli cl y a v ail a bl e. U si n g Pr o H a p, w e c o n str u ct e d a p er s o n ali z e d pr o-

t ei n d at a b a s e r e fl e cti n g t h e d o n or’ s h a pl ot y p e s. T hi s a n al y si s i d e nti fi e d p e pti d e s e n c o d e d b y

b ot h t h e r ef er e n c e a n d t h e alt er n ati v e all el e f or 8 7 l o ci i n t h e g e n o m e w h er e t h e d o n or i s

k n o w n t o b e h et er o z y g o u s. A d diti o n all y, a m ulti v ari a nt p e pti d e m a p pi n g t o a h a pl ot y p e of t h e

C A P 1 pr ot ei n w a s i d e nti fi e d, c o nt ai ni n g fi v e a mi n o a ci d s u b stit uti o n s.
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F i g u r e 3. 2: A: O v er vi e w of t h e Pr o H a p pi p eli n e t o cr e at e pr ot ei n h a pl ot y p e d at a b a s e s fr o m p h a s e d
g e n ot y p e d at a s et s. B: C o v er a g e of t h e pr ot e o m e b y v ari a nt p e pti d e s i n t h e d at a b a s e s d eri v e d fr o m t h e
fi v e s u p er p o p ul ati o n s i n cl u d e d i n t h e 1 0 0 0 G e n o m e s p a n el s h o w s a hi g h er p er c e nt a g e of t h e pr ot e o m e
m a p pi n g t o v ari a nt p e pti d e s i n t h e Afri c a n s u p er p o p ul ati o n.
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3. 3 P a p e r 3

V a ší č e k, J. , S ki a d o p o ul o u, D., K u z n et s o v a, K. G., K äll, L., V a u d el, M., Br u c k n er, S. P r o H a p

E x pl o r e r: Vi s u ali zi n g H a pl ot y p e s i n P r ot e o g e n o mi c D at a s et s . I E E E C o m p ut e r G r a p hi cs a n d

A p pli c ati o ns 2 0 2 5, 4 5 ( 5 ), 6 4- 7 7.

I n b ot h P a p er 1 a n d P a p er 2, w e h a v e pr e s e nt e d n o v el a p pr o a c h e s t o bri d g e t h e i nt er pr et ati o n of

pr ot e o mi c a n d g e n o mi c d at a s et s. G e n eti c v ari a nt s ( c o m bi n e d i nt o h a pl ot y p e s ), a n n ot ati o n s of

e x o n s a n d o p e n r e a di n g fr a m e s, p e pti d e i d e nti fi c ati o n s i n m a s s s p e ctr o m etr y d at a s et s, a n d t h e

a s s o ci at e d c o n fi d e n c e m etri c s ar e c o n si d er e d t o g et h er, e n a bli n g a c o m pr e h e n si v e e x pl or at or y

a n al y si s. U ntil n o w, vi s u ali z ati o n t o ol s h a v e pri m aril y f o c u s e d o n eit h er g e n o mi c s or pr ot e o mi c s

i n d e p e n d e ntl y, l a c ki n g a n i nt e gr ati v e pl atf or m t o e x pl or e t h e c o m pl e x r el ati o n s hi p s b et w e e n

g e n eti c v ari ati o n a n d pr ot e o mi c e vi d e n c e.

T hi s w or k i ntr o d u c e s P r o H a p E x pl o r e r , a w e b- b a s e d i nt er a cti v e vi s u ali z ati o n t o ol d e si g n e d t o

bri d g e t hi s g a p b y e n a bli n g r e s e ar c h er s t o i n v e sti g at e t h e i n fl u e n c e of c o m m o n h u m a n h a pl o-

t y p e s o n pr ot ei n s e q u e n c e s i n br e a dt h a n d d e pt h. T h e pr e s e nt e d a p pr o a c h m o d el s pr ot e o g e-

n o mi c d at a a s a gr a p h a cr o s s f o ur pri m ar y l a y er s: g e n e, tr a n s cri pt, pr ot ei n, a n d p e pti d e. T o

c o nt e xt u ali z e e x p eri m e nt al d at a, a d diti o n al n o d e s i n t h e gr a p h r e pr e s e nt m a s s s p e ctr a a n d

bi ol o gi c al s a m pl e s. Pr o H a p E x pl or er f e at ur e s a d u al- vi e w i nt erf a c e f a cilit ati n g tr a n siti o n s b e-

t w e e n br o a d e x pl or ati o n a n d i n- d e pt h g e n e-l e v el a n al y si s. T h e E x pl or e Vi e w off er s a n o v er vi e w

of all h u m a n g e n e s, di s pl a yi n g c o v er a g e a n d v ari ati o n i n m a s s s p e ctr o m etr y d at a s et s, w hil e

t h e D et ail Vi e w all o w s d et ail e d e x a mi n ati o n of pr ot ei n s e q u e n c e s e n c o d e d b y o n e g e n e, c orr e-

s p o n di n g tr a n s cri pt s, s pli c e v ari a nt s, a n d p e pti d e i d e nti fi c ati o n s. B ot h vi e w s i n cl u d e i nt er a cti v e

vi s u ali z ati o n s a n d e x p ort a bl e d at a t a bl e s, e n h a n ci n g u s er a c c e s si bilit y.

Pr o H a p E x pl or er’ s pr a cti c al utilit y i s e x e m pli fi e d t hr o u g h c a s e st u di e s w h er e v ari a nt p e pti d e s

fr o m t h e C P N 2 ( Fi g ur e 3. 3 ) a n d C A P 1 pr ot ei n s, pr e vi o u sl y i d e nti fi e d i n P a p er 2, h a v e b e e n v al-

i d at e d wit hi n t h e i nt erf a c e. U s er s c a n e a sil y vi s u ali z e t h e s e p e pti d e s i n t h e br o a d er pr ot e o g e-

n o mi c c o nt e xt, vi e wi n g t h e fr e q u e n c y of t h e r e s p e cti v e h a pl ot y p e s wit hi n t h e 1 0 0 0 G e n o m e s

p a n el. N ot a bl y, w e fi n d t h at all p arti ci p a nt s i n t h e 1 0 0 0 G e n o m e s p a n el c arr y t h e h a pl ot y p e

e n c o di n g t h e m ulti v ari a nt p e pti d e i n C A P 1, s u g g e sti n g t h at t h e r ef er e n c e s e q u e n c e i n G R C h 3 8

at t hi s l o c u s i s n ot e x p e ct e d t o b e pr e s e nt i n t h e g e n er al p o p ul ati o n.

T hi s pl atf or m r e pr e s e nt s a n i m p ort a nt a d v a n c e b uil di n g u p o n t h e pr e vi o u s d e v el o p m e nt of

Pr o H a p i n P a p er 2, a n d t h e f o u n d ati o n al o b s er v ati o n i n b ot h P a p er 1 a n d 2 t h at a s u b st a nti al

fr a cti o n of t h e h u m a n pr ot e o m e m a p s t o v ari a nt p e pti d e s. T h e t hr e e st u di e s pr e s e nt e d i n

t hi s t h e si s t o g et h er e n a bl e t h e pr ot e o g e n o mi c c o m m u nit y t o m or e a c c ur at el y c h ar a ct eri z e a n d

e x pl or e pr ot ei n di v er sit y a cr o s s a n d wit hi n h u m a n p o p ul ati o n s.
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F i g u r e 3. 3: D et ail of t h e C P N 2 g e n e i n Pr o H a p E x pl or er. A: S e v er al h a pl ot y p e s e n c o d e t h e s a m e pr ot ei n
s e q u e n c e. B: Pr e s e n c e of t h e r ef er e n c e or alt er n ati v e all el e c a n n ot b e e sti m at e d d u e t o l a c ki n g c o v er a g e.
C: W e o nl y s e e t h e alt er n ati v e all el e f or t h e s e c o n d s u b stit uti o n, a n d t h e r ef er e n c e all el e f or t h e t hir d
s u b stit uti o n. H o w e v er, t h e r e s p e cti v e p e pti d e s ar e o b s er v e d i n diff er e nt ti s s u e s a m pl e s.
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4. 1 D at a s o u r c e s

T hi s t h e si s i s b a s e d o n t hr e e pri n ci p al s o ur c e s of d at a: g e n o m e a n n ot ati o n s, p h a s e d g e n o-

t y p e s, a n d r a w m a s s s p e ctr o m etr y pr ot e o mi c d at a. Fir st, r ef er e n c e g e n o m e a n n ot ati o n s w er e

s y st e m ati c all y r etri e v e d fr o m t h e E n s e m bl 5 5 d at a b a s e, w hi c h pr o vi d e s a c o n si st e ntl y u p d at e d

a n d v er si o n- c o ntr oll e d r e s o ur c e f or b ot h g e n e m o d el s a n d r ef er e n c e s e q u e n c e s. T hi s a p pr o a c h

e n s ur e s t h at t h e a n al yti c al pi p eli n e s c a n fl e xi bl y s p e cif y t h e d e sir e d E n s e m bl r el e a s e, a ut o m at-

i c all y d o w nl o a di n g t h e r el e v a nt a n n ot ati o n s a n d s e q u e n c e s a s t h e f o u n d ati o n al l a y er f or all

d o w n str e a m a n al y s e s.

F or g e n ot y p e d at a, t h e 1 k G P P h a s e 3 1 0 9 d at a s et s er v e d a s t h e pri m ar y r e s o ur c e f or p h a s e d h u-

m a n g e n ot y p e s. I n P a p er 1, w e u s e d t h e 1 k G P d at a a s pr o c e s s e d b y S p o o n er et al. 9 2 , ali g n e d

wit h t h e ol d er G R C h 3 7 g e n o m e b uil d, w hil e P a p er s 2 a n d 3 utili z e d t h e s a m e pr oj e ct’ s g e n o-

t y p e s ali g n e d t o t h e m or e r e c e nt G R C h 3 8 a s s e m bl y 2 6 1 . A d diti o n all y, P a p er 2 i n c or p or at e d t h e

H R C R el e a s e 1. 1 8 6 d at a s et, w hi c h w a s r e stri ct e d t o v ari a nt c all s m a p p e d t o G R C h 3 7; t o u s e

t h e s e wit h u p-t o- d at e g e n o m e b uil d s, w e p erf or m e d a lift o v er of c o or di n at e s u si n g G e n e B e 2 6 3 .

T h e t o ol w a s c h o s e n f or it s c o n v e ni e nt P yt h o n i m pl e m e nt ati o n, a n d s u p p ort f or v ari a nt d e s cri p-

ti o n i n v ari o u s f or m at s. N oti n g t h at r e c e nt r e vi e w s a s s e s s e d t h e m o st c o m m o nl y u s e d lift o v er

t o ol s t o b e p erf or mi n g si mil arl y 2 6 4, 2 6 5 , w e di d n ot c o m p ar e m ulti pl e lift o v er t o ol s s p e ci fi c all y

f or t hi s d at a s et. F urt h er, a s p art of P a p er 2, a p u bli cl y a v ail a bl e h e alt h y d o n or g e n ot y p e — al s o

ali g n e d wit h G R C h 3 7 — w a s e m pl o y e d t o g e n er at e a p er s o n ali z e d pr ot ei n d at a b a s e.

W hil e t h e lift o v er of v ari a nt c o or di n at e s t o G R C h 3 8 w a s r e q uir e d, s u c h t h at t h e s e r e s ult s ar e

c o m p ar a bl e t o t h e d at a b a s e s cr e at e d u si n g 1 k G P, t hi s pr o c e s s i s n ot o pti m al: diff er e n c e s b e-

t w e e n g e n o m e b uil d s c a n c a u s e c o n fli ct s, s u c h a s i n st a n c e s w h er e a n alt er n ati v e all el e i n

G R C h 3 7 b e c o m e s t h e r ef er e n c e s e q u e n c e i n G R C h 3 8 or vi c e v er s a 2 6 6 . I n s u c h c a s e s, i n di-

vi d u al s c arr yi n g t h e ‘r ef er e n c e’ all el e i n G R C h 3 7 will n ot h a v e t h at v ari a nt c all e d at all, a n d

aft er lift o v er t o G R C h 3 8, t h e s a m e all el e – n o w cl a s si fi e d a s ’ alt er n ati v e’ – will b e mi s si n g fr o m

t h e u p d at e d g e n ot y p e d at a s et.

T hir dl y, p u bli c M S pr ot e o mi c d at a s et s w er e u s e d t o e x e m plif y t h e u s a g e of pr ot ei n h a pl ot y p e
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d at a b a s e s i n pr ot e o mi c st u di e s, a n d t a k e t h e fir st st e p s t o w ar d s c h arti n g t h e i n fl u e n c e of c o m-

m o n h a pl ot y p e s o n t h e h u m a n pr ot e o m e. I n P a p er s 1 a n d 3, a s u b s et of a r ef er e n c e d at a s et of

2 9 h e alt h y h u m a n ti s s u e s 1 3 4 w a s u s e d, all o wi n g t o c h art t h e pr e s e n c e of v ari a nt p e pti d e s a cr o s s

diff er e nt ti s s u e s. S p e ci fi c all y, P a p er 1 f o c u s e d o n t o n sil ti s s u e s a m pl e s, m at c hi n g t h e ori gi n al

st u d y’ s ai m t o d et e ct n o n- c a n o ni c al p e pti d e s a n d alt er n ati v e s pli ci n g si g n at ur e s, w hil e P a p er 3

e x p a n d e d t hi s c o m p ari s o n t o m ulti pl e ti s s u e s, u si n g o ur i nt erf a c e f or hi g hli g hti n g cr o s s-ti s s u e

p e pti d e i d e nti fi c ati o n. P a p er 2 pi v ot e d t o bl o o d pl a s m a s a m pl e s, r e fl e cti n g a c o m m o n cli ni c al

r e s e ar c h s c e n ari o, t o a s s e s s t h e r o b u st n e s s a n d a p pli c a bilit y of o ur m et h o d s i n bi o b a n k- s c al e

a n al y s e s. I n a d diti o n, w e i n c or p or at e d M S d at a fr o m a n i n- h o u s e e x p eri m e nt o n h e alt h y- d o n or

st e m c ell s. H a vi n g t h e d o n or g e n o m e e n a bl e d li n ki n g p er s o n al-l e v el g e n o mi c a n d pr ot e o mi c

a n al y s e s.

4. 2 M a s s s p e ct r o m et r y d at a a n al y si s

W e d e v el o p e d a n M S d at a a n al y si s pi p eli n e u si n g S n a k e m a k e t o i d e ntif y a n d s c or e p e pti d e s,

a s d et ail e d i n P a p er 1 a n d A d diti o n al P a p er 1, wit h t h e c o or di n ati o n a n d bi oi nf or m ati c i m-

pl e m e nt ati o n l e d b y D af ni S ki a d o p o ul o u. T h e w or k fl o w b e gi n s b y c o n v erti n g r a w s p e ctr a

i nt o t h e m z M L f or m at u si n g T h er m o R a w Fil e P ar s er 1 5 8 . P e pti d e i d e nti fi c ati o n i s p erf or m e d vi a

S e ar c h G UI’ s c o m m a n d-li n e i nt erf a c e 1 6 2 wit h t h e X! T a n d e m 1 6 0 al g orit h m ( e m pl o y e d i n P a p er 1

a n d P a p er 2 ), a n d t h e Ti d e 1 6 1 al g orit h m (i n P a p er 2 a n d P a p er 3 ). P e pti d e S h a k er 2 1 5 i s u s e d f or

d o w n str e a m pr o c e s si n g a n d t h e e x p ort of P S M li st s f or f e at ur e pr e di cti o n a n d r e s c ori n g wit h

P er c ol at or 1 6 9 . Fr a g m e nt i o n i nt e n siti e s ar e pr e di ct e d u si n g M S 2 PI P 2 1 0 , w hil e c hr o m at o gr a p hi c

r et e nti o n ti m e s ( R T ) ar e pr e di ct e d u si n g D e e p L C 2 1 1 . C al c ul ati o n of si mil arit y m etri c s b et w e e n

t h e o b s er v e d a n d pr e di ct e d R T a n d fr a g m e nt s p e ctr a i s d et ail e d i n A d diti o n al P a p er 1.

I n P a p er 1, P er c ol at or 1 6 9 w a s i niti all y r u n wit h o nl y t h e d ef a ult f e at ur e s, a n d si mil arit y m etri c s

w er e a n al y z e d i n d e p e n d e ntl y. I n P a p er 1, P S M s c orr e s p o n di n g t o v ari a nt p e pti d e s ar e f urt h er

a n al y z e d u si n g P e p Q u er y 2 1 6 , a n d w er e r ej e ct e d if a c a n o ni c al p e pti d e m at c h ( wit h or wit h o ut

p o st-tr a n sl ati o n al m o di fi c ati o n s ) s c or e d b ett er or e q u al. I n A d diti o n al P a p er 1 w e s h o w e d t h at

i n cl u di n g pr e di cti o n- b a s e d m etri c s i n P er c ol at or’ s f e at ur e s p a c e c a n i m pr o v e P S M r e s c ori n g,

l e a di n g t o P a p er 2’ s a d o pti o n of e xt e n d e d f e at ur e s a s t h e st a n d ar d a p pr o a c h. F or st e m c ell e x-

p eri m e nt s i n P a p er 2, p e pti d e i d e nti fi c ati o n u s e d t h e M S Fr a g g er al g orit h m wit hi n t h e Fr a g Pi p e

pi p eli n e 2 6 7, 2 6 8 , a n d w a s p air e d wit h r et e nti o n ti m e a n d fr a g m e nt ati o n pr e di ct or s i m pl e m e nt e d

i n M S B o o st er 2 6 9 .



4 4 M et h o d ol o gi c al c o n si d e r ati o n s

4. 3 P u bli s hi n g r e s e a r c h s oft w a r e

P u bli s hi n g r e s e ar c h s oft w ar e r e q uir e s a d h er e n c e t o b e st pr a cti c e s t h at e n s ur e t h e s oft w ar e i s

r eli a bl e, m ai nt ai n a bl e, a n d r e u s a bl e a cr o s s diff er e nt r e s e ar c h c o nt e xt s. T h e F AI R pri n ci pl e s

a d a pt e d f or r e s e ar c h s oft w ar e ( F AI R 4 R S ) 2 2 7 pr o vi d e a s et of g ui d eli n e s w hi c h h el p m a xi mi z e

it s i m p a ct a n d f a cilit at e r e pr o d u ci bilit y. H er e, q u aliti e s of t h e p u bli s h e d t o ol s ar e di s c u s s e d

wit hi n t hi s fr a m e w or k.

4. 3. 1 A p pli c ati o n of t h e F AI R p ri n ci pl e s

T h e t o ol s d e v el o p e d a n d utili z e d t hr o u g h o ut t hi s t h e si s br o a dl y ali g n wit h t h e F AI R 4 R S pri n-

ci pl e s. E a c h t o ol i s a c c o m p a ni e d b y a u ni q u e a n d d e s cri pti v e n a m e a s w ell a s a p u bli c Git H u b

r e p o sit or y, f a cilit ati n g di s c o v er a bilit y a n d a c c e s si bilit y ( F AI R 4 R S: F 1, A 1 ). T h e a s s o ci at e d c o d e-

b a s e s ar e m ai nt ai n e d, a n d s oft w ar e i s cl e arl y v er si o n e d u p o n p u bli c ati o n ( F 1. 2, R 1. 2 ). D at a

i n p ut a n d o ut p ut f or m at s ar e st a n d ar di z e d w h e n e v er p o s si bl e, wit h a d h er e n c e t o d o m ai n-

s p e ci fi c n or m s pr o m oti n g i nt er o p er a bilit y (I 1 ). I n p ut fil e s f or Pr o H a p ar e e x p e ct e d i n t h e V C F

f or m at, d e v el o p e d wit hi n t h e 1 k G P. W h er e p h a si n g i nf or m ati o n i s a v ail a bl e, a st a n d ar d f or-

m at f or p h a s e d V C F fil e i s a c c e pt e d. Wit h p h a si n g u n a v ail a bl e, w e h a v e d e v el o p e d a si m pli fi e d

v er si o n of Pr o H a p ( c all e d Pr o V ar ), c o n si d eri n g v ari a nt s i n d e p e n d e ntl y, a n d a c c e pti n g a n y V C F

fil e.

Pr ot ei n s e q u e n c e d at a ar e t y pi c all y e x c h a n g e d i n t h e F A S T A f or m at, a wi d el y a c c e pt e d t e xt-

b a s e d fil e t y p e c o nt ai ni n g h e a d er li n e s wit h i nf or m ati o n s u c h a s pr ot ei n i d e nti fi er s a n d g e n e

or tr a n s cri pt a n n ot ati o n s. H o w e v er, t h e F A S T A fil e s a c c e pt e d b y c o m m o n pr ot e o mi c s e ar c h e n-

gi n e s ar e c o n v e nti o n all y str u ct ur e d f or c a n o ni c al pr ot e o m e s. I n Pr o H a p- g e n er at e d d at a b a s e s,

it i s n e c e s s ar y t o s u p pl e m e nt s e q u e n c e h e a d er s wit h a d diti o n al i nf or m ati o n s u c h a s t h e pr e-

s u m e d tr a n sl ati o n st art sit e, a n d i d e nti fi er s of t h e e n c o di n g h a pl ot y p e s ( a c c o u nti n g f or s y n o n y-

m o u s v ari a nt s ). T o m ai nt ai n c o m p ati bilit y, u s er s m a y e x p ort t hi s e xt e n d e d m et a d at a s e p ar at el y

a n d g e n er at e si m pli fi e d F A S T A fil e s s uit a bl e f or st a n d ar d s e ar c h e n gi n e s, eff e cti v el y bri d gi n g

a d v a n c e d d at a s et ri c h n e s s wit h pr a cti c al d o w n str e a m u s e.

F urt h er m or e, t o cl o s e t h e g a p b et w e e n st a n d ar d pr ot ei n s e ar c h e n gi n e o ut p ut s a n d i n si g ht s

g ai n e d fr o m vi e wi n g p e pti d e s e q u e n c e s i n t h eir g e n o mi c c o nt e xt, t h e Pr o H a p P e pti d e A n n ot at or

pi p eli n e w a s d e v el o p e d. T hi s t o ol t a k e s a s i n p ut P S M or p e pti d e r e p ort s fr o m s e ar c h e n gi n e s

al o n g wit h g e n o m e a n n ot ati o n s fr o m E n s e m bl a n d Pr o H a p d at a b a s e fil e s, a n d pr o d u c e s ri c hl y

a n n ot at e d li st s of p e pti d e s. T h e s e a n n ot ati o n s i n cl u d e m at c h e d g e n e n a m e s a n d i d e nti fi er s,

g e n o mi c a n d pr ot ei n c o or di n at e s of r ef er e n c e a n d alt er n ati v e all el e s e n c o di n g t h e p e pti d e, a n d

ot h er bi ol o gi c all y r el e v a nt f e at ur e s s u c h a s s pli c e j u n cti o n o v erl a p s (I 1, I 2 ).

M et a d at a, li c e n c e s, a n d d o c u m e nt ati o n a c c o m p a n y all t o ol s a n d d at a b a s e s t hr o u g h Git H u b

a n d Z e n o d o r e p o sit ori e s ( F 2, F 3, R 1. 1 ). R e pr o d u ci bilit y i s e n s ur e d vi a S n a k e m a k e w or k fl o w s
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c o u pl e d wit h c o n d a e n vir o n m e nt s p e ci fi c ati o n s; pi p eli n e s a n d a s eri e s of st e p s ar e a v ail a bl e

t o a ut o m ati c all y d o w nl o a d n e c e s s ar y d at a a n d r e pr o d u c e t h e m ai n r e s ult s r e p ort e d i n P a p er

1 a n d 2. Si mil arl y, t h e s oft w ar e a n d pi p eli n e c o n str u cti n g t h e gr a p h d at a b a s e f or P a p er 3,

c all e d Pr o H a p Gr a p h, i s o p e nl y s h ar e d, al o n g wit h i n str u cti o n s t o b uil d t h e Pr o H a p E x pl or er

w e b fr o nt e n d fr o m s o ur c e. H o w e v er, d u e t o t h e c o m pl e xit y i n d e pl o yi n g gr a p h d at a b a s e s a n d

w e b a p pli c ati o n s, f ull r e pli c ati o n of s u c h i nfr a str u ct ur e r e m ai n s c h all e n gi n g, li miti n g p erf e ct

r e pr o d u ci bilit y i n pr a cti c al t er m s.

4. 3. 2 V ali d ati n g vi s u ali z ati o n d e si g n

Vi s u ali z ati o n t o ol s r e q uir e v ali d ati o n b e y o n d a d h er e n c e t o g e n er al s oft w ar e pri n ci pl e s s u c h a s

F AI R. D e si g ni n g eff e cti v e vi s u al r e pr e s e nt ati o n s f oll o w s w ell- e st a bli s h e d r ul e s a n d m et h o d ol o-

gi e s di s c u s s e d i n t h e lit er at ur e ( s e e S e cti o n 1. 6 ). O n e i n fl u e nti al fr a m e w or k i s T a m ar a M u n-

z n er’ s N e st e d M o d el f or Vi s u ali z ati o n D e si g n a n d V ali d ati o n 2 5 3 , w hi c h g ui d e s t h e v eri fi c ati o n

of vi s u ali z ati o n s y st e m s a cr o s s f o ur i nt err el at e d l e v el s ( s e e Fi g ur e 1. 1 6 ). T hi s s e cti o n di s c u s s e s

t h e v ali d ati o n of t h e vi s u ali z ati o n t o ol pr e s e nt e d i n P a p er 3 wit hi n t hi s fr a m e w or k.

T h e d e si g n pr o c e s s b e gi n s at t h e o ut er m o st l e v el wit h a c h ar a ct eri z ati o n of t h e d o m ai n pr o b-

l e m - e n s uri n g t h at t h e vi s u ali z ati o n’ s p ur p o s e, d o m ai n- s p e ci fi c t a s k s, a n d u s er s’ n e e d s ar e w ell

u n d er st o o d. T hi s f o u n d ati o n al u n d er st a n di n g w a s pri m aril y d e v el o p e d i n P a p er 1, a s t h e i ni-

ti al d e si g n s f or a n i nt er a cti v e vi s u al i nt erf a c e w er e dr aft e d d uri n g t hi s st u d y. T h e s e c o n d l e v el

i n v ol v e s d at a a n d t a s k a b str a cti o n, w hi c h tr a n sl at e s d o m ai n- s p e ci fi c v o c a b ul ar y a n d c h all e n g e s

i nt o c o m p ut er s ci e n c e c o n c e pt s, d at a str u ct ur e s, a n d a n al yti c al t a s k s. M u c h of t hi s m a p pi n g

w a s r e ali z e d d uri n g t h e d e v el o p m e nt of Pr o H a p a n d t h e Pr o H a p P e pti d e A n n ot at or pi p eli n e

i n P a p er 2. T hi s w or k r e q uir e d a n i n- d e pt h e x a mi n ati o n of all t h e d at a pr o p erti e s, fr o m h a n-

dli n g g e n o m e a n n ot ati o n s, p h a s e d g e n ot y p e s, pr ot ei n s e q u e n c e d at a, t o g e n er ati n g d at a b a s e s

of pr ot ei n h a pl ot y p e s. T h e i m pl e m e nt ati o n of t h e s e t o ol s pr o vi d e d a p ur el y c o m p ut ati o n al

p er s p e cti v e o n t h e d at a, b e n e at h d o m ai n e x p erti s e.

At t h e t hir d l e v el, t h e d e si g n of vi s u al e n c o di n g a n d i nt er a cti o n i s j u sti fi e d. P a p er 3 pr o vi d e s a

d et ail e d r ati o n al e f or c h o s e n vi s u al r e pr e s e nt ati o n s, i nt er a cti v e f e at ur e s, a n d i nt erf a c e l a y o ut s,

dr a wi n g fr o m b e st pr a cti c e s a n d st a n d ar d s i n t h e vi s u ali z ati o n c o m m u nit y. At t h e i n n er m o st

l e v el, al g orit h m d e si g n e n s ur e s ef fi ci e nt i m pl e m e nt ati o n of vi s u al a n d i nt er a cti o n t e c h ni q u e s.

W hil e n o f or m al c o m p ut ati o n al c o m pl e xit y a n al y si s w a s p erf or m e d, i niti al p erf or m a n c e t e sti n g

di d n ot r e v e al m aj or b ottl e n e c k s. T hi s a s p e ct will c o nti n u e t o b e m o nit or e d a s t h e s oft w ar e

e v ol v e s t o m ai nt ai n r e s p o n si v e n e s s a n d s c al a bilit y.

A criti c al c o m p o n e nt of t h e n e st e d m o d el i s d o w n str e a m v ali d ati o n at e a c h l e v el aft er t h e

s y st e m’ s i m pl e m e nt ati o n. P a p er 3 r e p ort s a n i nf or m al, q u alit ati v e u s a bilit y st u d y i n v ol vi n g

d o m ai n e x p ert s e xt er n al t o t h e d e v el o p m e nt t e a m, a d dr e s si n g t h e d o w n str e a m p orti o n of t h e

t hir d l e v el. T hi s st u d y g e n er at e d e arl y f e e d b a c k o n i nt uiti v e n e s s a n d pr a cti c al a p pli c a bilit y,
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hi g hli g hti n g t h e t o ol’ s p ot e nti al a n d ar e a s f or e n h a n c e m e nt. A s t h e t o ol g ai n s wi d er a d o pti o n,

c o m m u nit y i n p ut i s e x p e ct e d t o f u el it er ati v e r e fi n e m e nt s, eff e cti v el y a d dr e s si n g t h e o ut er m o st

l e v el s of d o m ai n c h ar a ct eri z ati o n a n d a b str a cti o n i n a r e al- w orl d c o nt e xt.



5 Di s c u s si o n

5. 1 R ef e r e n c e g e n o m e b uil d s a n d s e q u e n ci n g q u alit y

M a n y d at a s et s of p h a s e d g e n ot y p e s r e m ai n ali g n e d t o t h e ol d er G R C h 3 7 r ef er e n c e g e n o m e,

i n cl u di n g k e y r e s o ur c e s s u c h a s t h e H R C R el e a s e 1. 1 8 6 . I n P a p er 2, w h e n w or ki n g wit h t h e

H R C d at a s et, a s w ell a s t h e p er s o n al g e n ot y p e s of t h e st e m c ell d o n or, a lift o v er of v ari a nt

c o or di n at e s t o G R C h 3 8 w a s p erf or m e d, f or c o m p ar a bilit y, a s di s c u s s e d i n S e cti o n 4. 1. A s t h er e

c a n b e c o n fli ct s or a m bi g uit y b et w e e n g e n o m e b uil d s, lift o v er of v ari a nt c all s p o s e s c h all e n g e s.

I d e all y, n e w v ari a nt c alli n g s h o ul d b e p erf or m e d o n ori gi n al s e q u e n ci n g r e a d s, a s w a s d o n e f or

t h e r e ali g n m e nt of t h e 1 k G P t o G R C h 3 8 2 6 1 , b ut t hi s a p pr o a c h r e q uir e s a c c e s s t o r a w r e a d d at a,

w hi c h i s oft e n u n a v ail a bl e. T h e r eli a n c e o n E n s e m bl- b a s e d a n n ot ati o n s f urt h er r ei nf or c e s t h e

u s e of G R C h 3 8, si n c e t h e E n s e m bl a n n ot ati o n s f or n e w h u m a n g e n o m e a s s e m bli e s ar e o nl y

a v ail a bl e t o a li mit e d e xt e nt i n t h e V ari a nt Eff e ct Pr e di ct or t o ol 2 7 0, 2 7 1 . Si n c e t h e n e w T 2 T-

C H M 1 3 a s s e m bl y m ai nl y e x p a n d s n o n c o di n g a n d r e p etiti v e r e gi o n s, it s i m p a ct o n a n n ot at e d

pr ot ei n- c o di n g r e gi o n s i s e x p e ct e d t o b e mi ni m al. S e v er al n e w pr ot ei n- c o di n g g e n e s w er e

s u g g e st e d i n t h e n o v el s e q u e n c e s a d d e d i n t h e a s s e m bl y, h o w e v er, t h eir pr e s e n c e i s y et t o b e

v eri fi e d 2 7 2 .

5. 1. 1 U si n g p a n g e n o m e s

T h e i niti al r el e a s e of t h e H P R C d at a s et w a s p u bli s h e d a s t h e w or k o n P a p er 2 w a s alr e a d y n e ar

c o m pl eti o n, a n d t h er ef or e, t h e t o ol s d e v el o p e d di d n ot c o n si d er t h e gr a p h- b a s e d d at a str u ct ur e s

f or g e n o mi c r ef er e n c e d at a. Still, t h e a d o pti o n of p a n g e n o m e s w o ul d pr e s e nt a d v a nt a g e s c o m-

p ar e d t o tr a diti o n al V C F- b a s e d r e pr e s e nt ati o n s. N ot a bl y, p a n g e n o m e gr a p h s m o d el str u ct ur al

v ari a nt s a n d r e p e at e d r e gi o n s m or e eff e cti v el y 1 2 9 . U si n g a p a n g e n o m e a s t h e r ef er e n c e i n st e a d

of a si n gl e, li n e ar s e q u e n c e bri n g s c o n c e pt u al c h a n g e s: t h e di sti n cti o n b et w e e n ‘r ef er e n c e’ a n d

‘ v ari a nt’ p e pti d e s i s bl urr e d, a s all o b s er v e d p e pti d e s c o ul d b e i n c or p or at e d a s p art of a c o m-

pr e h e n si v e r ef er e n c e. W hil e t hi s s hift w o ul d n ot hi n d er pr ot e o mi c a n al y si s, t h e c o n c e pt s of

v ari a nt p e pti d e s r e m ai n e s s e nti al f or i d e ntif yi n g t h e li mit ati o n s of c a n o ni c al pr ot e o m e- c e ntri c

s e ar c h e s a n d f or cli ni c al c o m m u ni c ati o n a b o ut p at h o g e ni cit y a n d tr ait a s s o ci ati o n s. I nt e gr at-
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i n g v ari a nt d e s cri pti o n s i nt o a p a n g e n o m e fr a m e w or k i s p o s si bl e, b ut m et h o d s f or t hi s r e m ai n

u n d er a cti v e d e v el o p m e nt.

C o n str u cti n g pr ot ei n s e q u e n c e d at a b a s e s dir e ctl y fr o m p a n g e n o m e s - wit h o ut a n n ot ati o n r e-

s o ur c e s li k e E n s e m bl - r e m ai n s c h all e n gi n g. It r e q uir e s alt er n ati v e str at e gi e s f or o p e n r e a di n g

fr a m e ( O R F ) s el e cti o n, s u c h a s si x-fr a m e tr a n sl ati o n, w hi c h dr a m ati c all y i n cr e a s e s t h e s e ar c h

s p a c e a n d i ntr o d u c e s a hi g h pr o p orti o n of bi ol o gi c all y irr el e v a nt s e q u e n c e s. W hil e W a n g et

al. 1 9 9 , h a v e i m pl e m e nt e d p a n g e n o m e- d eri v e d pr ot ei n d at a b a s e s, d et ail s a b o ut O R F s el e cti o n

i n t hi s st u d y r e m ai n u n cl e ar. F or t h e s e r e a s o n s, i n P a p er 2, w e u s e d t h e H P R C d at a s et d e c o m-

p o s e d i nt o a V C F fil e a n d ali g n e d wit h G R C h 3 8, r at h er t h a n b uil di n g d at a b a s e s dir e ctl y fr o m

a n u n a n n ot at e d p a n g e n o m e.

T h e H P R C d at a s et w a s g e n er at e d u si n g l o n g-r e a d s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s, s u c h a s P a c Bi o Hi Fi

a n d O xf or d N a n o p or e 2 7 3 , w hi c h off er s u b st a nti al a d v a nt a g e s i n a s s e m bli n g hi g hl y v ari a bl e

a n d str u ct ur all y c o m pl e x g e n o mi c r e gi o n s. E v e n aft er ali g n m e nt t o t h e G R C h 3 8 r ef er e n c e, t h e

H P R C pr o vi d e s m ar k e dl y i m pr o v e d c o v er a g e of g e n e s t h at ar e dif fi c ult t o r e s ol v e wit h s h ort-

r e a d d at a, e x e m pli fi e d b y t h e h u m a n l e u k o c yt e a nti g e n ( H L A ) l o ci.

5. 1. 2 P r o H a p a n d t h e H L A

T h e H L A g e n e s e n c o d e t h e m aj or hi st o c o m p ati bilit y c o m pl e x pr ot ei n s, w hi c h pl a y a c e ntr al r ol e

i n i m m u n e s y st e m f u n cti o n b y pr e s e nti n g a nti g e n s t o T c ell s a n d i niti ati n g i m m u n e r e s p o n s e s.

H L A pr ot ei n s ar e a m o n g t h e m o st p ol y m or p hi c i n t h e h u m a n g e n o m e, wit h t h o u s a n d s of dif-

f er e nt all el e s k n o w n 2 7 4 , dri vi n g s u b st a nti al i nt er- p o p ul ati o n di v er sit y a n d c o nf erri n g g e n eti c

s u s c e pti bilit y or r e si st a n c e t o v ari o u s di s e a s e s, fr o m a ut oi m m u n e c o n diti o n s t o i nf e cti o u s di s-

e a s e r e s p o n s e s 2 7 5 . N ot a bl y, t h e fr e q u e n c y a n d c o m bi n ati o n s of H L A all el e s v ar y dr a m ati c all y

b et w e e n gl o b al p o p ul ati o n s, r e fl e cti n g a d a pt ati o n t o diff er e nt p at h o g e n pr e s s ur e s a n d p o p ul a-

ti o n hi st ori e s 2 7 6, 2 7 7 .

W h at ar e c o m m o nl y r ef err e d t o a s H L A all el e s ar e, i n f a ct, pr ot ei n h a pl ot y p e s – di sti n ct c o m bi-

n ati o n s of n u cl e oti d e s u b stit uti o n s t h at o c c ur t o g et h er o n t h e s a m e c o p y of t h e pr ot ei n- c o di n g

r e gi o n s of H L A g e n e s. T h e s e s u b stit uti o n s i n H L A ar e s y st e m ati c all y a n n ot at e d i n d at a b a s e s

s u c h a s U ni Pr ot, pr o vi di n g c ur at e d s e q u e n c e s f or a wi d e v ari et y of c o m m o n all el e s. W hil e a d e-

t ail e d a n al y si s of t h e H L A r e gi o n i s b e y o n d t h e s c o p e of t hi s t h e si s, c o m p ari n g t h e pr ot ei n h a p-

l ot y p e s e n c o d e d b y t h e H L A- A g e n e, g e n er at e d b y Pr o H a p fr o m t h e 1 k G P a n d H P R C d at a s et s,

t o t h e s e q u e n c e s of t h e m o st c o m m o n H L A- A pr ot ei n s e q u e n c e s a s a n n ot at e d i n U ni Pr ot, r e-

v e al e d t h at t h e c o m m o n H L A- A pr ot ei n h a pl ot y p e s o bt ai n e d u si n g t h e 1 k G P di d n ot r e pr o d u c e

t h e c o m m o n all el e s a n n ot at e d i n U ni Pr ot. H o w e v er, t h e pr ot ei n h a pl ot y p e s o bt ai n e d u si n g t h e

H P R C d at a r e s e m bl e d m or e cl o s el y t h e k n o w n gr o u p s of H L A- A s e q u e n c e s ( s o- c all e d s u p e r-

t y p es 2 7 4 ), i n di c ati n g a l ar g e i m pr o v e m e nt i n r e s ol uti o n.

W hil e t h e H P R C s h o w s a b ett er a bilit y t o r e s ol v e c o m pl e x g e n eti c l o ci, t h e p a n el i n it s fir st r e-
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l e a s e i n cl u d e d s e q u e n c e s of o nl y 4 7 i n di vi d u al s. I n g e n o mi c s, st u di e s t o i n s p e ct t h e a s s o ci ati o n

of H L A all el e s wit h di s e a s e s ar e t y pi c all y p erf or m e d a cr o s s p o p ul ati o n s wit h l ar g e n u m b er s of

s a m pl e s ( e. g., o v er 4 5 0, 0 0 0 p arti ci p a nt s i n t h e U K Bi o b a n k 2 7 8 , or o v er 1, 2 0 0 p arti ci p a nt s i n a

f o c u s e d st u d y i n Fir st N ati o n s p e o pl e s of O c e a ni a 2 7 7 ). Wit h t h e u p c o mi n g r el e a s e s of H P R C,

o ur a bilit y t o m o d el t h e di stri b uti o n of c o m m o n pr ot ei n h a pl ot y p e s e n c o d e d b y c o m pl e x g e-

n eti c l o ci will i m pr o v e, e n a bli n g n e w a v e n u e s f or i n v e sti g ati n g t h eir r ol e i n h u m a n tr ait s a n d

di s e a s e s.

5. 2 L o o ki n g b e y o n d g e n eti c i nf o r m ati o n

T h e t h e si s f o c u s e s o n t h e pr e s e n c e a n d di s c o v er a bilit y of p e pti d e s e n c o d e d b y g er mli n e g e n eti c

v ari a nt s i n pr ot e o mi c d at a s et s, w hi c h r e pr e s e nt s a n i m p ort a nt fir st st e p i n c h ar a ct eri zi n g pr o-

t e o mi c di v er sit y li n k e d t o g e n eti c v ari ati o n. H o w e v er, b e y o n d i d e nti fi c ati o n, t h e ulti m at e g o al

oft e n li e s i n a c c ur at el y q u a ntif yi n g t h e a b u n d a n c e of b ot h r ef er e n c e a n d v ari a nt p e pti d e s t o

u n d er st a n d t h eir bi ol o gi c al a n d f u n cti o n al i m p a ct. T o d at e, n o f ull y e st a bli s h e d m et h o d s e xi st

f or r eli a bl y e sti m ati n g t h e r el ati v e a b u n d a n c e of v ari a nt v er s u s c a n o ni c al p e pti d e s i n c o m pl e x

s a m pl e s.

O n e pr o mi si n g a v e n u e i n v ol v e s t h e u s e of DI A pr ot e o mi c s, w hi c h h a s r e c e ntl y s e e n s u b st a nti al

a d v a n c e s i n d e pt h of c o v er a g e a n d q u a nti fi c ati o n a c c ur a c y 1 5 4 . U nli k e D D A, w hi c h e m pl o y s a

s p e ctr u m- c e ntri c a p pr o a c h – r e p orti n g P S M s a n d i nf erri n g p e pti d e pr e s e n c e fr o m t h e s e a s si g n-

m e nt s – DI A oft e n utili z e s a p e pti d e- c e ntri c a p pr o a c h, r e p orti n g a si n gl e q u a ntit ati v e v al u e p er

p e pti d e 2 5 1 . R e p orti n g a si n gl e v al u e p er p e pti d e r e d u c e s t h e c o m pl e xit y a s s o ci at e d wit h m ul-

ti pl e pr e c ur s or s el uti n g wit hi n t h e s a m e r et e nti o n ti m e wi n d o w a n d b ei n g r e pr e s e nt e d b y t h e

s a m e s p e ctr u m. T o ol s s u c h a s DI A- N N 1 5 6 , w hi c h u s e d e e p l e ar ni n g t o q u a ntif y p e pti d e s fr o m

DI A M S d at a, all o w t h e u s e of pr e di ct e d s p e ctr al li br ari e s.

