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The TRUTH!!

สามารถคํานวนการเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิไดอยาง
แมนยําระหวางการเกิดปฏิกิริยา

สามารถคํานวนแรงที่จะสามารถทําใหกลองบนคาน
สมดุลไดอยางถูกตอง

สามารถจดบันทึกฟโนไทปที่สังเกตเุห็นไดอยาง
เชี่ยวชาญ แตไมสามารถทํานายกลไกภายในเซลลได
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ชีววิทยาเชิงระบบ - System Biology

อาศัยความรูหลายดานเชน ดานชีววิทยา คณิตศาสตรข้ันสูง วิทยาการคอมพิวเตอรและชีวสารสนเทศศาสตร เพื่อศึกษาความสัมพนัธระหวางสวนประกอบยอยๆ 

ของส่ิงมีชีวิตในภาพรวม

• สามารถทําความเขาใจตั้งแตละดับโมเลกุลจนถงึระดับเซลลส่ิงมีชวีิต

• เนนการสรางแบบจําลองเพื่อแสดงถึงปรากฏการณภายในเซลลบนคอมพวิเตอร โดยอาศัยขอมูลจํานวนมากและการคํานวนเปนพืน้ฐาน

• จําลองพฤติกรรมของเซลลภายใตสภาพแวดลอมตางๆ โดยอาศัยฐานขอมูลทางจีโนม ชีวเคมีรวมเปนองคประกอบ

• ตัวอยางเชนการเนนการวิเคราะหเชิงระบบของวศิวกรรมเมตาบอลคิเพือ่ปรับปรุงสายพนัธ◌ุ หรือนําไปใชในอุตสาหกรรมดานตางๆ

Gene

Protein

Metabolite
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Challenges Predicting Outcome in Biological System

COMPLEXITY SELF-ORGANIZED OPEN SYSTEM

Huge number of molecules inside 
them, and highly diverse

Very well organized in a very dense 
space. Every part must obey the rules to 

which it belongs

The external environment can interfere with the 
system. The system may be regulated
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Integration of Multi-Omics Data
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Cancer

14.1M 8.2M 440,800

คือจํานวนเคสใหม
ของผูปวยโรคมะเร็ง1

คือจํานวนผูปวยที่
ตายดวยโรคมะเร็ง1

คือจํานวนผูปวยที่
ตายเน่ืองจากอาการ

ไมพึงประสงคจากยา2

PER YEAR
1Global Cancer Facts and Figures from www.cancer.org
2Extrapolated from “Identifying and reporting adverse drug events in oncology,” Aleta J. Hong,
Matthew J. Fisher, Christina H. Georgopoulos BS, and Charles L. Bennett, MD.
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Mass Spectrometry VS. Classical Chemistry Approaches

Mass Spectrometry-based Classical Chemistry

• Rapidly growth

• More accurate

• Less expense in single run

• Online sample preparation

• High throughput

• Dominate in toxicology/clinical lab

• Specificity and sensitivity are compromised

• More expensive

• Need own enzyme conjugated

• Time-consuming
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Regulatory Oversight

• 11,000 Laboratories Developed Test (LDTs) offered by 2,000 labs

• In vitro diagnostic devices (IVDs) compliance

• MS technology is growing and advancing, continuing performance improvement

• Complex biological samples can be used in automated sample preparation 

Emerging Technology and Guidance Responses
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MALDI-ToF on Genomics Analysis

Genomics Vs Proteomics Approaches 

Orbitrap™ Technology on Proteomics Analysis

Ion are 
detected

Lighter ion

Heavier ion

Ionization

เทคนิค MALDI-ToF ไดรับการพัฒนาเพื่อใชในการ

ตรวจวัดมวลของนิวคลีโอไทด โดยการแปลผลจะอาศัย

มวลที่ตางกันของทั้งสีน่วิคลีโอไทด

Cytosine = 247.2 Da 

Adenosine = 271.2 Da

Guanine = 287.2 Da

Thymine = 327.1 Da

เทคโนโลยี Orbitrap™ ถูกพัฒนาเพื่อใชไดจริงใน

หองปฏิบัติการเมื่อป 2006 โดยนักฟสิกสชาวรัสเซีย 

จุดเดนของเทคนิคนี้คอืความละเอียดของการอาน

มวลที่ดีที่สุดในปจจุบนั 
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Advance & Precision Translational Genomics

MassArray®

SpectroCHIP® Arrays

Target Detection

• Single Nucleotide Polymorphism (SNPs)

• Insertions / Deletions

• Copy Number Variation (CNV)

