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1. Co je to bioinformatika?

Co predstavuje ,,bioinformatika“?

e« vicero nazoru..."

- Bioinformatics is conceptualizing biology in terms of macromolecules (in the sense of physical-
chemistry) and, then, applying “informatics” techniques (derived from disciplines such as applied math,
computer science, and statistics) to understand and organize the information associated with these
molecules, on a large scale. (Luscombe, 2001, p. 346)

- The mathematical, statistical and computing methods that aim to solve biological problems using
DNA and amino acid sequences and related information. (Tekaia, n.d.)

« Bioinformatics is the field of science in which biology, computer science, and information technology
merge to form a single discipline. The ultimate goal of the field is to enable the discovery of new biological
insights as well as to create a global perspective from which unifying principles in biology can be discerned.
(National Center for Biotechnology Information, n.d.)

« Computational biology is not a “field”, but an “approach” involving the use of computers to study
biological processes and hence it is an area as diverse as biology itself. (Schulte, n.d.)

+ Biomedical informatics is the science underlying the acquisition, maintenance, retrieval and application
of biomedical knowledge and information to improve patient care, medical education and health

sciences research. (Friedman, n.d.)

1. Fenstermacher, D. Introduction to bioinformatics. Journal of the American Society for Information Science and Technology 56,
440-446 (2005).
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Co predstavuje ,,bioinformatika*“? (2)

 ,,The enormous amount of data gathered by
biologists — and the need to interpret it —
requires tools that are in the realm of

computer science. Thus, bioinformatics. 2

« studium metod pro uchovani, zpétné vyvolani a analyzu biologickych dat

sekvence nukleovych kyselin (NK) a proteint
proteinové struktury

funkce protein

metabolické a regulacni drahy (,,pathways®)

molekularni interakce (napf. protein-protein, protein-NK, NK-NK)

1. Cohen, J. Bioinformatics - an introduction for computer scientists. ACM Comput. Surv. 36, 122—-158 (2004).
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Pribuzné discipliny
« ,data mining“
« analyza dat z rdznych perspektiv a ,dolovani“ shrnujicich
(zobecnénych) informaci
« matematicka a teoreticka biologie
« matematicka reprezentace, zpracovani a modelovani biol. procesu
+ lékarska informatika
» tvorba databaze medicinskych informaci a jejich dalSi vyuziti
* biostatistika
« aplikace a vyvoj statistickych metod pro feseni biologickych a

klinickych problému

« Casty prekryv s témito i s dalsimi obory (zalezi na konkrétni aplikaci)
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Priklad vyuziti bioinformatickych nastroju
« protein-protein interakce zalozené na datech z hmotnostni spektrometrie

spojené s kapalinovou chromatografii (LC-MS analyza peptidul)
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1. Co je to bioinformatika?

Priklad vyuziti bioinformatickych nastroju

« protein-protein interakce zalozené na datech z hmotnostni spektrometrie

spojené s kapalinovou chromatografii (LC-MS analyza peptidul)

LC-MS zaznam

v stupum
pfizpusobené
nastaveni

\ 4

MS/MS spektra

,White box*“

P atazea e

protein-protein interakcni sit
analyza sité: uloha proteinu A z jeho interakci
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2. Evoluce proteinu, proteinové domény

Jedna z prvnich aplikaci bioinformatiky

— srovnani primarnich sekvenci (homologie)

« BLAST - Basic Local Alignment Searh Tool

* proc€ srovnavat primarni sekvence?
« podobnost v primarni sekvenci proteinu
-)dobnost ve strukture proteinu
-odobnost ve funkci proteindi...

Neni tak jednoduché...

10
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Proteinova evoluce a proteinové domeény

« proteinova doména = nezavisla strukturni, funkéni a evolucni jednotka
« 2/3 proteinu jednobunéénych a 80% proteini mnohobunéénych organizmu
je slozenych z vice domén
* vznik ,novych“ proteinl (proteinova, molekularni evoluce)
- kombinace, duplikace, divergence stavajicich domén (na arovni genu)
 kombinace/duplikace/zména domén ‘sto odlisna funkce proteinu

« zmeéna struktury, spoluprace se sousednimi doménami...
» jednodoménové proteiny, stejna doména: ~67% Sance na podobnou funkci

« dvoudoménovy protein, 1 stejna doména: ~35% Sance na podobnou funkci
« v prubéhu evoluce dale nastavaly mutace v duplikovanych ci
zkombinovanych doménach ¢asto se zachovanim strukturni

podobnosti ‘kvenéné odlisné, strukturné podobné
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Proteinova evoluce a proteinové domeény — priklad
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Doménové superrodiny a rodiny (,superfamilies”, ,families”)

« proteinové domény je mozné klastrovat na zakladé podobnosti
« podobnost mozna na vice urovnich
« sekvencni podobnost (primarni struktura proteinu/domeny)
« strukturalni podobnost (sekundarni a terciarni struktura proteinu/domeny)

« funkéni podobnost (nezavisla na sekvencni a strukturni podobnosti)