S u c h li br ari e s ar e o bt ai n e d b y a p pl yi n g r et e nti o n ti m e a n d fr a g m e nt i o n i nt e n sit y pr e di ct or s

o nt o a p e pti d e s e q u e n c e d at a b a s e, a n d t h e li br ari e s ar e t h e n m at c h e d a g ai n st t h e o b s er v e d

s p e ctr a t o i d e ntif y a n d q u a ntif y p e pti d e s. C o n v er s el y, a s p e ctr u m- c e ntri c a p pr o a c h c a n al s o

b e a p pli e d t o DI A d at a b y fir st d e c o n v ol uti n g s p e ctr a t o r e pr e s e nt i n di vi d u al pr e c ur s or s 2 7 9 ;

si mil arl y, c hi m eri c s p e ctr a i n D D A, w hi c h c o nt ai n fr a g m e nt s fr o m m ulti pl e pr e c ur s or s, c a n b e

d e c o n v ol ut e d t o i m pr o v e p e pti d e a s si g n m e nt 2 3 0 . T h e s e a p pr o a c h e s oft e n e m pl o y pr e di cti o n

t o ol s i n a si mil ar m a n n er a s DI A- N N. T h e i m p a ct of e x p a n di n g t h e s e ar c h s p a c e wit h pr ot ei n

h a pl ot y p e s o n DI A a n al y si s r e m ai n s t o b e e x pl or e d. E xt e n di n g h a pl ot y p e- a w ar e m et h o d s t o

DI A pr ot e o mi c s pr e s e nt s a criti c al st e p t o w ar d s t h e q u a nti fi c ati o n of r el ati v e pr ot ei n h a pl ot y p e

a b u n d a n c e s i n l ar g e c o h ort s.

A m aj or c h all e n g e i n b ot h D D A a n d DI A i s di sti n g ui s hi n g tr u e v ari a nt p e pti d e s fr o m t h o s e wit h

p o st-tr a n sl ati o n al m o di fi c ati o n s ( P T M s ). A n o b s er v e d m a s s s hift i n a s p e ctr u m c a n r e s ult ei-

t h er fr o m a n a mi n o a ci d s u b stit uti o n or t h e pr e s e n c e of a P T M. “ O p e n ” m o di fi c ati o n s e ar c h e s,
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l o o ki n g f or a n y p o s si bl e P T M s, ar e oft e n n ot f e a si bl e a s t h e y s u b st a nti all y i n fl at e t h e F D R d e-

s pit e r e s c ori n g str at e gi e s 2 8 0 . M ulti- p a s s s e ar c h e s a s i m pl e m e nt e d i n P e p Q u er y 2 1 6 , a s d e m o n-

str at e d i n P a p er 1, c a n h el p diff er e nti at e s o m e c a s e s, b ut f urt h er r e fi n e m e nt a n d a ut o m ati o n ar e

n e e d e d f or r eli a bl e l ar g e- s c al e a p pli c ati o n. N ot a bl y, P e p Q u er y a n al y si s r e v e al e d t h at f al s e p o si-

ti v e s ar e o v err e pr e s e nt e d a m o n g v ari a nt p e pti d e i d e nti fi c ati o n s c o m p ar e d t o t h o s e e n c o d e d b y

c a n o ni c al s e q u e n c e s. T hi s s u g g e st s t h at c urr e nt F D R c o ntr ol m et h o d s, d e si g n e d t o di sti n g ui s h

b et w e e n r a n d o m a n d n o n-r a n d o m p e pti d e i d e nti fi c ati o n s, m a y n ot a d e q u at el y a c c o u nt f or t h e

pr e s e n c e of v ari a nt p e pti d e s, e v e n w h e n u si n g ort h o g o n al f e at ur e s et s b a s e d o n pr e di ct or s, a s

f al s el y a s si g n e d v ari a nt p e pti d e s still m a y b e p arti all y c orr e ct. A d dr e s si n g t h e s e c h all e n g e s i s

criti c al f or a c c ur at e i nt er pr et ati o n a n d q u a nti fi c ati o n of v ari a nt p e pti d e s i n pr ot e o mi c st u di e s.

C o m p o u n di n g t h e s e dif fi c ulti e s, s o m e of t h e m o st v ari a bl e a n d m e di c all y si g ni fi c a nt p e pti d e s,

s u c h a s H L A- b o u n d p e pti d e s 2 8 1 a n d h y p er v ari a bl e r e gi o n s of a nti b o di e s 2 8 2 , ar e p arti c ul arl y dif-

fi c ult t o c a pt ur e a n d q u a ntif y. F or i n st a n c e, H L A- b o u n d p e pti d e s ar e cl e a v e d i n t h e c yt o s ol a n d

tri m m e d i n t h e e n d o pl a s mi c r eti c ul u m 2 8 1 , a n d t h er ef or e d o n ot f oll o w a n y k n o w n e n z y m ati c

cl e a v a g e p att er n s. B ei n g l o w i n a b u n d a n c e a s c o m p ar e d wit h t h eir s o ur c e pr ot ei n, s p e ci ali z e d

e x p eri m e nt al w or k fl o w s b e y o n d st a n d ar d s h ot g u n pr ot e o mi c s ar e n e e d e d f or t h e s e p e pti d e s t o

b e c a pt ur e d 2 8 1 . T h e m et h o d s i n v e sti g ati n g t h e e ntir e r e p ert oir e of H L A- b o u n d p e pti d e s i n a

s a m pl e ar e c all e d i m m u n o p e pti d o mi cs 2 8 1, 2 8 3 . R e g ul ar pr ot e o mi c s e ar c h e n gi n e s c a n b e u s e d t o

m at c h p e pti d e s e q u e n c e s t o s p e ctr a i n i m m u n o p e pti d o mi c d at a s et s, h o w e v er, t h e n e e d t o c o n-

si d er all p o s si bl e p e pti d e s e q u e n c e s of a gi v e n l e n gt h r a n g e (t y pi c all y 8 – 1 1 r e si d u e s f or H L A

cl a s s I, 6 – 2 4 r e si d u e s f or H L A cl a s s II ) r e s ult s i n a s e ar c h s p a c e t w o or d er s of m a g nit u d e l ar g er

t h a n i n pr ot e o mi c s 2 0 9 . T hi s a g ai n r e s ult s i n i n fl at e d F D R, w hi c h c a n b e c o m p e n s at e d t hr o u g h

r e s c ori n g a n d u si n g m a c hi n e l e ar ni n g- b a s e d pr e di ct or s 2 0 9 . Still, t h e eff e ct of h a pl ot y p e- a w ar e

a n al y si s o n i m m u n o p e pti d o mi c st u di e s i s y et t o b e e x pl or e d.

T hi s w or k h a s f o c u s e d i n d et ail o n t h e di s c o v er a bilit y of p e pti d e s e n c o d e d b y diff er e nt h a pl o-

t y p e s a n d d eri vi n g p e pti d e s fr o m g e n e s a n d pr ot ei n s. C o n v er s el y, i nf erri n g pr ot ei n s a n d g e n e s

fr o m p e pti d e s r e m ai n s c h all e n gi n g, a n d e v e n m or e s o w h e n a c c o u nti n g f or pr ot ei n h a pl ot y p e s.

P e pti d e i d e nti fi c ati o n s oft e n c o v er o nl y a li mit e d s e cti o n of t h e e ntir e pr ot ei n, a n d t h eir c o m bi-

n ati o n s d o n ot u ni q u el y di s cri mi n at e b et w e e n s e q u e n c e s e n c o d e d b y diff er e nt s pli ci n g alt er n a-

ti v e s a n d h a pl ot y p e s of t h e s a m e g e n e. T h er ef or e, i nf erri n g t h e pr e s e n c e of a p arti c ul ar pr ot ei n

s e q u e n c e fr o m a s et of i d e nti fi e d p e pti d e s wit hi n a s a m pl e i s oft e n i m p o s si bl e 2 8 4 .

T o i m pr o v e t h e c o v er a g e of pr ot e o m e b y i d e nti fi e d p e pti d e s, pr e vi o u s st u di e s h a v e u s e d m ul-

ti pl e e n z y m e s f or pr ot ei n di g e sti o n i n a d diti o n t o tr y p si n 1 3 4 . Si mil arl y, i n P a p er 2, w e h a v e

i n cl u d e d t h e cl e a v a g e p att er n of si x e n z y m e s i n t h e i n- sili c o di g e sti o n, i m pr o vi n g t h e pr ot e o m e

c o v er a g e b y di s c o v er a bl e p e pti d e s t o o v er 9 9 % ( s e e Fi g ur e 3. 2 ), a s c o m p ar e d t o 8 9 % r e p ort e d

i n P a p er 1 ( s e e Fi g ur e 3. 1 ), w hi c h o nl y u s e d tr y p si n. Alt h o u g h t h e di g e sti o n u si n g m ulti pl e

e n z y m e s, t h e a n n ot ati o n of p e pti d e s wit h t h eir e n c o di n g g e n o mi c l o ci all o w e d b y t h e Pr o H a p

P e pti d e A n n ot at or i n P a p er 2, or t h e vi s u al ali g n m e nt of p e pti d e s t o pr ot ei n s a s s h o w n i n P a-

p er 3 m a y e n h a n c e o ur a bilit y t o di sti n g ui s h b et w e e n u ni q u e pr ot ei n h a pl ot y p e s, a s y st e m ati c
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a n al y si s of t h e i m pli c ati o n s of h a pl ot y p e- a w ar e m et h o d s o n pr ot ei n i nf er e n c e i s a n i m p ort a nt

a v e n u e f or f ut ur e r e s e ar c h.

5. 3 P ot e nti al f o r f u rt h e r s oft w a r e d e v el o p m e nt

T h e Pr o H a p w or k fl o w c urr e ntl y r eli e s o n E n s e m bl g e n e a n n ot ati o n s, w hi c h p o s e s c h all e n g e s

w h e n c o m p ari n g p e pti d e i d e nti fi c ati o n s o bt ai n e d u si n g Pr o H a p- d eri v e d d at a b a s e s wit h t h o s e

fr o m st a n d ar d pr ot e o mi c w or k fl o w s t h at oft e n d e p e n d o n U ni Pr ot. T hi s di s cr e p a n c y i n r ef-

er e n c e s o ur c e s c a n c o m pli c at e t h e c o n v er si o n of pr ot ei n i d e nti fi er s b et w e e n E n s e m bl a n d

U ni Pr ot, m a ki n g cr o s s- pl atf or m a n al y s e s c u m b er s o m e. I d e all y, t h e pi p eli n e s h o ul d s u p p ort

t h e g e n er ati o n of pr ot ei n h a pl ot y p e d at a b a s e s b a s e d e ntir el y o n U ni Pr ot, t h er e b y f a cilit ati n g

dir e ct c o m p ari s o n s. T hi s a p pr o a c h h a s pr e vi o u sl y b e e n a d o pt e d b y Pr e ci si o n Pr o D B 1 9 1 a n d

w o ul d b e a v al u a bl e e n h a n c e m e nt t o t h e t o ol s pr e s e nt e d h er e, i m pr o vi n g t h e i nt er o p er a bilit y

a n d fl e xi bilit y of t h e w or k fl o w.

I nt e gr ati n g U ni Pr ot pr ot ei n i d e nti fi er s i nt o Pr o H a p E x pl or er w o ul d al s o e n h a n c e u s er e x p eri-

e n c e, a s p arti ci p a nt s i n t h e t o ol e v al u ati o n hi g hli g ht e d U ni Pr ot I D s a s a n i nt uiti v e a n d f a mili ar

w a y t o s e ar c h f or pr ot ei n s of i nt er e st. S u c h i nt e gr ati o n w o ul d m a k e t h e pl atf or m m or e a c c e s si-

bl e t o a br o a d er c o m m u nit y of r e s e ar c h er s a n d ali g n it e v e n b ett er wit h wi d el y u s e d r e s o ur c e s

i n pr ot e o mi c s. B e y o n d m a p pi n g i d e nti fi er s, a n i nt e gr ati o n wit h U ni Pr ot m a y f a cilit at e a c c e s s

t o pr ot ei n str u ct ur e d at a a v ail a bl e fr o m t h e Pr ot ei n D at a B a n k ( P D B ) 2 1 , a n d v ari a nt l o ci m a y

b e vi s u ali z e d wit hi n t h e r etri e v e d pr ot ei n str u ct ur e s.

W hil e t h e i nt er a cti o n d e si g n i m pl e m e nt e d i n P a p er 2 g e n er all y a d h er e s t o S h n ei d er m a n’ s Vi-

s u al I nf or m ati o n S e e ki n g M a ntr a, t h er e ar e a d diti o n al r e c o m m e n d e d t a s k s t h at h a v e y et t o

b e f ull y r e ali z e d. S h n ei d er m a n’ s e x p a n d e d fr a m e w or k i n cl u d e s s e v e n t a s k s: O v er vi e w, Z o o m,

Filt er, D et ail s- o n- d e m a n d, R el at e, Hi st or y, a n d E xtr a ct 2 3 9 . Of t h e s e, t h e R el at e t a s k i s o nl y p ar-

ti all y s u p p ort e d; u s er s c a n c o m p ar e pr ot ei n h a pl ot y p e a n d c a n o ni c al s e q u e n c e s e n c o d e d b y t h e

s a m e g e n e, a n d e x a mi n e p e pti d e i d e nti fi c ati o n s wit hi n t h e s e p air s a cr o s s ti s s u e s or d at a s et s.

H o w e v er, r el ati n g pr ot ei n h a pl ot y p e s or p e pti d e i d e nti fi c ati o n s b et w e e n diff er e nt g e n e s i s n ot

y et i m pl e m e nt e d. T h e Hi st or y t a s k, w hi c h s u p p ort s a cti o n s s u c h a s “ u n d o ” a n d pr o gr e s si v e r e-

fi n e m e nt, i s al s o li mit e d — c urr e ntl y, u s er s c a n s wit c h b et w e e n diff er e nt g e n e s, e a c h o p e n e d i n

a d e di c at e d t a b, b ut m or e r o b u st hi st or y tr a c ki n g m a y b e c o n si d er e d. Fi n all y, a z o o m f e at ur e i n

t h e i nt er a cti v e vi s u ali z ati o n s r e pr e s e nti n g a p arti c ul ar g e n e w o ul d b e b e n e fi ci al t o all o w u s er s

a cl o s e i n s p e cti o n of g e n e r e gi o n s wit h a hi g h l e v el of v ari ati o n.

V ali d ati o n of Pr o H a p E x pl or er h a s s o f ar b e e n i nf or m al, i n v ol vi n g a s m all p a n el of e x p ert s

w h o w er e n ot i n v ol v e d i n it s d e v el o p m e nt. F or m al v ali d ati o n m et h o d s, s u c h a s t h e S y st e m

U s a bilit y S c al e ( S U S ), r e q uir e a l ar g e n u m b er of u s er s, w hil e fr a m e w or k s li k e I C E- T d e m a n d

si g ni fi c a nt ti m e i n v e st m e nt a n d e x p ert i n p ut. D u e t o t h e s e c o n str ai nt s, f or m al v ali d ati o n w a s

n ot pri oriti z e d wit hi n t h e a v ail a bl e d e v el o p m e nt ti m efr a m e. N e v ert h el e s s, ri g or o u s v ali d ati o n
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will b e c o n si d er e d i n f ut ur e it er ati o n s of Pr o H a p E x pl or er, e s p e ci all y a s t h e t o ol e v ol v e s a n d i s

p ot e nti all y i nt e gr at e d wit h ot h er r e s o ur c e s. T hi s will e n s ur e t h at t h e pl atf or m m e et s t h e n e e d s

of t h e br o a d er s ci e nti fi c c o m m u nit y a n d m ai nt ai n s hi g h st a n d ar d s of u s a bilit y a n d r eli a bilit y.

5. 4 I m p a ct of h a pl ot y p e- a w a r e p r ot e o mi c s

Pr ot e o g e n o mi c st u di e s i n m e di c al r e s e ar c h t h at u s e m a s s s p e ctr o m etr y m o st c o m m o nl y f o c u s

o n p er s o n ali z e d a n al y s e s, i n v e sti g ati n g t h e eff e ct s of r ar e v ari a nt s. I n c o ntr a st, p o p ul ati o n-

b a s e d pr ot e o mi c st u di e s h a v e pri m aril y e x a mi n e d t h e i m p a ct of v ari a nt s i n n o n- c o di n g r e gi o n s

o n pr ot ei n a b u n d a n c e. T h e w or k pr e s e nt e d h er e e n a bl e s t h e i n cl u si o n of pr ot ei n s e q u e n c e-

alt eri n g v ari a nt s i n b ot h i n di vi d u ali z e d a n d p o p ul ati o n-l e v el st u di e s. I n P a p er 2, w e d e m o n-

str at e t hi s b y s e ar c hi n g f or c o m m o n v ari a nt s i n bl o o d s er u m s a m pl e s fr o m i n di vi d u al s aft er

w ei g ht l o s s, a s w ell a s b y i n v e sti g ati n g si g n at ur e s of p er s o n al h a pl ot y p e s i n a st e m c ell e x p eri-

m e nt u si n g t h e d o n or’ s g e n ot y p e.

W e al s o s h o w i n P a p er 2 t h at a s u b st a nti al p orti o n of t h e pr ot e o m e m a y m a p t o v ari a nt p e p-

ti d e s a cr o s s all s u p er p o p ul ati o n s i n cl u d e d i n t h e 1 k G P. T h e s e fi n di n g s r e fl e ct b ot h diff er e n c e s

b et w e e n i n di vi d u al g e n o m e s a n d t h e r ef er e n c e s e q u e n c e, a s w ell a s t h e l e v el of di v er sit y wit hi n

d e fi n e d gr o u p s. It i s w ell e st a bli s h e d t h at t h e Afri c a n s u p er p o p ul ati o n e x hi bit s gr e at er di v er-

sit y b et w e e n i n di vi d u al s t h a n ot h er gr o u p s 1 0 9, 2 8 5 , w hi c h e x pl ai n s t h e l ar g er pr o p orti o n of t h e

pr ot e o m e p ot e nti all y m a p pi n g t o v ari a nt p e pti d e s i n t hi s p o p ul ati o n. F urt h er m or e, e v e n at

t h e i n di vi d u al l e v el, p e o pl e of Afri c a n a n c e str y diff er fr o m t h e r ef er e n c e pr ot e o m e t o a gr e at er

e xt e nt t h a n m o st ot h er 1 k G P p arti ci p a nt s ( Fi g ur e 5. 1 ).

L o o ki n g a h e a d, Pr o H a p c o ul d b e u s e d wit h m a s s s p e ctr o m etr y- b a s e d pr ot e o mi c s t o s u p pl e-

m e nt G W A S a n d p Q T L st u di e s f or p ol y g e ni c tr ait s. F or e x a m pl e, aft er i d e ntif yi n g v ari a nt s

si g ni fi c a ntl y a s s o ci at e d wit h a tr ait or di s e a s e, c a n w e o b s er v e t h e eff e ct s of t h e s e v ari a nt s — or

ot h er s i n li n k a g e di s e q uili bri u m — o n t h e pr ot ei n s e q u e n c e ? Ar e t h e c orr e s p o n di n g v ari a nt p e p-

ti d e s d et e ct a bl e ? T h e a bilit y t o p erf or m bi o b a n k- s c al e pr ot e o mi c a n al y si s a c c o u nti n g f or pr o-

t ei n h a pl ot y p e s will e n a bl e a b ett er u n d er st a n di n g of p ol y g e ni c di s e a s e ri s k a n d t h e a s s o ci at e d

m ol e c ul ar m e c h a ni s m s.

Wit h t h e a d a pt ati o n of h a pl ot y p e- a w ar e a p pr o a c h e s t o DI A pr ot e o mi c s, t h e a bilit y t o r eli a bl y

q u a ntif y v ari a nt p e pti d e s will e n a bl e u s t o c o m p ar e t h eir a b u n d a n c e t o t h at of r ef er e n c e p e p-

ti d e s, pr o vi di n g i n si g ht s i nt o pr ot ei n st a bilit y, s e cr eti o n, or d e gr a d ati o n. F or i n st a n c e, t h e C E L

pr ot ei n tr u n c at e d b y a fr a m e s hift v ari a nt t e n d s t o a g gr e g at e i n t h e p a n cr e a s, a n d i s s e cr et e d

i nt o t h e bl o o d at a l o w er r at e, c a u si n g m at urit y- o n s et di a b et e s of t h e y o u n g ( M O D Y ) t y p e

8 2 8 6, 2 8 7 . T h e alt er n ati v e pr ot ei n all el e w o ul d t h er ef or e b e o b s er v e d i n a hi g h er a b u n d a n c e i n

t h e p a n cr e ati c ti s s u e t h a n t h e r ef er e n c e all el e. W o ul d a s y st e m ati c c o m p ari s o n of t h e a b u n-

d a n c e of diff er e nt all el e s i n pr ot ei n s h el p e x pl ai n t h eir r ol e i n p ol y g e ni c tr ait s ?



5. 5 Et hi c al c o n si d e r ati o n s 5 3

S
u

p
er

p
o

p
ul

at
i

o
n

0. 0 0. 2 0. 4 0. 6 0. 8 1. 0 1. 2 1. 4 1. 6 1. 8 2. 0 2. 2 2. 4 2. 6 2. 8 3. 0

S h a r e o f i n di vi d u al p r o t e o m e c o v e r e d b y n o n - c a n o ni c al p e p ti d e s ( % )

Af ri c a n

A m e ri c a n

S o u t h A si a n

E u r o p e a n

E a s t A si a n

F i g u r e 5. 1: P er c e nt a g e of t h e i n di vi d u al pr ot e o m e c o v er e d b y v ari a nt p e pti d e s a m o n g t h e p arti ci p a nt s
of t h e 1 k G P, gr o u p e d b y s u p er p o p ul ati o n, w h er e e a c h d ot r e pr e s e nt s a n i n di vi d u al.

W e h a v e al s o bri e fl y a d dr e s s e d t h e a p pli c ati o n of pr ot ei n h a pl ot y p e a n al y si s i n c ell li n e st u di e s.

A s d e m o n str at e d i n P a p er 2, w h e n w or ki n g wit h st e m c ell s d eri v e d fr o m a s p e ci fi c d o n or, i n c or-

p or ati n g t h e d o n or’ s g e n ot y p e i nt o t h e pr ot e o mi c s e ar c h s p a c e e n a bl e s t h e d et e cti o n of v ari a nt

p e pti d e s i n a m a n n er si mil ar t o t h at o b s er v e d i n bl o o d or ti s s u e s a m pl e s. H o w e v er, H e L a c ell s,

a n d m a n y ot h er e st a bli s h e d c ell li n e s, e x hi bit e xt e n si v e g e n o mi c a b n or m aliti e s c o m p ar e d t o t h e

n or m al h u m a n g e n o m e, i n cl u di n g a n e u pl oi d y ( c h a n g e s i n c hr o m o s o m e n u m b er ) a n d c o m pl e x

str u ct ur al r e arr a n g e m e nt s 2 8 8 . I n H e L a, t h e s e f e at ur e s ar e p artl y a r e fl e cti o n of it s c a n c er o u s

ori gi n b ut m a y al s o b e t h e r e s ult of l o n g-t er m a d a pt ati o n t o c ell c ult ur e c o n diti o n s 2 8 8 . W hil e

a c c o u nti n g f or t h e s p e ci fi c g e n o mi c l a n d s c a p e of c ell li n e s c o ul d i m pr o v e t h e a c c ur a c y of s u c h

pr ot e o mi c st u di e s, t h e pr e s e n c e of c hr o m o s o m al a b n or m aliti e s a n d l ar g e str u ct ur al v ari a nt s

w o ul d r e q uir e alt er n ati v e str at e gi e s t o f ull y c a pt ur e t h e pr ot e o mi c c o m pl e xit y of t h e s e c ell

li n e s.

F urt h er m or e, t h e c o n c e pt of pr ot ei n h a pl ot y p e s h a s s o f ar b e e n e x pl or e d o nl y i n h u m a n st u di e s.

W hil e t h er e i s p ot e nti al t o e xt e n d t h e s e a p pr o a c h e s t o m o d el or g a ni s m s wit h w ell- a n n ot at e d

di pl oi d g e n o m e s, s u c h a s mi c e, t h e b e n e fit of a c c o u nti n g f or c o m m o n h a pl ot y p e s i n a ni m al

st u di e s h a s y et t o b e d e s cri b e d.

5. 5 Et hi c al c o n si d e r ati o n s

A gr o wi n g c o n c er n i n pr ot e o g e n o mi c s i s t h at pr ot e o mi c d at a m a y r e q uir e t h e s a m e l e v el of c o n-

fi d e nti alit y a s g e n o mi c d at a if e n o u g h r ar e v ari a nt p e pti d e s ar e d et e ct e d a n d li n k e d t o s p e ci fi c
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i n di vi d u al h a pl ot y p e s 2 8 9 . I n t h e c o nt e xt of m ulti- o mi c s a s s o ci ati o n st u di e s, w h er e g e n eti c i n-

f or m ati o n i s alr e a d y i n cl u d e d, t hi s d e v el o p m e nt s h o ul d n ot i ntr o d u c e n e w et hi c al c h all e n g e s,

a s p arti ci p a nt s pr o vi d e i nf or m e d c o n s e nt f or s e c ur e h a n dli n g of t h eir g e n o mi c d at a. W hil e

w e h a v e s h o w n t h at it i s p o s si bl e t o c o n fi d e ntl y m a p h u n dr e d s of v ari a nt p e pti d e s i n a n i n-

di vi d u al wit h o ut a c c e s si n g t h eir g e n eti c i nf or m ati o n, i n o ur c a s e, t h e s e v ari a nt s ar e c o m m o n

a n d c a n n ot u ni q u el y i d e ntif y a n i n di vi d u al wit hi n t h e g e n er al p o p ul ati o n. N e v ert h el e s s, r e-

s e ar c h i n f or e n si c s ci e n c e h a s d e m o n str at e d t h at e v e n t hi s n u m b er of v ari a nt p e pti d e s c a n h el p

di sti n g ui s h o n e i n di vi d u al fr o m a n ot h er 2 9 0 . M or e o v er, a s Pr o H a p c a n n o w g e n er at e pr ot ei n

h a pl ot y p e d at a b a s e s fr o m l ar g e g e n o mi c d at a s et s, s u c h a s t h e All of U s R e s e ar c h Pr o gr a m,

t h er e i s a r e ali sti c p o s si bilit y t h at i n cr e a si n gl y d et ail e d pr ot e o mi c r ef er e n c e s will r e fl e ct r ar e

h a pl ot y p e s. T h e s e d e v el o p m e nt s will h a v e i m pli c ati o n s f or i nf or m e d c o n s e nt r e g ar di n g t h e u s e

of pr ot e o mi c d at a, a s w ell a s f or d at a p u bli s hi n g a n d pr ot e cti o n pr a cti c e s 2 8 9 .

B e y o n d d at a c o n fi d e nti alit y, ot h er c h all e n g e s r e m ai n. G e n o mi c st u di e s h a v e hi g hli g ht e d bi a s e s

i ntr o d u c e d b y t h e o v err e pr e s e nt ati o n of E ur o p e a n p o p ul ati o n s i n r ef er e n c e d at a s et s. G W A S

i s c o m m o nl y p erf or m e d e x cl u si v el y o n i n di vi d u al s of E ur o p e a n a n c e str y ( s e e S e cti o n 1. 2. 6 ),

a n d t h e p er c e nt a g e of p arti ci p a nt s of E ur o p e a n a n c e str y i n G W A S h a s i n cr e a s e d si n c e 2 0 1 7,

r e a c hi n g o v er 8 8 % a s of A u g u st 2 0 2 5, a s o bt ai n e d fr o m t h e li st of st u di e s a v ail a bl e i n t h e G W A S

C at al o g 2 9 1 . T h e e xt e nt of E ur o p e a n o v err e pr e s e nt ati o n i n pr ot e o mi c st u di e s h a s n ot b e e n w ell

d e s cri b e d.

O ur a p pr o a c h e n a bl e s h a pl ot y p e- a w ar e a n al y si s i n pr ot e o mi c s u si n g a n y a v ail a bl e p a n el of h a p-

l ot y p e s – i n cl u di n g u n d err e pr e s e nt e d p o p ul ati o n s. H o w e v er, w h e n o bt ai ni n g i nf or m e d c o n s e nt

fr o m i n di vi d u al s i n v ul n er a bl e gr o u p s, s p e ci al c o n si d er ati o n of ri s k s, b e n e fit s, a n d c o m m u nit y

i n v ol v e m e nt i s e s s e nti al 1 2 2 . T h e s e st e p s ar e cr u ci al, a n d w hil e t h e m et h o d s d e v el o p e d h er e c a n

b e a p pli e d i n li n e wit h t h e b e st pr a cti c e s, a n d t h e s oft w ar e t o ol s e x e c ut e d i n s e c ur e e n vir o n-

m e nt s wit h o ut br e a c hi n g d at a pri v a c y, it i s li k el y t h at h a pl ot y p e- a w ar e pr ot e o mi c a n al y si s will

fir st b e a p pli e d i n p o p ul ati o n s alr e a d y w ell r e pr e s e nt e d i n g e n o mi c st u di e s.
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I n s u m m ar y, t hi s t h e si s a d v a n c e s t h e fi el d of pr ot e o g e n o mi c s b y e n a bli n g t h e s y st e m ati c i d e n-

ti fi c ati o n a n d a n al y si s of c o m m o n pr ot ei n s e q u e n c e v ari a nt s at b ot h i n di vi d u al a n d p o p ul ati o n

l e v el s. B y i nt e gr ati n g h a pl ot y p e- a w ar e d at a b a s e s, r o b u st d at a pr o c e s si n g pi p eli n e s, a n d a n i n-

t er a cti v e vi s u ali z ati o n pl atf or m, t hi s w or k pr o vi d e s a n e w fr a m e w or k f or e x pl ori n g pr ot e o mi c

di v er sit y e n c o d e d b y c o m m o n g e n eti c v ari ati o n. T h e r e s ult s d e m o n str at e t h at b a s e d o n t h e

1 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct d at a, a s u b st a nti al s h ar e of t h e h u m a n pr ot e o m e m a y b e o b s c ur e d

t o m a s s s p e ctr o m etr y- b a s e d pr ot e o mi c a n al y si s u nl e s s c o m m o n h a pl ot y p e s ar e a c c o u nt e d f or.

M or e o v er, i n di vi d u al s of t h e Afri c a n s u p er p o p ul ati o n pr e s e nt t h e hi g h e st s h ar e of t h e pr ot e o m e

c o v er e d b y v ari a nt p e pti d e s b ot h i n di vi d u all y a n d c o m bi n e d, i n di c ati n g t h at pr ot e o mi c a n al y-

s e s n ot a c c o u nti n g f or h a pl ot y p e di v er sit y will b e bi a s e d a g ai n st t h e s e p o p ul ati o n s.

W e al s o s h o w t h at h a pl ot y p e- a w ar e a p pr o a c h e s ar e c a p a bl e of i d e ntif yi n g p e pti d e s e n c o d e d b y

c o m m o n h a pl ot y p e s i n m a s s s p e ctr o m etr y- b a s e d pr ot e o mi c d at a s et s. T h e s e fi n di n g s m a y l a y

t h e gr o u n d w or k f or m or e n u a n c e d st u di e s of t h e bi ol o gi c al a n d cli ni c al si g ni fi c a n c e of pr ot ei n

h a pl ot y p e s, a n d f or t h e i nt e gr ati o n of h a pl ot y p e- a w ar e pr ot e o mi c w or k fl o w s i nt o p o p ul ati o n-

s c al e m ulti- o mi c s st u di e s. T o b ett er c h art t h e o v er all i m p a ct of c o m m o n h a pl ot y p e s o n t h e h u-

m a n pr ot e o m e, w e d e v el o p e d a vi s u al w e b- b a s e d t o ol t o all o w r e s e ar c h er s t o e x pl or e t h e pr o-

t ei n h a pl ot y p e s e n c o d e d b y a n y g e n e. I d e nti fi c ati o n s of p e pti d e s i n p u bli c m a s s s p e ctr o m etr y-

b a s e d d at a s et s ar e m a p p e d t o t h e pr ot ei n h a pl ot y p e s e q u e n c e s, a n d p e pti d e s i d e nti fi e d i n s p e-

ci fi c ti s s u e s, or i n s p e ci fi c d at a s et s c a n b e di sti n g ui s h e d. T hi s t o ol i s a v ail a bl e o nli n e a n d will

b e u p d at e d t o f urt h er e n c o m p a s s m or e p u bli c m a s s s p e ctr o m etr y d at a.

T h e e x a m pl e s ill u str ati n g t h e pri n ci pl e s of pr e ci si o n m e di ci n e – t h e i d e nti fi c ati o n of t h e c a u s al

m e c h a ni s m s of a n i n di vi d u al a ut oi m m u n e c o n diti o n, a n d t h e i m pr o v e m e nt s of tr e at m e nt o p-

ti o n s f or s e v er al s u b cl a s s e s of di a b et e s – h a v e s h o w n h o w t h e cl o s e i n s p e cti o n of c a n di d at e

g e n e s, or of t h e g e n eti c m a k e u p of a si n gl e i n di vi d u al, c a n all o w f or lif e- c h a n gi n g m e di c al

i nt er v e nti o n s. T hi s w or k w a s c o m pl et e d wit h t h e h o p e t h at t h e d e v el o p e d a p pr o a c h e s a n d

r e s o ur c e s will o p e n n e w a v e n u e s f or i n v e sti g ati n g t h e f u n cti o n al c o n s e q u e n c e s of g e n eti c v ari-

ati o n i n a n u n bi a s e d m a n n er at s c al e, i m pr o vi n g a p pli c ati o n s i n ri s k s c or e s, di s e a s e a s s o ci ati o n

st u di e s, a n d pr e ci si o n m e di ci n e.
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S o f ar, t hi s w or k h a s d e m o n str at e d t h at i n cl u di n g c o m m o n pr ot ei n h a pl ot y p e s i n t h e pr ot e o mi c

s e ar c h s p a c e c a n e n h a n c e p e pti d e i d e nti fi c ati o n i n h e alt h y ti s s u e s a n d pl a s m a. B y a c c o u nti n g

f or t h e a ct u al c o m bi n ati o n s of g e n eti c v ari a nt s pr e s e nt i n i n di vi d u al s, w e a d dr e s s a k e y li m-

it ati o n of tr a diti o n al r ef er e n c e- b a s e d s e ar c h e s, w hi c h m a y mi s s v ari a nt p e pti d e s or mi s a s si g n

s p e ctr a, e s p e ci all y i n g e n eti c all y di v er s e p o p ul ati o n s. T h e i niti al fi n di n g s i n h e alt h y s a m pl e s

l a y a f o u n d ati o n f or e xt e n di n g t h e s e m et h o d s t o m or e c o m pl e x bi o m e di c al c o nt e xt s.

M o st a p pli c ati o n s of t h e s e pr ot e o g e n o mi c m et h o d s will f o c u s o n u n d er st a n di n g di s e a s e p h e-

n ot y p e s. I n p arti c ul ar, t h e st u d y of p ol y g e ni c n o n- c o m m u ni c a bl e di s e a s e s st a n d s t o b e n e fit

fr o m a dir e ct i n v e sti g ati o n of v ari a nt pr ot ei n s t h e m s el v e s, r at h er t h a n s ol el y r el yi n g o n g e n eti c

a s s o ci ati o n st u di e s. B y i d e ntif yi n g a n d q u a ntif yi n g v ari a nt p e pti d e s, w e c a n b e gi n t o s y st e m-

ati c all y a n s w er n e w q u e sti o n s a b o ut t h e f u n cti o n al c o n s e q u e n c e s of g e n eti c v ari ati o n. F or

e x a m pl e, h o w d o v ari a nt pr ot ei n s i nt er a ct wit h ot h er pr ot ei n s, or f or m f u n cti o n al c o m pl e x e s

a n d p ol y m er s ? H o w d o e s t h e pr e s e n c e of v ari a nt p e pti d e s i n fl u e n c e t h e r e s ult s of p Q T L st u d-

i e s, e s p e ci all y i n r e gi o n s of hi g h li n k a g e di s e q uili bri u m w h er e m ulti pl e v ari a nt s m a y c o- o c c ur

a n d j oi ntl y alt er pr ot ei n s e q u e n c e s ?

A d diti o n all y, t h e s y st e m ati c i n cl u si o n of h a pl ot y p e i nf or m ati o n all o w s u s t o i n v e sti g at e t h e

si g ni fi c a n c e of v ari a nt c o m bi n ati o n s t h at o nl y o c c ur t o g et h er. T hi s e n a bl e s u s t o a d dr e s s i m-

p ort a nt q u e sti o n s, s u c h a s w h et h er c ert ai n c o m bi n ati o n s of v ari a nt s ar e r e q uir e d f or pr ot ei n

st a bilit y or f u n cti o n. F urt h er m or e, c ert ai n r ar e v ari a nt s m a y o nl y b e c o m e p at h o g e ni c i n t h e

c o nt e xt of s p e ci fi c c o m m o n v ari a nt s l o c at e d i n t h e s a m e g e n e or el s e w h er e. T h e s e a p pr o a c h e s

al s o pr o vi d e n e w o p p ort u niti e s t o e x pl or e e v ol uti o n ar y pr o c e s s e s b y r e v e ali n g p att er n s of v ari-

a nt c o- o c c urr e n c e t h at m a y r e fl e ct s el e cti v e pr e s s ur e s or f u n cti o n al c o n str ai nt s o v er ti m e. B y

i nt e gr ati n g pr ot e o mi c d at a wit h h a pl ot y p e i nf or m ati o n, w e o p e n n e w a v e n u e s f or u n d er st a n d-

i n g t h e m ol e c ul ar m e c h a ni s m s u n d erl yi n g c o m pl e x tr ait s a n d f or i m pr o vi n g t h e i nt er pr et ati o n

of g e n eti c a s s o ci ati o n st u di e s i n bi o m e di c al r e s e ar c h.

T o d a y, m a n y bi o b a n k s h a v e p air e d e x o m e or g e n o m e s e q u e n ci n g d at a wit h bi ol o gi c al s a m pl e s

s u c h a s bl o o d s er u m, pr o vi di n g a ri c h r e s o ur c e f or i nt e gr ati v e pr ot e o g e n o mi c a n al y si s. N or-

w a y a n d t h e N or di c c o u ntri e s, f or e x a m pl e, off er a u ni q u e s etti n g wit h a m o d er at el y di v er s e

p o p ul ati o n, a n d b e n e fit fr o m a u ni fi e d, hi g h- q u alit y h e alt h c ar e s y st e m a n d e x c ell e nt bi o b a n k
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i nfr a str u ct ur e 2 9 2 . A p pl yi n g t h e pr ot e o g e n o mi c a p pr o a c h e s d e v el o p e d i n t hi s t h e si s t o s u c h

d at a s et s c o ul d gr e atl y e n h a n c e o ur u n d er st a n di n g of di s e a s e m e c h a ni s m s, e x pl ai n r e gi o n al dif-

f er e n c e s i n di s e a s e i n ci d e n c e, a n d e n a bl e m or e n u a n c e d str ati fi c ati o n or cl u st eri n g of p ati e nt s

b a s e d o n b ot h g e n eti c a n d pr ot e o mi c pr o fil e s.

Fi n all y, t hi s t h e si s pr e s e nt s t w o n o v el s oft w ar e t o ol s, w h o s e utilit y h a s b e e n d e m o n str at e d o n

s el e ct e d e x a m pl e d at a s et s. H o w e v er, t h e tr u e i m p a ct of t h e s e t o ol s will ulti m at el y d e p e n d o n

t h eir a d o pti o n a n d s u st ai n e d u s e b y t h e br o a d er r e s e ar c h c o m m u nit y. T o e n s ur e l o n g-t er m r el-

e v a n c e, it i s e s s e nti al t h at t h e s e t o ol s ar e a cti v el y m ai nt ai n e d a n d u p d at e d o v er ti m e. T h e m o st

eff e cti v e str at e g y will li k el y i n v ol v e m er gi n g t h e m wit h si mil ar r e s o ur c e s i nt o a c oll a b or ati v el y

m ai nt ai n e d t o ol s et. M or e o v er, i n c or p or ati n g p e pti d e i d e nti fi c ati o n s fr o m m ulti pl e pr ot e o mi c

d at a s et s i nt o Pr o H a p E x pl or er, s p a n ni n g h u m a n ti s s u e s a n d bl o o d pl a s m a s a m pl e s, i s e s s e n-

ti al t o pr o vi d e a r eli a bl e r e s o ur c e, p ot e nti all y s u p pl e m e nti n g w ell- e st a bli s h e d pl atf or m s s u c h

a s g n o m A D 7 2 . Wit h t hi s i n mi n d, w e ar e c urr e ntl y m a ki n g pl a n s t o s e c ur e t h e f ut ur e d e v el o p-

m e nt a n d i nt e gr ati o n of t h e t o ol s i ntr o d u c e d i n t hi s t h e si s, ai mi n g t o m a xi mi z e t h eir v al u e a n d

u s a bilit y f or r e s e ar c h er s i n pr ot e o g e n o mi c s a n d r el at e d fi el d s.
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1 7 1 7 3 7 a 0.

[ 3 6 ] R. W u a n d A. D. K ai s er. Str u ct ur e a n d b a s e s e q u e n c e i n t h e c o h e si v e e n d s of b a ct e-

ri o p h a g e l a m b d a D N A. J o u r n al of M ol e c ul a r Bi ol o g y , 3 5 ( 3 ): 5 2 3 – 5 3 7, J a n. 1 9 6 8. d oi:

1 0. 1 0 1 6 / S 0 0 2 2- 2 8 3 6 ( 6 8 ) 8 0 0 1 2- 9.

[ 3 7 ] A. M. Gi a ni, G. R. G all o, L. Gi a nfr a n c e s c hi, a n d G. F or m e nti. L o n g w al k t o g e n o mi c s:

Hi st or y a n d c urr e nt a p pr o a c h e s t o g e n o m e s e q u e n ci n g a n d a s s e m bl y. C o m p ut ati o n al a n d

St r u ct u r al Bi ot e c h n ol o g y J o u r n al , 1 8: 9 – 1 9, J a n. 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. c s bj. 2 0 1 9. 1 1. 0 0 2.