• Somatic mutation

• Methylation (Epigenetics)

Applied Application

• Pharmacogenetics

• Oncology

• Genetic disorders

• Infectious disease

• Drug resistance

การเกิด DNA methylation โดยการเรงของเอนไซม 
DNMTs การเกิด Hypermethylation จะพบมากใน
เซลลมะเร็ง โดยจะปดการทํางานของ Tumor suppressor 
genes

บทบาทสําคัญในการแสดงออกของยีน
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MassArray® System Workflow

เลือกตําแหนง SNPs ที่สนใจ พรอมการออกแบบ
ไพรเมอร ผานระบบอัลกอลิทึมอัจฉริยะ “Agena CX”
จากนั้นทํา PCR (Multiplexing) และตามดวยการทํา 
Single Base Extension

PCR/SAP/Extension Seq Detection Data Analysis

Resin Pretreatment และระบบ 
Automated Dispenser จะทําหนาที่
ดูดจายตัวอยางลงบน SpectroCHIP®

UEP

G T
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Precision Medicine : Forthcoming Trend

• Up to 50% of patients do not benefit from first drug offered

• Differences in response in genes that coded for drug-metabolite enzyme

Rifampin1 resistance

1 Rifampin can destroy 99% of tuberculosis bacilli.
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Core Applications

ONCOLOGY
(CANCER)

PHARMACOGENOMICS
(PRECISION MED)

GENETIC 
DISORDERS

INFECTIOUS
APPLICATIONS

LUNG

COLON

PGX 74

CYP2D6

HEARING LOSS

“ASSAY BY DESIGN :  CUSTOMIZATION”

BREAST

MELANOMA

HPV CERVIX EPIGENETIC 
(METHYLATION)

NIPT

COVID-19
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Trusted by Leading Clinical Labs

http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=A6vFfGU4uW4bgM&tbnid=0aMbZtrS5MT10M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.storagenewsletter.com/news/business/beijing-genomics-institute-isilon-iq&ei=XMPlUee6AcTmiwLcpoD4Bw&bvm=bv.49405654,d.cGE&psig=AFQjCNGBF87ug4vWZRJ6qwQfLeUmzP4NMA&ust=1374098632426077
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International Publications

2021

4,000+
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Proteomics Precision and Accuracy for High-throughput

Challenges of large-scale precision medicine studies
• Multiple sample collection sites

• Thousands of samples

• LCMS laboratories across the world

Analytical 
Variability

Biological 
Variability

Case vs. 
controls

Within one series of experiments

Between series of experiments in one lab

Between laboratories, operators, continents 
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• Standardized high-throughput capillary-flow LC-MS methods

• Robustness of high-throughput (HT) capLC-MS separations

• Reproducibility within one laboratory and multiple series of experiments

• Multi-site reproducibility of proteome profiling: cell lysate and crude plasma

• Deeper single-shot proteome profiling with AI data processing

Study Design and Results

Test samples

HeLa protein digest Plasma protein digest

Low-flow LC-MS setup Data Analysis 
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Multi-OMICs Workflow

MULTI-SCALE DATA 
ACQUSITION

DNA SEQUENCING

TRANSCRIPTOMICS

PROTEOMICS

METABOLOMICS

METADATA

STAGE 1

No Change 
From Control

Dynamic 
Change

DepletionConstant Shift

UNDERSTANDING BASIC 
DIFFERENCES

STAGE 2

UNDERSTANDING 
CORRELATION IN DATA

STAGE 3

UNDERSTANDING METABOLIC 
OR SIGNALING MECHANISMS

1

2

3

4

STAGE 4

ITERATE
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Understanding Proteomics 

Translate from Coding Sequence
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Type of Proteomics Approaches

Bottom-up Top-down

Peptide Identification

Protein Modification

Protein Quantitation

1. Bottom up หรือ Short Gun จะใชการเทียบขอมูลที่ได กับฐานขอมูลขนาด

ใหญซึ่งมีการอัพเดทมาอยางยาวนาน จึงสามารถระบุ Seq ของเปปไทดที่ได 

รวมถึงสามารถระบุถึง Species ของตัวอยางไดอีกดวย

2. Top Down หรือ Intact Protein จะใชการวิเคราะห Seq ของโปรตีน จึงใชใน

การ Characterization โปรตีนหรือแอนติบอดี

3. การเกิด Post Translation Modification (PTM) จะเปนการเติมโมเลกุล

อื่นๆเขาไปในโปรตีน เชน การเติมหมูนํ้าตาล การเติมหมูฟอสเฟต เปนตน ซึ่งจะ

สัมพันธกับการแสดงออกของโปรตนี
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Proteomics Workflow