[ 3 8 ] R. St a d e n. A str at e g y of D N A s e q u e n ci n g e m pl o yi n g c o m p ut er pr o gr a m s. N u cl ei c A ci ds

R es e a r c h , 6 ( 7 ): 2 6 0 1 – 2 6 1 0, 1 9 7 9. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / n ar / 6. 7. 2 6 0 1.

[ 3 9 ] I nt er n ati o n al H u m a n G e n o m e S e q u e n ci n g C o n s orti u m. Fi ni s hi n g t h e e u c hr o m ati c

s e q u e n c e of t h e h u m a n g e n o m e. N at u r e , 4 3 1 ( 7 0 1 1 ): 9 3 1 – 9 4 5, O ct. 2 0 0 4. d oi:

1 0. 1 0 3 8 / n at ur e 0 3 0 0 1.

[ 4 0 ] Y. G u o, Y. D ai, H. Y u, et al. I m pr o v e m e nt s a n d i m p a ct s of G R C h 3 8 h u m a n r ef er e n c e o n

hi g h t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g d at a a n al y si s. G e n o mi cs , 1 0 9 ( 2 ): 8 3 – 9 0, M ar. 2 0 1 7. d oi:

1 0. 1 0 1 6 /j. y g e n o. 2 0 1 7. 0 1. 0 0 5.

[ 4 1 ] S. B all o u z, A. D o bi n, a n d J. A. Gilli s. I s it ti m e t o c h a n g e t h e r ef er e n c e g e n o m e ? G e n o m e

Bi ol o g y , 2 0 ( 1 ): 1 5 9, A u g. 2 0 1 9. d oi: 1 0. 1 1 8 6 / s 1 3 0 5 9- 0 1 9- 1 7 7 4- 4.

[ 4 2 ] R. C h e n a n d A. J. B utt e. T h e r ef er e n c e h u m a n g e n o m e d e m o n str at e s hi g h ri s k of t y p e

1 di a b et e s a n d ot h er di s or d er s. I n Bi o c o m p uti n g 2 0 1 1 , p a g e s 2 3 1 – 2 4 2. W O R L D S CI E N-

TI FI C, N o v. 2 0 1 1. I S B N 9 7 8- 9 8 1- 4 3 3 5- 0 4- 1. d oi: 1 0. 1 1 4 2 / 9 7 8 9 8 1 4 3 3 5 0 5 8 _ 0 0 2 5.

[ 4 3 ] H u m a n G e n o m e O v er vi e w - G e n o m e R ef er e n c e C o n s orti u m. U R L h t t p s : / / w w w . n c b i .

n l m . n i h . g o v / g r c / h u m a n .

[ 4 4 ] D. M. C h ur c h, V. A. S c h n ei d er, T. Gr a v e s, et al. M o d er ni zi n g R ef er e n c e G e n o m e A s s e m-

bli e s. P L O S Bi ol o g y , 9 ( 7 ): e 1 0 0 1 0 9 1, J ul y 2 0 1 1. d oi: 1 0. 1 3 7 1 /j o ur n al. p bi o. 1 0 0 1 0 9 1.

[ 4 5 ] P. Fli c e k, B. L. A k e n, B. B all e st er, et al. E n s e m bl’ s 1 0t h y e ar. N u cl ei c A ci ds R es e a r c h , 3 8

( s u p pl _ 1 ): D 5 5 7 – D 5 6 2, J a n. 2 0 1 0. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / n ar / g k p 9 7 2.

[ 4 6 ] E pl uri b u s u n u m. N at u r e M et h o ds , 7 ( 5 ): 3 3 1 – 3 3 1, M a y 2 0 1 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

n m et h 0 5 1 0- 3 3 1.

[ 4 7 ] S. N ur k, S. K or e n, A. R hi e, et al. T h e c o m pl et e s e q u e n c e of a h u m a n g e n o m e. S ci e n c e ,

3 7 6 ( 6 5 8 8 ): 4 4 – 5 3, A pr. 2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 1 2 6 / s ci e n c e. a bj 6 9 8 7.

[ 4 8 ] Z. D. St e p h e n s, S. Y. L e e, F. F a g hri, et al. Bi g D at a: A str o n o mi c al or G e n o mi c al ? P L O S

Bi ol o g y , 1 3 ( 7 ): e 1 0 0 2 1 9 5, J ul y 2 0 1 5. d oi: 1 0. 1 3 7 1 /j o ur n al. p bi o. 1 0 0 2 1 9 5.
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[ 4 9 ] N. D. Ol s o n, J. W a g n er, N. D w ar s h ui s, et al. V ari a nt c alli n g a n d b e n c h m ar ki n g i n a n er a

of c o m pl et e h u m a n g e n o m e s e q u e n c e s. N at u r e R e vi e ws G e n eti cs , 2 4 ( 7 ): 4 6 4 – 4 8 3, J ul y

2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 7 6- 0 2 3- 0 0 5 9 0- 0.

[ 5 0 ] I. K o c k u m, J. H u a n g, a n d P. Stri d h. O v er vi e w of G e n ot y pi n g T e c h n ol o gi e s a n d M et h o d s.

C u r r e nt P r ot o c ols , 3 ( 4 ): e 7 2 7, A pr. 2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 0 2 / c p z 1. 7 2 7.

[ 5 1 ] L. St ei n. G e n o m e a n n ot ati o n: fr o m s e q u e n c e t o bi ol o g y. N at u r e R e vi e ws G e n eti cs , 2 ( 7 ):

4 9 3 – 5 0 3, J ul y 2 0 0 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / 3 5 0 8 0 5 2 9.

[ 5 2 ] I. E z k ur di a, D. J u a n, J. M. R o dri g u e z, et al. M ulti pl e e vi d e n c e str a n d s s u g g e st t h at t h er e

m a y b e a s f e w a s 1 9 0 0 0 h u m a n pr ot ei n- c o di n g g e n e s. H u m a n M ol e c ul a r G e n eti cs , 2 3

( 2 2 ): 5 8 6 6 – 5 8 7 8, N o v. 2 0 1 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / h m g / d d u 3 0 9.

[ 5 3 ] S. L. S al z b er g. O p e n q u e sti o n s: H o w m a n y g e n e s d o w e h a v e ? B M C Bi ol o g y , 1 6 ( 1 ): 9 4,

A u g. 2 0 1 8. d oi: 1 0. 1 1 8 6 / s 1 2 9 1 5- 0 1 8- 0 5 6 4- x.

[ 5 4 ] J. M or al e s, S. P uj ar, J. E. L o v el a n d, et al. A j oi nt N C BI a n d E M B L- E BI tr a n s cri pt s et f or

cli ni c al g e n o mi c s a n d r e s e ar c h. N at u r e , 6 0 4 ( 7 9 0 5 ): 3 1 0 – 3 1 5, A pr. 2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 1 5 8 6- 0 2 2- 0 4 5 5 8- 8.

[ 5 5 ] S. C. D y er, O. A u sti n e- Ori m ol o y e, A. G. A z o v, et al. E n s e m bl 2 0 2 5. N u cl ei c A ci ds R es e a r c h ,

5 3 ( D 1 ): D 9 4 8 – D 9 5 7, J a n. 2 0 2 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / n ar / g k a e 1 0 7 1.

[ 5 6 ] K. R. C hi. T h e d ar k si d e of t h e h u m a n g e n o m e. N at u r e , 5 3 8 ( 7 6 2 4 ): 2 7 5 – 2 7 7, O ct. 2 0 1 6.

d oi: 1 0. 1 0 3 8 / 5 3 8 2 7 5 a.

[ 5 7 ] G. M c Vi c k er, B. v a n d e G eij n, J. F. D e g n er, et al. I d e nti fi c ati o n of G e n eti c V ari a nt s T h at

Aff e ct Hi st o n e M o di fi c ati o n s i n H u m a n C ell s. S ci e n c e , 3 4 2 ( 6 1 5 9 ): 7 4 7 – 7 4 9, N o v. 2 0 1 3.

d oi: 1 0. 1 1 2 6 / s ci e n c e. 1 2 4 2 4 2 9.

[ 5 8 ] F. Z h a n g a n d J. R. L u p s ki. N o n- c o di n g g e n eti c v ari a nt s i n h u m a n di s e a s e. H u m a n

M ol e c ul a r G e n eti cs , 2 4 ( R 1 ): R 1 0 2 – R 1 1 0, O ct. 2 0 1 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / h m g / d d v 2 5 9.

[ 5 9 ] J. R o g er s a n d R. W all. A m e c h a ni s m f or R N A s pli ci n g. P r o c e e di n gs of t h e N ati o n al

A c a d e m y of S ci e n c es , 7 7 ( 4 ): 1 8 7 7 – 1 8 7 9, A pr. 1 9 8 0. d oi: 1 0. 1 0 7 3 / p n a s. 7 7. 4. 1 8 7 7.

[ 6 0 ] A. N e w m a n. R N A s pli ci n g. C u r r e nt Bi ol o g y , 8 ( 2 5 ): R 9 0 3 – R 9 0 5, D e c. 1 9 9 8. d oi: 1 0.

1 0 1 6 / S 0 9 6 0- 9 8 2 2 ( 9 8 ) 0 0 0 0 5- 0.

[ 6 1 ] B. R a b b a ni, M. T e ki n, a n d N. M a h di e h. T h e pr o mi s e of w h ol e- e x o m e s e q u e n ci n g i n

m e di c al g e n eti c s. J o u r n al of H u m a n G e n eti cs , 5 9 ( 1 ): 5 – 1 5, J a n. 2 0 1 4. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /j h g.

2 0 1 3. 1 1 4.

[ 6 2 ] A. Zi e n, B. S c h öl k o pf, K. Ts u d a, a n d J. V ert. A pri m er o n m ol e c ul ar bi ol o g y. Ke r n el

M et h o ds i n C o m p ut ati o n al Bi ol o g y, 3- 3 4 ( 2 0 0 4 ) , J a n. 2 0 0 4.
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[ 6 3 ] P. Si e b er, M. Pl at z er, a n d S. S c h u st er. T h e D e fi niti o n of O p e n R e a di n g Fr a m e R e vi sit e d.

Tr e n ds i n G e n eti cs , 3 4 ( 3 ): 1 6 7 – 1 7 0, M ar. 2 0 1 8. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j.ti g. 2 0 1 7. 1 2. 0 0 9.

[ 6 4 ] J.- P. C o u s o a n d P. P atr a q ui m. Cl a s si fi c ati o n a n d f u n cti o n of s m all o p e n r e a di n g fr a m e s.

N at u r e R e vi e ws M ol e c ul a r C ell Bi ol o g y , 1 8 ( 9 ): 5 7 5 – 5 8 9, S e pt. 2 0 1 7. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / nr m.

2 0 1 7. 5 8.

[ 6 5 ] J. M. M u d g e, J. R ui z- Or er a, J. R. Pr e n s n er, et al. St a n d ar di z e d a n n ot ati o n of tr a n sl at e d

o p e n r e a di n g fr a m e s. N at u r e Bi ot e c h n ol o g y , 4 0 ( 7 ): 9 9 4 – 9 9 9, J ul y 2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 1 5 8 7- 0 2 2- 0 1 3 6 9- 0.

[ 6 6 ] M. L e k, K. J. K ar c z e w s ki, E. V. Mi ni k el, et al. A n al y si s of pr ot ei n- c o di n g g e n eti c v ari-

ati o n i n 6 0, 7 0 6 h u m a n s. N at u r e , 5 3 6 ( 7 6 1 6 ): 2 8 5 – 2 9 1, A u g. 2 0 1 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

n at ur e 1 9 0 5 7.

[ 6 7 ] J. G. H all. R e vi e w a n d h y p ot h e s e s: s o m ati c m o s ai ci s m: o b s er v ati o n s r el at e d t o cli ni c al

g e n eti c s. A m e ri c a n J o u r n al of H u m a n G e n eti cs , 4 3 ( 4 ): 3 5 5 – 3 6 3, O ct. 1 9 8 8.

[ 6 8 ] L. V. H or e b e e k, B. D u b oi s, a n d A. G ori s. S o m ati c V ari a nt s: N e w Ki d s o n t h e Bl o c k i n

H u m a n I m m u n o g e n eti c s. Tr e n ds i n G e n eti cs , 3 5 ( 1 2 ): 9 3 5 – 9 4 7, D e c. 2 0 1 9. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /

j.ti g. 2 0 1 9. 0 9. 0 0 5.

[ 6 9 ] M. M o hi u d di n, R. F. K o o y, a n d C. E. P e ar s o n. D e n o v o m ut ati o n s, g e n eti c m o s ai ci s m a n d

h u m a n di s e a s e. F r o nti e rs i n G e n eti cs , 1 3, S e pt. 2 0 2 2. d oi: 1 0. 3 3 8 9 /f g e n e. 2 0 2 2. 9 8 3 6 6 8.

[ 7 0 ] S. Ri c h ar d s, N. A zi z, S. B al e, et al. St a n d ar d s a n d g ui d eli n e s f or t h e i nt er pr et ati o n

of s e q u e n c e v ari a nt s: a j oi nt c o n s e n s u s r e c o m m e n d ati o n of t h e A m eri c a n C oll e g e of

M e di c al G e n eti c s a n d G e n o mi c s a n d t h e A s s o ci ati o n f or M ol e c ul ar P at h ol o g y. G e n eti cs

i n M e di ci n e, 1 7 ( 5 ): 4 0 5 – 4 2 4, M a y 2 0 1 5. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / gi m. 2 0 1 5. 3 0.

[ 7 1 ] D. M. F o wl er a n d H. L. R e h m. Will v ari a nt s of u n c ert ai n si g ni fi c a n c e still e xi st i n 2 0 3 0 ?

T h e A m e ri c a n J o u r n al of H u m a n G e n eti cs , 1 1 1 ( 1 ): 5 – 1 0, J a n. 2 0 2 4. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. aj h g.

2 0 2 3. 1 1. 0 0 5.

[ 7 2 ] K. J. K ar c z e w s ki, L. C. Fr a n ci oli, G. Ti a o, et al. T h e m ut ati o n al c o n str ai nt s p e ctr u m

q u a nti fi e d fr o m v ari ati o n i n 1 4 1, 4 5 6 h u m a n s. N at u r e , 5 8 1 ( 7 8 0 9 ): 4 3 4 – 4 4 3, M a y 2 0 2 0.

d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 8 6- 0 2 0- 2 3 0 8- 7.

[ 7 3 ] J. C h e n g, G. N o v ati, J. P a n, et al. A c c ur at e pr ot e o m e- wi d e mi s s e n s e v ari a nt eff e ct

pr e di cti o n wit h Al p h a Mi s s e n s e. S ci e n c e , 0 ( 0 ): e a d g 7 4 9 2, S e pt. 2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 1 2 6 /

s ci e n c e. a d g 7 4 9 2.

[ 7 4 ] J. T. d e n D u n n e n, R. D al gl ei s h, D. R. M a gl ott, et al. H G V S R e c o m m e n d ati o n s f or t h e

D e s cri pti o n of S e q u e n c e V ari a nt s: 2 0 1 6 U p d at e. H u m a n M ut ati o n , 3 7 ( 6 ): 5 6 4 – 5 6 9,

2 0 1 6. d oi: 1 0. 1 0 0 2 / h u m u. 2 2 9 8 1.
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[ 7 5 ] J. T. d e n D u n n e n. S e q u e n c e V ari a nt D e s cri pti o n s: H G V S N o m e n cl at ur e a n d M ut al y z er.

C u r r e nt P r ot o c ols i n H u m a n G e n eti cs , 9 0 ( 1 ): 7. 1 3. 1 – 7. 1 3. 1 9, 2 0 1 6. d oi: 1 0. 1 0 0 2 / c p h g. 2.

[ 7 6 ] M. C ar gill, D. Alt s h ul er, J. Ir el a n d, et al. C h ar a ct eri z ati o n of si n gl e- n u cl e oti d e p ol y m or-

p hi s m s i n c o di n g r e gi o n s of h u m a n g e n e s. N at u r e G e n eti cs , 2 2 ( 3 ): 2 3 1 – 2 3 8, J ul y 1 9 9 9.

d oi: 1 0. 1 0 3 8 / 1 0 2 9 0.

[ 7 7 ] N. J. S c h or k, D. F alli n, a n d J. S. L a n c h b ur y. Si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m s a n d t h e

f ut ur e of g e n eti c e pi d e mi ol o g y. Cli ni c al G e n eti cs , 5 8 ( 4 ): 2 5 0 – 2 6 4, 2 0 0 0. d oi: 1 0. 1 0 3 4 /

j. 1 3 9 9- 0 0 0 4. 2 0 0 0. 5 8 0 4 0 2. x.

[ 7 8 ] M. Vi hi n e n. V ari ati o n O nt ol o g y f or a n n ot ati o n of v ari ati o n eff e ct s a n d m e c h a ni s m s.

G e n o m e R es e a r c h , 2 4 ( 2 ): 3 5 6 – 3 6 4, F e b. 2 0 1 4. d oi: 1 0. 1 1 0 1 / gr. 1 5 7 4 9 5. 1 1 3.

[ 7 9 ] M. M ort, D. I v a n o v, D. N. C o o p er, a n d N. A. C h u z h a n o v a. A m et a- a n al y si s of n o n s e n s e

m ut ati o n s c a u si n g h u m a n g e n eti c di s e a s e. H u m a n M ut ati o n , 2 9 ( 8 ): 1 0 3 7 – 1 0 4 7, 2 0 0 8.

d oi: 1 0. 1 0 0 2 / h u m u. 2 0 7 6 3.

[ 8 0 ] R. C. H u nt, V. L. Si m h a dri, M. I a n d oli, et al. E x p o si n g s y n o n y m o u s m ut ati o n s. Tr e n ds i n

G e n eti cs , 3 0 ( 7 ): 3 0 8 – 3 2 1, J ul y 2 0 1 4. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j.ti g. 2 0 1 4. 0 4. 0 0 6.

[ 8 1 ] M. Vi hi n e n. W h e n a S y n o n y m o u s V ari a nt I s N o n s y n o n y m o u s. G e n es , 1 3 ( 8 ): 1 4 8 5, A u g.

2 0 2 2. d oi: 1 0. 3 3 9 0 / g e n e s 1 3 0 8 1 4 8 5.

[ 8 2 ] N.- C. C h e n, L. F. P a uli n, F. J. S e dl a z e c k, et al. I m pr o v e d s e q u e n c e m a p pi n g u si n g a

c o m pl et e r ef er e n c e g e n o m e a n d lift- o v er. N at u r e M et h o ds , 2 1 ( 1 ): 4 1 – 4 9, J a n. 2 0 2 4. d oi:

1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 9 2- 0 2 3- 0 2 0 6 9- 6.

[ 8 3 ] C. Or m o n d, N. M. R y a n, A. C or vi n, a n d E. A. H er o n. C o n v erti n g si n gl e n u cl e oti d e

v ari a nt s b et w e e n g e n o m e b uil d s: fr o m c a uti o n ar y t al e t o s ol uti o n. B ri e fi n gs i n Bi oi nf o r-

m ati cs , 2 2 ( 5 ): b b a b 0 6 9, S e pt. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi b / b b a b 0 6 9.

[ 8 4 ] D. E. R ei c h, M. C ar gill, S. B ol k, et al. Li n k a g e di s e q uili bri u m i n t h e h u m a n g e n o m e.

N at u r e , 4 1 1 ( 6 8 3 4 ): 1 9 9 – 2 0 4, M a y 2 0 0 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / 3 5 0 7 5 5 9 0.

[ 8 5 ] D. F. C o nr a d, M. J a k o b s s o n, G. C o o p, et al. A w orl d wi d e s ur v e y of h a pl ot y p e v ari ati o n

a n d li n k a g e di s e q uili bri u m i n t h e h u m a n g e n o m e. N at u r e G e n eti cs , 3 8 ( 1 1 ): 1 2 5 1 – 1 2 6 0,

N o v. 2 0 0 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n g 1 9 1 1.

[ 8 6 ] S. M c C art h y, S. D a s, W. Kr et z s c h m ar, et al. A r ef er e n c e p a n el of 6 4, 9 7 6 h a pl ot y p e s f or

g e n ot y p e i m p ut ati o n. N at u r e G e n eti cs , 4 8 ( 1 0 ): 1 2 7 9 – 1 2 8 3, O ct. 2 0 1 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n g.

3 6 4 3.

[ 8 7 ] D. Fr eij e, C. H el m s, M. S. W at s o n, a n d H. D o ni s- K ell er. I d e nti fi c ati o n of a S e c o n d Ps e u-

d o a ut o s o m al R e gi o n N e ar t h e X q a n d Y q T el o m er e s. S ci e n c e , 2 5 8 ( 5 0 8 9 ): 1 7 8 4 – 1 7 8 7,

D e c. 1 9 9 2. d oi: 1 0. 1 1 2 6 / s ci e n c e. 1 4 6 5 6 1 4.
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[ 8 8 ] A. Fl a q u er, G. A. R a p p ol d, T. F. Wi e n k er, a n d C. Fi s c h er. T h e h u m a n p s e u d o a ut o s o m al

r e gi o n s: a r e vi e w f or g e n eti c e pi d e mi ol o gi st s. E u r o p e a n J o u r n al of H u m a n G e n eti cs , 1 6

( 7 ): 7 7 1 – 7 7 9, J ul y 2 0 0 8. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / ej h g. 2 0 0 8. 6 3.

[ 8 9 ] Y. C h oi, A. P. C h a n, E. Kir k n e s s, et al. C o m p ari s o n of p h a si n g str at e gi e s f or w h ol e

h u m a n g e n o m e s. P L O S G e n eti cs , 1 4 ( 4 ): e 1 0 0 7 3 0 8, A pr. 2 0 1 8. d oi: 1 0. 1 3 7 1 /j o ur n al.

p g e n. 1 0 0 7 3 0 8.

[ 9 0 ] M. M arti n, P. E b ert, a n d T. M ar s c h all. R e a d- B a s e d P h a si n g a n d A n al y si s of P h a s e d

V ari a nt s wit h W h at s H a p. I n B. A. P et er s a n d R. Dr m a n a c, e dit or s, H a pl ot y pi n g: M et h o ds

a n d P r ot o c ols , p a g e s 1 2 7 – 1 3 8. S pri n g er U S, N e w Y or k, N Y, 2 0 2 3. I S B N 9 7 8- 1- 0 7 1 6-

2 8 1 9- 5. d oi: 1 0. 1 0 0 7 / 9 7 8- 1- 0 7 1 6- 2 8 1 9- 5 _ 8.

[ 9 1 ] V. B a n s al. I nt e gr ati n g r e a d- b a s e d a n d p o p ul ati o n- b a s e d p h a si n g f or d e n s e a n d a c c ur at e

h a pl ot y pi n g of i n di vi d u al g e n o m e s. Bi oi nf o r m ati cs , 3 5 ( 1 4 ):i 2 4 2 –i 2 4 8, J ul y 2 0 1 9. d oi:

1 0. 1 0 9 3 / bi oi nf or m ati c s / bt z 3 2 9.

[ 9 2 ] W. S p o o n er, W. M c L ar e n, T. Sli d el, et al. H a pl o s a ur u s c o m p ut e s pr ot ei n h a pl ot y p e s

f or u s e i n pr e ci si o n dr u g d e si g n. N at u r e C o m m u ni c ati o ns , 9 ( 1 ): 4 1 2 8, O ct. 2 0 1 8. d oi:

1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 4 6 7- 0 1 8- 0 6 5 4 2- 1.

[ 9 3 ] G. H ell e nt h al, G. B. J. B u s b y, G. B a n d, et al. A G e n eti c Atl a s of H u m a n A d mi xt ur e

Hi st or y. S ci e n c e , 3 4 3 ( 6 1 7 2 ): 7 4 7 – 7 5 1, F e b. 2 0 1 4. d oi: 1 0. 1 1 2 6 / s ci e n c e. 1 2 4 3 5 1 8.

[ 9 4 ] A. B er g str ö m, S. A. M c C art h y, R. H ui, et al. I n si g ht s i nt o h u m a n g e n eti c v ari ati o n a n d

p o p ul ati o n hi st or y fr o m 9 2 9 di v er s e g e n o m e s. S ci e n c e , 3 6 7 ( 6 4 8 4 ): e a a y 5 0 1 2, M ar. 2 0 2 0.

d oi: 1 0. 1 1 2 6 / s ci e n c e. a a y 5 0 1 2.

[ 9 5 ] H. L e e, W. Ki m, N. K w o n, et al. L e s s o n s fr o m n ati o n al bi o b a n k pr oj e ct s utili zi n g w h ol e-

g e n o m e s e q u e n ci n g f or p o p ul ati o n- s c al e g e n o mi c s. G e n o mi cs & I nf o r m ati cs , 2 3 ( 1 ): 8,

M ar. 2 0 2 5. d oi: 1 0. 1 1 8 6 / s 4 4 3 4 2- 0 2 5- 0 0 0 4 0- 9.

[ 9 6 ] E. Uff el m a n n, Q. Q. H u a n g, N. S. M u n u n g, et al. G e n o m e- wi d e a s s o ci ati o n st u di e s. N a-

t u r e R e vi e ws M et h o ds P ri m e rs, 1 ( 1 ): 5 9, A u g. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 3 5 8 6- 0 2 1- 0 0 0 5 6- 9.

[ 9 7 ] D. J. M. Cr o u c h a n d W. F. B o d m er. P ol y g e ni c i n h erit a n c e, G W A S, p ol y g e ni c ri s k s c or e s,

a n d t h e s e ar c h f or f u n cti o n al v ari a nt s. P r o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es ,

1 1 7 ( 3 2 ): 1 8 9 2 4 – 1 8 9 3 3, A u g. 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 0 7 3 / p n a s. 2 0 0 5 6 3 4 1 1 7.

[ 9 8 ] A. C. F a h e d, M. W a n g, J. R. H o m b ur g er, et al. P ol y g e ni c b a c k gr o u n d m o di fi e s p e n etr a n c e

of m o n o g e ni c v ari a nt s f or ti er 1 g e n o mi c c o n diti o n s. N at u r e C o m m u ni c ati o ns , 1 1 ( 1 ):

3 6 3 5, A u g. 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 4 6 7- 0 2 0- 1 7 3 7 4- 3.

[ 9 9 ] C. M. L e wi s a n d E. V a s s o s. P ol y g e ni c ri s k s c or e s: fr o m r e s e ar c h t o ol s t o cli ni c al i n str u-

m e nt s. G e n o m e M e di ci n e , 1 2 ( 1 ): 4 4, M a y 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 1 8 6 / s 1 3 0 7 3- 0 2 0- 0 0 7 4 2- 5.



6 6 BI B LI O G R A P H Y

[ 1 0 0 ] M. L. P a g e, E. L. V a n c e, M. E. Cl o w ar d, et al. T h e P ol y g e ni c Ri s k S c or e K n o wl e d g e

B a s e off er s a c e ntr ali z e d o nli n e r e p o sit or y f or c al c ul ati n g a n d c o nt e xt u ali zi n g p ol y-

g e ni c ri s k s c or e s. C o m m u ni c ati o ns Bi ol o g y , 5 ( 1 ): 8 9 9, S e pt. 2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 2 0 0 3- 0 2 2- 0 3 7 9 5- x.

[ 1 0 1 ] N. J. L e n n o n, L. C. K ott y a n, C. K a c h uli s, et al. S el e cti o n, o pti mi z ati o n a n d v ali d a-

ti o n of t e n c hr o ni c di s e a s e p ol y g e ni c ri s k s c or e s f or cli ni c al i m pl e m e nt ati o n i n di-

v er s e U S p o p ul ati o n s. N at u r e M e di ci n e , 3 0 ( 2 ): 4 8 0 – 4 8 7, F e b. 2 0 2 4. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 1 5 9 1- 0 2 4- 0 2 7 9 6- z.

[ 1 0 2 ] C. B y cr oft, C. Fr e e m a n, D. P et k o v a, et al. T h e U K Bi o b a n k r e s o ur c e wit h d e e p p h e-

n ot y pi n g a n d g e n o mi c d at a. N at u r e , 5 6 2 ( 7 7 2 6 ): 2 0 3 – 2 0 9, O ct. 2 0 1 8. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 1 5 8 6- 0 1 8- 0 5 7 9- z.

[ 1 0 3 ] C. C h at el ai n, S. L e s s ar d, K. Kli n g er, et al. B uil di n g a h u m a n g e n eti c d at a l a k e t o s c al e

u p i n si g ht s f or dr u g di s c o v er y. D r u g Dis c o v e r y To d a y , 3 0 ( 6 ): 1 0 4 3 8 5, J u n e 2 0 2 5. d oi:

1 0. 1 0 1 6 /j. dr u di s. 2 0 2 5. 1 0 4 3 8 5.

[ 1 0 4 ] M. I. M c C art h y, G. R. A b e c a si s, L. R. C ar d o n, et al. G e n o m e- wi d e a s s o ci ati o n st u di e s f or

c o m pl e x tr ait s: c o n s e n s u s, u n c ert ai nt y a n d c h all e n g e s. N at u r e R e vi e ws G e n eti cs , 9 ( 5 ):

3 5 6 – 3 6 9, M a y 2 0 0 8. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / nr g 2 3 4 4.

[ 1 0 5 ] A. R. M arti n, M. K a n ai, Y. K a m at a ni, et al. Cli ni c al u s e of c urr e nt p ol y g e ni c ri s k s c or e s

m a y e x a c er b at e h e alt h di s p ariti e s. N at u r e G e n eti cs , 5 1 ( 4 ): 5 8 4 – 5 9 1, A pr. 2 0 1 9. d oi:

1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 8 8- 0 1 9- 0 3 7 9- x.

[ 1 0 6 ] J. M or al e s, D. W elt er, E. H. B o wl er, et al. A st a n d ar di z e d fr a m e w or k f or r e pr e s e nt ati o n

of a n c e str y d at a i n g e n o mi c s st u di e s, wit h a p pli c ati o n t o t h e N H G RI- E BI G W A S C at al o g.

G e n o m e Bi ol o g y , 1 9 ( 1 ): 2 1, F e b. 2 0 1 8. d oi: 1 0. 1 1 8 6 / s 1 3 0 5 9- 0 1 8- 1 3 9 6- 2.

[ 1 0 7 ] E. St a m at a ki s, K. B. O w e n, L. S h e p h er d, et al. I s C o h ort R e pr e s e nt ati v e n e s s P a s s é ?

P o st str ati fi e d A s s o ci ati o n s of Lif e st yl e Ri s k F a ct or s wit h M ort alit y i n t h e U K Bi o b a n k.

E pi d e mi ol o g y , 3 2 ( 2 ): 1 7 9, M ar. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 9 7 / E D E. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 1 6.

[ 1 0 8 ] T. S c h o el er, D. S p e e d, E. P or c u, et al. P arti ci p ati o n bi a s i n t h e U K Bi o b a n k di st ort s

g e n eti c a s s o ci ati o n s a n d d o w n str e a m a n al y s e s. N at u r e H u m a n B e h a vi o u r , 7 ( 7 ): 1 2 1 6 –

1 2 2 7, J ul y 2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 6 2- 0 2 3- 0 1 5 7 9- 9.

[ 1 0 9 ] A. A ut o n, G. R. A b e c a si s, D. M. Alt s h ul er, et al. A gl o b al r ef er e n c e f or h u m a n g e n eti c

v ari ati o n. N at u r e , 5 2 6 ( 7 5 7 1 ): 6 8 – 7 4, O ct. 2 0 1 5. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n at ur e 1 5 3 9 3.

[ 1 1 0 ] T. A. of U s R e s e ar c h Pr o gr a m I n v e sti g at or s. T h e “ All of U s ” R e s e ar c h Pr o gr a m. N e w E n g-

l a n d J o u r n al of M e di ci n e, 3 8 1 ( 7 ): 6 6 8 – 6 7 6, A u g. 2 0 1 9. d oi: 1 0. 1 0 5 6 / N E J M sr 1 8 0 9 9 3 7.

[ 1 1 1 ] E. W o n g, N. B erti n, M. H e br ar d, et al. T h e Si n g a p or e N ati o n al Pr e ci si o n M e di ci n e Str at-

e g y. N at u r e G e n eti cs , 5 5 ( 2 ): 1 7 8 – 1 8 6, F e b. 2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 8 8- 0 2 2- 0 1 2 7 4- x.
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[ 1 1 2 ] A. N a g ai, M. Hir at a, Y. K a m at a ni, et al. O v er vi e w of t h e Bi o B a n k J a p a n Pr oj e ct: St u d y

d e si g n a n d pr o fil e. J o u r n al of E pi d e mi ol o g y , 2 7 ( S u p pl e m e nt _III ): S 2 – S 8, 2 0 1 7. d oi:

1 0. 1 0 1 6 /j.j e. 2 0 1 6. 1 2. 0 0 5.

[ 1 1 3 ] R. I. A m a n n, S. B ai c h o o, B. J. Bl e n c o w e, et al. T o w ar d u nr e stri ct e d u s e of p u bli c g e n o mi c

d at a. S ci e n c e , 3 6 3 ( 6 4 2 5 ): 3 5 0 – 3 5 2, J a n. 2 0 1 9. d oi: 1 0. 1 1 2 6 / s ci e n c e. a a w 1 2 8 0.

[ 1 1 4 ] M. H u d s o n, N. A. G arri s o n, R. St erli n g, et al. Ri g ht s, i nt er e st s a n d e x p e ct ati o n s: I n di g e-

n o u s p er s p e cti v e s o n u nr e stri ct e d a c c e s s t o g e n o mi c d at a. N at u r e R e vi e ws G e n eti cs , 2 1

( 6 ): 3 7 7 – 3 8 4, J u n e 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 7 6- 0 2 0- 0 2 2 8- x.

[ 1 1 5 ] B. S alt er a n d C. S alt er. C o ntr olli n g n e w k n o wl e d g e: G e n o mi c s ci e n c e, g o v er n a n c e a n d

t h e p oliti c s of bi oi nf or m ati c s. S o ci al St u di es of S ci e n c e , 4 7 ( 2 ): 2 6 3 – 2 8 7, A pr. 2 0 1 7. d oi:

1 0. 1 1 7 7 / 0 3 0 6 3 1 2 7 1 6 6 8 1 2 1 0.

[ 1 1 6 ] R. R. M cI n n e s. 2 0 1 0 Pr e si d e nti al A d dr e s s: C ult ur e: T h e Sil e nt L a n g u a g e G e n eti ci st s

M u st L e ar n — G e n eti c R e s e ar c h wit h I n di g e n o u s P o p ul ati o n s. T h e A m e ri c a n J o u r n al of

H u m a n G e n eti cs , 8 8 ( 3 ): 2 5 4 – 2 6 1, M ar. 2 0 1 1. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. aj h g. 2 0 1 1. 0 2. 0 1 4.

[ 1 1 7 ] N. A. G arri s o n, M. H u d s o n, L. L. B all a nt y n e, et al.  G e n o mi c R e s e ar c h T hr o u g h

a n I n di g e n o u s L e n s: U n d er st a n di n g t h e E x p e ct ati o n s. A n n u al R e vi e w of G e n o mi cs

a n d H u m a n G e n eti cs , 2 0 ( V ol u m e 2 0, 2 0 1 9 ): 4 9 5 – 5 1 7, A u g. 2 0 1 9. d oi: 1 0. 1 1 4 6 /

a n n ur e v- g e n o m- 0 8 3 1 1 8- 0 1 5 4 3 4.

[ 1 1 8 ] E. G. C o h n, M. H u s a m u d e e n, E. L. L ar s o n, a n d J. K. Willi a m s. I n cr e a si n g P arti c-

i p ati o n i n G e n o mi c R e s e ar c h a n d Bi o b a n ki n g T hr o u g h C o m m u nit y- B a s e d C a p a cit y

B uil di n g. J o u r n al of G e n eti c C o u ns eli n g , 2 4 ( 3 ): 4 9 1 – 5 0 2, J u n e 2 0 1 5. d oi: 1 0. 1 0 0 7 /

s 1 0 8 9 7- 0 1 4- 9 7 6 8- 6.

[ 1 1 9 ] K. F o x. T h e Ill u si o n of I n cl u si o n — T h e “ All of U s ” R e s e ar c h Pr o gr a m a n d I n di g e n o u s

P e o pl e s’ D N A. N e w E n gl a n d J o u r n al of M e di ci n e , 3 8 3 ( 5 ): 4 1 1 – 4 1 3, J ul y 2 0 2 0. d oi:

1 0. 1 0 5 6 / N E J M p 1 9 1 5 9 8 7.

[ 1 2 0 ] L. Ar b o ur a n d D. C o o k. D N A o n L o a n: I s s u e s t o C o n si d er w h e n C arr yi n g O ut G e n eti c

R e s e ar c h wit h A b ori gi n al F a mili e s a n d C o m m u niti e s. C o m m u nit y G e n eti cs , 9 ( 3 ): 1 5 3 –

1 6 0, J u n e 2 0 0 6. d oi: 1 0. 1 1 5 9 / 0 0 0 0 9 2 6 5 1.

[ 1 2 1 ] A. A. V ali a ni. Fr o nti er s of Bi o- D e c ol o ni z ati o n: I n di g e n o u s D at a S o v er ei g nt y a s a P o s-

si bl e M o d el f or C o m m u nit y- B a s e d P arti ci p at or y G e n o mi c H e alt h R e s e ar c h f or R a ci al-

i z e d P e o pl e s i n P o st g e n o mi c C a n a d a. G e n e al o g y , 6 ( 3 ): 6 8, S e pt. 2 0 2 2. d oi: 1 0. 3 3 9 0 /

g e n e al o g y 6 0 3 0 0 6 8.

[ 1 2 2 ] K. G. Cl a w, M. Z. A n d er s o n, R. L. B e g a y, et al. A fr a m e w or k f or e n h a n ci n g et hi c al

g e n o mi c r e s e ar c h wit h I n di g e n o u s c o m m u niti e s. N at u r e C o m m u ni c ati o ns , 9 ( 1 ): 2 9 5 7,

J ul y 2 0 1 8. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 4 6 7- 0 1 8- 0 5 1 8 8- 3.
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[ 1 2 3 ] M. T a u ali‘i, E. L. D a vi s, K. L. Br a u n, et al. N ati v e H a w aii a n Vi e w s o n Bi o b a n ki n g. J o u r n al

of C a n c e r E d u c ati o n , 2 9 ( 3 ): 5 7 0 – 5 7 6, S e pt. 2 0 1 4. d oi: 1 0. 1 0 0 7 / s 1 3 1 8 7- 0 1 4- 0 6 3 8- 6.

[ 1 2 4 ] M. H u d s o n, A. B e at o n, M. Mil n e, et al. Te M at a I r a: G ui d eli n es f o r G e n o mi c R es e a r c h wit h

M a o ri . T e M at a H a utū T a k et a k e – M ā ori & I n di g e n o u s G o v er n a n c e C e ntr e, U ni v er sit y of

W ai k at o, H a milt o n, N e w Z e al a n d, 2 0 1 6. I S B N 9 7 8- 0- 4 7 3- 3 6 9 3 7- 8.

[ 1 2 5 ] N. R. C ar o n, M. C h o n g o, M. H u d s o n, et al. I n di g e n o u s G e n o mi c D at a b a s e s: Pr a g m ati c

C o n si d er ati o n s a n d C ult ur al C o nt e xt s. F r o nti e rs i n P u bli c H e alt h , 8, A pr. 2 0 2 0. d oi:

1 0. 3 3 8 9 /f p u b h. 2 0 2 0. 0 0 1 1 1.

[ 1 2 6 ] J. G ol a n, K. Ri d dl e, M. H u d s o n, et al. B e n e fit s h ari n g: W h y i n cl u si v e pr o v e n a n c e m et a-

d at a m att er. F r o nti e rs i n G e n eti cs , 1 3, S e pt. 2 0 2 2. d oi: 1 0. 3 3 8 9 /f g e n e. 2 0 2 2. 1 0 1 4 0 4 4.

[ 1 2 7 ] J. A m bl er, A. A. Di all o, P. K. D e ar d e n, et al. I n cl u di n g Di git al S e q u e n c e D at a i n t h e

N a g o y a Pr ot o c ol C a n Pr o m ot e D at a S h ari n g. Tr e n ds i n Bi ot e c h n ol o g y , 3 9 ( 2 ): 1 1 6 – 1 2 5,

F e b. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j.ti bt e c h. 2 0 2 0. 0 6. 0 0 9.

[ 1 2 8 ] S. P. R o b ert s o n, J. H. Hi n d m ar s h, S. B err y, et al. G e n o mi c m e di ci n e m u st r e d u c e, n ot

c o m p o u n d, h e alt h i n e q uiti e s: t h e c a s e f or h a u or a- e n h a n ci n g g e n o mi c r e s o ur c e s f or N e w

Z e al a n d. T h e N e w Z e al a n d M e di c al J o u r n al ( O nli n e ) , 1 3 1 ( 1 4 8 0 ): 8 1 – 8 9, A u g. 2 0 1 8.

[ 1 2 9 ] T h e C o m p ut ati o n al P a n- G e n o mi c s C o n s orti u m. C o m p ut ati o n al p a n- g e n o mi c s: st at u s,

pr o mi s e s a n d c h all e n g e s. B ri e fi n gs i n Bi oi nf o r m ati cs , p a g e b b w 0 8 9, O ct. 2 0 1 6. d oi:

1 0. 1 0 9 3 / bi b / b b w 0 8 9.

[ 1 3 0 ] W.- W. Li a o, M. A sri, J. E bl er, et al. A dr aft h u m a n p a n g e n o m e r ef er e n c e. N at u r e , 6 1 7

( 7 9 6 0 ): 3 1 2 – 3 2 4, M a y 2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 8 6- 0 2 3- 0 5 8 9 6- x.

[ 1 3 1 ] G. Hi c k e y, J. M o nl o n g, J. E bl er, et al. P a n g e n o m e gr a p h c o n str u cti o n fr o m g e n o m e

ali g n m e nt s wit h Mi ni gr a p h- C a ct u s. N at u r e Bi ot e c h n ol o g y , 4 2 ( 4 ): 6 6 3 – 6 7 3, A pr. 2 0 2 4.

d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 8 7- 0 2 3- 0 1 7 9 3- w.

[ 1 3 2 ] T. E. A n g el, U. K. Ar y al, S. M. H e n g el, et al. M a s s s p e ctr o m etr y b a s e d pr ot e o mi c s:

e xi sti n g c a p a biliti e s a n d f ut ur e dir e cti o n s. C h e mi c al S o ci et y R e vi e ws , 4 1 ( 1 0 ): 3 9 1 2 – 3 9 2 8,

M a y 2 0 1 2. d oi: 1 0. 1 0 3 9 / c 2 c s 1 5 3 3 1 a.

[ 1 3 3 ] M.- S. Ki m, S. M. Pi nt o, D. G et n et, et al. A dr aft m a p of t h e h u m a n pr ot e o m e. N at u r e ,

5 0 9 ( 7 5 0 2 ): 5 7 5 – 5 8 1, M a y 2 0 1 4. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n at ur e 1 3 3 0 2.

[ 1 3 4 ] D. W a n g, B. Er a sl a n, T. Wi el a n d, et al. A d e e p pr ot e o m e a n d tr a n s cri pt o m e a b u n d a n c e

atl a s of 2 9 h e alt h y h u m a n ti s s u e s. M ol e c ul a r S yst e ms Bi ol o g y , 1 5 ( 2 ): e 8 5 0 3, F e b. 2 0 1 9.

d oi: 1 0. 1 5 2 5 2 / m s b. 2 0 1 8 8 5 0 3.

[ 1 3 5 ] K. Ts u o, M. A. Ar g e nti eri, D. G a d d, et al. Pr ot e o mi c pr e di cti o n of di s e a s e l ar g el y r e fl e ct s

e n vir o n m e nt al ri s k e x p o s ur e, A u g. 2 0 2 5.
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[ 1 3 6 ] S. A d hi k ari, E. C. Ni c e, E. W. D e ut s c h, et al. A hi g h- stri n g e n c y bl u e pri nt of t h e

h u m a n pr ot e o m e. N at u r e C o m m u ni c ati o ns , 1 1 ( 1 ): 5 3 0 1, O ct. 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 1 4 6 7- 0 2 0- 1 9 0 4 5- 9.

[ 1 3 7 ] M. S u, Z. Z h a n g, L. Z h o u, et al. Pr ot e o mi c s, P er s o n ali z e d M e di ci n e a n d C a n c er. C a n c e rs ,

1 3 ( 1 1 ): 2 5 1 2, J a n. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 3 3 9 0 / c a n c er s 1 3 1 1 2 5 1 2.

[ 1 3 8 ] P. Y. L e e, N. S ar a y g or d- Af s h ari, a n d T. Y. L o w. T h e e v ol uti o n of t w o- di m e n si o n al g el

el e ctr o p h or e si s - fr o m pr ot e o mi c s t o e m er gi n g alt er n ati v e a p pli c ati o n s. J o u r n al of C h r o-

m at o g r a p h y A , 1 6 1 5: 4 6 0 7 6 3, M ar. 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. c hr o m a. 2 0 1 9. 4 6 0 7 6 3.

[ 1 3 9 ] S. Xi e, M. , C ol b y, B. , B et ul, et al. E m er gi n g af fi nit y- b a s e d t e c h ni q u e s i n pr ot e o mi c s.

E x p e rt R e vi e w of P r ot e o mi cs , 6 ( 5 ): 5 7 3 – 5 8 3, O ct. 2 0 0 9. d oi: 1 0. 1 5 8 6 / e pr. 0 9. 7 4.

[ 1 4 0 ] O. St o e v e s a n dt, , a n d M. J. T a u s si g. Af fi nit y pr ot e o mi c s: t h e r ol e of s p e ci fi c bi n di n g

r e a g e nt s i n h u m a n pr ot e o m e a n al y si s. E x p e rt R e vi e w of P r ot e o mi cs , 9 ( 4 ): 4 0 1 – 4 1 4, A u g.

2 0 1 2. d oi: 1 0. 1 5 8 6 / e pr. 1 2. 3 4.

[ 1 4 1 ] H. W a n g, T. Z h a o, J. Z e n g, et al. M et h o d s a n d cli ni c al bi o m ar k er di s c o v er y f or t ar-

g et e d pr ot e o mi c s u si n g Oli n k t e c h n ol o g y. P R O T E O MI C S – Cli ni c al A p pli c ati o ns , 1 8 ( 5 ):

2 3 0 0 2 3 3, 2 0 2 4. d oi: 1 0. 1 0 0 2 / pr c a. 2 0 2 3 0 0 2 3 3.

[ 1 4 2 ] B. L e h alli er, D. G at e, N. S c h a u m, et al. U n d ul ati n g c h a n g e s i n h u m a n pl a s m a pr ot e o m e

pr o fil e s a cr o s s t h e lif e s p a n. N at u r e M e di ci n e , 2 5 ( 1 2 ): 1 8 4 3 – 1 8 5 0, D e c. 2 0 1 9. d oi: 1 0.

1 0 3 8 / s 4 1 5 9 1- 0 1 9- 0 6 7 3- 2.

[ 1 4 3 ] D. E. H a sl a m, J. Li, S. T. Dill o n, et al. St a bilit y a n d r e pr o d u ci bilit y of pr ot e o mi c pr o-

fil e s i n e pi d e mi ol o gi c al st u di e s: c o m p ari n g t h e Oli n k a n d S O M A s c a n pl atf or m s. P R O-

T E O MI C S , 2 2 ( 1 3- 1 4 ): 2 1 0 0 1 7 0, 2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 0 0 2 / p mi c. 2 0 2 1 0 0 1 7 0.

[ 1 4 4 ] R. A e b er s ol d a n d M. M a n n. M a s s s p e ctr o m etr y- b a s e d pr ot e o mi c s. N at u r e , 4 2 2 ( 6 9 2 8 ):

1 9 8 – 2 0 7, M ar. 2 0 0 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n at ur e 0 1 5 1 1.

[ 1 4 5 ] T. G ei g er, A. W e h n er, C. S c h a a b, et al. C o m p ar ati v e Pr ot e o mi c A n al y si s of El e v e n C o m-

m o n C ell Li n e s R e v e al s U bi q uit o u s b ut V ar yi n g E x pr e s si o n of M o st Pr ot ei n s *. M ol e c ul a r

& C ell ul a r P r ot e o mi cs , 1 1 ( 3 ), M ar. 2 0 1 2. d oi: 1 0. 1 0 7 4 / m c p. M 1 1 1. 0 1 4 0 5 0.

[ 1 4 6 ] J. M. B a d er, V. Al br e c ht, a n d M. M a n n. M S- B a s e d Pr ot e o mi c s of B o d y Fl ui d s: T h e E n d

of t h e B e gi n ni n g. M ol e c ul a r & C ell ul a r P r ot e o mi cs , 2 2 ( 7 ), J ul y 2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j.

m c pr o. 2 0 2 3. 1 0 0 5 7 7.

[ 1 4 7 ] M. W ojt ki e wi c z, L. B er g L u e c k e, M. I. K ell y, a n d R. L. G u n dr y. F a cil e Pr e p ar ati o n of

P e pti d e s f or M a s s S p e ctr o m etr y A n al y si s i n B ott o m- U p Pr ot e o mi c s W or k fl o w s. C u r r e nt

P r ot o c ols , 1 ( 3 ): e 8 5, 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 0 2 / c p z 1. 8 5.
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[ 1 4 8 ] T. J. B e c ht el a n d E. W e er a p a n a. Fr o m str u ct ur e t o r e d o x: T h e di v er s e f u n cti o n al r ol e s

of di s ul fi d e s a n d i m pli c ati o n s i n di s e a s e. P R O T E O MI C S , 1 7 ( 6 ): 1 6 0 0 3 9 1, 2 0 1 7. d oi:

1 0. 1 0 0 2 / p mi c. 2 0 1 6 0 0 3 9 1.

[ 1 4 9 ] E. J. D u pr e e, M. J a y at hirt h a, H. Y or k e y, et al. A Criti c al R e vi e w of B ott o m- U p Pr o-

t e o mi c s: T h e G o o d, t h e B a d, a n d t h e F ut ur e of T hi s Fi el d. P r ot e o m es , 8 ( 3 ): 1 4, S e pt.

2 0 2 0. d oi: 1 0. 3 3 9 0 / pr ot e o m e s 8 0 3 0 0 1 4.

[ 1 5 0 ] L. M or u z a n d L. K äll. P e pti d e r et e nti o n ti m e pr e di cti o n. M ass S p e ct r o m et r y R e vi e ws , 3 6

( 5 ): 6 1 5 – 6 2 3, 2 0 1 7. d oi: 1 0. 1 0 0 2 / m a s. 2 1 4 8 8.

[ 1 5 1 ] G. C. M c Ali st er, D. H. P h a n sti el, J. Br u m b a u g h, et al. Hi g h er- e n er g y C olli si o n- a cti v at e d

Di s s o ci ati o n Wit h o ut a D e di c at e d C olli si o n C ell *. M ol e c ul a r & C ell ul a r P r ot e o mi cs , 1 0

( 5 ): O 1 1 1. 0 0 9 4 5 6, M a y 2 0 1 1. d oi: 1 0. 1 0 7 4 / m c p. O 1 1 1. 0 0 9 4 5 6.

[ 1 5 2 ] N. W. B at e m a n, S. P. G o ul di n g, N. J. S h ul m a n, et al. M a xi mi zi n g P e pti d e I d e nti fi c ati o n

E v e nt s i n Pr ot e o mi c W or k fl o w s U si n g D at a- D e p e n d e nt A c q ui siti o n ( D D A ). M ol e c ul a r &

C ell ul a r P r ot e o mi cs , 1 3 ( 1 ): 3 2 9 – 3 3 8, J a n. 2 0 1 4. d oi: 1 0. 1 0 7 4 / m c p. M 1 1 2. 0 2 6 5 0 0.

[ 1 5 3 ] A. D o err. DI A m a s s s p e ctr o m etr y. N at u r e M et h o ds , 1 2 ( 1 ): 3 5 – 3 5, J a n. 2 0 1 5. d oi: 1 0.

1 0 3 8 / n m et h. 3 2 3 4.

[ 1 5 4 ] K. Fr ö hli c h, M. F a hr n er, E. Br o m b a c h er, et al. D at a-I n d e p e n d e nt A c q ui siti o n: A Mil e-

st o n e a n d Pr o s p e ct i n Cli ni c al M a s s S p e ctr o m etr y – B a s e d Pr ot e o mi c s. M ol e c ul a r & C ell u-

l a r P r ot e o mi cs, 2 3 ( 8 ): 1 0 0 8 0 0, A u g. 2 0 2 4. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. m c pr o. 2 0 2 4. 1 0 0 8 0 0.

[ 1 5 5 ] R. Br u d er er, O. M. B er n h ar dt, T. G a n d hi, et al. E xt e n di n g t h e Li mit s of Q u a ntit ati v e Pr o-

t e o m e Pr o fili n g wit h D at a-I n d e p e n d e nt A c q ui siti o n a n d A p pli c ati o n t o A c et a mi n o p h e n-

Tr e at e d T hr e e- Di m e n si o n al Li v er Mi cr oti s s u e s * [ S ]. M ol e c ul a r & C ell ul a r P r ot e o mi cs , 1 4

( 5 ): 1 4 0 0 – 1 4 1 0, M a y 2 0 1 5. d oi: 1 0. 1 0 7 4 / m c p. M 1 1 4. 0 4 4 3 0 5.

[ 1 5 6 ] V. D e mi c h e v, C. B. M e s s n er, S. I. V er n ar di s, et al. DI A- N N: n e ur al n et w or k s a n d i nt er-

f er e n c e c orr e cti o n e n a bl e d e e p pr ot e o m e c o v er a g e i n hi g h t hr o u g h p ut. N at u r e M et h o ds ,

1 7 ( 1 ): 4 1 – 4 4, J a n. 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 9 2- 0 1 9- 0 6 3 8- x.

[ 1 5 7 ] C. B a u er, R. Cr a m er, a n d J. S c h u c h h ar dt. E v al u ati o n of P e a k- Pi c ki n g Al g orit h m s f or

Pr ot ei n M a s s S p e ctr o m etr y. I n M. H a m a c h er, M. Ei s e n a c h er, a n d C. St e p h a n, e dit or s,

D at a Mi ni n g i n P r ot e o mi cs: F r o m St a n d a r ds t o A p pli c ati o ns , p a g e s 3 4 1 – 3 5 2. H u m a n a

Pr e s s, T ot o w a, N J, 2 0 1 1. I S B N 9 7 8- 1- 6 0 7 6 1- 9 8 7- 1. d oi: 1 0. 1 0 0 7 / 9 7 8- 1- 6 0 7 6 1- 9 8 7- 1 _

2 2.

[ 1 5 8 ] N. H ul st a ert, J. S h of st a hl, T. S a c h s e n b er g, et al. T h er m o R a w Fil e P ar s er: M o d ul ar, S c al-

a bl e, a n d Cr o s s- Pl atf or m R A W Fil e C o n v er si o n. J o u r n al of P r ot e o m e R es e a r c h , 1 9 ( 1 ):

5 3 7 – 5 4 2, J a n. 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 0 2 1 / a c s.j pr ot e o m e. 9 b 0 0 3 2 8.
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[ 1 5 9 ] J. K. E n g, A. L. M c C or m a c k, a n d J. R. Y at e s. A n a p pr o a c h t o c orr el at e t a n d e m m a s s

s p e ctr al d at a of p e pti d e s wit h a mi n o a ci d s e q u e n c e s i n a pr ot ei n d at a b a s e. J o u r n al of

t h e A m e ri c a n S o ci et y f o r M ass S p e ct r o m et r y, 5 ( 1 1 ): 9 7 6 – 9 8 9, N o v. 1 9 9 4. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /

1 0 4 4- 0 3 0 5 ( 9 4 ) 8 0 0 1 6- 2.

[ 1 6 0 ] R. Cr ai g a n d R. C. B e a vi s. T A N D E M: m at c hi n g pr ot ei n s wit h t a n d e m m a s s s p e ctr a.

Bi oi nf o r m ati cs , 2 0 ( 9 ): 1 4 6 6 – 1 4 6 7, J u n e 2 0 0 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi oi nf or m ati c s / bt h 0 9 2.

[ 1 6 1 ] C. Y. P ar k, A. A. Kl a m m er, L. K äll, et al. R a pi d a n d A c c ur at e P e pti d e I d e nti fi c ati o n fr o m

T a n d e m M a s s S p e ctr a. J o u r n al of P r ot e o m e R es e a r c h , 7 ( 7 ): 3 0 2 2 – 3 0 2 7, J ul y 2 0 0 8. d oi:

1 0. 1 0 2 1 / pr 8 0 0 1 2 7 y.

[ 1 6 2 ] H. B ar s n e s a n d M. V a u d el. S e ar c h G UI: A Hi g hl y A d a pt a bl e C o m m o n I nt erf a c e f or Pr o-

t e o mi c s S e ar c h a n d d e N o v o E n gi n e s. J o u r n al of P r ot e o m e R es e a r c h , 1 7 ( 7 ): 2 5 5 2 – 2 5 5 5,

J ul y 2 0 1 8. d oi: 1 0. 1 0 2 1 / a c s.j pr ot e o m e. 8 b 0 0 1 7 5.

[ 1 6 3 ] A. Mi c h al s ki, J. C o x, a n d M. M a n n. M or e t h a n 1 0 0, 0 0 0 D et e ct a bl e P e pti d e S p e ci e s El ut e

i n Si n gl e S h ot g u n Pr ot e o mi c s R u n s b ut t h e M aj orit y i s I n a c c e s si bl e t o D at a- D e p e n d e nt

L C – M S / M S. J o u r n al of P r ot e o m e R es e a r c h , 1 0 ( 4 ): 1 7 8 5 – 1 7 9 3, A pr. 2 0 1 1. d oi: 1 0. 1 0 2 1 /

pr 1 0 1 0 6 0 v.

[ 1 6 4 ] V. D orf er, S. M alt s e v, S. Wi n kl er, a n d K. M e c htl er. C h ar m e R T: B o o sti n g P e pti d e I d e n-

ti fi c ati o n s b y C hi m eri c S p e ctr a I d e nti fi c ati o n a n d R et e nti o n Ti m e Pr e di cti o n. J o u r-

n al of P r ot e o m e R es e a r c h , 1 7 ( 8 ): 2 5 8 1 – 2 5 8 9, A u g. 2 0 1 8. d oi: 1 0. 1 0 2 1 / a c s.j pr ot e o m e.

7 b 0 0 8 3 6.

[ 1 6 5 ] L. K äll, J. D. St or e y, M. J. M a c C o s s, a n d W. S. N o bl e. P o st eri or Err or Pr o b a biliti e s a n d

F al s e Di s c o v er y R at e s: T w o Si d e s of t h e S a m e C oi n. J o u r n al of P r ot e o m e R es e a r c h , 7 ( 1 ):

4 0 – 4 4, J a n. 2 0 0 8. d oi: 1 0. 1 0 2 1 / pr 7 0 0 7 3 9 d.

[ 1 6 6 ] R. E. M o or e, M. K. Y o u n g, a n d T. D. L e e. Q s c or e: A n al g orit h m f or e v al u ati n g S E Q U E S T

d at a b a s e s e ar c h r e s ult s. J o u r n al of t h e A m e ri c a n S o ci et y f o r M ass S p e ct r o m et r y , 1 3 ( 4 ):

3 7 8 – 3 8 6, A pr. 2 0 0 2. d oi: 1 0. 1 0 1 6 / S 1 0 4 4- 0 3 0 5 ( 0 2 ) 0 0 3 5 2- 5.

[ 1 6 7 ] J. C. Wri g ht a n d J. S. C h o u d h ar y. D e c o y P yr at: F a st N o n-r e d u n d a nt H y bri d D e c o y S e-

q u e n c e G e n er ati o n f or L ar g e S c al e Pr ot e o mi c s. J o u r n al of p r ot e o mi cs & bi oi nf o r m ati cs ,

9 ( 6 ): 1 7 6 – 1 8 0, J u n e 2 0 1 6. d oi: 1 0. 4 1 7 2 /j p b. 1 0 0 0 4 0 4.

[ 1 6 8 ] E. D e bri e, M. M alf ait, R. G a bri el s, et al. Q u alit y C o ntr ol f or t h e T ar g et D e c o y A p pr o a c h

f or P e pti d e I d e nti fi c ati o n. J o u r n al of P r ot e o m e R es e a r c h , 2 2 ( 2 ): 3 5 0 – 3 5 8, F e b. 2 0 2 3. d oi:

1 0. 1 0 2 1 / a c s.j pr ot e o m e. 2 c 0 0 4 2 3.

[ 1 6 9 ] L. K äll, J. D. C a nt er b ur y, J. W e st o n, et al. S e mi- s u p er vi s e d l e ar ni n g f or p e pti d e i d e nti fi-

c ati o n fr o m s h ot g u n pr ot e o mi c s d at a s et s. N at u r e M et h o ds , 4 ( 1 1 ): 9 2 3 – 9 2 5, N o v. 2 0 0 7.

d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n m et h 1 1 1 3.
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[ 1 7 0 ] L. K äll, J. D. St or e y, M. J. M a c C o s s, a n d W. S. N o bl e. A s si g ni n g Si g ni fi c a n c e t o P e pti d e s

I d e nti fi e d b y T a n d e m M a s s S p e ctr o m etr y U si n g D e c o y D at a b a s e s. J o u r n al of P r ot e o m e

R es e a r c h , 7 ( 1 ): 2 9 – 3 4, J a n. 2 0 0 8. d oi: 1 0. 1 0 2 1 / pr 7 0 0 6 0 0 n.

[ 1 7 1 ] A. Li n, T. S h ort, W. S. N o bl e, a n d U. K ei c h. I m pr o vi n g P e pti d e- L e v el M a s s S p e ctr o m etr y

A n al y si s vi a D o u bl e C o m p etiti o n. J o u r n al of P r ot e o m e R es e a r c h , 2 1 ( 1 0 ): 2 4 1 2 – 2 4 2 0, O ct.

2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 0 2 1 / a c s.j pr ot e o m e. 2 c 0 0 2 8 2.

[ 1 7 2 ] J. Gri s s, Y. P er e z- Ri v er ol, S. L e wi s, et al. R e c o g ni zi n g milli o n s of c o n si st e ntl y u ni d e n-

ti fi e d s p e ctr a a cr o s s h u n dr e d s of s h ot g u n pr ot e o mi c s d at a s et s. N at u r e M et h o ds , 1 3 ( 8 ):

6 5 1 – 6 5 6, A u g. 2 0 1 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n m et h. 3 9 0 2.

[ 1 7 3 ] A. I. N e s vi z h s kii. Pr ot e o g e n o mi c s: c o n c e pt s, a p pli c ati o n s a n d c o m p ut ati o n al str at e gi e s.

N at u r e M et h o ds , 1 1 ( 1 1 ): 1 1 1 4 – 1 1 2 5, N o v. 2 0 1 4. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n m et h. 3 1 4 4.

[ 1 7 4 ] K. S u hr e, M. I. M c C art h y, a n d J. M. S c h w e n k. G e n eti c s m e et s pr ot e o mi c s: p er s p e cti v e s

f or l ar g e p o p ul ati o n- b a s e d st u di e s. N at u r e R e vi e ws G e n eti cs , 2 2 ( 1 ): 1 9 – 3 7, J a n. 2 0 2 1.

d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 7 6- 0 2 0- 0 2 6 8- 2.

[ 1 7 5 ] F. A g u et, K. Al a s o o, Y. I. Li, et al. M ol e c ul ar q u a ntit ati v e tr ait l o ci. N at u r e R e vi e ws

M et h o ds P ri m e rs , 3 ( 1 ): 4, J a n. 2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 3 5 8 6- 0 2 2- 0 0 1 8 8- 6.

[ 1 7 6 ] S. K ai s er, L. Z h a n g, B. M oll e n h a u er, et al. A pr ot e o g e n o mi c vi e w of P ar ki n s o n’ s di s e a s e

c a u s alit y a n d h et er o g e n eit y. n pj P a r ki ns o n’s Dis e as e , 9 ( 1 ): 2 4, F e b. 2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 1 5 3 1- 0 2 3- 0 0 4 6 1- 9.

[ 1 7 7 ] N. Y a z d a n p a n a h, M. Y a z d a n p a n a h, Y. W a n g, et al. Cli ni c all y R el e v a nt Cir c ul ati n g Pr ot ei n

Bi o m ar k er s f or T y p e 1 Di a b et e s: E vi d e n c e Fr o m a T w o- S a m pl e M e n d eli a n R a n d o mi z a-

ti o n St u d y. Di a b et es C a r e , 4 5 ( 1 ): 1 6 9 – 1 7 7, N o v. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 2 3 3 7 / d c 2 1- 1 0 4 9.

[ 1 7 8 ] F. G h a n b ari, N. Y a z d a n p a n a h, M. Y a z d a n p a n a h, et al. C o n n e cti n g G e n o mi c s a n d Pr o-

t e o mi c s t o I d e ntif y Pr ot ei n Bi o m ar k er s f or A d ult a n d Y o ut h- O n s et T y p e 2 Di a b et e s: A

T w o- S a m pl e M e n d eli a n R a n d o mi z ati o n St u d y. Di a b et es , 7 1 ( 6 ): 1 3 2 4 – 1 3 3 7, M ar. 2 0 2 2.

d oi: 1 0. 2 3 3 7 / d b 2 1- 1 0 4 6.

[ 1 7 9 ] L. Ni u, S. E. Sti n s o n, L. A. H ol m, et al. Pl a s m a pr ot e o m e v ari ati o n a n d it s g e n eti c

d et er mi n a nt s i n c hil dr e n a n d a d ol e s c e nt s. N at u r e G e n eti cs , p a g e s 1 – 1 2, F e b. 2 0 2 5. d oi:

1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 8 8- 0 2 5- 0 2 0 8 9- 2.

[ 1 8 0 ] K. S u hr e, Q. C h e n, A. H al a m a, et al. A g e n o m e- wi d e a s s o ci ati o n st u d y of m a s s s p e c-

tr o m etr y pr ot e o mi c s u si n g t h e S e er Pr ot e o gr a p h pl atf or m, J u n e 2 0 2 4.

[ 1 8 1 ] G. M e n s c h a ert a n d D. F e n y ö. Pr ot e o g e n o mi c s fr o m a bi oi nf or m ati c s a n gl e: A gr o wi n g

fi el d. M ass S p e ct r o m et r y R e vi e ws , 3 6 ( 5 ): 5 8 4 – 5 9 9, 2 0 1 7. d oi: 1 0. 1 0 0 2 / m a s. 2 1 4 8 3.
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[ 1 8 2 ] J. D. J aff e, H. C. B er g, a n d G. M. C h ur c h. Pr ot e o g e n o mi c m a p pi n g a s a c o m pl e m e nt ar y

m et h o d t o p erf or m g e n o m e a n n ot ati o n. P R O T E O MI C S , 4 ( 1 ): 5 9 – 7 7, 2 0 0 4. d oi: 1 0.

1 0 0 2 / p mi c. 2 0 0 3 0 0 5 1 1.

[ 1 8 3 ] M. F ej z o, N. R o c h a, I. Ci mi n o, et al. G D F 1 5 li n k e d t o m at er n al ri s k of n a u s e a a n d

v o miti n g d uri n g pr e g n a n c y. N at u r e , 6 2 5 ( 7 9 9 6 ): 7 6 0 – 7 6 7, J a n. 2 0 2 4. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 1 5 8 6- 0 2 3- 0 6 9 2 1- 9.

[ 1 8 4 ] H. Z h a n g, T. Li u, Z. Z h a n g, et al. I nt e gr at e d Pr ot e o g e n o mi c C h ar a ct eri z ati o n of H u m a n

Hi g h- Gr a d e S er o u s O v ari a n C a n c er. C ell , 1 6 6 ( 3 ): 7 5 5 – 7 6 5, J ul y 2 0 1 6. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j.

c ell. 2 0 1 6. 0 5. 0 6 9.

[ 1 8 5 ] L. R eill y, S. S e d di g hi, A. B. Si n gl et o n, et al. V ari a nt bi o m ar k er di s c o v er y u si n g m a s s

s p e ctr o m etr y- b a s e d pr ot e o g e n o mi c s. F r o nti e rs i n A gi n g , 4, A pr. 2 0 2 3. d oi: 1 0. 3 3 8 9 /

fr a gi. 2 0 2 3. 1 1 9 1 9 9 3.

[ 1 8 6 ] A. E. Fr a zi er, A. G. C o m pt o n, Y. Ki s hit a, et al. F at al P eri n at al Mit o c h o n dri al C ar di a c

F ail ur e C a u s e d b y R e c urr e nt D e N o v o D u pli c ati o n s i n t h e A T A D 3 L o c u s. M e d , 2 ( 1 ):

4 9 – 7 3. e 1 0, J a n. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. m e dj. 2 0 2 0. 0 6. 0 0 4.

[ 1 8 7 ] E. H. B o wl er- B ar n ett, J. F a n, J. L u o, et al. U ni Pr ot a n d M a s s S p e ctr o m etr y- B a s e d Pr o-

t e o mi c s — A 2- W a y W or ki n g R el ati o n s hi p. M ol e c ul a r & C ell ul a r P r ot e o mi cs , 2 2 ( 8 ), A u g.

2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. m c pr o. 2 0 2 3. 1 0 0 5 9 1.

[ 1 8 8 ] T h e U ni Pr ot C o n s orti u m. U ni Pr ot: t h e U ni v er s al Pr ot ei n K n o wl e d g e b a s e i n 2 0 2 5. N u-

cl ei c A ci ds R es e a r c h , 5 3 ( D 1 ): D 6 0 9 – D 6 1 7, J a n. 2 0 2 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / n ar / g k a e 1 0 1 0.

[ 1 8 9 ] N. A. O’ L e ar y, M. W. Wri g ht, J. R. Bri st er, et al. R ef er e n c e s e q u e n c e ( R ef S e q ) d at a b a s e

at N C BI: c urr e nt st at u s, t a x o n o mi c e x p a n si o n, a n d f u n cti o n al a n n ot ati o n. N u cl ei c A ci ds

R es e a r c h , 4 4 ( D 1 ): D 7 3 3 – D 7 4 5, J a n. 2 0 1 6. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / n ar / g k v 1 1 8 9.

[ 1 9 0 ] F. Zi c k m a n n a n d B. Y. R e n ar d. M S Pr o G e n e: i nt e gr ati v e pr ot e o g e n o mi c s b e y o n d si x-

fr a m e s a n d si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m s. Bi oi nf o r m ati cs , 3 1 ( 1 2 ):i 1 0 6 –i 1 1 5, J u n e

2 0 1 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi oi nf or m ati c s / bt v 2 3 6.

[ 1 9 1 ] X. C a o a n d J. Xi n g. Pr e ci si o n Pr o D B: i m pr o vi n g t h e pr ot e o mi c s p erf or m a n c e f or pr e ci si o n

m e di ci n e. Bi oi nf o r m ati cs , 3 7 ( 1 9 ): 3 3 6 1 – 3 3 6 3, O ct. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi oi nf or m ati c s /

bt a b 2 1 8.

[ 1 9 2 ] H. M. U m er, E. A u d ai n, Y. Z h u, et al. G e n er ati o n of E N S E M B L- b a s e d pr ot e o g e n o mi c s

d at a b a s e s b o o st s t h e i d e nti fi c ati o n of n o n- c a n o ni c al p e pti d e s. Bi oi nf o r m ati cs , 3 8 ( 5 ):

1 4 7 0 – 1 4 7 2, M ar. 2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi oi nf or m ati c s / bt a b 8 3 8.

[ 1 9 3 ] S. F a ul k n er, M. D. D u n, a n d H. H o n d er m ar c k. Pr ot e o g e n o mi c s: e m er g e n c e a n d

pr o mi s e. C ell ul a r a n d M ol e c ul a r Lif e S ci e n c es , 7 2 ( 5 ): 9 5 3 – 9 5 7, M ar. 2 0 1 5. d oi:

1 0. 1 0 0 7 / s 0 0 0 1 8- 0 1 5- 1 8 3 7- y.
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[ 1 9 4 ] J. A. Alf ar o, A. Si n h a, T. Ki sli n g er, a n d P. C. B o utr o s. O n c o- pr ot e o g e n o mi c s: c a n c er

pr ot e o mi c s j oi n s f or c e s wit h g e n o mi c s. N at u r e M et h o ds , 1 1 ( 1 1 ): 1 1 0 7 – 1 1 1 3, N o v. 2 0 1 4.

d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n m et h. 3 1 3 8.

[ 1 9 5 ] M. J. Elli s, M. Gill ett e, S. A. C arr, et al. C o n n e cti n g G e n o mi c Alt er ati o n s t o C a n c er Bi-

ol o g y wit h Pr ot e o mi c s: T h e N CI Cli ni c al Pr ot e o mi c T u m or A n al y si s C o n s orti u m. C a n c e r

Dis c o v e r y , 3 ( 1 0 ): 1 1 0 8 – 1 1 1 2, O ct. 2 0 1 3. d oi: 1 0. 1 1 5 8 / 2 1 5 9- 8 2 9 0. C D- 1 3- 0 2 1 9.

[ 1 9 6 ] S. V arl a n d, K. M. Br ø n st a d, S. J. S ki n n er, a n d T. Ar n e s e n. A n o n s e n s e v ari a nt i n t h e N-

t er mi n al a c et yltr a n sf er a s e N A A 3 0 m a y b e a s s o ci at e d wit h gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y

a n d tr a c h e al cl eft. A m e ri c a n J o u r n al of M e di c al G e n eti cs P a rt A , 1 9 1 ( 9 ): 2 4 0 2 – 2 4 1 0,

2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 0 2 / aj m g. a. 6 3 3 3 8.

[ 1 9 7 ] Y. Li, X. W a n g, J.- H. C h o, et al. J U M P g: A n I nt e gr ati v e Pr ot e o g e n o mi c s Pi p eli n e I d e n-

tif yi n g U n a n n ot at e d Pr ot ei n s i n H u m a n Br ai n a n d C a n c er C ell s. J o u r n al of P r ot e o m e

R es e a r c h , 1 5 ( 7 ): 2 3 0 9 – 2 3 2 0, J ul y 2 0 1 6. d oi: 1 0. 1 0 2 1 / a c s.j pr ot e o m e. 6 b 0 0 3 4 4.

[ 1 9 8 ] F. M arti n s R o dri g u e s, N. V. T er e k h a n o v a, K. J. I m b a c h, et al. Pr e ci si o n pr ot e o g e n o mi c s

r e v e al s p a n- c a n c er i m p a ct of g er mli n e v ari a nt s. C ell , 1 8 8 ( 9 ): 2 3 1 2 – 2 3 3 5. e 2 6, M a y 2 0 2 5.

d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. c ell. 2 0 2 5. 0 3. 0 2 6.

[ 1 9 9 ] D. W a n g, R. B o u w m e e st er, P. Z h e n g, et al. Pr ot e o g e n o mi c s a n al y si s of h u m a n ti s s u e s

u si n g p a n g e n o m e s, M a y 2 0 2 4.

[ 2 0 0 ] Y. M e n g, Y. L ei, J. G a o, et al. G e n o m e s e q u e n c e a s s e m bl y al g orit h m s a n d mi s a s s e m bl y

i d e nti fi c ati o n m et h o d s. M ol e c ul a r Bi ol o g y R e p o rts , 4 9 ( 1 1 ): 1 1 1 3 3 – 1 1 1 4 8, N o v. 2 0 2 2.

d oi: 1 0. 1 0 0 7 / s 1 1 0 3 3- 0 2 2- 0 7 9 1 9- 8.

[ 2 0 1 ] H. C hi al. D N A S e q u e n ci n g T e c h n ol o gi e s K e y t o t h e H u m a n G e n o m e Pr oj e ct. N at u r e

E d u c ati o n , 1 ( 1 ): 2 1 9, J a n. 2 0 0 8.

[ 2 0 2 ] P. D a n e c e k, J. K. B o n fi el d, J. Li d dl e, et al. T w el v e y e ar s of S A Mt o ol s a n d B C Ft o ol s.

Gi g a S ci e n c e , 1 0 ( 2 ): gi a b 0 0 8, F e b. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / gi g a s ci e n c e / gi a b 0 0 8.

[ 2 0 3 ] O. D el a n e a u, J. M ar c hi ni, a n d J.- F. Z a g ur y. A li n e ar c o m pl e xit y p h a si n g m et h o d f or

t h o u s a n d s of g e n o m e s. N at u r e M et h o ds , 9 ( 2 ): 1 7 9 – 1 8 1, F e b. 2 0 1 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n m et h.

1 7 8 5.

[ 2 0 4 ] M. P att er s o n, T. M ar s c h all, N. Pi s a nti, et al. W h at s H a p: W ei g ht e d H a pl ot y p e A s s e m bl y

f or F ut ur e- G e n er ati o n S e q u e n ci n g R e a d s. J o u r n al of C o m p ut ati o n al Bi ol o g y , 2 2 ( 6 ): 4 9 8 –

5 0 9, J u n e 2 0 1 5. d oi: 1 0. 1 0 8 9 / c m b. 2 0 1 4. 0 1 5 7.

[ 2 0 5 ] D. N. P er ki n s, D. J. C. P a p pi n, D. M. Cr e a s y, a n d J. S. C ottr ell. Pr o b a bilit y- b a s e d pr ot ei n

i d e nti fi c ati o n b y s e ar c hi n g s e q u e n c e d at a b a s e s u si n g m a s s s p e ctr o m etr y d at a. E L E C-

T R O P H O R E SI S , 2 0 ( 1 8 ): 3 5 5 1 – 3 5 6 7, 1 9 9 9. d oi: 1 0. 1 0 0 2 / ( SI CI ) 1 5 2 2- 2 6 8 3 ( 1 9 9 9 1 2 0 1 )

2 0: 1 8 < 3 5 5 1:: AI D- E L P S 3 5 5 1 > 3. 0. C O; 2- 2.
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[ 2 0 6 ] B. J. Di a m e nt a n d W. S. N o bl e. F a st er S E Q U E S T S e ar c hi n g f or P e pti d e I d e nti fi c ati o n

fr o m T a n d e m M a s s S p e ctr a. J o u r n al of P r ot e o m e R es e a r c h , 1 0 ( 9 ): 3 8 7 1 – 3 8 7 9, S e pt.

2 0 1 1. d oi: 1 0. 1 0 2 1 / pr 1 0 1 1 9 6 n.

[ 2 0 7 ] L. K äll, J. D. St or e y, a n d W. S. N o bl e. N o n- p ar a m etri c e sti m ati o n of p o st eri or err or

pr o b a biliti e s a s s o ci at e d wit h p e pti d e s i d e nti fi e d b y t a n d e m m a s s s p e ctr o m etr y. Bi oi nf o r-

m ati cs , 2 4 ( 1 6 ):i 4 2 –i 4 8, A u g. 2 0 0 8. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi oi nf or m ati c s / bt n 2 9 4.

[ 2 0 8 ] A. I. N e s vi z h s kii. A s ur v e y of c o m p ut ati o n al m et h o d s a n d err or r at e e sti m ati o n pr o-

c e d ur e s f or p e pti d e a n d pr ot ei n i d e nti fi c ati o n i n s h ot g u n pr ot e o mi c s. J o u r n al of P r o-

t e o mi cs, 7 3 ( 1 1 ): 2 0 9 2 – 2 1 2 3, O ct. 2 0 1 0. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j.j pr ot. 2 0 1 0. 0 8. 0 0 9.

[ 2 0 9 ] A. D e cl er c q, R. B o u w m e e st er, A. Hir s c hl er, et al. M S 2 R e s c or e: D at a- dri v e n r e s c ori n g dr a-

m ati c all y b o o st s i m m u n o p e pti d e i d e nti fi c ati o n r at e s. M ol e c ul a r & C ell ul a r P r ot e o mi cs ,

p a g e 1 0 0 2 6 6, J ul y 2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. m c pr o. 2 0 2 2. 1 0 0 2 6 6.

[ 2 1 0 ] S. D e gr o e v e a n d L. M art e n s. M S 2 PI P: a t o ol f or M S / M S p e a k i nt e n sit y pr e di cti o n.

Bi oi nf o r m ati cs , 2 9 ( 2 4 ): 3 1 9 9 – 3 2 0 3, D e c. 2 0 1 3. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi oi nf or m ati c s / btt 5 4 4.

[ 2 1 1 ] R. B o u w m e e st er, R. G a bri el s, N. H ul st a ert, et al. D e e p L C c a n pr e di ct r et e nti o n ti m e s f or

p e pti d e s t h at c arr y a s- y et u n s e e n m o di fi c ati o n s. N at u r e M et h o ds , 1 8 ( 1 1 ): 1 3 6 3 – 1 3 6 9,

N o v. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 9 2- 0 2 1- 0 1 3 0 1- 5.

[ 2 1 2 ] S. G e s s ul at, T. S c h mi dt, D. P. Z ol g, et al. Pr o sit: pr ot e o m e- wi d e pr e di cti o n of p e pti d e

t a n d e m m a s s s p e ctr a b y d e e p l e ar ni n g. N at u r e M et h o ds , 1 6 ( 6 ): 5 0 9 – 5 1 8, J u n e 2 0 1 9.

d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 9 2- 0 1 9- 0 4 2 6- 7.

[ 2 1 3 ] F. Y u, G. C. T e o, A. T. K o n g, et al. A n al y si s of DI A pr ot e o mi c s d at a u si n g M S Fr a g g er- DI A

a n d Fr a g Pi p e c o m p ut ati o n al pl atf or m. N at u r e C o m m u ni c ati o ns , 1 4 ( 1 ): 4 1 5 4, J ul y 2 0 2 3.

d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 4 6 7- 0 2 3- 3 9 8 6 9- 5.

[ 2 1 4 ] S. T y a n o v a, T. T e m u, a n d J. C o x. T h e M a x Q u a nt c o m p ut ati o n al pl atf or m f or m a s s

s p e ctr o m etr y- b a s e d s h ot g u n pr ot e o mi c s. N at u r e P r ot o c ols , 1 1 ( 1 2 ): 2 3 0 1 – 2 3 1 9, D e c.

2 0 1 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n pr ot. 2 0 1 6. 1 3 6.

[ 2 1 5 ] M. V a u d el, J. M. B ur k h art, R. P. Z a h e di, et al. P e pti d e S h a k er e n a bl e s r e a n al y si s of

M S- d eri v e d pr ot e o mi c s d at a s et s. N at u r e Bi ot e c h n ol o g y , 3 3 ( 1 ): 2 2 – 2 4, J a n. 2 0 1 5. d oi:

1 0. 1 0 3 8 / n bt. 3 1 0 9.

[ 2 1 6 ] B. W e n a n d B. Z h a n g. P e p Q u er y 2 d e m o cr ati z e s p u bli c M S pr ot e o mi c s d at a f or r a pi d

p e pti d e s e ar c hi n g. N at u r e C o m m u ni c ati o ns , 1 4 ( 1 ): 2 2 1 3, A pr. 2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 1 4 6 7- 0 2 3- 3 7 4 6 2- 4.

[ 2 1 7 ] K. V. R u g gl e s, K. Kr u g, X. W a n g, et al. M et h o d s, T o ol s a n d C urr e nt P er s p e cti v e s i n

Pr ot e o g e n o mi c s. M ol e c ul a r & C ell ul a r P r ot e o mi cs , 1 6 ( 6 ): 9 5 9 – 9 8 1, J u n e 2 0 1 7. d oi:

1 0. 1 0 7 4 / m c p. M R 1 1 7. 0 0 0 0 2 4.
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[ 2 1 8 ] X. W a n g a n d B. Z h a n g. c u st o m Pr o D B: a n R p a c k a g e t o g e n er at e c u st o mi z e d pr ot ei n

d at a b a s e s fr o m R N A- S e q d at a f or pr ot e o mi c s s e ar c h. Bi oi nf o r m ati cs , 2 9 ( 2 4 ): 3 2 3 5 –

3 2 3 7, D e c. 2 0 1 3. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi oi nf or m ati c s / btt 5 4 3.

[ 2 1 9 ] J. L ei p zi g. A r e vi e w of bi oi nf or m ati c pi p eli n e fr a m e w or k s. B ri e fi n gs i n Bi oi nf o r m ati cs ,

1 8 ( 3 ): 5 3 0 – 5 3 6, M a y 2 0 1 7. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi b / b b w 0 2 0.

[ 2 2 0 ] M. Zi e m a n n, P. P o ul ai n, a n d A. B or a. T h e fi v e pill ar s of c o m p ut ati o n al r e pr o d u ci bilit y:

bi oi nf or m ati c s a n d b e y o n d. B ri e fi n gs i n Bi oi nf o r m ati cs , 2 4 ( 6 ): b b a d 3 7 5, N o v. 2 0 2 3. d oi:

1 0. 1 0 9 3 / bi b / b b a d 3 7 5.

[ 2 2 1 ] J. M. P er k el. W or k fl o w s y st e m s t ur n r a w d at a i nt o s ci e nti fi c k n o wl e d g e. N at u r e , 5 7 3

( 7 7 7 2 ): 1 4 9 – 1 5 0, S e pt. 2 0 1 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / d 4 1 5 8 6- 0 1 9- 0 2 6 1 9- z.