22

Applications

System Biology – Pathway, Network, Complex interaction 

Biological Processes – Protein expression, Cellular protein

Bio-Markers – Discovery of disease, diagnostics, treatment, monitoring

Drug Targets – Evaluate biological processes with drug treatment, toxicity
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Intact Protein Analysis (Biopharmaceutical)
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Protein Mapping: Glycosylation
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Proteomics in Precision Medicine

• Up to 50% of patients do not benefit from first drug 

offered

• Differences in response to the differences in genes 

that code for drug-metabolite enzyme

• 30% of breast cancer case found an over expression 

of HER2

• Antibody drug names Herceptin® (trastuzumab) can 

half the tumor when used with chemotherapy

• Characterization of antibody need a proteomics
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Proteomics Helps Advance the Understanding Cancer
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Orbitrap™ Trend Nowadays

By the end of 2021, the publication ratios in each years, compared to those of 2010, 
show superiority of the publication growth from Orbitrap technology 3 times higher than that of TOF. 
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Publication Growth on nature.com

Orbitrap, 19.3

ToF, 6.3

Year Orbitrap ToF

2010 61 165
2011 87 189
2012 112 219
2013 188 255
2014 219 361
2015 380 516
2016 625 734
2017 794 830
2018 755 813
2019 934 934
2020 1042 971
2021 1176 1042
Total 6373 7029
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Hi-end Q-ToF Technology

Ion Mobility Q-ToF
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Orbitrap™ Technology

(r,φ)            (r,z)

• An ion packet of a selected m/z enters the field 

• Increasing voltage squeezes ions

• Voltage stabilises and ion trajectories are also stabilized

• Angular spreading forms a ROTATING RING
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Orbitrap™ Powered by Fourier Transform

• Free Induction Decay (FID)

Time Domain ->Fourier Transform -> Spectrum (Frequency Domain)
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Mass Resolution
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Δm
= 0.786

Low Resolution

R = 786.6 = 1,000
0.786

0.0056
Δm

= 0.0056

High Resolution

R = 786.44258 = 140,000

m    - measured mass
Δm - peak width measured at 50% peak intensity (Full Width Half Maximum) 

Formular :  C42H58N8O7

Exact Mass: 786.4428

3-[(1H-indol-3-yl)methyl]-6,18-dimethyl-9-(2-methylpropyl)-12-(1-phenylethyl)-15-
(propan-2-yl)-1,4,7,10,13,16,19-heptaazacyclotricosane-2,5,8,11,14,17,20-heptone
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Mass Accuracy – Elemental Composition
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Low Resolution

Accuracy = 0.1572   x 106= 200 ppm
786.4428

786.4428

High Resolution

Accuracy = 0.002 x 106 = 0.3 ppm

Formular :  C42H58N8O7

Exact Mass: 786.4428
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Mass Measurement by Q-ToF

Exact mass (1 ppm RMS) 

Only 2 scans 
<2ppm

Only 1 scan <2ppm

3.9 RMS 13.8 RMS
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Mass Measurement by Orbitrap™

0.1 ppm

0.1 ppm

0.2 ppm

0.06 ppm

0.1 ppm

0.06 ppm

0.1 ppm

0.2 ppm

0.06 ppm

0.06 ppm

0.1 ppm

0.2 ppm

< 2 RMS
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Comparative (Quantitative) Proteomics

LABEL-FREE LABELLED

APEX

IBAQ
ALF

emPAI
NSAF

Label-free
SpikeTides

TMT

SILAC

ICAT iTRAQ

AQUA Dimethyl

18O

15N

QconCAT
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Labelled Vs Label-free

Categories LABEL-FREE LABELLED

Time Sequential Pooled 

Sample Prep Pre-treatment Labelled

Comparability Difficult Easy 

Bio-informatics Need Software/Labor

Cost Cheap Expensive
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Tandem Mass Tag (TMT)

TANDEM MASS TAG (TMT) เปนเทคนิคการติดฉลากไอโซบารริก โดยมีวัตถุประสงค

ในการระบุชนิดและปริมาณของโปรตีนในตัวอยางที่คอนดิชันตางๆกัน

• ออกแบบครั้งแรกโดยบริษัท Thermo Fisher Scientific

• แตละ Plex ตางกันที่การแทนที่ดวยไอโซโทป

• ประกอบดวย NHS-Ester (R), Spacer (N) และ MS/MS reporter (M)