[ 2 2 2 ] F. d a V ei g a L e pr e v o st, B. A. Gr ü ni n g, S. Al v e s A flit o s, et al. Bi o C o nt ai n er s: a n o p e n-

s o ur c e a n d c o m m u nit y- dri v e n fr a m e w or k f or s oft w ar e st a n d ar di z ati o n. Bi oi nf o r m ati cs ,

3 3 ( 1 6 ): 2 5 8 0 – 2 5 8 2, A u g. 2 0 1 7. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi oi nf or m ati c s / bt x 1 9 2.

[ 2 2 3 ] B. Gr ü ni n g, R. D al e, A. Sj ö di n, et al. Bi o c o n d a: s u st ai n a bl e a n d c o m pr e h e n si v e s oft w ar e

di stri b uti o n f or t h e lif e s ci e n c e s. N at u r e M et h o ds , 1 5 ( 7 ): 4 7 5 – 4 7 6, J ul y 2 0 1 8. d oi: 1 0.

1 0 3 8 / s 4 1 5 9 2- 0 1 8- 0 0 4 6- 7.

[ 2 2 4 ] P. A. E w el s, A. P elt z er, S. Filli n g er, et al. T h e nf- c or e fr a m e w or k f or c o m m u nit y- c ur at e d

bi oi nf or m ati c s pi p eli n e s. N at u r e Bi ot e c h n ol o g y , 3 8 ( 3 ): 2 7 6 – 2 7 8, M ar. 2 0 2 0. d oi: 1 0.

1 0 3 8 / s 4 1 5 8 7- 0 2 0- 0 4 3 9- x.

[ 2 2 5 ] E. R a y m o n d. T h e c at h e dr al a n d t h e b a z a ar. K n o wl e d g e, Te c h n ol o g y & P oli c y , 1 2 ( 3 ):

2 3 – 4 9, S e pt. 1 9 9 9. d oi: 1 0. 1 0 0 7 / s 1 2 1 3 0- 9 9 9- 1 0 2 6- 0.

[ 2 2 6 ] G. v o n Kr o g h a n d S. S p a et h. T h e o p e n s o ur c e s oft w ar e p h e n o m e n o n: C h ar a ct eri sti c s

t h at pr o m ot e r e s e ar c h. T h e J o u r n al of St r at e gi c I nf o r m ati o n S yst e ms , 1 6 ( 3 ): 2 3 6 – 2 5 3,

S e pt. 2 0 0 7. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j.j si s. 2 0 0 7. 0 6. 0 0 1.

[ 2 2 7 ] M. B ar k er, N. P. C h u e H o n g, D. S. K at z, et al. I ntr o d u ci n g t h e F AI R Pri n ci pl e s f or r e s e ar c h

s oft w ar e. S ci e nti fi c D at a , 9 ( 1 ): 6 2 2, O ct. 2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 9 7- 0 2 2- 0 1 7 1 0- x.

[ 2 2 8 ] M. S h o m e, T. M. M a c K e n zi e, S. R. S u b b ar e d d y, a n d M. P. S n y d er. T h e I m p ort a n c e,

C h all e n g e s, a n d P o s si bl e S ol uti o n s f or S h ari n g Pr ot e o mi c s D at a W hil e S af e g u ar di n g

I n di vi d u al s’ Pri v a c y. M ol e c ul a r & C ell ul a r P r ot e o mi cs : M C P , 2 3 ( 3 ): 1 0 0 7 3 1, F e b. 2 0 2 4.

d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. m c pr o. 2 0 2 4. 1 0 0 7 3 1.

[ 2 2 9 ] E. W. D e ut s c h, N. B a n d eir a, Y. P er e z- Ri v er ol, et al. T h e Pr ot e o m e X c h a n g e c o n s orti u m at

1 0 y e ar s: 2 0 2 3 u p d at e. N u cl ei c A ci ds R es e a r c h , 5 1 ( D 1 ): D 1 5 3 9 – D 1 5 4 8, J a n. 2 0 2 3. d oi:

1 0. 1 0 9 3 / n ar / g k a c 1 0 4 0.
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[ 2 3 0 ] M. Fr ej n o, M. T. B er g er, J. T ü s h a u s, et al. U nif yi n g t h e a n al y si s of b ott o m- u p pr ot e o mi c s

d at a wit h C HI M E R Y S. N at u r e M et h o ds , 2 2 ( 5 ): 1 0 1 7 – 1 0 2 7, M a y 2 0 2 5. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 1 5 9 2- 0 2 5- 0 2 6 6 3- w.

[ 2 3 1 ] M. W a n g, J. W a n g, J. C ar v er, et al. A s s e m bli n g t h e C o m m u nit y- S c al e Di s c o v er a bl e

H u m a n Pr ot e o m e. C ell S yst e ms , 7 ( 4 ): 4 1 2 – 4 2 1. e 5, O ct. 2 0 1 8. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. c el s. 2 0 1 8.

0 8. 0 0 4.

[ 2 3 2 ] E. W. D e ut s c h, Y. P er e z- Ri v er ol, J. C ar v er, et al.  U ni v er s al S p e ctr u m I d e nti fi er

f or m a s s s p e ctr a. N at u r e M et h o ds , 1 8 ( 7 ): 7 6 8 – 7 7 0, J ul y 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 1 5 9 2- 0 2 1- 0 1 1 8 4- 6.

[ 2 3 3 ] E. R. T uft e a n d P. R. Gr a v e s- M orri s. T h e vis u al dis pl a y of q u a ntit ati v e i nf o r m ati o n , v ol-

u m e 2. Gr a p hi c s pr e s s C h e s hir e, C T, 1 9 8 3.

[ 2 3 4 ] L. M c D o n al d. Fl or e n c e Ni g hti n g al e, st ati sti c s a n d t h e Cri m e a n W ar. J o u r n al of t h e

R o y al St atisti c al S o ci et y S e ri es A: St atisti cs i n S o ci et y , 1 7 7 ( 3 ): 5 6 9 – 5 8 6, J u n e 2 0 1 4. d oi:

1 0. 1 1 1 1 /r s s a. 1 2 0 2 6.

[ 2 3 5 ] F. P. Br o o k s. T h e c o m p ut er s ci e nti st a s t o ol s mit h II. C o m m u n. A C M , 3 9 ( 3 ): 6 1 – 6 8, M ar.

1 9 9 6. d oi: 1 0. 1 1 4 5 / 2 2 7 2 3 4. 2 2 7 2 4 3.

[ 2 3 6 ] S. I. O’ D o n o g h u e. Gr a n d C h all e n g e s i n Bi oi nf or m ati c s D at a Vi s u ali z ati o n. F r o nti e rs i n

Bi oi nf o r m ati cs , 1, J u n e 2 0 2 1. d oi: 1 0. 3 3 8 9 /f bi nf. 2 0 2 1. 6 6 9 1 8 6.

[ 2 3 7 ] M. Ritt e n br u c h, K. V ell a, M. Br er et o n, et al. C oll a b or ati v e S e n s e- M a ki n g i n G e n o mi c

R e s e ar c h: T h e R ol e of Vi s u ali s ati o n. I E E E Tr a ns a cti o ns o n Vis u ali z ati o n a n d C o m p ut e r

G r a p hi cs , 2 8 ( 1 2 ): 4 4 7 7 – 4 4 8 9, D e c. 2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 1 0 9 / T V C G. 2 0 2 1. 3 0 9 0 7 4 6.

[ 2 3 8 ] A. M u n d, F. C o s ci a, A. Kri st o n, et al. D e e p Vi s u al Pr ot e o mi c s d e fi n e s si n gl e- c ell i d e n-

tit y a n d h et er o g e n eit y. N at u r e Bi ot e c h n ol o g y , p a g e s 1 – 1 0, M a y 2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 1 5 8 7- 0 2 2- 0 1 3 0 2- 5.

[ 2 3 9 ] B. S h n ei d er m a n. T h e E y e s H a v e It: A T a s k b y D at a T y p e T a x o n o m y f or I nf or m ati o n Vi s u-

ali z ati o n s. I n B. B. B e d er s o n a n d B. S h n ei d er m a n, e dit or s, T h e C r aft of I nf o r m ati o n Vis u-

ali z ati o n , I nt er a cti v e T e c h n ol o gi e s, p a g e s 3 6 4 – 3 7 1. M or g a n K a uf m a n n, S a n Fr a n ci s c o,

J a n. 2 0 0 3. I S B N 9 7 8- 1- 5 5 8 6 0- 9 1 5- 0. d oi: 1 0. 1 0 1 6 / B 9 7 8- 1 5 5 8 6 0 9 1 5- 0 / 5 0 0 4 6- 9.

[ 2 4 0 ] G. Ki n dl m a n n a n d C. S c h ei d e g g er. A n Al g e br ai c Pr o c e s s f or Vi s u ali z ati o n D e si g n. I E E E

Tr a ns a cti o ns o n Vis u ali z ati o n a n d C o m p ut e r G r a p hi cs , 2 0 ( 1 2 ): 2 1 8 1 – 2 1 9 0, D e c. 2 0 1 4.

d oi: 1 0. 1 1 0 9 / T V C G. 2 0 1 4. 2 3 4 6 3 2 5.

[ 2 4 1 ] M. Br e h m er a n d T. M u n z n er. A M ulti- L e v el T y p ol o g y of A b str a ct Vi s u ali z ati o n T a s k s.

I E E E Tr a ns a cti o ns o n Vis u ali z ati o n a n d C o m p ut e r G r a p hi cs, 1 9 ( 1 2 ): 2 3 7 6 – 2 3 8 5, D e c.

2 0 1 3. d oi: 1 0. 1 1 0 9 / T V C G. 2 0 1 3. 1 2 4.
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[ 2 4 2 ] S. N u sr at, T. H ar bi g, a n d N. G e hl e n b or g. T a s k s, T e c h ni q u e s, a n d T o ol s f or G e n o mi c

D at a Vi s u ali z ati o n. C o m p ut e r G r a p hi cs F o r u m , 3 8 ( 3 ): 7 8 1 – 8 0 5, 2 0 1 9. d oi: 1 0. 1 1 1 1 / c gf.

1 3 7 2 7.

[ 2 4 3 ] J. T. R o bi n s o n, H. T h or v al d s d óttir, W. Wi n c kl er, et al. I nt e gr ati v e g e n o mi c s vi e w er.

N at u r e Bi ot e c h n ol o g y , 2 9 ( 1 ): 2 4 – 2 6, J a n. 2 0 1 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n bt. 1 7 5 4.

[ 2 4 4 ] G. P er e z, G. B ar b er, A. B e n et- P a g e s, et al. T h e U C S C G e n o m e Br o w s er d at a b a s e: 2 0 2 5

u p d at e. N u cl ei c A ci ds R es e a r c h , 5 3 ( D 1 ): D 1 2 4 3 – D 1 2 4 9, J a n. 2 0 2 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / n ar /

g k a e 9 7 4.

[ 2 4 5 ] S. I. O’ D o n o g h u e, D. S. G o o d s ell, A. S. Fr a n g a ki s, et al. Vi s u ali z ati o n of m a cr o m ol e c ul ar

str u ct ur e s. N at u r e M et h o ds , 7 ( 3 ): S 4 2 – S 5 5, M ar. 2 0 1 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n m et h. 1 4 2 7.

[ 2 4 6 ] K. F ur m a n o v á, A. J ur čí k, B. K o zlí k o v á, et al. M ulti s c al e Vi s u al Drill d o w n f or t h e A n al y si s

of L ar g e E n s e m bl e s of M ulti- B o d y Pr ot ei n C o m pl e x e s. I E E E Tr a ns a cti o ns o n Vis u ali z ati o n

a n d C o m p ut e r G r a p hi cs , 2 6 ( 1 ): 8 4 3 – 8 5 2, J a n. 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 1 0 9 / T V C G. 2 0 1 9. 2 9 3 4 3 3 3.

[ 2 4 7 ] M. S hi, J. G a o, a n d M. Q. Z h a n g. W e b 3 D M ol: i nt er a cti v e pr ot ei n str u ct ur e vi s u ali z ati o n

b a s e d o n W e b G L. N u cl ei c A ci ds R es e a r c h , 4 5 ( W 1 ): W 5 2 3 – W 5 2 7, J ul y 2 0 1 7. d oi: 1 0.

1 0 9 3 / n ar / g k x 3 8 3.

[ 2 4 8 ] N. T. D o n c h e v a, Y. A s s e n o v, F. S. D o mi n g u e s, a n d M. Al br e c ht. T o p ol o gi c al a n al y si s a n d

i nt er a cti v e vi s u ali z ati o n of bi ol o gi c al n et w or k s a n d pr ot ei n str u ct ur e s. N at u r e P r ot o c ols ,

7 ( 4 ): 6 7 0 – 6 8 5, A pr. 2 0 1 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n pr ot. 2 0 1 2. 0 0 4.

[ 2 4 9 ] D. S z kl ar c z y k, K. N a st o u, M. K o utr o uli, et al. T h e S T RI N G d at a b a s e i n 2 0 2 5: pr ot ei n

n et w or k s wit h dir e cti o n alit y of r e g ul ati o n. N u cl ei c A ci ds R es e a r c h , 5 3 ( D 1 ): D 7 3 0 – D 7 3 7,

J a n. 2 0 2 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / n ar / g k a e 1 1 1 3.

[ 2 5 0 ] K. Li, M. V a u d el, B. Z h a n g, et al. P D V: a n i nt e gr ati v e pr ot e o mi c s d at a vi e w er. Bi oi nf o r-

m ati cs , 3 5 ( 7 ): 1 2 4 9 – 1 2 5 1, A pr. 2 0 1 9. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi oi nf or m ati c s / bt y 7 7 0.

[ 2 5 1 ] L. K. Pi n o, B. C. S e arl e, J. G. B olli n g er, et al. T h e S k yli n e e c o s y st e m: I nf or m ati c s f or

q u a ntit ati v e m a s s s p e ctr o m etr y pr ot e o mi c s. M ass S p e ct r o m et r y R e vi e ws , 3 9 ( 3 ): 2 2 9 – 2 4 4,

2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 0 0 2 / m a s. 2 1 5 4 0.

[ 2 5 2 ] H. L a m, E. B erti ni, P. I s e n b er g, et al. E m piri c al St u di e s i n I nf or m ati o n Vi s u ali z ati o n:

S e v e n S c e n ari o s. I E E E Tr a ns a cti o ns o n Vis u ali z ati o n a n d C o m p ut e r G r a p hi cs, 1 8 ( 9 ):

1 5 2 0 – 1 5 3 6, S e pt. 2 0 1 2. d oi: 1 0. 1 1 0 9 / T V C G. 2 0 1 1. 2 7 9.

[ 2 5 3 ] T. M u n z n er. A N e st e d M o d el f or Vi s u ali z ati o n D e si g n a n d V ali d ati o n. I E E E Tr a ns a cti o ns

o n Vis u ali z ati o n a n d C o m p ut e r G r a p hi cs , 1 5 ( 6 ): 9 2 1 – 9 2 8, N o v. 2 0 0 9. d oi: 1 0. 1 1 0 9 /

T V C G. 2 0 0 9. 1 1 1.
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[ 2 5 4 ] E. W all, M. A g ni h otri, L. M at z e n, et al. A H e uri sti c A p pr o a c h t o V al u e- Dri v e n E v al u ati o n

of Vi s u ali z ati o n s. I E E E Tr a ns a cti o ns o n Vis u ali z ati o n a n d C o m p ut e r G r a p hi cs, 2 5 ( 1 ): 4 9 1 –

5 0 0, J a n. 2 0 1 9. d oi: 1 0. 1 1 0 9 / T V C G. 2 0 1 8. 2 8 6 5 1 4 6.

[ 2 5 5 ] A. B a n g or, P. T. K ort u m, a n d J. T. Mill er. A n E m piri c al E v al u ati o n of t h e S y st e m U s a bilit y

S c al e. I nt e r n ati o n al J o u r n al of H u m a n – C o m p ut e r I nt e r a cti o n, 2 4 ( 6 ): 5 7 4 – 5 9 4, J ul y 2 0 0 8.

d oi: 1 0. 1 0 8 0 / 1 0 4 4 7 3 1 0 8 0 2 2 0 5 7 7 6.

[ 2 5 6 ] S. Elli n g, L. L e nt z, a n d M. d e J o n g. C o m bi ni n g C o n c urr e nt T hi n k- Al o u d Pr ot o c ol s a n d

E y e- Tr a c ki n g O b s er v ati o n s: A n A n al y si s of V er b ali z ati o n s a n d Sil e n c e s. I E E E Tr a ns a c-

ti o ns o n P r of essi o n al C o m m u ni c ati o n, 5 5 ( 3 ): 2 0 6 – 2 2 0, S e pt. 2 0 1 2. d oi: 1 0. 1 1 0 9 / T P C.

2 0 1 2. 2 2 0 6 1 9 0.

[ 2 5 7 ] A. G e g e nf urt n er a n d M. S e p p ä n e n. Tr a n sf er of e x p erti s e: A n e y e tr a c ki n g a n d t hi n k

al o u d st u d y u si n g d y n a mi c m e di c al vi s u ali z ati o n s. C o m p ut e rs & E d u c ati o n , 6 3: 3 9 3 – 4 0 3,

A pr. 2 0 1 3. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. c o m p e d u. 2 0 1 2. 1 2. 0 2 1.

[ 2 5 8 ] K. All e n d o erf er, S. Al u k er, G. P a nj w a ni, et al. A d a pti n g t h e c o g niti v e w al kt hr o u g h

m et h o d t o a s s e s s t h e u s a bilit y of a k n o wl e d g e d o m ai n vi s u ali z ati o n. I n I E E E S y m p o-

si u m o n I nf o r m ati o n Vis u ali z ati o n, 2 0 0 5. I N F O VI S 2 0 0 5. , p a g e s 1 9 5 – 2 0 2, O ct. 2 0 0 5.

d oi: 1 0. 1 1 0 9 /I N F VI S. 2 0 0 5. 1 5 3 2 1 4 7.

[ 2 5 9 ] C. N ort h, P. S ar ai y a, a n d K. D u c a. A c o m p ari s o n of b e n c h m ar k t a s k a n d i n si g ht e v al u-

ati o n m et h o d s f or i nf or m ati o n vi s u ali z ati o n. I nf o r m ati o n Vis u ali z ati o n, 1 0 ( 3 ): 1 6 2 – 1 8 1,

J ul y 2 0 1 1. d oi: 1 0. 1 1 7 7 / 1 4 7 3 8 7 1 6 1 1 4 1 5 9 8 9.

[ 2 6 0 ] B. S a k et, A. E n d ert, a n d C. D e mir al p. T a s k- B a s e d Eff e cti v e n e s s of B a si c Vi s u ali z ati o n s.

I E E E Tr a ns a cti o ns o n Vis u ali z ati o n a n d C o m p ut e r G r a p hi cs, 2 5 ( 7 ): 2 5 0 5 – 2 5 1 2, J ul y 2 0 1 9.

d oi: 1 0. 1 1 0 9 / T V C G. 2 0 1 8. 2 8 2 9 7 5 0.

[ 2 6 1 ] E. L o w y- G all e g o, S. F airl e y, X. Z h e n g- Br a dl e y, et al. V ari a nt c alli n g o n t h e G R C h 3 8

a s s e m bl y wit h t h e d at a fr o m p h a s e t hr e e of t h e 1 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct. Well c o m e O p e n

R es e a r c h , 4: 5 0, D e c. 2 0 1 9. d oi: 1 0. 1 2 6 8 8 / w ell c o m e o p e nr e s. 1 5 1 2 6. 2.

[ 2 6 2 ] P. E. G e y er, N. J. W e w er Al br e c ht s e n, S. T y a n o v a, et al. Pr ot e o mi c s r e v e al s t h e eff e ct s

of s u st ai n e d w ei g ht l o s s o n t h e h u m a n pl a s m a pr ot e o m e. M ol e c ul a r S yst e ms Bi ol o g y , 1 2

( 1 2 ): 9 0 1, D e c. 2 0 1 6. d oi: 1 0. 1 5 2 5 2 / m s b. 2 0 1 6 7 3 5 7.

[ 2 6 3 ] P. St a wi ń s ki a n d R. Pł o s ki. G e n e b e. n et: I m pl e m e nt ati o n a n d v ali d ati o n of a n a ut o m ati c

A C M G v ari a nt p at h o g e ni cit y crit eri a a s si g n m e nt. Cli ni c al G e n eti cs , 1 0 6 ( 2 ): 1 1 9 – 1 2 6,

2 0 2 4. d oi: 1 0. 1 1 1 1 / c g e. 1 4 5 1 6.

[ 2 6 4 ] P.- L. L u u, P.- T. O n g, T.- P. Di n h, a n d S. J. Cl ar k. B e n c h m ar k st u d y c o m p ari n g lift o v er

t o ol s f or g e n o m e c o n v er si o n of e pi g e n o m e s e q u e n ci n g d at a. N A R G e n o mi cs a n d Bi oi n-

f o r m ati cs, 2 ( 3 ):l q a a 0 5 4, S e pt. 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / n ar g a b /l q a a 0 5 4.
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[ 2 6 5 ] K.- J. P ar k, Y. A. Y o o n, a n d J.- H. P ar k. E v al u ati o n of Lift o v er T o ol s f or t h e C o n v er si o n

of G e n o m e R ef er e n c e C o n s orti u m H u m a n B uil d 3 7 t o B uil d 3 8 U si n g Cli n V ar V ari a nt s.

G e n es , 1 4 ( 1 0 ): 1 8 7 5, O ct. 2 0 2 3. d oi: 1 0. 3 3 9 0 / g e n e s 1 4 1 0 1 8 7 5.

[ 2 6 6 ] H. Li, M. D a w o o d, M. M. K h a y at, et al. E x o m e v ari a nt di s cr e p a n ci e s d u e t o r ef er e n c e-

g e n o m e diff er e n c e s. T h e A m e ri c a n J o u r n al of H u m a n G e n eti cs , 1 0 8 ( 7 ): 1 2 3 9 – 1 2 5 0, J ul y

2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. aj h g. 2 0 2 1. 0 5. 0 1 1.

[ 2 6 7 ] A. T. K o n g, F. V. L e pr e v o st, D. M. A vt o n o m o v, et al. M S Fr a g g er: ultr af a st a n d c o m pr e-

h e n si v e p e pti d e i d e nti fi c ati o n i n m a s s s p e ctr o m etr y – b a s e d pr ot e o mi c s. N at u r e M et h o ds ,

1 4 ( 5 ): 5 1 3 – 5 2 0, M a y 2 0 1 7. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n m et h. 4 2 5 6.

[ 2 6 8 ] G. C. T e o, D. A. P ol a s k y, F. Y u, a n d A. I. N e s vi z h s kii. F a st D ei s ot o pi n g Al g orit h m a n d It s

I m pl e m e nt ati o n i n t h e M S Fr a g g er S e ar c h E n gi n e. J o u r n al of P r ot e o m e R es e a r c h , 2 0 ( 1 ):

4 9 8 – 5 0 5, J a n. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 2 1 / a c s.j pr ot e o m e. 0 c 0 0 5 4 4.

[ 2 6 9 ] K. L. Y a n g, F. Y u, G. C. T e o, et al. M S B o o st er: i m pr o vi n g p e pti d e i d e nti fi c ati o n r at e s

u si n g d e e p l e ar ni n g- b a s e d f e at ur e s. N at u r e C o m m u ni c ati o ns , 1 4 ( 1 ): 4 5 3 9, J ul y 2 0 2 3.

d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 4 6 7- 0 2 3- 4 0 1 2 9- 9.

[ 2 7 0 ] A. M u s ht a q.  C o ol st uff E n s e m bl V E P c a n d o: s u p p orti n g alt er n ati v e h u m a n a s-

s e m bli e s – E n s e m bl Bl o g, A u g. 2 0 2 4. U R L h t t p s : / / w w w . e n s e m b l . i n f o / 2 0 2 4 / 0 8 / 0 9 /

c o o l - s t u f f - e n s e m b l - v e p - c a n - d o - s u p p o r t i n g - a l t e r n a t i v e - h u m a n - a s s e m b l i e s / .

[ 2 7 1 ] F. J. M arti n, M. R. A m o d e, A. A n ej a, et al. E n s e m bl 2 0 2 3. N u cl ei c A ci ds R es e a r c h , 5 1

( D 1 ): D 9 3 3 – D 9 4 1, J a n. 2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / n ar / g k a c 9 5 8.

[ 2 7 2 ] C. Al k a n, L. C ar b o n e, M. Y. D e n ni s, et al. I m pli c ati o n s of t h e fir st c o m pl et e h u m a n

g e n o m e a s s e m bl y. G e n o m e R es e a r c h , 3 2 ( 4 ): 5 9 5 – 5 9 8, A pr. 2 0 2 2. d oi: 1 0. 1 1 0 1 / gr.

2 7 6 7 2 3. 1 2 2.

[ 2 7 3 ] V. M ar x. M et h o d of t h e y e ar: l o n g-r e a d s e q u e n ci n g. N at u r e M et h o ds , 2 0 ( 1 ): 6 – 1 1, J a n.

2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 9 2- 0 2 2- 0 1 7 3 0- w.

[ 2 7 4 ] J. Si d n e y, B. P et er s, N. Fr a h m, et al. H L A cl a s s I s u p ert y p e s: a r e vi s e d a n d u p d at e d

cl a s si fi c ati o n. B M C I m m u n ol o g y , 9 ( 1 ): 1, J a n. 2 0 0 8. d oi: 1 0. 1 1 8 6 / 1 4 7 1- 2 1 7 2- 9- 1.

[ 2 7 5 ] C. A. D e n dr o u, J. P et er s e n, J. R o s sj o h n, a n d L. F u g g er. H L A v ari ati o n a n d di s e a s e.

N at u r e R e vi e ws I m m u n ol o g y , 1 8 ( 5 ): 3 2 5 – 3 3 9, M a y 2 0 1 8. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / nri. 2 0 1 7. 1 4 3.

[ 2 7 6 ] P. P ar h a m a n d T. O ht a. P o p ul ati o n Bi ol o g y of A nti g e n Pr e s e nt ati o n b y M H C Cl a s s I

M ol e c ul e s. S ci e n c e , 2 7 2 ( 5 2 5 8 ): 6 7 – 7 4, A pr. 1 9 9 6. d oi: 1 0. 1 1 2 6 / s ci e n c e. 2 7 2. 5 2 5 8. 6 7.

[ 2 7 7 ] L. L o h, P. M. S a u n d er s, C. F a or o, et al. A n ar c h ai c H L A cl a s s I r e c e pt or all el e di v er si fi e s

n at ur al kill er c ell- dri v e n i m m u nit y i n Fir st N ati o n s p e o pl e s of O c e a ni a. C ell , 1 8 7 ( 2 4 ):

7 0 0 8 – 7 0 2 4. e 1 9, N o v. 2 0 2 4. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. c ell. 2 0 2 4. 1 0. 0 0 5.
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[ 2 7 8 ] G. B utl er- L a p ort e, J. F arj o u n, T. N a k a ni s hi, et al. H L A all el e- c alli n g u si n g m ulti- a n c e str y

w h ol e- e x o m e s e q u e n ci n g fr o m t h e U K Bi o b a n k i d e nti fi e s 1 2 9 n o v el a s s o ci ati o n s i n 1 1

a ut oi m m u n e di s e a s e s. C o m m u ni c ati o ns Bi ol o g y , 6 ( 1 ): 1 – 1 7, N o v. 2 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8 /

s 4 2 0 0 3- 0 2 3- 0 5 4 9 6- 5.

[ 2 7 9 ] R. P e c k n er, S. A. M y er s, A. S. V. J a c o m e, et al. S p e ct er: li n e ar d e c o n v ol uti o n f or t ar-

g et e d a n al y si s of d at a-i n d e p e n d e nt a c q ui siti o n m a s s s p e ctr o m etr y pr ot e o mi c s. N at u r e

M et h o ds , 1 5 ( 5 ): 3 7 1 – 3 7 8, M a y 2 0 1 8. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n m et h. 4 6 4 3.

[ 2 8 0 ] E. K. K e e n a n, D. K. Z a c h m a n, a n d M. D. Hir s c h e y. Di s c o v eri n g t h e l a n d s c a p e of pr ot ei n

m o di fi c ati o n s. M ol e c ul a r C ell , 8 1 ( 9 ): 1 8 6 8 – 1 8 7 8, M a y 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j. m ol c el.

2 0 2 1. 0 3. 0 1 5.

[ 2 8 1 ] A. W. P ur c ell, S. H. R a m ar at hi n a m, a n d N. T er n ett e. M a s s s p e ctr o m etr y – b a s e d i d e n-

ti fi c ati o n of M H C- b o u n d p e pti d e s f or i m m u n o p e pti d o mi c s. N at u r e P r ot o c ols , 1 4 ( 6 ):

1 6 8 7 – 1 7 0 7, J u n e 2 0 1 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 9 6- 0 1 9- 0 1 3 3- y.

[ 2 8 2 ] J. Fi al a, D. S c h u st er, S. Olli vi er, et al. Pr ot ei n- C e ntri c A n al y si s of P er s o n ali z e d A nti-

b o d y R e p ert oir e s U si n g L C- M S- B a s e d F a b- Pr o fili n g o n a ti m s T O F. J o u r n al of t h e A m e r-

i c a n S o ci et y f o r M ass S p e ct r o m et r y, 3 5 ( 6 ): 1 2 9 2 – 1 3 0 0, J u n e 2 0 2 4. d oi: 1 0. 1 0 2 1 /j a s m s.

4 c 0 0 0 7 6.

[ 2 8 3 ] J. A. Vi z c aí n o, P. K u bi ni o k, K. A. K o v al c hi k, et al. T h e H u m a n I m m u n o p e pti d o m e

Pr oj e ct: A R o a d m a p t o Pr e di ct a n d Tr e at I m m u n e Di s e a s e s. M ol e c ul a r & c ell ul a r p r o-

t e o mi cs: M C P, 1 9 ( 1 ): 3 1 – 4 9, J a n. 2 0 2 0. d oi: 1 0. 1 0 7 4 / m c p. R 1 1 9. 0 0 1 7 4 3.

[ 2 8 4 ] A. I. N e s vi z h s kii a n d R. A e b er s ol d. I nt er pr et ati o n of S h ot g u n Pr ot e o mi c D at a.

M ol e c ul a r & C ell ul a r P r ot e o mi cs , 4 ( 1 0 ): 1 4 1 9 – 1 4 4 0, O ct. 2 0 0 5. d oi: 1 0. 1 0 7 4 / m c p.

R 5 0 0 0 1 2- M C P 2 0 0.

[ 2 8 5 ] L. P er eir a, L. M ut e s a, P. Ti n d a n a, a n d M. R a m s a y. Afri c a n g e n eti c di v er sit y a n d a d a pt a-

ti o n i nf or m a pr e ci si o n m e di ci n e a g e n d a. N at u r e R e vi e ws G e n eti cs , 2 2 ( 5 ): 2 8 4 – 3 0 6, M a y

2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / s 4 1 5 7 6- 0 2 0- 0 0 3 0 6- 8.

[ 2 8 6 ] H. R æ d er, S. J o h a n s s o n, P. I. H ol m, et al. M ut ati o n s i n t h e C E L V N T R c a u s e a s y n dr o m e

of di a b et e s a n d p a n cr e ati c e x o cri n e d y sf u n cti o n. N at u r e G e n eti cs , 3 8 ( 1 ): 5 4 – 6 2, J a n.

2 0 0 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8 / n g 1 7 0 8.

[ 2 8 7 ] A. Gr a v d al, X. Xi a o, M. C n o p, et al. T h e p o siti o n of si n gl e- b a s e d el eti o n s i n t h e V N T R

s e q u e n c e of t h e c ar b o x yl e st er li p a s e ( C E L ) g e n e d et er mi n e s pr ot e ot o xi cit y. J o u r n al of

Bi ol o gi c al C h e mist r y , 2 9 6, J a n. 2 0 2 1. d oi: 1 0. 1 0 1 6 /j.j b c. 2 0 2 1. 1 0 0 6 6 1.

[ 2 8 8 ] J. J. M. L a n dr y, P. T. P yl, T. R a u s c h, et al. T h e G e n o mi c a n d Tr a n s cri pt o mi c L a n d s c a p e

of a H e L a C ell Li n e. G 3 G e n es | G e n o m es | G e n eti cs , 3 ( 8 ): 1 2 1 3 – 1 2 2 4, A u g. 2 0 1 3. d oi:

1 0. 1 5 3 4 / g 3. 1 1 3. 0 0 5 7 7 7.
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[ 2 8 9 ] K. B o o n e n, K. H e n s, G. M e n s c h a ert, et al. B e y o n d G e n e s: R e-I d e nti fi a bilit y of Pr ot e o mi c

D at a a n d It s I m pli c ati o n s f or P er s o n ali z e d M e di ci n e. G e n es , 1 0 ( 9 ): 6 8 2, S e pt. 2 0 1 9. d oi:

1 0. 3 3 9 0 / g e n e s 1 0 0 9 0 6 8 2.

[ 2 9 0 ] G. J. P ar k er, T. L e p p ert, D. S. A n e x, et al. D e m o n str ati o n of Pr ot ei n- B a s e d H u m a n

I d e nti fi c ati o n U si n g t h e H air S h aft Pr ot e o m e. P L O S O N E , 1 1 ( 9 ): e 0 1 6 0 6 5 3, S e pt. 2 0 1 6.

d oi: 1 0. 1 3 7 1 /j o ur n al. p o n e. 0 1 6 0 6 5 3.

[ 2 9 1 ] G W A S C at al o g. U R L h t t p s : / / w w w . e b i . a c . u k / g w a s / d o c s / f i l e - d o w n l o a d s .

[ 2 9 2 ] P. R. Nj øl st a d, O. A. A n dr e a s s e n, S. Br u n a k, et al. R o a d m a p f or a pr e ci si o n- m e di ci n e

i niti ati v e i n t h e N or di c r e gi o n. N at u r e G e n eti cs , 5 1 ( 6 ): 9 2 4 – 9 3 0, J u n e 2 0 1 9. d oi: 1 0.

1 0 3 8 / s 4 1 5 8 8- 0 1 9- 0 3 9 1- 1.
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8. 1 Fi n di n g H a pl ot y pi c Si g n at u r e s i n P r ot ei n s

V a ší č e k, J., S ki a d o p o ul o u, D., K u z n et s o v a, K. G., W e n, B., J o h a n s s o n, S., Nj øl st a d, P. R., Br u c k-

n er, S., K äll, L., V a u d el, M.

Gi g a S ci e n c e , 1 2 , gi a d 0 9 3 ( 2 0 2 3 )

T h e r e p ri nt of P a p e r 1 is p e r mitt e d u n d e r t h e C C- B Y 4. 0 li c e ns e.



Gi g a S ci e n c e  , 2 0 2 3,  1 2  , 1 – 1 3  

D OI:  1 0. 1 0 9 3/ gi g a s ci e n c e/ gi a d 0 9 3  

R e s e a r c h  

Fi n di n g  h a pl ot y pi c  si g n at u r e s  i n p r ot ei n s  

J a k u b V a ší č e k  1  ,2  ,† , D af ni  S ki a d o p o ul o u  1  ,2  ,† , K s e ni a  G  . K u z n et s o  v a  1  ,2  , B o  W e n  3  , S t ef a n  J o h a n s s o n 1  ,4  , P ål  R.  Nj øl st a d  1  ,5  , 

S t ef a n  B r u c k n e r  6  ,‡  , L u k a s  K äll  7  ,‡  a n d  M a r c  V a u d el  1  , 2  , 8  , * ,‡  

1  M o h n  C e nt e r  f o r Di a b et e s  P r e ci si o n  M e di ci n e,  D e p a rt m e nt  of  Cli ni c al  S ci e n c e,  U ni v e r sit y  of  B e r g e n,  B e r g e n  5 0 2 1,  N o r w a y  
2  C o m p ut ati o n al  Bi ol o g y  U nit,  D e p a rt m e nt  of  I nf o r m ati c s, U ni v e r sit y  of  B e r g e n,  B e r g e n  5 0 0 8,  N o r w a y  
3  D e p a rt m e nt  of  G e n o m e  S ci e n c e s,  U ni v e r sit y  of  W a s hi n gt o n,  S e attl e,  W A  9 8 1 9 5,  U nit e d  St at e s  
4  D e p a rt m e nt  of  M e di c al  G e n eti c s,  H a u k el a n d  U ni v e r sit y  H o s pit al,  B e r g e n  5 0 2 1,  N o r w a y  
5  C hil d r e n  a n d  Y o ut h  Cli ni c,  H a u k el a n d  U ni v e r sit y  H o s pit al,  B e r g e n  5 0 2 1,  N o r w a y  
6  C h ai r  of  Vi s u al  A n al yti c s,  I n stit ut e f o r Vi s u al  a n d  A n al yti c  C o m p uti n g,  U ni v e r sit y  of  R o st o c k,  R o st o c k  1 8 0 5 1,  G e r m a n y  
7  S ci e n c e  f o r Lif e  L a b o r  at o r y,  S c  h o ol  of  E n gi n e e ri n g  S ci e n c e s  i n C h e mi st r y,  Bi ot e c h n ol o g y  a n d  H e alt h,  K T H – R o  y  al  I n stit ut e of  T e c h n ol o g y,  S ol n a  1 7 1 2 1,  S w e d e n  
8  D e p a rt m e nt  of  G e n eti c s  a n d  Bi oi nf o r m ati c s,  H e alt h  D at a  a n d  Di g  it ali z ati o n, N o r w e g  i a n I n stit ut e of  P u bli c  H e alt h,  O sl o  0 4 7 3,  N o r w a y  
∗ C o r r  e s p o n d e n c e  a d d r  e s s.  M a r c  V a u d el,  U ni v  e r sit et et  i B e r  g e n,  Kli ni s k  i n stit utt 2,  P o st b o k s  7 8 0 4,  N O- 5 0 2 0  B E R G E N,  N O R W A Y.  E- m ail:  M a r c. V a u d el @ ui b. n o  
† T h e s e  a ut h o r s  c o nt ri b ut e d  t o  t h e  w o r k  e q u all y.  
‡  T h e s e  a ut h o r s  j oi ntl y s u p e r vi s e d  t h e  w o r k.  

A b st r a ct  

B a c  k g r  o u n d:  T h e  n o n r  a n d o m  di st ri b uti o n  of  all el e s  of  c o m m o n  g e n o mi c  v a ri a nt s  p r o d u c e s  h a pl ot y p e s,  w hi c h  a r e  f u n d a m e nt al i n 
m e di c al  a n d  p o p ul ati o n  g e n eti c  s t u di e s.  C o n s e q u e ntl  y,  p r  o t ei n - c o di n g  g e n e s  wit h  diff e r e nt  c o - o c c u r ri n g  s et s  of  all el e s  c a n  e n c o d e  

diff e r e nt  a mi n o  a ci d  s e q u e n c e s:  p r ot ei n  h a pl ot y p e s.  T h e s e  p r ot ei n  h a pl ot y p e s  a r e  p r e s e nt  i n bi ol o gi c al  s a m pl e s  a n d  d et e ct a  b  l e b y  

m a s s  s p e ct r  o m et r  y,  b ut  t h e y  a r  e  n ot  a c c o u nt e d  f o r i n p r ot e o mi c  s e a r  c  h e s.  C o n s e q u e ntl  y,  t h e  i m p a ct of  h a pl ot y pi c  v  a ri ati o n  o n  t h e  

r e s ult s  of  p r ot e o mi c  s e a r  c  h e s  a n d  t h e  di s c o v e r a bilit y  of  p e pti d e s  s p e ci fi c  t o  h a pl ot y p e s  r e m ai n  u n k n o w n.  

F  i n di n g s: H e r e  , w  e  s t u d  y  h o  w  c o m m o n  g e n eti c  h a pl ot y p e s  i n fl u e n c e t h e  p r ot e o mi c  s e a r  c  h  s p a c e  a n d  i n v e sti g at e t h e  p o s si bilit y  t o  

m at c h  p e pti d e s  c o nt ai ni n g  m ulti pl e  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  t o  a  p u bli cl y  a v ail a bl e  d at a  s et  of  m a s s  s p e ct r a.  W e  f o u n d t h at  f o r 
1 2. 4 2 %  of  t h e  di s c o v  e r a  b  l e a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  e n c o d e d  b y  c o m m o n  h a pl ot y p e s,  2  o r  m o r e  s u b stit uti o n s  m a y  c o - o c c u r  i n t h e  

s a m e  p e pti d e  aft e r  t r y pti c  di g e sti o n  of  t h e  p r ot ei n  h a pl ot y p e s.  W e  i d e nti fi e d 3 5 2  s p e ct r a  t h at  m at c h e d  t o  s u c h  m  ulti  v  a ri a nt  p e  p ti d e s,  

a n d  o ut  of  t h e  4, 5 8 2  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  i d e nti fi e d, 6. 3 7 %  w e r e  c o v e r e d  b y  m ulti v a ri a nt  p e pti d e s.  H o w e v e r,  t h e  e v al u ati o n  of  

t h e  r  eli a  bilit y  of  t h e s e  m at c h e s  r  e m ai n s  c h all e n g  i n g, s u g g  e sti n g  t h at  r  e fi n e d  e r r  o r  r at e  e sti m ati o n  p r  o c e d u r  e s  a r  e  n e e d e d  f o r s u c h  

c o m pl e x  p r ot e o mi c  s e a r  c  h e s.  

C o n cl u si o n s:  A s  t h e s e  p r  o c e d u r  e s  b e c o m e  a v  ail a  b  l e a n d  t h e  a  bilit y  t o  a n al  y z e  p r  o t ei n  h a pl ot y p e s  i n c r e a s e s,  w e  a nti ci p at e  t h at  p r  o -  

t e o mi c s  will  p r o vi d e  n e w  i nf o r m ati o n o n  t h e  c o n s e q u e n c e s  of  c o m m o n  v a ri ati o n,  a c r o s s  ti s s u e s  a n d  ti m e.  

K e  y w  o r  d s:  p r ot e o g e n o mi c s,  h a pl ot y p e  , p r ot ei n,  bi oi nf o r m ati c s,  p o st -t r  a n sl ati o n al  m o di fi c ati o n  

B a c  k g r  o u n d  

Li n k a g e  di s e q uili b ri u m  ( L D) d e s c ri b e s  t h e  n o n r a n d o m  c o r r el a-  

ti o n  b et w e e n  all el e s  at  diff e r e nt  p o siti o n s  i n t h e  g e n o m e  i n a  

p o p ul ati o n.  L D  a ri s e s  w h e n  all el e s  at  n e a r b y  sit e s  c o- o c c u r  o n  

t h e  s a m e  h a pl ot y p e  m o r e  oft e n  t h a n  e x p e ct e d  b y  c h a n c e.  W h e n  

h a  pl ot y p e s  a r  e  l o c at e d i n p r  o t ei n- c o di n g  p o rti o n s  of  t h e  g e n o m e  

a n d  i n cl u d e n o n s y n o n y m o u s  c h a n g e s,  t h e y  c a n  alt e r  p r ot ei n  

s e q u e n c e s,  f o r mi n g s o- c all e d  p r ot ei n  h a pl ot y p e s,  a s  d e fi n e d  b y  

S p o o n e r  et  al.  [ 1  ]. B a s e d  o n  t h e  c o- o c c u r r e n c e  of  all el e s  i n t h e  

1 0 0 0  G e n o m e s  P r oj e ct  [ 2  ] a n d  t h ei r  i n sili c o  t r a n sl ati o n,  S p o o n e r  

et  al.  [ 1  ] c r e at e d  a  li st of  p o s si bl e  p r ot ei n  h a pl ot y p e  s e q u e n c e s.  

N ot a bl  y,  t h e y  s t r  e s s  t h at  f o r 1  i n 7  g e n e s,  t h e  m o st  f r e q u e nt p r o-  

t ei n  h a pl ot y p e  diff e r s  f r o m t h e  r ef e r e n c e  s e q u e n c e  i n E n s e m bl  

[ 3  ]. I n p r e ci si o n  m e di ci n e,  p r o bi n g  t h e  p r ot e ot y p e —t h e  a ct u al  

s t at e  of  t h e  p r ot e o m e — a d d s  v al u a bl e  i nf o r m ati o n c o n c e r ni n g  

t h e  r el ati o n s hi p  b et w e e n  t h e  g e n ot y p e  a n d  t h e  p h e n ot y p e  [ 4  ]. 

T h e r  ef o r  e,  i t i s i m p o rt a nt t h at  g e n eti c  i nf o r m ati o n, i n cl u di n g L D,  

i s t a k e n  i nt o a c c o u nt  i n p r ot e o mi c s  s e a r c h e s.  

P r ot ei n s  i n bi ol o gi c al  s a m pl e s  c a n  b e  i d e nti fi e d b y  li q ui d 

c  h r  o m at o g r  a  p h y  c o u pl e d  t o  m a s s  s p e ct r  o m et r y  ( L C- M S), u s u all  y  

aft e r  di g e sti o n  i nt o p e pti d e s  [ 5  ]. T h e n,  t h e  m e a s u r  e d  s p e ct r  a  a r  e  

m at c h e d  t o  a  d at a b a s e  of  e x p e ct e d  p r ot ei n  s e q u e n c e s  u si n g  a  

s e a r c h  e n gi n e  [ 6  ]. T h e  i d e nti fi e d p e pti d e s  a r e  u s e d  t o  i nf e r t h e  

p r  e s e n c e  of  p r  o t ei n s  [ 7  ] al o n g  wit h  p ot e nti al  p o stt r a n sl ati o n al  

m o di fi c ati o n s  ( P T M s) [ 8  ]. W h e n  t h e  p e pti d e s  c o v e r  t h e  r el e v a nt  

p a rt s  of  t h e  p r ot ei n  s e q u e n c e s,  i t i s al s o  p o s si bl e  t o  di s c o v e r  

t h e  p r o d u ct  of  alt e r n ati v e  s pli ci n g  o r  g e n eti c  v a ri ati o n  [ 9  ]. I n 

p r  e ci si o n  m e di ci n e,  p r  o t e o mi c  s e a r c  h e s  n e e d  t o  b e  a d a  p t e d  t o  

i n di vi d u al p ati e nt  p r o fil e s  b y  e xt e n di n g  t h e  s e a r c h  s p a c e  t o  

i n cl u d e n o n c a n o ni c al  s e q u e n c e s  [ 1 0  ]. 

T hi s  c h all e n g e  i s a d d r e s s e d  b y  p r ot e o g e n o mi c s —t h e  s ci e nti fi c  

fi el d  i nt e g r ati n g g e n o mi c s  a n d  p r ot e o mi c s  i nt o a  j oi nt a p p r o a c h  

[ 9  , 1 1  ]. R e c e nt  w o r k,  m ai nl  y  i n t h e  d o m ai n  of  c a n c e r  r  e s e a r c  h,  h a s  

s h o w n  t h at  a c c o u nti n g  f o r g e n eti c  v a ri ati o n  i n p r  o t e o mi c  a n al  y -  

s e s  p r o vi d e s  t h e  m e a n s  t o  di s c o v e r  n o n c a n o ni c al  p r ot ei n s.  U m e r  

et  al.  [ 1 2  ] h a v e  d e v el o p e d  a  t o ol  t o  g e n e r at e  d at a b a s e s  of  v a ri a nt  

p r  o t ei n s  d e ri v  e d  f r o m  si n gl e- n u cl e oti d e  p ol  y m o r  p hi s m s  ( S N P s), 

i n s e rti o n s a n d  d el eti o n s,  a n d  t h e  3 -f r a m e  t r a n sl ati o n  of  p s e u d o-  

g e n e s  a n d  n o n c a n o ni c al  t r  a n s c ri pt s,  a  p p e n d e d  wit h  a  d at a b a s e  

of  c a n o ni c al  p r ot ei n s  [ 1 2  ]. L e vit s k y  et  al.  [ 1 3  ] u s e  m e a s u r e s  of  

R e c ei  v  e d:  A p ril  1 3,  2 0 2 3.  R e vi s e d:  S e pt e m b e r  2 4,  2 0 2 3.  A c c e pt e d:  O ct o b e r  8,  2 0 2 3  

© T h e  A ut h o r( s)  2 0 2 3.  P u bli s h e d  b y  O xf o r d  U ni  v  e r sit y  P r  e s s  Gi g a S ci e n c e.  T hi s  i s a n  O p e n  A c c e s s  a rti cl e  di st ri b ut e d  u n d e r  t h e  t e r m s  of  t h e  C r  e ati  v  e  C o m m o n s  

Att ri b uti o n  Li c e n s e  ( htt p s:// c r  e ati  v  e c o m m o n s. o r g/li c e n s e s/ b y/ 4. 0/  ), w hi c h  p e r mit s  u n r e st ri ct e d  r e u s e,  di st ri b uti o n,  a n d  r e p r o d u cti o n  i n a n y  m e di u m,  p r o vi d e d  

t h e  o ri gi n al  w o r k  i s p r  o p e rl  y  cit e d.  
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2  | Gi g a S ci e n c e  , 2 0 2 3,  V ol.  1 2,  N o.  1  

Fi g u r e  1:  ( A) P r ot e o m e  c o v  e r  a  g e  e x p r  e s s e d  i n t e r m s  of  t h e  p e r c e nt a  g e  of  a mi n o  a ci d s;  t h at  i s, if 7  o ut  of  1 0 0  r  e si d u e s  b el o n g  t o  at  l e a st 1  di s c o v  e r  a bl e  

p e pti d e  c o nt ai ni n g  t h e  p r o d u ct  of  a  s u b stit uti o n,  w e  s a y  t h at  7 %  of  t h e  p r ot e o m e  m a p s  t o  p e pti d e s  c o nt ai ni n g  v a ri ati o n.  S e e  m ai n  t e xt  f o r d et ail s  a n d  

M at e ri al s  a n d  M et h o d s  f o r t h e  h a n dli n g  of  s h a r e d  p e pti d e s.  ( B) E x a m pl e  of  a  r ef e r e n c e  s e q u e n c e  ali g n e d  t o  a n ot h e r  h a pl ot y p e  . T  h e  cl a s s e s  of  p e pti d e s  

f oll o wi n g t h e  cl e a v  a  g e  p att e r n  of  t r y p si n  a r e  hi g hli g ht e d  b y  a  c ol o r e d  b a c k g r o u n d.  T h r e e  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  e n c o d e d  b y  t hi s  h a pl ot y p e  a r e  

m a r k e d  b y  r e d  r e ct a n gl e s  . T  h e  “ c o  v e r a g e” l a  y e r  i n di c at e s t h e  ali g n m e nt  a p pli e d  t o  o bt ai n  n u m b e r s  s h o w n  i n s e cti o n  A.  ( C) Di st ri b uti o n  of  v a ri ati o n  i n 

di s c o v  e r  a bl e  p e pti d e s.  A mi n o  a ci d  v a ri a nt s  a r e  st r ati fi e d  b a s e d  o n  t h e  c at e g o r y  of  p e pti d e  i n w hi c h  t h e  s u b stit uti o n  c a u s e d  b y  t h e  r e s p e cti v e  v a ri a nt  

c a n  b e  i d e nti fi e d. 

p r  o t e o m e  c o v  e r  a  g e,  i n cl u di n g v  a ri a nt  p e pti d e s,  t o  v  e rif y  t h e  p r  e s-  

e n c e  of  si n gl e  a mi n o  a ci d  v a ri a nt s.  C h o o n g  et  al.  [ 1 4  ] p r o p o s e d  a n  

al g o rit h m  t o  g e n e r at e  t h e  o pti m al  n u m b e r  of  p r ot ei n  s e q u e n c e s  

c o nt ai ni n g  c o m bi n ati o n s  of  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  p o s si bl y  

o c c u r ri n g  i n t h e  s a m e  t r y pti c  p e pti d e.  I n t h ei r  a  p p r  o a c  h,  t h e  

d at a b a s e  i n cl u d e s n ot  o nl y  t h e  c o m bi n ati o n s  of  all el e s  e n c o d e d  

b y  h a pl ot y p e s  b ut  all  c o m bi n ati o n s  p o s si bl e  p e r  p e pti d e.  L o b a s  

et  al.  [ 1 5  , 1 6  ] s h o  w  e d  t h at  p e pti d e s  c o nt ai ni n g  v a ri ati o n  w e r e  2. 5  

t o  3  ti m e s  l e s s li k el y t o  b e  i d e nti fi e d t h a n  c a n o ni c al  p e pti d e s.  

W a n g  et  al.  [ 1 7  ] h a v e  a n al y z e d  d at a  f o r 2 9  p ai r e d  h e alt h y  h u m a n  

ti s s u e s  f r o m t h e  H u m a n  P r ot e o m e  A tl a s  p r oj e ct  t o  d et e ct  a mi n o  

a ci d  v a ri a nt s  at  t h e  p r ot ei n  l e v el. H o  w  e v e r,  t h e  m aj o rit y  of  a mi n o  

a ci d  v a ri a nt s  p r e di ct e d  f r o m e x o m e  s e q u e n ci n g  c o ul d  n ot  b e  

d et e ct e d  [ 1 7  ], s u g g e sti n g  t h at  p r ot e o g e n o mi c s  r e m ai n s  hi g hl y  

c h all e n gi n g  a n d  m et h o d s  f o r di s c o v e ri n g  n o n c a n o ni c al  p r ot ei n s  

n e e d  f u rt h e r d e  v  el o p m e nt.  

H e r e,  w e  u s e d  t h e  p r ot ei n  h a pl ot y p e s  g e n e r at e d  b y  S p o o n e r  

et  al.  [ 1  ] t o  e  v  al u at e  t h e  a bilit y  of  m a s s  s p e ct r o m et r y – b a s e d  p r o-  

t e o mi c s  t o  i d e ntif y p e pti d e s  e n c o d e d  b y  c o m bi n ati o n s  of  v a ri a nt s  

i n L D.  W e  s h o w  t h at  i n s o m e  p r  o t ei n  h a  pl ot y p e s,  m  ulti pl e  a mi n o  

a ci d  s u b stit uti o n s  aff e ct  t h e  s a m e  p e pti d e  aft e r  di g e sti o n.  T h o s e  

p r  o t ei n  h a  pl ot y p e s  c a n  o nl  y  b e  i d e nti fi e d if t h e  c o m bi n ati o n s  of  

a mi n o  a ci d  v a ri a nt s  a r e  i n cl u d e d i n t h e  s e a r c h  s p a c e,  a n d  s e v-  

e r al  of  t h e s e  p r ot ei n  h a pl ot y p e s  a r e  p r e di ct e d  t o  b e  m o r e  c o m m o n  

t h a n  t h e  r  ef e r  e n c e  s e q u e n c e  . T  h e n,  w e  mi n e d  t h e  p u bli cl y  a  v ail-  

a bl e  d at a  f r o m W a n g  et  al.  [ 1 7  ] f o r p e pti d e s  i n cl u di n g a  c o m bi n a-  

ti o n  of  a mi n o  a ci d  v  a ri a nt s,  d e m o n st r  a ti n g  h o w  s u c h  p e pti d e s  c a n  

b e  i d e nti fi e d a c c o r di n g  t o  t h e  s t a n d a r d s  of  t h e  fi el d  b ut  al s o  h o w  

t h e  q u alit y  c o nt r ol  of  t h e  r e s ult s  r e m ai n s  c h all e n gi n g.  

R e s ult s  

T h e  c o n s e q u e n c e  of  h a pl ot y p e s  o n  t h e 

p r ot e o mi c s  s e a r c h  s p a c e  

W e  di g e st e d  i n sili c o  t h e  p r ot ei n  s e q u e n c e s  t r  a n sl at e d  f r o m  h a  pl o-  

t y p e s  o bt ai n e d  f r o m S p o o n e r  et  al.  [ 1  ] u si n g  t h e  c a n o ni c al  cl e a v-  

a g e  p att e r n  of  t r y p si n,  all o wi n g  f o r u p  t o  2  mi s s e d  cl e a v  a  g e s.  N ot e  

t h at  i n d el s w e r e  n ot  c o n si d e r e d,  a n d  w e  f o c u s e d o nl y  o n  c o m m o n  

v a ri a nt s  wit h  a  mi n o r  all el e  f r e q u e n c y >  1 %  i n a n y  p o p ul ati o n  of  

t h e  1 0 0 0  G e n o m e s  P r oj e ct  [ 2  ]; s e e  M at e ri al s  a n d  M et h o d s  f o r d e-  

t ail s  . Aft e r  e x cl u di n g  c o nt a mi n a nt s  , t hi s  yi el d e d  2, 6 4 7, 8 1 5  u ni q u e  

t r y pti c  p e pti d e  s e q u e n c e s  of  l e n gt h b et w e e n  8  a n d  4 0  a mi n o  a ci d s  

( Fi g. 1  A).  T  h e  c o  v  e r  a  g e  of  p r  o t ei n  s e q u e n c e s  f r o m  E n s e m bl  c a n  

b e  p a rtiti o n e d  a s  f oll o w s: 8 0. 7 3 %  c a n  o nl y  b e  c o v e r e d  b y  c a n o ni-  

c al  p e pti d e s,  7. 8 2 %  m a p  t o  p e pti d e s  t h at  m a y  c o nt ai n  1  o r  m ulti-  

pl e  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s,  a n d  t h e  r e m ai ni n g  yi el d s  s e q u e n c e s  

t h at  a r e  eit h e r  t o o  s h o rt  o r  t o o  l o n g t o  b e  i d e nti fi e d. M o st  p e p-  

ti d e s  di s c o v  e r  a bl e  i n p r  o t e o mi c  s t u di e s  t h e r  ef o r  e  m a  p  t o  c a n o ni-  

c al  s e q u e n c e s,  m a ki n g  i t c h all e n gi n g  f o r n o nt a r g et e d  a p p r o a c h e s  

t o  a s s e s s  t h e  all eli c  s t at u s  of  a  c o m m o n  g e n eti c  v a ri a nt  u si n g  p r o-  

t e o mi c s,  i n a  g r  e e m e nt  wit h  [ 1 5  , 1 6  ]. 

W e  cl a s sif y  t h e  o bt ai n e d  p e pti d e  s e q u e n c e s  i n 3  t y p e s  ( Fi g. 1  B):  

(i) c a n o ni c al,  n o  h a pl ot y p e  i s k n o w n  t o  yi el d  a n  a mi n o  a ci d  s u b-  

s tit uti o n  i n t h e  s e q u e n c e  of  t hi s  p e pti d e;  (ii) si n gl e- v a ri a nt,  a  h a p-  

l ot y p e e n c o d e s  a n  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n  i n t h e  s e q u e n c e  of  

t hi s  p e pti d e;  a n d  (iii) m  ulti v  a ri a nt,  a  h a  pl ot y p e  e n c o d e s  a  s et  of  

2  o r  m o r e  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  i n t h e  s e q u e n c e  of  t hi s  p e p-  

ti d e.  I n t ot al,  c o m m o n  h a pl ot y p e s  e n c o d e  1 0 2, 5 9 5  a mi n o  a ci d  

s u b stit uti o n s,  wit h  8 7. 5 8 %  of  t h e m  f o u n d o nl y  i n si n gl e- v a ri a nt  
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Fi g u r e  2:  Cl a s si fi c ati o n  of  p e pti d e s  b a s e d  o n  t h ei r  a bilit y  t o  di sti n g ui s h  b et w e e n  p r ot ei n  s e q u e n c e s  ( b a r c ol o r)  a n d  t o  i d e ntif y a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  

( p o siti o n o n  x- a xi s).  T h e  h ei g ht  of  t h e  b a r s  r  e p r  e s e nt s  t h e  di st ri b uti o n  of  c at e g o ri e s  ( n o n s p e ci fi c, p r ot ei n- s p e ci fi c,  p r ot e of o r m- s p e ci fi c)  a m o n g  t h e  

p e pti d e  t y p e s  ( c a n o ni c al, si n gl e- v a ri a nt,  m ulti v a ri a nt).  

p e pti d e s,  2. 3 9 %  i n m  ulti v  a ri a nt  p e pti d e s,  a n d  1 0. 0 3 %  i n eit h e r  

si n gl e-  o r  m  ulti v  a ri a nt  p e  p ti d e s  d e  p e n di n g  o n  t h e  n  u m b e r  of  

mi s s e d  cl e a v  a  g e s  ( Fi g. 1  C).  N ot e  t h at  s u b stit uti o n s  i n diff e r e nt  i s o- 

f o r m s of  t h e  s a m e  p r ot ei n  a r e  r e  p o rt e d  s e  p a r at el y  b y  S p o o n e r  

et  al.  [ 1  ], c r  e ati n g  m  ulti pl e  c o n s e q u e n c e s  f o r t h e  s a m e  g e n eti c  

v a ri a nt.  T h e  t ot al  n u m b e r  of  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  i s c o n-  

s e q u e ntl y  hi g h e r  t h a n  t h e  n u m b e r  of  g e n eti c  v a ri a nt s.  I nt e r e st- 

i n gl y, b a s e d  o n  t h e  f r e q u e n ci e s a m o n g  all  p a rti ci p a nt s  i n t h e  1 0 0 0  

G e n o m e s  p r oj e ct,  2 2. 3 %  a n d  3 2. 4 %  of  t h e  a mi n o  a ci d  s u b stit u-  

ti o n s  di s c o v  e r  a bl e  i n si n gl e- v  a ri a nt  a n d  m  ulti v  a ri a nt  p e pti d e s,  r  e-  

s p e cti v  el  y,  o c c u r  i n p r  o t ei n  h a  pl ot y p e s  t h at  a r  e  p r  e di ct e d  t o  b e  

m o r  e  f r e q u e nt  t h a n  t h e  E n s e m bl  r  ef e r  e n c e  s e q u e n c e.  If t h e s e  all e-  

l e s a r e  n ot  a c c o u nt e d  f o r, p r ot e o mi c s  a n al y s e s  will,  t h e r ef o r e,  n ot  

b e  a bl e  t o  i d e ntif y t h e s e  p a rt s  of  t h e  g e n o m e  f o r t h e  m aj o rit y  of  

i n di vi d u al s. 

P e pti d e s  c a n  b e  cl a s si fi e d  b a s e d  o n  t h ei r  a bilit y  t o  di sti n g ui s h  

b et w e e n  p r ot ei n  s e q u e n c e s.  W e  p r o p o s e  t h e  f oll o wi n g c at e g o ri e s:  

(i) n o n s p e ci fi c  p e pti d e s  m a p  t o  t h e  p r o d u ct s  of  diff e r e nt  g e n e s;  (ii) 

p r ot ei n- s p e ci fi c  p e pti d e s  m a p  t o  m ulti pl e  s e q u e n c e s,  w hi c h  a r e  all  

p r o d u ct s  of  t h e  s a m e  g e n e;  a n d  (iii) p r ot e of o r m- s p e ci fi c  p e pti d e s  

m a  p  u ni q u el  y  t o  a  si n gl e  f o r m of  a  p r  o t ei n  (i. e., si n gl e  s pli c e  v  a ri-  

a nt  a n d  h a  pl ot y p e),  r  ef e r r  e d  t o  a s  p r ot e of o r m  [ 1 8  ]. I n t hi s  cl a s si-  

fi c ati o n,  b a s e d  o n  t h e  i d e nti fi c ati o n of  a  p r ot e of o r m- s p e ci fi c  p e p-  

ti d e,  o n e  c a n  u ni q u el y  i d e ntif y p r o d u ct s  of  a  gi v e n  g e n e.  A  p r ot ei n-  

s p e ci fi c  p e pti d e  all o w s  f o r di s c ri mi n ati n g  c e rt ai n  g r o u p s  of  p r o-  

t e of o r m s  b ut  d o e s  n ot  yi el d  a  si n gl e  c a n di d at e  s e q u e n c e  ( e. g., i t 

d et e r mi n e s  w hi c h  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n  i s p r e s e nt  b ut  m a p s  

t o  m ulti pl e  s pli ci n g  v a ri a nt s).  N o n s p e ci fi c  p e pti d e  s e q u e n c e s  m a p  

t o  m ulti pl e  g e n e s,  w h e r e  t h e  s e q u e n c e  of  1  g e n e  m at c h e s  t h e  s e-  

q u e n c e  of  a n ot h e r,  m a ki n g  i t c h all e n gi n g  t o  i nf e r w hi c h  p r ot ei n  i s 

c o v  e r  e d.  W e  f o u n d 1 9 8, 0 4 6  di sti n ct  n o n s p e ci fi c  p e pti d e  s e q u e n c e s,  

c o v e ri n g  u p  t o  1 7. 5 3 %  of  t h e  p r ot e o m e  . T  h e  p r e v al e n c e  of  c a n o n-  

i c al, si n gl e- v  a ri a nt,  a n d  m  ulti v  a ri a nt  p e pti d e s  a m o n g  t h e  a b o v e  

i nt r o d u c e d t y p e s  i s di s pl a y e d  i n Fi g.  2  , wit h  e x a ct  n u m b e r s  p r o-  

T a bl e  1:  Cl a s si fi c ati o n  of  p e pti d e s  t y p e s  a n d  t h e  n u m b e r  of  i n sili c o  

di g e st e d  p e pti d e s  i n e a c h  of  t h e  c at e g o ri e s  

P e pti d e  t y p e 

( v a ri a  ti o n) 

P e pti d e  t y p e 

( s p e ci fi cit y) 

N u m b e r  of  

p o s si bl e  p e pti d e s  

C a n o ni c al  P r ot e of o r m- s p e ci fi c  2 9 1, 4 0 0  

C a n o ni c al  P r ot ei n- s p e ci fi c  1, 9 4 9, 6 1 5  

C a n o ni c al  N o n s p e ci fi c  1 9 6, 2 5 5  

Si n gl e- v a ri a nt  P r ot e of o r m- s p e ci fi c  4 7, 5 8 3  

Si n gl e- v a ri a nt  P r ot ei n- s p e ci fi c  1 4 7, 3 0 8  

Si n gl e- v a ri a nt  N o n s p e ci fi c  1, 6 5 2  

M ulti v a ri a nt  P r ot e of o r m- s p e ci fi c  4, 2 8 2  

M ulti v a ri a nt  P r ot ei n- s p e ci fi c  9, 5 8 1  

M ulti v a ri a nt  N o n s p e ci fi c  1 3 9  

vi d e d  i n T a bl e  1  . A s  e x p e ct e d  i nt uiti v el  y,  p e pti d e s  c o nt ai ni n g  t h e  

p r o d u ct  of  1  o r  m ulti pl e  v a ri a nt s  p r e s e nt  a  hi g h e r  a bilit y  t o  di s-  

ti n g ui s h  b et w e e n  p r  o t ei n  p r  o d u ct s  of  diff e r e nt  g e n e s  a n d  b et w e e n  

p r ot e of o r m s  of  t h e  s a m e  g e n e.  

M at c  hi n g  m  ulti  v a ri a nt  p e pti d e s  t o m a s s  s p e ct r a  

T o  i n v e sti g at e t h e  p r e v al e n c e  of  s p e ct r a  m at c hi n g  m ulti v a ri a nt  

p e pti d e s  e n c o d e d  b y  c o m m o n  h a pl ot y p e s  a n d  t h e  q u alit y  of  t h e  

o bt ai n e d  m at c h e s,  w e  s e a r c h e d  t h e  d e e p  p r ot e o mi c s  d at a  of  

h e alt h y  t o n sil  ti s s u e  m a d e  a v ail a bl e  b y  W a n g  et  al.  [ 1 7  ] a g ai n st  t h e  

s e q u e n c e s  of  c o m m o n  p r  o t ei n  h a  pl ot y p e s  u si n g  X! T a n d e m  [ 1 9  ] 

a s  a  s e a r c h  e n gi n e  wit h o ut  r e fi n e m e nt  p r o c e d u r e  a n d  P  e r  c ol at o r  

[ 2 0  ] wit h  s t a n d a r d  f e at u r e s f o r t h e  e v al u ati o n  of  t h e  c o n fi d e n c e  

i n all  p e pti d e-t o- s p e ct r u m  m at c  h e s  ( P S M s). T h e  r  e s ulti n g  P S M s  

w e r  e  t h r  e s h ol d e d  at  a  1 %  P S M-l e  v  el  f al s e di s c o v  e r y  r  a t e  ( F D R). 

N ot e  t h at  b e c a u s e  o u r  s t u d y  f o c u s e s o n  e  v  al u ati n g  t h e  q u alit y  of  

t h e  s p e ct r u m  m at c h e s,  a  P S M-l e v el  F D R  w a s  t h e r ef o r e  p r ef e r r e d  t o  

p e pti d e-l e  v  el  s t ati sti c s.  Aft e r  t h r  e s h ol di n g,  1, 3 1 8, 1 5 2  t a r  g et  P S M s  
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4  | Gi g a S ci e n c e  , 2 0 2 3,  V ol.  1 2,  N o.  1  

r e m ai n e d  ( 1 3, 4 6 7 d e c o y  P S M s  w o ul d  h a v e  p a s s e d  t h e  t h r e s h ol d),  

r  e p r  e s e nti n g  1 7 6, 1 9 3  u ni q u e  p e pti d e  s e q u e n c e s  ( 8, 0 4 7 d e c o y  p e p-  

ti d e  s e q u e n c e s  w o ul d  h a v e  p a s s e d  t h e  t h r e s h ol d),  c o v e ri n g  t h e  al-  

t e r n ati v e  a mi n o  a ci d  of  4, 5 8 2  s u b stit uti o n s  . T  h e  di st ri b uti o n  of  al-  

t e r n ati v e  all el e s  a m o n g  si n gl e-  a n d  m  ulti v  a ri a nt  p e pti d e s  ( Fi g. 3  A)  

mi r r  o r  e d  t h e  v al u e s  o bt ai n e d  f r o m t h e  i n sili c o  di g e sti o n  of  p r ot ei n  

h a  pl ot y p e s  ( Fi g. 1  C).  O n  a v  e r  a  g e,  t h e  p r  o d u ct s  of  2, 2 4 9. 6 7  s u b sti-  

t uti o n s  w e r e  f o u n d p e r  s a m pl e  ( 2, 3 6 0, 2, 1 6 5,  a n d  2, 2 2 4  i n s a m pl e s  

1,  2,  a n d  3,  r  e s p e cti v  el  y).  T h e  m at c  h e d  p e pti d e  s e q u e n c e s  c o v  e r  

2 1. 5 6 %  of  t h e  p r ot e o m e  p r e di ct e d  t o  m a p  e x cl u si v el y  t o  c a n o ni c al  

p e pti d e s  a n d  1 6. 8 9 %  of  t h e  p r ot e o m e  p o s si bl y  m a p pi n g  t o  p e p-  

ti d e s  wit h  s u b stit uti o n s  ( Fi g. 3  B).  N ot e,  h o  w  e  v  e r,  t h at  1 9, 6 7 8  p e p-  

ti d e  s e q u e n c e s  (i d e nti fi e d i n 2 3 1, 1 8 1  P S M s)  m a p  t o  t h e  p r o d u ct s  of  

m ulti pl e  g e n e s  t h at  c a n n ot  b e  di sti n g ui s h e d,  h e n c e  aff e cti n g  t h e  

c o v  e r  a  g e  e sti m at e s.  

O ut  of  t h e  1, 3 1 8, 1 5 2  s p e ct r a  m at c h e d  t o  p e pti d e s,  0. 5 7 %  w e r e  

m at c  h e d  t o  si n gl e- v  a ri a nt  p e pti d e s  a n d  0. 0 3 %  w e r  e  m at c  h e d  t o  

m  ulti v  a ri a nt  p e pti d e s  . T  h e  s h a r e  of  s p e ct r a  m at c h e d  t o  v a ri a nt  

p e pti d e s  i s t h u s  l o w  e r  t h a n  t h e  e x p e ct e d  e r r o r  r at e,  a n d  c u r-  

r  e ntl  y,  n o  m et h o d  all o w s  t h e  e  v  al u ati o n  of  e r r  o r  r  a t e s  i n t h e s e  

s u b g r  o u p s  of  m at c  h e s  s p e ci fi c all  y.  W e  t h u s  i n v e sti g at e d  w h et h e r  

t h e s e  cl a s s e s  of  p e pti d e s  s h o  w  e d  si g n s  of  a n  o v  e r r  e p r  e s e nt ati o n  

of  f al s e- p o siti v e m at c h e s.  N o  s u b st a nti al  diff e r e n c e  w a s  n oti c e-  

a bl e  i n t h e  d e n sit y  of  t h e  p o st e ri o r  e r r o r  p r o b a biliti e s  ( P E P s) a n d  

q  - v al u e s  f o r all  3  cl a s s e s  of  P S M s  ( Fi g. 3  C,  D),  i n di c ati n g t h at  a  m o r e  

s t ri n g e nt  F D R  t h r e s h ol d  w o ul d  n ot  alt e r  t h e  p r e v al e n c e  of  v a ri a nt  

p e pti d e s.  W e  al s o  c o m p a r e d  t h e  o b s e r v e d  p e pti d e  r et e nti o n  ti m e  

a n d  f r a  g m e nt ati o n  wit h  p r  e di cti o n s  f r o m  D e e p L C  [ 2 1  ] a n d  M S 2 PI P  

[ 2 2  ], r  e s p e cti v  el  y.  O v  e r  all,  t h e  d e n sit y  of  t h e  di st a n c e  t o  p r e di cti o n  

i n b ot h  r et e nti o n  ti m e  a n d  f r a  g m e nt ati o n  w a s  v  e r y  si mil a r  f o r all  

3  cl a s s e s  of  p e pti d e s  ( Fi g. 3  E,  F),  di s pl a yi n g  n o  o b vi o u s  s hift  i n t h e  

di st ri b uti o n,  w hi c  h  w o ul d  h a v  e  b e e n  i n di c ati v e  of  a  s t r  o n g  o v  e r-  

r  e p r  e s e nt ati o n  of  f al s e p o siti v e s.  Y et  t h e  di st ri b uti o n s  of  v a ri a nt  

a n d  m  ulti v  a ri a nt  p e pti d e s  s h o  w  e d  s t r o n g e r  t ail s  t o  w  a r  d  hi g h  di s-  

t a n c e  t o  p r  e di cti o n  c o m p a r  e d  t o  n o n v a ri a nt  p e  p ti d e s,  i n di c ati v e  

of  t h e  p r e s e n c e  of  f al s e- p o siti v e m at c h e s.  I n c o m p a ri s o n,  t h e  di s-  

t a n c e  t o  p r e di cti o n  f o r d e c o  y s  s h o  w  e d  hi g h  r et e nti o n  ti m e  diff e r-  

e n c e  a n d  l o w s p e ct r u m  si mil a rit y.  

Q u alit y  m et ri c s  o n  all  m at c  h e s  a r  e  a v  ail a bl e  a s  s u p pl e m e n-  

t a r y  m at e ri al.  T h r e e  e x a m pl e s,  s a m pl e d  f r o m t h e  m ulti v a ri a nt  

m at c h e s  p a s si n g  t h e  F D R  t h r e s h ol d  at  l o w, m e di u m,  a n d  hi g h  P E P,  

r  e p r  e s e nti n g  hi g h,  m e di u m,  a n d  l o w c o n fi d e n c e,  r  e s p e cti v  el  y,  a r  e  

di s pl a y e d  i n Fi g.  4  al o n g  wit h  t h e  p r e di ct e d  s p e ct r a.  A s  e x p e ct e d,  

t h e  s h a r e  of  p e a k s  m at c hi n g  p r e di ct e d  f r a g m e nt i o n s d e c r e a s e s  

a s  t h e  P E P  i n c r e a s e s: ( A) t h e  hi g hl y  c o n fi d e nt  m at c h  p r e s e nt s  a n  

e x c ell e nt  c o v  e r  a  g e  of  t h e  s p e ct r u m  wit h  f r a  g m e nt  i o n m a s s e s,  

wit h  a n  e xt e n si v e  m a p pi n g  of  t h e  p e pti d e  y -i o n  s e ri e s;  t h e  r e-  

t e nti o n  ti m e  di st a n c e  t o  p r e di cti o n  of  3 2 0. 8  s e c o n d s  r  e p r  e s e nt s  

o nl y  a  f r a cti o n of  t h e  g r a di e nt  ( a p p r o xi m at el y 2. 5  h o u r s);  a n d  t h e  

s p e ct r u m  si mil a rit y  t o  p r e di cti o n,  0. 7 9,  s h o w s  g o o d  b ut  n ot  p e r-  

f e ct a  g r  e e m e nt,  w hi c  h  i s i n t h e  l o w  e r  r a n g e  of  t h e  di st ri b uti o n  

of  si mil a rit y  s c o r e s  f o r t h e  c a n o ni c al  m at c h e s  . ( B) T  h e  m e di u m  

c o n fi d e n c e  m at c h  p r e s e nt s  a  g o o d  c o v e r a g e  of  t h e  s p e ct r u m  l a c k- 

i n g p r e di cti o n  f o r m a n y  p e a k s,  a n d  t h e  a g r e e m e nt  s c o r e s  wit h  

r et e nti o n  ti m e  a n d  f r a g m e nt ati o n p r e di cti o n s  a r e  e x c ell e nt.  ( C) 

T h e  l o w c o n fi d e n c e  m at c  h  p r  e s e nt s  a  p o o r  c o v  e r  a  g e  of  t h e  s p e c-  

t r u m  wit h  p o o r  a  g r  e e m e nt  wit h  r et e nti o n  ti m e  a n d  f r a  g m e nt ati o n  

p r e di cti o n s.  I n a d diti o n  t o  p a s si n g  c o m m o nl y  a c c e pt e d  s t ati sti c al  

t h r  e s h ol d s,  t h e  m at c  h e s  i n Fi g.  4  A  a n d  B  w o ul d  p a s s  e x p e rt  q u al-  

i t y c o nt r ol.  O n  t h e  o t h e r  h a n d,  t h e  m at c h  i n 4 C  i s m o st  p r o b a bl y  

a  f al s e p o siti v e.  T o g et h e r,  w hil e  t h e s e  3  s a m pl e d  P S M s  r  e p r  e s e nt  

o nl y  a  li mit e d s et  of  e x a m pl e s,  t h e y  a r e  v e r y  r e  p r e s e nt ati  v e  of  t h e  

dif fi c ult y  t o  c o n fi d e ntl y  a s s e s s  t h e  p r e s e n c e  of  i n di vi d u al p e pti d e s  

f r o m  l a r g e  p r  o t e o mi c  e x p e ri m e nt s  . T  hi s  t a s k  i s , h o  w  e  v  e r  , i m p o r -  

t a nt  gi v e n  t h at  c hi m e ri c  s p e ct r u m  m at c h e s  [ 2 3 – 2 6  ] a n d  p a rti al  

m at c  h e s  a r  e  k n o w n  t o  b e  dif fi c ult  t o  a c c o u nt  f o r i n e r r  o r  r  a t e  e s-  

ti m ati o n  [ 2 7  , 2 8  ]. 

A s  hi g hli g ht e d  b y  S p o o n e r  et  al.  [ 1  ], d e p e n di n g  o n  t h e  p o p-  

ul ati o n  s t u di e d,  s p e ci fi c  h a pl ot y p e s  oft e n  h a v e  hi g h e r  f r e q u e n- 

ci e s  t h a n  t h e  c a n o ni c al  h a pl ot y p e  b y  E n s e m bl.  F o r  e x a m pl e,  t h e r e  

a r  e  5  h a  pl ot y p e s  of  t h e  I Q m otif  c o nt ai ni n g  t h e  G T P  a s e  a cti v  a t-  

i n g p r ot ei n  2  (I Q G A P 2, E N S P 0 0 0 0 0 2 7 4 3 6 4)  g e n e  t h at  h a v e  hi g h e r  

p r  e di ct e d  f r e q u e n ci e s  t h a n  t h e  c a n o ni c al  h a  pl ot y p e  i n t h e  E u-  

r o p e a n  p o p ul ati o n  ( wit h c o m bi n e d  f r e q u e n c y of  8 4. 9 %  a c c o r d-  

i n g t o  S p o o n e r  et  al.  [ 1  ]). T h e s e  h a pl ot y p e s  e n c o d e  a  t r y pti c  p e p-  

ti d e  c o nt ai ni n g  2  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  w h e n  c o m p a r e d  t o  

t h e  c a n o ni c al  s e q u e n c e  i n E n s e m bl:  V L  W L D EI Q Q A  V D  E  A N V D  E  D R  

( a mi n o a ci d  s u b stit uti o n s  i n b ol d).  A t  p o siti o n  5 2 7  of  t h e  p r o-  

t ei n  s e q u e n c e,  a s p a rti c  a ci d  i s c h a n g e d  t o  gl ut a mi c  a ci d  ( 5 2 7 D >  E,  

r s 2 4 3 1 3 5 2),  a n d  at  p o siti o n  5 3 2,  l y si n e i s c h a n g e d  t o  gl ut a mi c  

a ci d  ( 5 3 2 K >  E,  r s 2 9 0 9 8 8 8),  p r  e  v  e nti n g  cl e a v  a  g e  b y  t r y p si n.  I n o u r  

r e s ult s  , 2  p e pti d e s  o  v e rl a p p e d  wit h  t hi s  s e q u e n c e,  1  f e at u ri n g a  

mi s s e d  cl e a v  a  g e,  s u p p o rt e d  b y  1 3  a n d  1 0  s p e ct r  a,  r  e s p e cti v  el  y.  

Fi g.  4  D  a n d  E  di s pl a y  2  e x a m pl e s  of  hi g hl  y  c o n fi d e nt  m at c  h e s,  

a n d  S u p pl e m e nt a r y  T a bl e  S 1  li st s P E P,  q  - v al u e,  a n d  a g r e e m e nt  

wit h  p r e di ct o r s  f o r all  P S M s.  Alt o g et h e r,  t h e  P E P s  a n d  a  g r  e e m e nt  

wit h  p r e di ct o r s  f o r t h e s e  P S M s  s u p p o rt  t h e  i d e nti fi c ati o n of  t hi s  

s e q u e n c e  a n d  t h u s  t h e  p r e s e n c e  of  t h e s e  h a pl ot y p e s  i n t h e  d at a  

r e p o rt e d  b y  W a n g  et  al.  [ 1 7  ], c o n si st e nt  wit h  t h e  f r e q u e n ci e s of  

t h e s e  h a pl ot y p e s  i n t h e  E u r o p e a n  p o p ul ati o n.  T h e  s e q u e n c e  e n-  

c o d e d  b y  t h e s e  h a pl ot y p e s  c a n n ot  b e  d et e ct e d  u si n g  c a n o ni c al  

d at a b a s e s.  

F o r  di pl oi d  c  h r  o m o s o m e s,  i n t h e  a b s e n c e  of  d el eti o n  o r  c o p y  

n u m b e r  alt e r  a ti o n,  e a c  h  i n di vi d u al c a r ri e s  2  v e r si o n s  of  a  gi v e n  

g e n e — 1  p at e r n all y  a n d  1  m at e r n all y  i n h e rit e d — w hi c h c a n  r e p-  

r  e s e nt  diff e r  e nt  h a  pl ot y p e s.  W e  t h u s  e x p e ct  t o  fi n d  e vi d e n c e  f o r 

h et e r o z y g o sit y  i n s o m e  of  t h e  i d e nti fi e d v a ri a nt s.  W e  h a v e  c o m e  

a c r  o s s  s u c  h  c a s e s  i n 2 6,  2 1,  a n d  1 9  g e n e s  i n s a m pl e s  1,  2,  a n d  3,  r e-  

s p e cti v  el  y.  F o r  e x a m pl e,  t h e  p r ot ei n  C R 1  ( c o m pl e m e nt c o m p o n e nt  

[ 3 b/ 4 b] r e c e pt o r  1,  E N S P 0 0 0 0 0 3 5 6 0 1 6)  i s c o m m o nl y  aff e ct e d  b y  

m ulti pl e  S N P s.  Fi r st,  at  t h e  p o siti o n  2 0 6 0,  t h r e o ni n e  i s c o m m o nl y  

c h a n g e d  t o  s e ri n e  ( 2 0 6 0 T >  S,  r s 4 8 4 4 6 0 9).  H a pl ot y p e s  i n cl u di n g s e r-  

i n e at  p o siti o n  2 0 6 0  a r e  e x p e ct e d  i n t h e  E u r o p e a n  p o p ul ati o n  wit h  

t h e  c o m bi n e d  f r e q u e n c y of  9 8 %.  S e c o n d,  at  t h e  p o siti o n  2 0 6 5,  

i s ol e u ci n e c a n  b e  c h a n g e d  t o  v  ali n e  ( 2 0 6 5I >  V,  r s 6 6 9 1 1 1 7);  v  ali n e  i s 

e x p e ct e d  i n t h e  E u r o p e a n  p o p ul ati o n  wit h  a  f r e q u e n c y of  2 2. 5 7 %.  