• เกิดพันธะโควาเลนตกบัหมูอะมิโนของเปปไทดที่ปลาย N และไลซีน

Resolution >15,000 FWHM
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TMT-Based Approach to Quantify

PROTEOME DISCOVERER + SEQUEST®
                                            + MASCOT® 

MAXQUANT+ ANDROMEDA®
                                        

PERSEUS
                                        

PROSIGHTPD

MASH 
EXPLORER

PROTEIN 
DECONVOLUTION

BIOPHARMA 
FINDER

TOPIC SUITE/ TOPMG

T
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Quantitative Proteomics for Cancer Biomarkers 
Discovery

A : Remove high abundance protein from crude plasma

B: Label-free approach after in-solution digestion

C: Label-base quantitation

D: MS/MS experiment with labelled synthetic peptide.

An Integrated Quantitative Proteomics Workflow for Cancer Biomarker Discovery and Validation in 
Plasma, Kumar V, et al.

B C1 C2 



40

Stage 2: Understanding the Basic Differences 

Complex biology

• >10,000 protein IDs

• Microbiome

• PTMs

• Pathway analysis

• Proteoform analysis

• Protein structure

Complex acquisition methods

• TMT – SPS MS3

• Glycopeptides – HCD-triggered->

CID->EThcD

• Cross-linking – MS2/MS2/MS3 

• Top down – CID, ETD, HCD, 

EThcD, UVPD

Complex studies/Large datasets

• 100’s of raw files

• Results need to presented 

 by sample, not raw file

• Statistics and proper study 

 design are required

Results interpretation

• How to denote significantly 

 changing proteins/peptides?

• What is already known about 

 proteins of interest?

• How do we make biological

 conclusions?
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Study management Customizable workflows

Biological annotation Powerful visualization tools
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Two Basic Approaches

UNTARGETED : SHOTGUN 
PROFILING TARGETED : ANALYTICAL 

BIOCHEMISTRY

• Many known & more 
Unknown

• Relative abundances 
of hundreds 
compounds

• Potentially a powerful 
phenotyping

• Analysis is tough

• Biological Pathway
• Flavonoids, 

Hormones
• Quantifiable
• Analysis is easy
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Metabolomics Workflow

Statistical AnalysisTrendsPathways

Data Acquisition

Lists of 
Compounds

Data Processing

Metabolites

t-MS/MS

Sample Preparation
Sample 

Collection

Spectral Interpretation 
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Orbitrap™ Identifies Biomarker for Early Cancer

25 Control
14% Male
Age 50-78

50 Early Lung Cancer (IA-IIB)
28% Male
Age 53-86
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Stage 3: Understand the Correlation in Data 

Completely coordinated (ideal) 
behavior

Non coordinated behavior

Roll up from peptides to proteins to 
pathways Using Law of Parsimony 

Data Analysis

Roll up from metabolite IDs to to 
pathway Using Law of Parsimony 

Data Analysis

EMERGENT PROPERTIES

Differential metabolites Differential proteins

Generic Integration Algorithm

Metabolomics AnalysisProteomics Analysis
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Stage 4: Understand the Pathway and Metabolism 

1

2

3

4

STAGE 4

ITERATE
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• Background : Breast Cancer (BC) is the most commonly cancer. Mammography and 
ultrasonography are main clinical screening

• Experiment : 216 participants, including BC, benign and healthy control (HC). Plasma samples were 
collected to perform untargeted metabolomics and proteomics

• Goal : Find alternative and explore the possibility of specific metabolic signature.

Case Study : Breast Cancer

Integrative analysis of plasma metabolomics and proteomics reveals the metabolic 
landscape of breast cancer, Rui An et al. 2022.
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Metabolomics Pipeline & Result

red -> upregulated metabolite
blue -> downregulated metabolite 



48

Proteomics – Metabolomics Networking

• A total of 2103 proteins encoded by 1538 genes were 
identified, of which 1934 proteins encoded by 1407 
genes were quantified

• Potentially biomarkers
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• The alanine, aspartate and glutamate pathways, glutamine and glutamate metabolic pathways, and 
arginine biosynthesis pathways were the critical biological metabolic pathways in BC

• Proteomics identified 29 upregulated and 2 downregulated proteins in BC

• Aspartate aminotransferase (GOT1), L-lactate dehydrogenase B chain (LDHB), glutathione synthetase 
(GSS), and glutathione peroxidase 3 (GPX3) were closely involved in these metabolic pathways

Summary
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