H o  w  e  v  e r,  a  v  ali n e  at  p o siti o n  2 0 6 5  i s o nl  y  e x p e ct e d  w h e n  p r  e c e d e d  

b y  a  s e ri n e  at  p o siti o n  2 0 6 0.  I n o n e  of  t h e  s a m pl e s,  w e  i d e nti- 

fi e d  s p e ct r  a  m at c  hi n g  c o n fi d e ntl  y  t o  b ot h  a  m  ulti v  a ri a nt  p e pti d e  

e n c o d e d  b y  b ot h  alt e r n ati v e  all el e s  ( S F F S  L T EI  V  R,  s u b stit uti o n s  i n 

b ol d)  a n d  t o  a  si n gl e- v a ri a nt  p e pti d e  e n c o d e d  b y  t h e  alt e r n ati v e  

all el e  of  t h e  fi r st  S N P  ( S F F S  L T EII R,  s u b stit uti o n  i n b ol d).  Mi r r  o r  e d  

s p e ct r a  a n d  a s s o ci at e d  q u alit y  m et ri c s  a r e  s h o w n  i n Fi g.  5  . I n t hi s  

c a s e,  i n cl u di n g h a pl ot y p e s  i n t h e  p r ot ei n  d at a b a s e  e n a bl e s  t h e  

i d e nti fi c ati o n of  n ot  o nl y  t h e  alt e r n ati v e  b ut  al s o  t h e  r ef e r e n c e  

all el e  of  a  v a ri a nt.  

W hil e  i n cl u di n g t h e  s e q u e n c e s  f r o m diff e r e nt  h a pl ot y p e s  off e r s  

t h e  a bilit y  t o  d et e ct  n e  w  p r  o t ei n  h a  pl ot y p e s,  i t al s o  i n c r e a s e s  t h e  

li k eli h o o d of  si mil a r  p e pti d e s  t o  m a p  t o  diff e r e nt  p r ot ei n s.  F o r  e x-  

a m pl e,  t h e  p r ot ei n  P O T E  a n k y ri n  d o m ai n  f a mil y m e m b e r  I ( P O T EI, 

E N S P 0 0 0 0 0 3 9 2 7 1 8)  c o nt ai n s  i n i t s m o st  f r e q u e nt h a pl ot y p e  8  

a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s,  2  of  w hi c h  f all i nt o t h e  s a m e  t r y pti c  

p e pti d e.  I n t h e  a cti n-li k e  d o m ai n  of  P O T EI  at  p o siti o n  9 1 8,  t y r o si n e  

c  h a n g e s  t o  p h e n  yl al a ni n e  ( 9 1 8 Y >  F,  r s 1 4 7 2 6 8 4 5 2),  a n d  at  p o siti o n  

9 2 9,  m et hi o ni n e  c h a n g e s  i nt o t h r e o ni n e  ( 9 2 9 M >  T,  r s 2 0 1 8 7 8 0 8 3),  

t h u s  e n c o di n g  t h e  p e pti d e  L C F V A L D F E Q E M A  T  A A S S S S L E K  
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Fi g u r e  3:  A:  C o v  e r  a  g e  of  t h e  p r ot e o m e  b y  i d e nti fi e d p e pti d e s,  st r ati fi e d  b y  t h e  p o s si bilit y  t o  c o nt ai n  v a ri ati o n.  Li g ht e r  s h a d e s  i n di c at e t h e  c o v e r a g e  b y  

p r e di ct e d  p e  pti d e s,  d a r k  e r  s h a d e s  r e  p r e s e nt  t h e  a ct u al  c o v e r a g e  b y  i d e nti fi e d p e pti d e s.  B:  Di st ri b uti o n  of  v a ri ati o n  i n i d e nti fi e d p e pti d e s.  A mi n o  a ci d  

v  a ri a nt s  a r  e  st r  ati fi e d  b a s e d  o n  t h e  c at e g o r y  of  p e pti d e  i n w hi c h  t h e  s u b stit uti o n  c a u s e d  b y  t h e  r  e s p e cti v  e  v  a ri a nt  c a n  b e  i d e nti fi e d. C- F:  Di st ri b uti o n  of  

f o u r c o n fi d e n c e  m e a s u r e s  a m o n g  P S M s  f o r p e pti d e  c at e g o ri e s:  p o st e ri o r  e r r o r  p r o b a bilit y  ( P E P), q- v al u e,  diff e r e n c e  b et w e e n  o b s e r v e d  a n d  p r e di ct e d  

r et e nti o n  ti m e,  a n d  a n g ul a r  si mil a rit y  b et w e e n  t h e  o b s e r v e d  a n d  p r e di ct e d  s p e ct r u m.  D e c o y  P S M s  f o r t hi s  c o m p a ri s o n  w e r e  t h r e s h ol d e d  t o  1 %  

P S M-l e  v  el  F D R.  

( T a bl e 2  ). T h e  f r e q u e n c y of  t hi s  h a pl ot y p e  a m o n g  p a rti ci p a nt s  

of  t h e  E u r o p e a n  p o p ul ati o n  i n t h e  1 0 0 0  G e n o m e s  p r oj e ct  i s 4 6 %,  

w hil e  i n t hi s  p o p ul ati o n,  t h e  a  g g r  e g at e d  f r e q u e n c y  of  all  h a pl o-  

t y p e s  n ot  c o nt ai ni n g  a n y  of  t h e s e  s u b stit uti o n s  i s 1. 9 8 %.  H o  w  e  v  e r,  

t h e  s e q u e n c e  of  t h e  c o r r e s p o n di n g  r e gi o n  of  P O T EI  i s hi g hl y  si mi-  

l a r t o  t h e  s e q u e n c e  of  a cti n  b et a  ( A C T B), a cti n  g a m m a  1  ( A C T G 1), 

a n d  a cti n  al p h a  1  ( A C T A 1), diff e ri n g  i n 1,  1,  a n d  2  r  e si d u e s,  r  e s p e c-  

ti v  el  y.  S u c  h  hi g hl  y  si mil a r  s e q u e n c e s  r  e p r  e s e nt  p e pti d e s  diff e ri n g  

i n t h ei r  c o m p o siti o n  b y  o nl y  a  f e w a t o m s,  a  m a s s  diff e r e n c e  t h at  

c a n  b e  i n di sti n g ui s h a bl e f r o m a  c h e mi c al  o r  p o stt r a n sl ati o n al  

m o di fi c ati o n  ( e. g., a  c h e mi c al  m o di fi c ati o n  of  m et hi o ni n e  c a n  

b e  mi st a k e n  f o r a  s u b stit uti o n  of  m et hi o ni n e  t o  t h r e o ni n e  [ 2 9  ]). 
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Fi g u r e  4:  Q u alit y  c o nt r ol  m et ri c s  a n d  s p e ct r a  of  5  m ulti v a ri a nt  P S M s.  A mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  a r e  m a r k e d  i n b ol d.  P S M  A  i s a m o n g  t h e  1 0 %  

t o p- s c o ri n g  m at c h e s  t o  m ulti v a ri a nt  p e pti d e s  b y  p o st e ri o r  e r r o r  p r o b a bilit y,  B  s c o r e s  a s  t h e  m e di a n  v al u e,  a n d  C  i s t h e  l o w  e st- s c o ri n g  m at c h  t o  a  

m  ulti v  a ri a nt  p e pti d e.  P S M s  D  a n d  E  a r e  wit hi n  t h e  5  t o p- s c o ri n g  m at c h e s  f o r t h e  m o st  c o m m o n  h a pl ot y p e  of  I Q G A P 2. T h e  p o st e ri o r  e r r o r  p r o b a bilit y  a s  

o bt ai n e d  f r o m P  e r  c ol at o r  i s li st e d al o n g  wit h  r et e nti o n  ti m e  diff e r e n c e  t o  p r e di cti o n  a s  o bt ai n e d  f r o m D e e p L C  a n d  s p e ct r u m  si mil a rit y  wit h  p r e di cti o n  

a s  o bt ai n e d  f r o m M S 2 PI P.  T h e  i nt e n sit y of  t h e  m e a s u r e d  s p e ct r u m  i s pl ott e d  (t o p; bl u e,  pi n k,  a n d  g r a y)  wit h  t h e  s c al e d  p r e di ct e d  i nt e n sit y mi r r o r e d  

( b ott o m; g r e e n  a n d  r e d).  P e a k s  i n t h e  m e a s u r e d  s p e ct r u m  m at c hi n g  p r e di cti o n s  a r e  hi g hli g ht e d  i n bl u e,  m e a s u r e d  p e a k s  m at c hi n g  a n  i o n wit h  a  

mi s si n g  i nt e n sit y p r e di cti o n  a r e  hi g hli g ht e d  i n pi n k,  a n d  ot h e r  m e a s u r e d  p e a k s  a r e  pl ott e d  i n g r a y.  N ot e  t h at  i n t hi s  r e p r e s e nt ati o n,  p e a k s  m at c hi n g  a  

f r a  g m e nt  i o n wit h  a  p r e di ct e d  i nt e n sit y of  z e r o  will  n ot  b e  a n n ot at e d.  
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Fi g u r e  5:  Q u alit y  c o nt r ol  m et ri c s  a n d  s p e ct r a  f o r P S M s  m at c hi n g  b ot h  t h e  r  ef e r  e n c e  ( A) a n d  t h e  alt e r n ati v e  ( B) all el e  i n t h e  s a m e  s a m pl e  . T  h e  p o st e ri o r  

e r r  o r  p r  o b a bilit y  a s  o bt ai n e d  f r o m  P  e r  c ol at o r  i s li st e d al o n g  wit h  r  et e nti o n  ti m e  diff e r  e n c e  t o  p r  e di cti o n  a s  o bt ai n e d  f r o m  D e e p L C  a n d  s p e ct r u m  

si mil a rit y  wit h  p r e di cti o n  a s  o bt ai n e d  f r o m M S 2 PI P.  T h e  i nt e n sit y of  t h e  m e a s u r e d  s p e ct r u m  i s pl ott e d  (t o p; bl u e,  pi n k,  a n d  g r a y)  wit h  t h e  s c al e d  

p r e di ct e d  i nt e n sit y mi r r o r e d  ( b ott o m; g r e e n  a n d  r e d).  P e a k s  i n t h e  m e a s u r e d  s p e ct r u m  m at c hi n g  p r e di cti o n s  a r e  hi g hli g ht e d  i n bl u e,  m e a s u r e d  p e a k s  

m at c hi n g  a n  i o n wit h  a  mi s si n g  i nt e n sit y p r e di cti o n  a r e  hi g hli g ht e d  i n pi n k,  a n d  ot h e r  m e a s u r e d  p e a k s  a r e  pl ott e d  i n g r a y.  N ot e  t h at  i n t hi s  

r  e p r  e s e nt ati o n,  p e a k s  m at c  hi n g  a  f r a  g m e nt  i o n wit h  a  p r  e di ct e d  i nt e n sit y of  z e r  o  will  n ot  b e  a n n ot at e d.  

T a bl e  2:  P S M s  m a p pi n g  t o  t h e  5  hi g hl y  si mil a r  p r ot ei n  s e q u e n c e s:  

a cti n  g a m m a  1  ( A C T G 1)/ a cti n b et a  ( A C T B), a cti n  al p h a  1  ( A C T A 1), 

a n d  3  h a pl ot y p e s  of  P O T EI.  R E F  m a r k s  t h e  c a n o ni c al  s e q u e n c e.  

W e  s p e cif y  t h e  n u m b e r  of  c o n fi d e nt  P S M s  m at c hi n g  t h e  s e q u e n c e  

of  i nt e r e st a n d  n u m b e r  of  s a m pl e s  wit h  a n y  s p e ct r a  m at c hi n g  t o  

t h e s e  p e pti d e s.  

P r ot ei n  h a pl ot y p e  

P e pti d e  

s e q u e n c e  

N o.  of  

c o n fi d e nt  

P S M s  

A C T G 1:  R E F  
L C  Y  V A L D F E  Q  E M A  T  A A S S S S L E K  3, 2 9 8  

A C T B:  R E F  

A C T A 1:  R E F  L C  Y  V A L D F E  N  E M A  T  A A S S S S L E K  3 8 5  

P O T EI:  R E F  L C  Y  V A L D F E  Q  E M A  M  A A S S S S L E K  1 0 3  

P O T EI:  9 1 8 Y  >  F, 9 2 9 M  >  T  L C  F  V A L D F E  Q  E M A  T  A A S S S S L E K  1 9  

P O T EI:  9 1 8 Y  >  F  L C  F  V A L D F E  Q  E M A  M  A A S S S S L E K  1 8  

T h e r  ef o r  e,  t elli n g  t h e s e  2  p r  o t ei n s  a  p a rt  c a n  b e  e xt r  e m el  y  

c h all e n gi n g  w h e n  a c c o u nti n g  f o r v a ri a nt s  . C o n  v e r s el y,  if o nl y  

c a n o ni c al  s e q u e n c e s  a r e  i n cl u d e d i n t h e  d at a b a s e,  t h e  s p e ct r a  o b-  

t ai n e d  f r o m P O T EI  will  b e  a r bit r a ril y  a s si g n e d  t o  a cti n.  N u m b e r s  

of  s p e ct r  a  m at c  hi n g  t h e  c o r r  e s p o n di n g  r  e gi o n s  of  t h e s e  p r  o t ei n s  

a r e  li st e d i n T a bl e  2  . M at c hi n g  s p e ct r a  t o  e a c h  of  t h e  p e pti d e  

s e q u e n c e s  i n T a bl e  2  h a v e  b e e n  i d e nti fi e d i n all  3  s a m pl e s.  

T h e  n e e d  t o  di sti n g ui s h  v e r y  si mil a r  s e q u e n c e s  m a k e s  t h e  

u s e  of  h a pl ot y p e- s p e ci fi c  d at a b a s e s  p a rti c ul a rl y  s e n siti v e  t o  t h e  

s p e ct r u m  i d e nti fi c ati o n s t r at e g y.  A s  a n  e x a m pl e,  w e  c o n d u ct e d  

t h e  s e a r c  h  a  g ai n  aft e r  e n a bli n g  t h e  r  e fi n e m e nt  p r  o c e d u r  e  of  

X! T a n d e m.  T hi s  p r  o c e d u r  e  i s a  m  ulti st e p  a  p p r  o a c  h  t h at  s el e ct s  a  

li mit e d s et  of  p r ot ei n s  f o r a  s e c o n d a r y  s e a r c h  wit h  diff e r e nt  s e a r c h  

p a r  a m et e r s,  i n cl u di n g m o r  e  m o di fi c ati o n s  a n d  r el a xi n g  t h r e s h-  

ol d s  ( e. g., i n t e r m s  of  mi s s e d  cl e a v  a  g e s).  W hil e  t hi s  p r  o c e d u r  e  

p r  e s e nt s  t h e  a d v  a nt a  g e  t o  q ui c  kl  y  s c a n  f o r n e  w  p e  p ti d e s,  i t m a k  e s  

t h e  e  v  al u ati o n  of  m at c  h e s  c  h all e n gi n g  [ 3 0  ] a n d  i n c r e a s e s  t h e  li k e- 

li h o o d t o  e n c o u nt e r  c a s e s  w h e r e  a  m o di fi c ati o n  c a n  b e  mi st a k e n  

f o r a n  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n  a n d  vi c e  v e r s a.  Fi g.  6  s h o w s  s u c h  

a n  e x a m pl e  of  2  m at c h e s  t o  t h e  s a m e  s p e ct r u m,  o bt ai n e d  u si n g  

t h e  r  e fi n e m e nt  p r  o c e d u r  e:  1  p e pti d e  c o nt ai n s  t h e  p r o d u ct  of  t h e  

alt e r n ati v e  all el e  of  2  v a ri a nt s  ( Fi g. 6  A)  w hil e  t h e  o t h e r  h a s  t h e  

p r o d u ct  of  t h e  r ef e r e n c e  all el e  f o r 1  of  t h e  v a ri a nt s  wit h  a  m o d-  

i fi c ati o n o n  t h e  N -t e r mi n u s  c o m p e n s ati n g  t h e  m a s s  diff e r e n c e  

( Fi g. 6  B).  B ot h  m at c h e s  s h o w  a  g o o d  m at c hi n g  of  t h e  hi g h e r- m a s s  

p e a k s  a n d  g o o d  a  g r  e e m e nt s  wit h  t h e  p r e di ct o r s  b ut  a  hi g h  p r  e  v  a-  

l e n c e of  u n m at c h e d  p e a k s.  B a s e d  o n  t h ei r  s c o r e s,  b ot h  m at c h e s  

w o ul d  p a s s  a  1 %  F D R  t h r e s h ol d,  b ut  t h e  si mil a rit y  b et w e e n  t h e  

s e q u e n c e s  m a k e s  i t c h all e n gi n g  t o  a s s e s s  w h et h e r  1  o r  t h e  o t h e r  

h a pl ot y p e  i s a  b ett e r  m at c h.  T hi s  e x a m pl e  s h o w s  t h e  dif fi c ult y  

t o  di sti n g ui s h  v a ri a nt  p e pti d e s  w h e n  t h e  a mi n o  a ci d  s u b stit u-  

ti o n  h a s  a  m a s s  diff e r e n c e  e q u al  o r  v e r y  si mil a r  t o  a  m o di fi c a-  

ti o n.  O v  e r  all,  w e  o b s e r v  e d  i n fl at e d i d e nti fi c ati o n r  a t e s  f o r m  ul-  

ti  v a ri a nt  p e  p ti d e s  u si n g  t h e  r  e fi n e m e nt  p r  o c e d u r  e  ( 1, 0 6 0 P S M s  

wit h  r e fi n e m e nt  v s.  3 4 2  P S M s  wit h o ut).  F o r  e x a m pl e,  wit h o ut  t h e  

r  e fi n e m e nt  p r  o c e d u r  e,  1 9  s p e ct r  a  m at c  h e d  t h e  m  ulti v  a ri a nt  s e-  

q u e n c e  of  P O T EI  a m o n g  t h e  P S M s  p a s si n g  a  1 %  F D R  t h r e s h ol d  

( T a bl e 1  ); wit h  t h e  r  e fi n e m e nt  p r  o c e d u r  e,  t h e  r  e s ult s  c o nt ai n e d  

1 1 3  m at c  hi n g  s p e ct r  a.  F r  o m  t h e  9 4  a d diti o n al  m at c h e s,  w e  s u s-  

p e ct  t h at  m a n  y  c o r r  e s p o n d  t o  o t h e r  s e q u e n c e s  t h at  w e r e  a rtif a c-  

t u all  y  m at c  h e d  t o  t hi s  s e q u e n c e,  p o s si bl  y  t h r  o u g h  t h e  a d diti o n  of  

m o di fi c ati o n s.  

E r r  o r  r  a t e s  d e ri v  e d  f r o m  t h e  t a r  g et- d e c o y  s t r  at e g y  r  el  y  o n  t h e  

m o d eli n g  of  t h e  n ull  di st ri b uti o n  of  s c o r e s  u si n g  r a n d o m  m at c h e s.  

Di sti n g ui s hi n g  a  v a ri a nt  p e pti d e  f r o m a  m o di fi e d  o n e,  h o  w  e v e r,  r e-  

q ui r  e s  t elli n g  a  p a rt  2  m at c  h e s  t h at  a r  e  v  e r y  si mil a r  a n d  b ot h  b et-  

t e r  t h a n  r a n d o m.  I n s u c h  c a s e s,  i t i s e x p e ct e d  t h at  m o d eli n g  t h e  

n ull  di st ri b uti o n  u si n g  r a n d o m  m at c h e s  p r o vi d e s  u n d e r e sti m at e d  
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Fi g u r e  6:  C o m p a ri s o n  b et w e e n  p r e di ct e d  s p e ct r a  f o r 2  diff e r e nt  p e pti d e s  m at c h e d  t o  t h e  s a m e  o b s e r v e d  s p e ct r u m.  T h e  p o st e ri o r  e r r o r  p r o b a bilit y  a s  

o bt ai n e d  f r o m P  e r  c ol at o r  i s li st e d al o n g  wit h  r et e nti o n  ti m e  diff e r e n c e  t o  p r e di cti o n  a s  o bt ai n e d  f r o m D e e p L C  a n d  s p e ct r u m  si mil a rit y  wit h  p r e di cti o n  

a s  o bt ai n e d  f r o m M S 2 PI P.  T h e  i nt e n sit y of  t h e  m e a s u r e d  s p e ct r u m  i s pl ott e d  (t o p; bl u e,  pi n k,  a n d  g r a y)  wit h  t h e  s c al e d  p r e di ct e d  i nt e n sit y mi r r o r e d  

( b ott o m; g r e e n  a n d  r e d).  P e a k s  i n t h e  m e a s u r e d  s p e ct r u m  m at c hi n g  p r e di cti o n s  a r e  hi g hli g ht e d  i n bl u e,  m e a s u r e d  p e a k s  m at c hi n g  a n  i o n wit h  a  

mi s si n g  i nt e n sit y p r e di cti o n  a r e  hi g hli g ht e d  i n pi n k,  a n d  ot h e r  m e a s u r e d  p e a k s  a r e  pl ott e d  i n g r a y.  N u m b e r s  i n t h e  p e pti d e  s e q u e n c e  a r e  i d e nti fi e r s of  

p o stt r a n sl ati o n al  m o di fi c ati o n s  i n U ni M o d  [ 3 1  ]. 

e r r  o r  r  a t e s,  a n d  a d diti o n al  q u alit y  c o nt r  ol  m e a s u r  e s  c a n  b e  a  p -  

pli e d  t o  a s s e s s  t h e  q u alit y  of  t h e  m at c h e s  [ 3 2  ]. W e  s u b mitt e d  t h e  

v  a ri a nt  m at c  h e s  p a s si n g  t h e  t a r  g et- d e c o y  1 %  F D R  t h r  e s h ol d  i n t h e  

X! T a n d e m  s e a r c h  wit h o ut  t h e  r e fi n e m e nt  p r o c e d u r e  t o  P e p Q u e r y,  

a  t a r g et e d  p e pti d e  s e a r c h  e n gi n e  p r o vi di n g  a d diti o n al  v ali d ati o n  

f o r v a ri a nt  p e pti d e s  i d e nti fi e d u si n g  p r ot e o mi c s  [ 3 3  ]. P e p Q u e r y  

f o u n d t h at  a  s u b st a nti al  s h a r e  of  t h e  m at c  h e s  w e r  e  l o w s c o ri n g  o r  

c o ul d  al s o  m at c h  a n ot h e r  p e pti d e  ( 1 0 % a n d  1 1 %  of  t h e  m at c h e s,  

r  e s p e cti v  el  y),  a n d  t h e  p r  e  v  al e n c e  of  t h e s e  m at c  h e s  d e c r  e a s e d  wit h  

t h e  P E P  ( Fi g. 7  A).  C o n v  e r s el  y,  4 7 %  of  t h e  m at c  h e s  w e r  e  l a b el e d 

a s  c o n fi d e nt,  a n d  t h e  p r  e  v  al e n c e  of  c o n fi d e nt  m at c h e s  i n c r e a s e d 

wit h  t h e  P E P.  T h e  r  e m ai ni n g  m at c  h e s  w e r  e  l a b el e d a s  p o s si bl  y  

m at c hi n g  a  m o di fi c ati o n  n ot  c o n si d e r e d  i n t h e  o ri gi n al  s e a r c h — a  

r  a r  e  p o stt r  a n sl ati o n al  m o di fi c ati o n  o r  a n  a rtif a ct  i nt r o d u c e d  d u r-  

i n g s a m pl e  p r  e p a r  a ti o n.  I nt e r e sti n gl  y,  t h e  p r  e  v  al e n c e  of  s u c  h  a m-  

bi g u o u s  m at c h e s  w a s  s t a bl e  a r o u n d  3 0 %  a c r o s s  P E P  bi n s  . T  h e s e  

r e s ult s  hi g hli g ht  t h e  dif fi c ult y  p o s e d  b y  m o di fi c ati o n s  i n t h e  c o n-  

fi d e nt  i d e nti fi c ati o n of  v a ri a nt  p e pti d e s.  I n t h e  c a s e  of  hi g hl y  si m-  

il a r e x p e ct e d  s p e ct r a  b et w e e n  a  v a ri a nt  a n d  a  m o di fi e d  p e pti d e,  

a n al y st s  n e e d  t o  r el y  o n  p ri o r  k n o wl e d g e  o n  t h e  li k eli h o o d of  fi n d-  

i n g a  gi v e n  all el e  o r  m o di fi c ati o n  i n t h e  s a m pl e  s t u di e d  o r  o n  t h e  

p r  e s e n c e  of  di a  g n o sti c  i o n s ( Fi g. 8  ). I n t h e  e x a m pl e  of  Fi g.  8  B,  t h e  

d et e cti o n  of  y 2 9  + +  w o ul d  a d v o c at e  i n f a v o r of  t h e  v a ri a nt  p e pti d e  

r at h e r  t h a n  t h e  m o di fi e d  p e pti d e,  b ut  t hi s  p e a k  i s of  l o w i nt e n sit y 

a n d  t h e r  ef o r  e  r  e p r  e s e nt s  o nl  y  t hi n  e  vi d e n c e.  

M o r  e o v  e r,  w  e  s e a r  c  h e d  all  s p e ct r  a  a  g ai n  u si n g  t h e  s e a r c  h  e n-  

gi n e  Ti d e  [ 3 4  ], u si n g  t h e  s a m e  p a r a m et e r s.  O ut  of  t h e  7, 9 8 8  c o n-  

fi d e nt  v a ri a nt  m at c h e s  gi v e n  b y  X! T a n d e m,  3, 6 0 4  ( 4 5. 1 2 %) w e r e  

c o n fi r m e d  b y  Ti d e.  F o r  4, 3 1 4  ( 5 4 %) v  a ri a nt  P S M s  r  e p o rt e d  b y  

X! T a n d e m,  t h e  s p e ct r a  w e r e  n ot  c o n fi d e ntl y  m at c h e d  t o  a n y  p e p-  

ti d e  b y  Ti d e  . T  h e  r e m ai ni n g  7 0  s p e ct r a  w e r e  c o n fi d e ntl y  m at c h e d  

t o  a n ot h e r  p e pti d e  b y  Ti d e —i n  5 1  c a s e s  t o  a  c a n o ni c al  p e pti d e,  i n 

1 2  c a s e s  t o  a  d e c o y  p e pti d e  s e q u e n c e,  i n 4  c a s e s  t o  a  v a ri a nt  p e p-  

ti d e  e n c o d e d  b y  a  diff e r e nt  h a pl ot y p e  b ut  c o mi n g  f r o m t h e  s a m e  

g e n e,  a n d  i n 3  c a s e s  t o  a  c o nt a mi n a nt.  

C o n cl u si o n  a n d  Di s c u s si o n  

I n t hi s  s t u d y,  w e  p r o p o s e  t o  t a k e  a d v  a nt a  g e  of  t h e  c o r r el ati o n  b e-  

t w e e n  all el e s  t h r o u g h  li n k a g e di s e q uili b ri u m  t o  all o w  f o r t h e  i d e n- 

ti fi c ati o n  of  p e pti d e s  c o nt ai ni n g  m ulti pl e  li n k e d a mi n o  a ci d  s u b-  

s tit uti o n s  , h e n c e  a  v oi di n g  t h e  c o m p ut ati o n  of  all  p o s si bl e  c o m bi-  

n ati o n s  of  all el e s  [ 1 4  ]. C o- o c c u r ri n g  all el e s  i n t h e  p r ot ei n- c o di n g  

r e gi o n s  of  a  g e n e  yi el d  s p e ci fi c  p r ot ei n  s e q u e n c e s — p r ot ei n  h a pl o-  

t y p e s.  B uil di n g  u p o n  p r  e  vi o u s  w o r k  i n p r  o t e o g e n o mi c s,  w e  c r  e at e d  

a  s e a r c h  s p a c e  of  p r ot ei n  h a pl ot y p e s.  W e  o b s e r v e  t h at  7. 8 2 %  of  t h e  

w h ol e  p r  o t e o m e  m a  p s  t o  p e pti d e s  t h at  c a n  c o nt ai n  a n  a mi n o  a ci d  

s u b stit uti o n,  a n d  u p  t o  1 2. 4 2 %  of  all  di s c o v  e r  a bl e  s u b stit uti o n s  a r e  

l o c at e d i n p e pti d e s  w h e r  e  m  ulti pl e  s u b stit uti o n s  c o- o c c u r  ( m ulti- 

v a ri a nt  p e pti d e s).  T h e s e  c a s e s  s u g g e st  t h at  li n k a g e di s e q uili b ri u m  

b et w e e n  all el e s  r e s ulti n g  i n a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  s h o ul d  b e  

i n cl u d e d i n a  p r ot e o mi c s  s e a r c h  s p a c e  w h e n  i d e ntif yi n g c o m m o n  

v  a ri ati o n.  S u b s e q u e ntl  y,  w e  p e rf o r m e d  a  r  e a n al  y si s  of  3  s a m pl e s  

of  h e alt h y  t o n sil  ti s s u e  p r o vi d e d  b y  W a n g  et  al.  [ 1 7  ]. W e  i d e n- 

ti fi e d  p e pti d e s  e n c o d e d  b y  h a pl ot y p e s  c o nt ai ni n g  4, 5 8 2  u ni q u e  

a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  c o m p a r e d  t o  t h e  r  ef e r  e n c e  s e q u e n c e s  

of  E n s e m bl,  6. 3 7 %  of  w hi c h  w e r e  f o u n d o nl y  i n m ulti v a ri a nt  

p e pti d e s.  

Alt h o u g h  s e a r c hi n g  h a pl ot y p e- s p e ci fi c  s e q u e n c e s  all o w s  f o r 

t h e  di s c o v e r y  of  n o v el  p e pti d e s  t h at  m at c h  t o  p r ot ei n  h a pl ot y p e s,  

n u m e r  o u s  c  h all e n g e s  s till  r  e m ai n.  Of  t h e  p r  e di ct e d  h a  pl ot y p e s,  

7 8. 2 3 %  c o nt ai n  o nl y  s u b stit uti o n s,  a n d  t h e  r e m ai ni n g  h a pl ot y p e s  

c o nt ai n  o t h e r  t y p e s  of  p ol  y m o r  p hi s m s  (i n s e rti o n s , d el eti o n s  , o r  

p ol  y m o r  p hi s m s  i nt r o d u ci n g  o r  r  e m o  vi n g  a  s t o p  c o d o n).  T  h e s e  c a n-  

n ot  b e  d et e ct e d  u si n g  t h e  s e q u e n c e s  o bt ai n e d  f r o m H a pl o s a u r u s.  

M o r  e o v  e r,  wit h  t h e  i nt r o d u cti o n  of  h a  pl ot y p e s,  t h e  s e a r c  h  s p a c e  
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Fi g u r e  7:  A n al y si s  of  v a ri a nt  p e pti d e s  p a s si n g  a  t a r g et- d e c o y  1 %  F D R  t h r e s h ol d  u si n g  P e p Q u e r y.  ( A) Hi st o g r a m  of  t h e  P S M  t y p e  a c c o r di n g  t o  P e p Q u e r y.  

L o w  s c o r e:  t h e  m at c h  w a s  n ot  f u rt h e r i n v e sti g at e d b y  P e p Q u e r y  d u e  t o  a  l o w s c o r e;  A m bi g u o u s  p e pti d e:  t h e  s p e ct r u m  c o ul d  b e  m at c h e d  t o  a  r ef e r e n c e  

p e pti d e  at  a  si mil a r  s c o r e;  A m bi g u o u s  m o di fi c ati o n:  t h e  s p e ct r u m  c o ul d  b e  m at c h e d  t o  a  r ef e r e n c e  p e pti d e  at  a  si mil a r  s c o r e  w h e n  a c c o u nti n g  f o r a  

m o di fi c ati o n  t h at  w a s  n ot  i n cl u d e d i n t h e  o ri gi n al  s e a r c h;  C o n fi d e nt:  t h e  m at c h  p a s s e d  all  P e p Q u e r y  v ali d ati o n  filt e r s.  ( B) Mi r r o r e d  a n n ot at e d  s p e ct r a  

o bt ai n e d  u si n g  P D V  [ 3 5  ] of  a  v a ri a nt  P S M  wit h  b ett e r  m at c h  w h e n  a c c o u nti n g  f o r a  m o di fi c ati o n  n ot  i n cl u d e d i n t h e  s e a r c h,  h e r e  a  di o x y d ati o n  of  

t r y pt o p h a n.  

Fi g u r e  8:  C o m p a ri s o n  b et w e e n  p r e di ct e d  s p e ct r a  a s  o bt ai n e d  f r o m M S 2 PI P  f o r 2  diff e r e nt  p e pti d e s  m at c h e d  t o  t h e  s a m e  o b s e r v e d  s p e ct r u m.  ( A) 

P e pti d e  c a n di d at e  s u g g e st e d  b y  P e p Q u e r y  i s a  c a n o ni c al  s e q u e n c e  wit h  a  m o di fi c ati o n.  ( B) P e pti d e  c a n di d at e  s u g g e st e d  i n o u r  s e a r c h  i s a  v a ri a nt  

p e pti d e.  W e  li st t h e  r et e nti o n  ti m e  diff e r e n c e  t o  p r e di cti o n  a s  o bt ai n e d  f r o m D e e p L C.  T h e  i nt e n sit y of  t h e  m e a s u r e d  s p e ct r u m  i s pl ott e d  (t o p; bl u e,  

pi n k,  a n d  g r a y)  wit h  t h e  s c al e d  p r e di ct e d  i nt e n sit y mi r r o r e d  ( b ott o m; g r e e n  a n d  r e d).  P e a k s  i n t h e  m e a s u r e d  s p e ct r u m  m at c hi n g  p r e di cti o n s  a r e  

hi g hli g ht e d  i n bl u e,  m e a s u r e d  p e a k s  m at c hi n g  a n  i o n wit h  a  mi s si n g  i nt e n sit y p r e di cti o n  a r e  hi g hli g ht e d  i n pi n k,  a n d  ot h e r  m e a s u r e d  p e a k s  a r e  

pl ott e d  i n g r a y.  N u m b e r s  i n t h e  p e pti d e  s e q u e n c e  a r e  i d e nti fi e r s of  p o stt r a n sl ati o n al  m o di fi c ati o n s  i n U ni M o d  [ 3 1  ]. 

c o n si st s  of  a  l a r g e n u m b e r  of  p r ot e of o r m s  wit h  a  hi g h  d e g r e e  of  

si mil a rit y,  m a ki n g  i t c h all e n gi n g  t o  i nf e r w hi c h  p r ot e of o r m  h a s  

b e e n  i d e nti fi e d. A mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  of  a  m a s s  diff e r e n c e  

e q u al  t o  a  p o stt r a n sl ati o n al  o r  c h e mi c al  m o di fi c ati o n  a r e  p a rti c-  

ul a rl  y  c  h all e n gi n g,  a s  t h ei r  di sti n cti o n  r  eli e s  o n  t h e  d et e cti o n  of  

f e w s p e ci fi c  i o n s . T  hi s  i m pli e s t h at  s e a r c hi n g  wit h o ut  t h e  c o r r e ct  

h a pl ot y p e  o r  m o di fi c ati o n  will  g e n e r at e  i n c o r r e ct s e q u e n c e s  o r  

m o di fi c ati o n s  t h at  a r e  n ot  c a u g ht  b y  c u r r e nt  e r r o r  r at e  e sti m ati o n  

s t r  a t e gi e s.  E v  e n  w o r s e,  u si n g  t h e  w r o n g  h a pl ot y p e  o n  a  p r ot ei n  s e-  

q u e n c e  c a n  r e s ult  i n a  m at c h  i n a n ot h e r  p r  o t ei n.  T h e  p r  e  v  al e n c e  

of  s u c h  e r r o r s  i n p u bli s h e d  p r ot e o mi c  d at a s et s  i s c u r r e ntl y  u n-  

k n o w n.  

T h e  d at a s et  of  p r  o t ei n  h a  pl ot y p e s  p r  o vi d e d  b y  S p o o n e r  et  al.  [ 1  ] 

w a s  c r e at e d  u si n g  t h e  g e n o m e  a s s e m bl y  v e r si o n  G R C h 3 7,  w hi c h  i s 

n o w  d e p r e c at e d  b y  E n s e m bl.  D u ri n g  P e p Q u e r y  a n al y si s,  w e  n ot e d  

t h at  a  s u b st a nti al  s h a r e  of  v a ri a nt  p e pti d e s  i n G R C h 3 7  w o ul d  b e  

c a n o ni c al  i n G R C h 3 8.  F o r  r e s ult s  t h at  a r e  f ull y u p  t o  d at e,  a  r e a n al-  

y si s  of  t h e  d at a  p r o vi d e d  b y  t h e  1 0 0 0  G e n o m e s  p r oj e ct  o n  t h e  c u r-  

r e nt  g e n o m e  a s s e m bl y  i s n e c e s s a r y.  Li mit ati o n s  al s o  c o m e  wit h  

t h e  d at a s et  of  p h a s e d  g e n ot y p e s,  a s  p h a si n g  m a y  b e  i n a c c u r at e i n 

r e gi o n s  wit h  l o w li n k a g e di s e q uili b ri u m  o r  i n r e  p etiti  v e  r e gi o n s,  r e-  

s ulti n g  i n a n  o v  e r  e sti m ati o n  of  h a  pl ot y p e  f r e q u e n ci e s  [ 1  ]. Fi n all  y,  

t h e  m et h o d s  f o r t h e  s c o ri n g  of  c o n fi d e n c e  of  p e pti d e- s p e ct r u m  

m at c  h e s  a r  e  n ot  w ell  s uit e d  t o  di sti n g ui s hi n g  b et w e e n  m ulti pl e  
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1 0  | Gi g a S ci e n c e  , 2 0 2 3,  V ol.  1 2,  N o.  1  

c a n di d at e  s e q u e n c e s  wit h  a  hi g h  d e g r e e  of  si mil a rit y.  I n t h e  lit e r- 

a t u r e,  t h e  i d e nti fi c ati o n of  v a ri a nt  p e pti d e s  i s v ali d at e d  b y  g e n e r-  

a ti n g  r  ef e r  e n c e  s p e ct r  a  u si n g  s y nt h eti c  p e pti d e s  [ 3 6  , 3 7  ], b ut  s u c  h  

a n  a  p p r  o a c  h  p r  e s e nt s  a  s u b st a nti al  c o st  a n d  l o w t h r o u g h p ut.  I n 

t h e  p r e s e nt  w  o r k,  w  e  u s e d  r et e nti o n  ti m e  a n d  f r a  g m e nt ati o n  p r  e-  

di ct o r s  t o  g e n e r at e  t h e  r ef e r e n c e  s p e ct r a  i n sili c o  a n d  u s e d  t h e s e  t o  

e  v  al u at e  t h e  m at c  h e s.  P r  e di ct o r s  c a n  i n st e a d b e  di r  e ctl  y  c o u pl e d  

t o  P  e r  c ol at o r,  a s  i m pl e m e nt e d i n M S 2 R e s c o r e  [ 3 8  ], a n d  h e n c e  p r o-  

vi d e  f e at u r e s t h at  c a n  i m p r o v e t h e  di s c ri mi n ati o n  p o  w  e r  b et w  e e n  

v e r y  si mil a r  p e pti d e s.  

I n c o n cl u si o n,  a c c o u nti n g  f o r p r  o t ei n  h a  pl ot y p e s  i n t h e  s e a r c h  

s p a c e  f o r m a s s  s p e ct r o m et r y – b a s e d  p r ot e o mi c  i d e nti fi c ati o n i m- 

p r  o v  e s  t h e  a bilit y  t o  c o v  e r  r  el e  v  a nt  r  e gi o n s  of  t h e  p r  o t e o m e  a n d  

h ol d s  t h e  p ot e nti al  t o  b e  u tili z e d  i n t h e  m e di c al  c o nt e xt,  gi v e n  t h at  

t h e  d at a b a s e  of  p r ot ei n  h a pl ot y p e s  i s c o m pl et e  a n d  u p  t o  d at e,  a n d  

n o v el  m et h o d s  of  q u alit y  c o nt r ol  a r e  d e v el o p e d.  

M at e ri al s  a n d  M et h o d s  

D at a b a s e  of  p r ot ei n  s e q u e n c e s  

T h e  s e q u e n c e  d at a b a s e  u s e d  f o r t h e  s e a r c h  w a s  b uilt  u si n g  d at a  

p r o vi d e d  b y  S p o o n e r  et  al.  [ 1  ], w h o  g e n e r at e d  a  d at a b a s e  of  p r o-  

t ei n  h a pl ot y p e s  u si n g  t h ei r  t o ol  H a pl o s a u r u s  , a  v ail a bl e  a s  a  p a rt  

of  t h e  E n s e m bl  V a ri a nt  Eff e ct  P r e di ct o r  [ 3 9  ]. T h e  h a pl ot y p e s  w e r e  

g e n e r at e d  u si n g  p h a s e d  g e n ot y p e  d at a  f r o m t h e  1 0 0 0  G e n o m e s  

p r oj e ct  P h a s e  3,  o bt ai n e d  u si n g  m et h o d s  d e s c ri b e d  i n [ 2  ]. T h e  h a p-  

l ot y p e a n al y si s  w a s  p e rf o r m e d  u si n g  t h e  t r a n s c ri pt  d at a b a s e  E n-  

s e m bl  v e r si o n  8 3  [ 4 0  ], h u m a n  r  ef e r  e n c e  g e n o m e  a s s e m bl  y  v  e r-  

si o n  G R C h 3 7  [ 1  ]. T h e  d at a  p r o vi d e d  b y  S p o o n e r  et  al.  [ 1  ] c a n  b e  

f o u n d at  [ 4 1  ]. F o r  t hi s  w  o r k,  w  e  s el e ct e d  o nl  y  p r  o t ei n  h a  pl ot y p e s  

g e n e r  a t e d  f r o m  mi n o r  all el e s  wit h  f r e q u e n c  y  at  l e a st 1 %  w  o rl d-  

wi d e  . T  hi s  d at a b a s e  w a s  a p p e n d e d  wit h  t h e  li st of  c a n o ni c al  p r o-  

t ei n  s e q u e n c e s  i n t h e  c o r r e s p o n di n g  v e r si o n  of  E n s e m bl  a n d  a  li st 

of  c o m m o n  s a m pl e  c o nt a mi n a nt s,  o bt ai n e d  f r o m [ 4 2  ]. T h e  r e s ult-  

i n g s e a r c h  s p a c e  c o nt ai n s  1 0 4, 7 3 6  r  ef e r  e n c e  s e q u e n c e s,  a s s e m bl  y  

v e r si o n  G R C h 3 7,  2 9 0, 0 8 0  p r ot ei n  h a pl ot y p e  s e q u e n c e s  o bt ai n e d  

a s  d e s c ri b e d  a b o  v e  , a n d  1 1 6  s e q u e n c e s  of  s a m pl e  c o nt a mi n a nt s.  

I n t ot al,  3 9 4, 9 5 9  d e c o y  s e q u e n c e s  w e r e  g e n e r at e d  u si n g  t h e  al g o-  

rit h m  D e c o y P y r at  [ 4 3  ], p r o vi d e d  b y  t h e  t o ol  p y- p g at k  [ 1 2  ]. T h e  fi -  

n al  p r ot ei n  s e q u e n c e  d at a b a s e  i n t h e  F A S T A  f o r m at i s a v ail a bl e  a s  

s u p pl e m e nt a r y  m at e ri al  ( S D 1, S D 2).  

Cl a s si fi c ati o n  of  p e pti d e s  

W e  cl a s si fi e d  p e pti d e  s e q u e n c e s  a s  c a n o ni c al,  si n gl e- v a ri a nt,  o r  

m  ulti v  a ri a nt  b a s e d  o n  t h e  n u m b e r  of  a mi n o  a ci d  s u b stit uti o n s  

t h e y  c o nt ai n.  If a  p e pti d e  i s c a n o ni c al  wit h  r e s p e ct  t o  o n e  p r o-  

t ei n  s e q u e n c e  a n d  si n gl e- v a ri a nt  o r  m ulti v a ri a nt  wit h  r e s p e ct  t o  

a n ot h e r  p r ot ei n  s e q u e n c e,  i t i s cl a s si fi e d  a s  c a n o ni c al.  Si mil a rl y,  

if a  p e pti d e  i s a  si n gl e- v a ri a nt  p e pti d e  wit h  r e s p e ct  t o  o n e  p r o-  

t ei n  s e q u e n c e  a n d  m  ulti v  a ri a nt  wit h  r e s p e ct  t o  a n ot h e r  p r ot ei n  

s e q u e n c e,  i t i s cl a s si fi e d  a s  a  si n gl e- v a ri a nt  p e pti d e.  S u b stit uti o n s  

m a p pi n g  t o  a  p e pti d e  t h at  h a s  b e e n  “ d o w n g r  a d e d” i n  s u c  h  m a n n e r  

a r e  n ot  c o n si d e r e d  a s  di s c o v e r e d,  o r  di s c o  v e r a bl e  . 

P u bli c  d at a  r e a n al y si s  

W e  u s e d  t hi s  d at a b a s e  t o  p e rf o r m  a  r  e a n al  y si s  o n  a  s u b s et  of  d at a  

p u bli s h e d  a n d  i niti all y a n al y z e d  b y  W a n g  et  al.  [ 1 7  ] — 1 0 8 f r a cti o n s 

f r o m 3  s a m pl e s  of  h e alt h y  t o n sil  ti s s u e  di g e st e d  b y  t r y p si n,  f r a g- 

m e nt e d  u si n g  hi g h e r- e n e r g y  c olli si o n al  di s s o ci ati o n  ( H C D) ( M S e x-  

p e ri m e nt  I D s: P 0 1 3 1 0 7,  P 0 1 0 6 9 4,  P 0 1 0 7 4 7).  

T h e  s e a r c h  w a s  p e rf o r m e d  u si n g  t h e  c o m m a n d-li n e  i nt e rf a c e 

of  S e a r c h G UI  v.  4. 1. 1 6  [ 4 4  ], e m pl o yi n g  t h e  X! T a n d e m  s e a r c h  al g o-  

rit h m  [ 1 9  ], all o wi n g  f o r t h e  o xi d ati o n  of  m et hi o ni n e  a s  a  v a ri a bl e  

m o di fi c ati o n  a n d  c a r b a mi d o m et h yl ati o n  of  c y st ei n e  a s  a  fi x e d  

m o di fi c ati o n,  wit h  t h e  “ q ui c k  a c et yl” a n d  “ q ui c k  p y r oli d o n e” o p-  

ti o n s  of  X! T a n d e m  e n a bl e d.  P e  p ti d e S h a k  e r  v.  2. 2. 2 0  [ 4 5  ] w a s  u s e d  

f o r p o st p r o c e s si n g  of  t h e  s e a r c h  r e s ult s  a n d  e x p o rt  of  t h e  P S M s  t o  

P  e r  c ol at o r  v.  3. 5  [ 2 0  ], w hi c h  w a s  u s e d  t o  e v al u at e  t h e  c o n fi d e n c e  

of  t h e  m at c h e s  a n d  t h r e s h ol d  u si n g  a n  F D R  a n al y si s  [ 4 6  ]. T h e  li st 

of  P S M s  w a s  filt e r e d  t o  r et ai n  m at c h e s  wit h  a  q  - v al u e  b el o w  0. 0 1  

(i. e., F D R  i s l o w  e r  t h a n  1 %).  If a  p e pti d e  m at c h e d  t o  a  c o nt a m-  

i n a nt s e q u e n c e,  i t w a s  r  e m o v  e d  f r o m  f u rt h e r a n al y si s.  A s  s o m e  

of  t h e  c a n o ni c al  p r ot ei n  s e q u e n c e s  i n E n s e m bl  c o nt ai n  m ulti pl e  

s t o p  c o d o n s,  t h e  s t o p  c o d o n  s y m b ol s  w e r e  r e m o v e d  f r o m t h ei r  

s e q u e n c e s  f o r c o m p ati bilit y  wit h  X! T a n d e m.  P e pti d e s  t h at  w o ul d  

c o nt ai n  a  s t o p  c o d o n  w e r e  r e m o v e d  f r o m f u rt h e r a n al y si s.  

Q u alit y  c o nt r ol  

T o  p r o vi d e  s u p p o rti n g  e vi d e n c e  f o r t h e  c o n fi d e n c e  of  t h e  P S M s,  

c  h r  o m at o g r  a  p hi c  r  e t e nti o n  ti m e s  w e r  e  p r  e di ct e d  b y  D e e p L C  v.  

1. 0. 0  [ 2 1  ], a n d  e x p e ct e d  p e pti d e  f r a  g m e nt  i o n i nt e n siti e s w e r  e  p r  e-  

di ct e d  u si n g  M S 2 PI P  v.  3. 6. 3  [ 2 2  ]. P e pti d e s  p a s si n g  t h e  1 %  F D R  

t h r  e s h ol d  w e r  e  u s e d  f o r c ali b r  a ti o n  of  t h e  D e e p L C  p r  e di cti o n s  . T  h e  

a b s ol ut e  di st a n c e  b et w e e n  t h e  c e nt e r e d  a n d  s c al e d  p r e di ct e d  a n d  

o b s e r v  e d  r  e t e nti o n  ti m e s  w a s  c o m p ut e d.  T h e  M S 2 PI P  p r  e di cti o n s  

w e r e  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  di st a n c e  b et w e e n  t h e  p r e di ct e d  a n d  o b-  

s e r v e d  s p e ct r u m.  T h e  p e a k s  a r e  s c al e d  s o  t h at  t h e  m e di a n  i nt e n- 

sit y  i n t h e  o b s e r v e d  s p e ct r u m  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  m e di a n  i nt e n sit y 

i n t h e  p r e di cti o n.  A  p e a k  i n t h e  o b s e r v e d  s p e ct r u m  i s c o n si d e r e d  

m at c hi n g  t o  a  p e a k  i n t h e  p r e di cti o n  if i t diff e r s  i n m / z  b y  n o  m o r e  

t h a n  1 0  p p m.  T h e  di st a n c e  b et w e e n  t h e  m at c  h e d  p r  e di ct e d  p e a k s  

a n d  t h e  o b s e r v e d  o n e s  i s e x p r e s s e d  a s  t h ei r  a n g ul a r  si mil a rit y,  c al-  

c ul at e d  b y  t h e  f o r m ul a i n E q u ati o n s  1  a n d  2  : 

C  ( M , P  ) =  

 n  
i =  1  m  i p  i 

  n  
i =  1  m  2  

i 

  n  
i =  1  p  2  

i 

( 1) 

A  ( M , P  ) =  1  −
ar c c o s  ( C  ( M , P  ) ) 

π
( 2) 

w h e r e  M  =  ( m  1  , …,  m  n  ) i s t h e  s et  of  i nt e n siti e s f o r t h e  m at c h e d  

m e a s u r e d  p e a k s,  a n d  P  =  ( p 1  , …,  p  n  ) i s t h e  s et  of  i nt e n siti e s f o r t h e  

m at c  h e d  p r  e di ct e d  p e a k s,  a n d  n  i s t h e  n u m b e r  of  m at c h e d  p e a k s  

i n t h e  s p e ct r u m.  C  ( M  , P  ) d e n ot e s  t h e  c o si n e  si mil a rit y  b et w e e n  

M  a n d  P  , a n d  A  ( M  , P  ) d e n ot e s  t h e  a n g ul a r  si mil a rit y  b et w e e n  M  

a n d  P  . 

P r  e di ct e d  a n d  o b s e r v  e d  s p e ct r  a  w e r  e  al s o  di s pl a y e d  a s  mi r r  o r  

pl ot s  f o r vi s u al  c o m p a ri s o n  i n s el e ct e d  P S M s  . T  h e  p e a k s  i n t h e  

o b s e r v e d  s p e ct r u m  m at c hi n g  t o  a  p r e di ct e d  p e a k  a r e  hi g hli g ht e d  

i n bl u e.  A s  t h e  i nt e n sit y p r e di cti o n  f o r c e rt ai n  i o n f r a  g m e nt s  b y  

M S 2 PI P  i s mi s si n g,  p e a k s  m at c hi n g  t h o s e  i o n s a r e  hi g hli g ht e d  i n 

pi n k.  T h e  r  e m ai ni n g  m e a s u r  e d  p e a k s  a r  e  di s pl a y e d  i n g r  a y.  P e a k s  

of  t h e  p r e di ct e d  s p e ct r u m  a r e  s h o w n  a s  n e g ati v e  v al u e s  a n d  l a- 

b el e d  b y  t h e  c o r r e s p o n di n g  f r a g m e nt i o n. T h e  p r e di ct e d  p e a k s  t h at  

m at c  h  a  m e a s u r  e d  p e a k  a r  e  di s pl a y e d  i n g r  e e n,  a n d  u n m at c  h e d  

p r e di ct e d  p e a k s  a r e  di s pl a y e d  i n r e d.  

P e p Q u e r y  a n al y si s  

T h e  v a ri a nt  P S M s  p a s si n g  1 %  F D R  at  P S M  l e v  el  u si n g  X! T a n d e m  

w e r e  f u rt h e r v ali d at e d  u si n g  P e p Q u e r y  ( v 2. 0. 3) [ 3 3  ]. T h e  f oll o w- 

i n g p a r a m et e r s  w e r e  u s e d:  fi x e d  m o di fi c ati o n s,  c a r b a mi d o m et h y-  

l ati o n of  C;  v a ri a bl e  m o di fi c ati o n s,  o xi d ati o n  of  M,  a m m o ni a  l o s s 

of  C,  Gl u  →  p y r o- Gl u  of  E,  Gl n  →  p y r o- Gl u  of  Q,  a c et yl ati o n  of  p e p-  

ti d e  N -t e r m;  p r e c u r s o r  i o n m a s s  t ol e r a n c e,  2 0  p p m;  M S/ M S  m a s s  

t ol e r a n c e,  0. 0 5  D a;  e n z y m e  s p e ci fi cit y,  t r y p si n;  m a xi m u m  mi s s e d  

cl e a v  a  g e s,  2;  all o  w  e d  i s ot o p e r a n g e:  − 1, 0, 1, 2.  T h e  p a r a m et e r  “ - h c”

w a s  al s o  s et  i n t h e  a n al y si s  . T  h e  h u m a n  p r ot ei n  d at a b a s e  f r o m 
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Fi n di n g  h a pl ot y pi c  si g n at u r e s  i n p r ot ei n s  | 1 1  

G E N C O D E  R el e a s e  4 3  ( G R C h 3 7) w a s  u s e d  a s  t h e  r  ef e r  e n c e  p r  o t ei n  

d at a b a s e  i n t h e  v ali d ati o n.  T h e  P S M s  t h at  p a s s e d  all  t h e  filt e ri n g  

s t e p s  i n P  e p Q u e r y  w  e r  e  c o n si d e r  e d  c o n fi d e nt.  T h e  filt e ri n g  p r  o c e s s  

i s d e s c ri b e d  i n d et ail  i n [ 3 3  ]. A mi n o  a ci d  s u b stit uti o n  m o di fi c a-  

ti o n s  w e r e  n ot  c o n si d e r e d  i n t h e  filt e ri n g  p r o c e s s.  P S M s  cl a s si fi e d  

a s  l o w s c o ri n g  w e r e  a s si g n e d  a  s c o r e  a b o v e  t h e  t h r e s h ol d  of  1 2  

b y  t h e  H y p e r s c o r e  al g o rit h m,  a s  i s t h e  d ef a ult;  s e e  [ 3 3  ] f o r d et ail s.  

A  c o m pl et e  li st of  v a ri a nt  P S M s  wit h  p o s si bl e  alt e r n ati v e  p e pti d e  

c a n di d at e s  s u g g e st e d  b y  P e p Q u e r y  i s a v ail a bl e  a s  s u p pl e m e nt a r y  

m at e ri al  ( S D 5). 

S o u r c e  C o d e  a n d  R e q ui r e m e nt s  

T h e  pi p eli n e  t o  r  e p r  o d u c e  t h e  p o st p r  o c e s si n g  s t e p s  a n d  a  f u rt h e r 

d e s c ri pti o n  of  t h e  r e s ulti n g  fil e s  a r e  p r o vi d e d  i n h t t p s:// git h u b.  

c o m/  P r o G e n N o/  Fi n di n g H a pl o Si g n at u r e s  [ 4 7  ]. 

 P r oj e ct  n a m e:  Fi n di n g  H a pl ot y pi c  Si g n at u r e s  i n P r ot ei n s  
 P r  oj e ct  h o m e p a  g e:  h tt p s://  gi t h u b. c o m/  P r o G e n N o/  

Fi n di n g H a  pl o Si g n at u r  e s  
 O p e r ati n g  s y st e m( s):  Pl atf o r m  i n d e p e n d e nt 
 P r  o g r  a m mi n g  l a n g u a g e:  P yt h o n  
 O t h e r  r  e q ui r  e m e nt s:  S n a k  e m a k  e  v.  7. 0. 0  o r  hi g h e r,  A n a c o n d a  

2 0 2 2. 1 0  o r  n e w e r  
 Li c e n s e:  MI T  

A d diti o n al  Fil e s  

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e  S 1.  P S M s  m at c hi n g  t o  t h e  m ulti v a ri a nt  p e p-  

ti d e  c o v e ri n g  a  r e gi o n  of  t h e  m o st  c o m m o n  h a pl ot y p e  of  t h e  

I G Q A P 2 p r ot ei n  a n d  t h ei r  r  e s p e cti v  e  c o n fi d e n c e  m e a s u r e s  . T  h e  

p o st e ri o r  e r r  o r  p r  o b a bilit y  a n d  q  - v  al u e  a s  o bt ai n e d  f r o m  P  e r  c ol a-  

t o r  a r e  li st e d al o n g  wit h  r et e nti o n  ti m e  diff e r e n c e  t o  p r e di cti o n  a s  

o bt ai n e d  f r o m D e e p L C,  a s  w ell  a s  s p e ct r u m  si mil a rit y  wit h  p r e-  

di cti o n  a s  o bt ai n e d  f r o m M S 2 PI P.  

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e  S 2.  S e a r c  h  p a r  a m et e r s  u s e d  f o r t h e  

X! T a n d e m  i m pl e m e nt ati o n i n S e a r c h G UI.  

D a  t a  A v  ail a bilit y  

S u p pl e m e nt a r y  d at a  c a n  b e  d o w nl o a d e d  f r o m fi g s h a r e  [ 4 7  ]. O t h e r  

d at a  f u rt h e r s u p p o rti n g  t hi s  w o r k  a r e  o p e nl y  a v ail a bl e  i n t h e  Gi-  

g a S ci e n c e  r e p o sit o r y,  Gi g a D B  [ 4 8  ]. 

W e  p r o vi d e  t h e  f oll o wi n g fil e s:  

S u p pl e m e nt a r y  D at a  1:  F A S T A  fil e  i n cl u di n g all  t a r g et  p r ot ei n  

s e q u e n c e s  ( E n s e m bl r  ef e r  e n c e  p r  o t e o m e,  p r  o t ei n  h a  pl ot y p e  s e-  

q u e n c e s,  c o nt a mi n a nt  s e q u e n c e s),  e x cl u di n g  d e c o y s.  

S u p pl e m e nt a r y  D at a  2:  F A S T A  fil e  i n cl u di n g all  t a r g et  a n d  d e-  

c o y  s e q u e n c e s.  

S u p pl e m e nt a r y  D at a  3:  Li st  of  all  p e pti d e-t o- s p e ct r u m  m at c h e s  

( P S M s), r  e s ulti n g  f r o m  t h e  fi r st  r u n  of  X! T a n d e m  wit h o ut  t h e  r  e-  

fi n e m e nt  p r  o c e d u r  e,  wit h  all  r  el at e d  m et a d at a  a n d  q u alit y  c o nt r ol  

m e a s u r e s.  

S u p pl e m e nt a r y  D at a  4:  Li st  of  s u b stit uti o n s  i d e nti fi e d, al o n g  

wit h  I D s of  c o r r e s p o n di n g  P S M s.  

S u p pl e m e nt a r y  D at a  5:  Li st  of  v a ri a nt  P S M s  a n d  p e pti d e  c a n-  

di d at e s  s u g g e st e d  b  y  P  e p Q u e r y,  al o n g  wit h  c o n fi d e n c e  s c o r e s  f o r 

e a c h  p e pti d e  c a n di d at e.  

A b b r e vi ati o n s  

F D R:  f al s e di s c o v  e r y  r  a t e;  H C D:  hi g h e r- e n e r  g y  c olli si o n al  di s s o ci-  

a ti o n;  L C:  li q ui d c  h r  o m at o g r  a  p h y;  L D:  li n k a g e  di s e q uili b ri u m;  M S:  

m a s s  s p e ct r o m et r y;  M S/ M S:  t a n d e m  m a s s  s p e ct r o m et r y;  P E P:  p o s-  

t e ri o r  e r r  o r  p r  o b a bilit y;  P S M:  p e pti d e-t o- s p e ct r u m  m at c  h;  P T M:  

p o st-t r a n sl ati o n al  m o di fi c ati o n.  

C o m p eti n g  I nt e r e st s 

T h e  a ut h o r s  d e cl a r e  n o  c o m p eti n g  i nt e r e st s. 

F u n di n g  

T hi s  w  o r k  w  a s  s u p p o rt e d  b  y  t h e  R e s e a r  c h  C o u n cil  of  N o r w  a y  

( p r oj e ct # 3 0 1 1 7 8  t o  M V),  t h e  U ni v e r sit y  of  B e r g e n,  a n d  t h e  N o v o  

N o r di s k  F o u n d ati o n  ( p r oj e ct N N F 2 0 O C 0 0 6 3 8 7 2  t o  S.J.).  T h e  f u n d- 

i n g b o di e s  h a d  n o  i n fl u e n c e o n  t h e  d e si g n  of  t h e  s t u d y  a n d  c ol-  

l e cti o n, a n al  y si s,  a n d  i nt e r p r  e t ati o n  of  d at a  a n d  i n w riti n g  t h e  

m a n u s c ri pt.  

T hi s  r  e s e a r c  h  w a s  f u n d e d, i n w h ol e  o r  i n p a rt,  b  y  t h e  R e s e a r  c h  

C o u n cil  of  N o r w a y  3 0 1 1 7 8.  A  C C  B Y  o r  e q ui v al e nt  li c e n s e i s a p-  

pli e d  t o  a n y  A ut h o r  A c c e pt e d  M a n u s c ri pt  ( A A M) v e r si o n  a ri si n g  

f r o m t hi s  s u b mi s si o n,  i n a c c o r d a n c e  wit h  t h e  g r a nt’ s  o p e n  a c c e s s  

c o n diti o n s.  

A ut h o r s’  C o nt ri b uti o n s  

J. V. a n d  D. S.  d e  v  el o p e d  t h e  s oft w a r  e.  J. V., D. S. ,  K. G. K.,  B. W.,  L. K.,  a n d  

M. V  . a n al y z e d  t h e  d at a.  J. V . a n d  B. W  . q u alit y  c o nt r oll e d  t h e  r e s ult s.  

J. V. w r ot e  t h e  i niti al d r aft  of  t h e  m a n u s c ri pt.  S.J.,  P. R .  N. ,  S. B.,  L. K.,  

a n d  M. V.  o  v e r s a  w  t h e  p r oj e ct  a n d  e dit e d  t h e  m a n u s c ri pt.  All  a u-  

t h o r s  r e a d  a n d  a p p r o v e d  t h e  fi n al  m a n u s c ri pt.  

A c  k n o  wl e d g m e nt s  

T h e  c o m p ut ati o n s  w e r e  p e rf o r m e d  o n  t h e  N o r w e gi a n  R e s e a r c h  

a n d  E d u c ati o n  Cl o u d  ( N R E C), u si n g  r e s o u r c e s  p r o vi d e d  b y  t h e  U ni-  

v  e r sit y  of  B e r  g e n  a n d  t h e  U ni v  e r sit y  of  O sl o  ( h tt p s:// w w w. n r e c. n o  ). 

R ef e r e n c e s  

1. S p o o n e r  W,  M c L a r e n  W,  Sli d el  T,  et  al.  H a pl o s a u r u s  c o m-  

p ut e s  p r  ot ei n  h a  pl ot y p e s  f o r u s e  i n p r  e ci si o n  d r u g  d e si g n.  

N at  C o m m u n  2 0 1 8; 9: 4 1 2 8.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 3 8/  s 4 1 4 6 7-  0 1 8-  0  

6 5 4 2- 1  .

2. A ut o n  A,  A b e c a si s  G R,  Alt s h ul e r  D M,  et  al.  A  gl o b al  r  ef e r  e n c e  f o r 

h u m a n  g e n eti c  v  a ri ati o n.  N at u r  e  2 0 1 5; 5 2 6: 6 8 – 7 4.

3. C u n ni n g h a m  F,  All e n  J E, All e n  J, et  al.  E n s e m bl  2 0 2 2.  N u cl ei c  

A ci d s  R e s  2 0 2 2; 5 0: D 9 8 8 – 9 5.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 9 3/  n a r/  g k a b 1 0  

4 9  .

4. X u a n  Y,  B at e m a n  N W,  G alli e n  S,  et  al.  St a n d a r di z ati o n  a n d  h a r-  

m o ni z ati o n  of  di st ri b ut e d  m ulti- c e nt e r  p r ot e ot y p e  a n al y si s  s u p-  

p o rti n g  p r e ci si o n  m e di ci n e  st u di e s.  N at  C o m m u n  2 0 2 0; 1 1: 5 2 4 8.  

htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 3 8/  s 4 1 4 6 7-  0 2 0-  1 8 9 0 4-  9  .

5. A e b e r s ol d  R,  M a n n  M.  M a s s  s p e ct r  o m et r y- b a s e d  p r  ot e o mi c s.  N a-  

t u r e  2 0 0 3; 4 2 2: 1 9 8 – 2 0 7.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 3 8/  n at u r e 0 1 5 1 1  .

6. V e r h e g g e n  K,  R a e d e r  H,  B e r v e n  F S,  et  al.  A n at o m y  a n d  e v ol u-  

ti o n  of  d at a b a s e  s e a r c h  e n gi n e s — a  c e nt r al  c o m p o n e nt  of  m a s s  

s p e ct r o m et r y  b a s e d  p r ot e o mi c  w  o r k fl o  w s.  M a s s  S p e ct r o m  R e v  

2 0 2 0; 3 9: 2 9 2 – 3 0 6.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 0 2/  m a s. 2 1 5 4 3  .

7. N e s vi z h s kii  AI,  A e b e r s ol d  R.  I nt e r p r  et ati o n  of  s h ot g u n  p r o-  

t e o mi c  d at a:  t h e  p r ot ei n  i nf e r e n c e p r o bl e m.  M ol  C ell  P r ot e o mi c s  

M C P  2 0 0 5; 4: 1 4 1 9 – 4 0.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 7 4/  m c p. R 5 0 0 0 1 2- M C  

P 2 0 0  .

8. P  a  g el  O,  L o r  o c  h  S,  Si c  k m a n n  A,  et  al.  C u r r  e nt  st r  at e gi e s  a n d  

fi n di n g s  i n cli ni c all y  r el e v a nt  p o st-t r a n sl ati o n al  m o di fi c ati o n-  
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1 2  | Gi g a S ci e n c e  , 2 0 2 3,  V ol.  1 2,  N o.  1  

s p e ci fi c  p r ot e o mi c s.  E x p e rt  R e v  P r ot e o mi c s  2 0 1 5; 1 2: 2 3 5 – 5 3.  htt p  

s://  d oi. o r g/  1 0. 1 5 8 6/  1 4 7 8 9 4 5 0. 2 0 1 5. 1 0 4 2 8 6 7  .

9. M e n s c  h a e rt  G,  F e n  y ö  D.  P r  ot e o g e n o mi c s  f r o m  a  bi oi nf o r m ati c s  

a n gl e:  a  g r o wi n g  fi el d.  M a s s  S p e ct r o m  R e v  2 0 1 7; 3 6: 5 8 4 – 9 9.  htt p s:  

//  d oi. o r g/  1 0. 1 0 0 2/  m a s. 2 1 4 8 3  .

1 0. Vi z c aí n o  J A,  K  u bi ni o k  P,  K  o  v  al c  hi k  K A,  et  al.  T h e  H u m a n  I m- 

m  u n o p e pti d o m e  P r  oj e ct:  a  r  o a d m a  p  t o  p r  e di ct  a n d  t r  e at  i m- 

m u n e  di s e a s e s.  M ol  C ell  P r ot e o mi c s  M C P  2 0 2 0; 1 9: 3 1 – 4 9.  htt p s:  

//  d oi. o r g/  1 0. 1 0 7 4/  m c p  . R 1 1 9. 0 0 1 7 4 3 . 

1 1. N e s vi z h s kii  AI.  P r  ot e o g e n o mi c s:  c o n c e pt s,  a  p pli c ati o n s  a n d  

c o m p ut ati o n al  st r at e gi e s.  N at  M et h o d s  2 0 1 4; 1 1: 1 1 1 4 – 2 5.  htt p s:  

//  d oi. o r g/  1 0. 1 0 3 8/  n m et h. 3 1 4 4  .

1 2. U m e r  H M,  A u d ai n  E,  Z h u  Y,  et  al.  G e n e r ati o n  of  E N S E M B L-  

b a s e d  p r ot e o g e n o mi c s  d at a b a s e s  b o o st s  t h e  i d e nti fi c ati o n of  

n o n- c a n o ni c al  p e pti d e s.  Bi oi nf o r m ati c s  2 0 2 2; 3 8: 1 4 7 0 – 2.  htt p s:  

//  d oi. o r g/  1 0. 1 0 9 3/  bi oi nf o r m ati c s/ bt a b 8 3 8  .

1 3. L e  vit s k y  LI,  K u z n et s o v  a  K G,  Kli u c  h ni k  o v  a  A A,  et  al.  V ali d ati n g  

a mi n o  a ci d  v a ri a nt s  i n p r ot e o g e n o mi c s  u si n g  s e q u e n c e  c o v e r a g e  

b y  m  ulti pl e  r  e a d s.  J P r  ot e o m e  R e s  2 0 2 2; 2 1: 1 4 3 8 – 4 8.  htt p s:// d oi.  

o r g/  1 0. 1 0 2 1/  a c s  .j p r ot e o m e . 2 c 0 0 0 3 3 .

1 4. C h o o n g  W  - K,  W  a n g  J- H, S u n g  T- Y .  Mi n P r  ot M a x V P:  g e n e r  ati n g  

a  mi ni mi z e d  n u m b e r  of  p r ot ei n  v a ri a nt  s e q u e n c e s  c o nt ai ni n g  

all  p o s si bl e  v a ri a nt  p e pti d e s  f o r p r  ot e o g e n o mi c  a n al  y si s.  J P r  o-  

t e o mi c s  2 0 2 0; 2 2 3: 1 0 3 8 1 9.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 1 6/  j.j p r ot. 2 0 2 0. 1 

0 3 8 1 9  .

1 5. L o b a s  A A,  K a r p o v  D S,  K o p yl o v  A T,  et  al.  E x o m e- b a s e d  p r o-  

t e o g e n o mi c s  of  H E K- 2 9 3  h u m a n  c ell  li n e: c o di n g  g e n o mi c  v a ri-  

a nt s  i d e nti fi e d at  t h e  l e v  el  of  s h ot g u n  p r  ot e o m e.  P r  ot e o mi c s  

2 0 1 6; 1 6: 1 9 8 0 – 9 1.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 0 2/  p mi c. 2 0 1 5 0 0 3 4 9  .

1 6. L o b a s  A A,  P y at nit s ki y  M A,  C h e r n o b r o v ki n  A L,  et  al.  P r ot e o g e-  

n o mi c s  of  m ali g n a nt  m el a n o m a  c ell  li n e s: t h e  eff e ct  of  st ri n-  

g e n c y  of  e x o m e  d at a  filt e ri n g  o n  v a ri a nt  p e pti d e  i d e nti fi c ati o n 

i n s h ot g u n  p r  ot e o mi c s.  J P r  ot e o m e  R e s  2 0 1 8; 1 7: 1 8 0 1 – 1 1.  htt p s:  

//  d oi. o r g/  1 0. 1 0 2 1/  a c s  .j p r ot e o m e . 7 b 0 0 8 4 1 .

1 7. W a n g  D,  E r a sl a n  B,  Wi el a n d  T,  et  al.  A  d e e p  p r ot e o m e  a n d  t r a n-  

s c ri pt o m e  a b u n d a n c e  atl a s  of  2 9  h e alt h y  h u m a n  ti s s u e s.  M ol  

S y st  Bi ol  2 0 1 9; 1 5: e 8 5 0 3.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 5 2 5 2/ m s b. 2 0 1 8 8 5 0 3  .

1 8. S mit h  L M,  K ell e h e r  N L.  P r ot e of o r m:  a  si n gl e  t e r m  d e s c ri bi n g  p r o-  

t ei n  c o m pl e xit y.  N at  M et h o d s  2 0 1 3; 1 0: 1 8 6 – 7.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1  

0 3 8/ n m et h. 2 3 6 9  .

1 9. F  e n y ö  D,  B e a  vi s  R C.  A  m et h o d  f o r a s s e s si n g  t h e  st ati sti c al  si g nif-  

i c a n c e of  m a s s  s p e ct r o m et r y- b a s e d  p r ot ei n  i d e nti fi c ati o n s u s-  

i n g g e n e r al  s c o ri n g  s c h e m e s.  A n al  C h e m  2 0 0 3; 7 5: 7 6 8 – 7 4.  htt p s:  

//  d oi. o r g/  1 0. 1 0 2 1/  a c 0 2 5 8 7 0 9  .

2 0. K äll  L,  C a nt e r b u r y  J D, W e st o n  J, et  al.  S e mi- s u p e r vi s e d  l e a r ni n g 

f o r p e pti d e  i d e nti fi c ati o n f r o m s h ot g u n  p r ot e o mi c s  d at a s et s.  N at  

M et h o d s  2 0 0 7; 4: 9 2 3 – 5.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 3 8/  n m et h 1 1 1 3  .

2 1. B o u w m e e st e r  R,  G a b ri el s  R,  H ul st a e rt  N,  et  al.  D e e p L C  c a n  p r e-  

di ct  r et e nti o n  ti m e s  f o r p e pti d e s  t h at  c a r r y  a s- y et  u n s e e n  m o d-  

i fi c ati o n s. N at  M et h o d s  2 0 2 1; 1 8: 1 3 6 3 – 9.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 3 8/  

s 4 1 5 9 2-  0 2 1-  0 1 3 0 1-  5  .

2 2. D e g r  o e  v  e  S,  M a rt e n s  L.  M S 2 PI P:  a  t o ol  f o r M S/ M S  p e a k  i nt e n- 

sit y  p r e di cti o n.  Bi oi nf o r m ati c s  2 0 1 3; 2 9: 3 1 9 9 – 2 0 3.  htt p s:// d oi. o r  

g/  1 0. 1 0 9 3/  bi oi nf o r m ati c s/ btt 5 4 4  .

2 3. Mi c h al s ki  A,  C o x  J, M a n n  M.  M o r e  t h a n  1 0 0, 0 0 0  d et e ct a bl e  p e p-  

ti d e  s p e ci e s  el ut e  i n si n gl e  s h ot g u n  p r ot e o mi c s  r u n s  b ut  t h e  m a-  

j o rit y i s i n a c c e s si bl e t o  d at a- d e p e n d e nt  L C  − M S/ M S.  J P r ot e o m e  

R e s  2 0 1 1; 1 0: 1 7 8 5 – 9 3.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 2 1/  p r 1 0 1 0 6 0 v  .

2 4. H o u el  S,  A b e r n at h y  R,  R e n g a n at h a n  K,  et  al.  Q u a ntif yi n g  t h e  

i m p a ct of  C hi m e r  a  M S/ M S  S p e ct r  a  o n  p e pti d e  i d e nti fi c ati o n i n 

l a r g e- s c al e  p r  ot e o mi c s  st u di e s.  J P r  ot e o m e  R e s  2 0 1 0; 9: 4 1 5 2 – 6 0.  

htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 2 1/  p r 1 0 0 3 8 5 6  .

2 5. Al v e s  G,  O g u rt s o v  A Y,  K w o k  S,  et  al.  D et e cti o n  of  c o- el ut e d  

p e pti d e s  u si n g  d at a b a s e  s e a r c h  m et h o d s.  Bi ol  Di r e ct  2 0 0 8; 3: 2 7.  

htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 1 8 6/  1 7 4 5-  6 1 5 0-  3-  2 7  .

2 6. D o rf e r  V,  M alt s e v  S,  Wi n kl e r  S,  et  al.  B o o sti n g  p e pti d e  i d e nti fi c a- 

ti o n s  b y  c hi m e ri c  s p e ct r a  i d e nti fi c ati o n a n d  r et e nti o n  ti m e  p r e-  

di cti o n.  J P r ot e o m e  R e s  2 0 1 8; 1 7: 2 5 8 1 – 9.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 2 1/  

a c s  .j p r ot e o m e . 7 b 0 0 8 3 6 .

2 7. Cif a ni  P,  Li  Z,  L u o  D,  et  al.  Di s c o v  e r y  of  p r  ot ei n  m o di fi c ati o n s  

u si n g  diff e r e nti al  t a n d e m  m a s s  s p e ct r o m et r y  p r ot e o mi c s.  J P r o-  

t e o m e  R e s  2 0 2 1; 2 0: 1 8 3 5 – 4 8.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 2 1/  a c s.j p r ot e  

o m e. 0 c 0 0 6 3 8  .

2 8. O’ B r y o n  I, J e n s o n S C,  M e r kl e y  E D.  Fl yi n g  bli n d,  o r  j u st fl yi n g  u n-  

d e r  t h e  r a d a r ?  T h e  u n d e r a p p r e ci at e d  p o  w  e r  of  d e  n o v o  m et h-  

o d s  of  m a s s  s p e ct r o m et ri c  p e pti d e  i d e nti fi c ati o n. P r ot ei n  S ci  

2 0 2 0; 2 9: 1 8 6 4 – 7 8.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 0 2/  p r o  . 3 9 1 9 . 

2 9. C h e r n o b r o  v ki n  A L,  K  o p yl o  v  A T,  Z g o d a  V G,  et  al.  M et hi o ni n e  t o  

i s ot h r e o ni n e  c o n v  e r si o n  a s  a  s o u r c e  of  f al s e di s c o v e r y  i d e nti- 

fi c ati o n s  of  g e n eti c all y  e n c o d e d  v a ri a nt s  i n p r ot e o g e n o mi c s.  J 

P r ot e o mi c s  2 0 1 5; 1 2 0: 1 6 9 – 7 8.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 1 6/  j.j p r ot. 2 0 1 5 

. 0 3. 0 0 3 .

3 0. E v  e r  ett  LJ,  Bi e rl  C,  M a st e r  S R.  U n bi a s e d  st ati sti c al  a n al y si s  

f o r m  ulti- st a  g e  p r  ot e o mi c  s e a r c  h  s t r  at e gi e s.  J P r  ot e o m e  R e s  

2 0 1 0; 9: 7 0 0 – 7.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 2 1/  p r 9 0 0 2 5 6 v  .

3 1. C r  e a s y  D M,  C ott r  ell  J S U. P r  ot ei n  m o di fi c ati o n s  f o r m a s s  s p e c-  

t r  o m et r y.  P r  ot e o mi c s  2 0 0 4; 4: 1 5 3 4 – 6.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 0 2/  p m  

i c. 2 0 0 3 0 0 7 4 4 .

3 2. H el s e n s  K,  Ti m m e r m a n  E,  V a n d e k e r c  k h o v  e  J, et  al.  P e pti z e r,  a  t o ol  

f o r a s s e s si n g  f al s e p o siti  v e  p e  pti d e  i d e nti fi c ati o n s a n d  m a n u all y  

v  ali d ati n g  s el e ct e d  r  e s ult s.  M ol  C ell  P r  ot e o mi c s  2 0 0 8; 7: 2 3 6 4 – 7 2.  

htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 7 4/  m c p  . M 8 0 0 0 8 2- M C P 2 0 0 . 

3 3. W e n  B,  Z h a n g  B.  P e p Q u e r y 2  d e m o c r  ati z e s  p u bli c  M S  p r  ot e o mi c s  

d at a  f o r r  a  pi d  p e pti d e  s e a r c  hi n g.  N at  C o m m  u n  2 0 2 3; 1 4: 2 2 1 3.  ht  

t p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 3 8/  s 4 1 4 6 7-  0 2 3-  3 7 4 6 2-  4  .

3 4. Di a m e nt  BJ,  N o bl e  W S.  F a st e r  S E Q  U E S T  s e a r  c hi n g  f o r p e p-  

ti d e  i d e nti fi c ati o n f r o m t a n d e m  m a s s  s p e ct r  a.  J P r  ot e o m e  R e s  

2 0 1 1; 1 0: 3 8 7 1 – 9.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 2 1/  p r 1 0 1 1 9 6 n  .

3 5. Li  K,  V a u d el  M,  Z h a n g  B,  et  al.  P D V:  a n  i nt e g r ati v  e  p r  ot e o mi c s  

d at a  vi e w e r.  Bi oi nf o r m ati c s  2 0 1 9; 3 5: 1 2 4 9 – 5 1.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0  

. 1 0 9 3/ bi oi nf o r m ati c s/ bt y 7 7 0 .

3 6. J o h a n s s o n HJ,  S o c ci a r elli  F,  V a c a nti  N M,  et  al.  B r e a st  c a n c e r  

q u a ntit ati v  e  p r  ot e o m e  a n d  p r  ot e o g e n o mi c  l a n d s c a p e.  N at  C o m-  

m u n  2 0 1 9; 1 0: 1 6 0 0.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 3 8/  s 4 1 4 6 7-  0 1 9-  0 9 0 1 8-  y  .

3 7. K u z n et s o v  a  K G,  Kli u c  h ni k  o v  a  A A,  Ili n a I U, et  al.  P r ot e o g e n o mi c s  

of  a d e n o si n e-t o-i n o si n e  R N A  e diti n g  i n t h e  f r uit fl y.  J P r ot e o m e  

R e s  2 0 1 8; 1 7: 3 8 8 9 – 9 0 3.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 2 1/  a c s  .j p r ot e o m e . 8 b 

0 0 5 5 3  .

3 8. D e cl e r c q  A,  B o u w m e e st e r  R,  Hi r s c hl e r  A,  et  al.  M S 2 R e s c o r e:  d at a-  

d ri v  e n  r  e s c o ri n g  d r  a m ati c all  y  b o o st s  i m m u n o p e pti d e  i d e nti fi c a- 

ti o n  r at e s.  M ol  C ell  P r ot e o mi c s  2 0 2 2; 2 1: 1 0 0 2 6 6.  htt p s:// d oi. o r g/  

1 0. 1 0 1 6/j. m c p r o  . 2 0 2 2. 1 0 0 2 6 6 . 

3 9. e n s e m bl- v e p.  Git H u b.  2 0 2 3.  htt p s:// git h u b. c o m/ E n s e m bl/ e n s e m  

bl- v e p  

4 0. Y at e s  A,  A k a n ni  W,  A m o d e  M R,  et  al.  E n s e m bl  2 0 1 6.  N u cl ei c  

A ci d s  R e s  2 0 1 6; 4 4: D 7 1 0 – 6.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 1 0 9 3/  n a r/  g k v 1 1 5 7  .

4 1. M c L a r e n  W,  S p o o n e r  W.  2 0 1 7.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 6 0 8 4/  m 9.fi g s h  

a r e. 5 5 4 5 0 8 4. v 1  .

4 2. c R A P  p r  ot ei n  s e q u e n c e s.  htt p s:// w w w.t h e g p m. o r  g/ c r  a p/ . A c-  

c e s s e d  2 0  O ct o b e r  2 0 2 2.

4 3. W ri g ht  J C, C h o u d h a r y  J S. D e c o y P y r  at:  f a st n o n- r  e d u n d a nt  h y-  

b ri d  d e c o y  s e q u e n c e  g e n e r ati o n  f o r l a r g e s c al e  p r ot e o mi c s.  J P r o-  

t e o mi c s  Bi oi nf o r m  2 0 1 6; 9: 1 7 6 – 8 0.  htt p s://  d oi. o r g/  1 0. 4 1 7 2/  j p b. 1 0 

0 0 4 0 4  .
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8. 2 P r o H a p E n a bl e s H u m a n P r ot e o mi c D at a b a s e G e n-

e r ati o n A c c o u nti n g f o r P o p ul ati o n Di v e r sit y

V a ší č e k, J., K u z n et s o v a, K. G., S ki a d o p o ul o u, D., U n g er, L., C h er a, S.;, G hil a, L. M., B a n d eir a,

N., Nj øl st a d, P. R., J o h a n s s o n, S., Br u c k n er, S., K äll, L., V a u d el, M.

N at u r e M et h o ds , 1 2 , 2 7 3 – 2 7 7 ( 2 0 2 5 )

T h e r e p ri nt of P a p e r 2 is p e r mitt e d b y S p ri n g e r N at u r e. All ri g hts r es e r v e d.



1 2 0 S ci e nti fi c r e s ult s

8. 3 P r o H a p E x pl o r e r: Vi s u ali zi n g H a pl ot y p e s i n P r o-

t e o g e n o mi c D at a s et s

V a ší č e k, J., S ki a d o p o ul o u, D., K u z n et s o v a, K. G., K äll, L., V a u d el, M., Br u c k n er, S.

I E E E C o m p ut e r G r a p hi cs a n d A p pli c ati o ns, 4 5 ( 5 ) , 6 4- 7 7 ( 2 0 2 5 )

T h e r e p ri nt of P a p e r 3 is p e r mitt e d b y I E E E. All ri g hts r es e r v e d.
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