« doménové superrodiny a rodiny a podobnost
« strukturni, funkéni podobnost -oménové superrodina
» stejni proteinovi prarodiCe, evolucné starsi (mutace sekvence)
« sekvencni podobnost -oménové rodina

 evoluéné mladsi
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Hlavni zdroje pro klasifikaci domén

» klasifikace domén do superrodin a rodin

« SCOP (,,Structural Classification Of Proteins®)

 http://[scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/

« CATH (,,Class, Architecture, Topology, Homologous Superfamily*)
» http://www.cathdb.info/

« cerpaji znamé proteinové sekvence z Protein Data Bank (PDB)

« zpracovavanou jednotkou je proteinova ,,doména*“

14



http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/
http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/
http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/
http://www.cathdb.info/
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Proteinové rodiny a superrodiny

 obdobné jako u proteinovych domén
« Castejsi klastrovani na zakladé ,,sekvencni podobnosti“ (pfevazné
,multiple sequence alignment® algoritmy) 'equence signatures®
» vyuziti primarnich sekvenci proteini ve zvolené databazi
» pri klastrovani je mozno zvazovat rizné casti proteinu
« funkcéni mista proteinu
* funkCni konzervativni motivy
* funkCni domény

» strukturni domény

« proteinova rodina = ,,sekvencné podobné‘“ proteiny
« proteinova superrodina = evolucné spjaté proteinové rodiny (neni nutna

sekvencni podobnost) — souhrn proteintl v evolu¢cné spjatych prot. rodinach
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Proteinoveé rodiny a superrodiny — online zdroje

* ruzné databaze proteinovych rodin a superrodin (viz. dale)
* pouzivaji rizné cilové proteinové databaze (primarni sekvence)
* UniProtKB (SwissProt a TrEMBL)
« NCBI RefSeq

« proteinoveé databaze pro vybrané kompletné osekvenované orgaizmy

* pouzivaji riizné casti proteinu pro predikci rodin/superrodin

* integralni zdroje
» sbiraji informace z vice zdroju a prezentuji na jediném misté
* InterPro
- CDD

16




Signature databases

Bioinformatic tool/URL Database source Clustering Cluster information Protein families
method based on or signatures

ProtClustDB Dec 2 2010/ NCBI RefSeq Clique based Functional domains 627757, 10885
http:/iwww.ncbi.nlm.nih. {curated)
gov/proteinclusters
Pfam 25.0/ UniProtKB HMMs Functional domains 12273 (Pfam-A)
h1:t|;:n:al’.-’p1‘£;|m.sr:lngnner.a(:.ulmIf
PROSITE 20.68/ UniProtKB Patterns, Functional sites 1598
http://lexpasy.org/prosite/ profiles
PRINTS 41.1/ UniProtK Fingerprints Functional conserved 2050
http:/iwww.bioinf.manchester.ac.uk/ motifs
dbbrowser/PRINTS/index.php
ProDom 2006.1/CG267/ UniProtKB/267 MKDOM2 Functional domains 574656/301126
http://prodom.prabi.frifprodom/ completed genomes
current/html/home.php (one from plants)
SMART 6.1/ UniProtKB/760 HMMs Functional domains 895
http://smart.embl-heidelberg.de/ completed
genomes
(one from plants)

TIGRFAMs 10.0/ UniProtkB HMMs Functional domains 4025
http://www.jcvi.org/cms/research/
projects/tigrfams/overview/
PIRSF 2.74/ UniProtKB HMMs Functional domains 3248 (curated)
http://pir.georgetown.edu/
pirwww/dbinfo/pirsf.shtml
SUPERFAMILY 1.75/ 1452 completed HMMs SCOP domains 2019
http://supfam.cs.bris.ac. genomes (27 from
uk/SUPERFAMILY/ plants)/UniProtKB/PDB
GENE3D 10.0.0/ 1867 completed HMMs CATH domains 2549
http://gene3d.biochem. genomes
ucl.ac.uk/Gene3D/
PANTHER 7.0/ 48 completed genomes HMMs Functional domains 6594
http://www.pantherdb.org/ (three from plants)
Integrative signature databases
InterPro 31.0/ UniProtKB Signature Gene3D, HAMAP, 21186
http://www.ebi.ac.uk/interpro/ integration PANTHER, Pfam, PIRSF,

PRINTS, ProDom, PROSITE,

SMART, SUPERFAMILY,

TIGRFAMSs signatures
CDD 2.26/ NCBI Database PSSMs NCBI-curated domains, 41593

http:/Awww.ncbi.nlm.nih.
gov/Structure/cdd/cdd.shtml

Pfam, SMART, COGs,
ProtClustDB signatures

1. Chothia, C. & Gough, J. Genomic and structural aspects of protein evolution. Biochemical Journal 419, 15 (2009).
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Fylogeneticka podobnost
« fylogenetika
« studuje evoluéni vztah organizmu

* pouziva molekularni sekvenovani a
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Fylogeneticka podobnost — organizmy s nezverejnénym

genomem

« pouziti dostupnych informaci pro evolucné co nejblizSi organizmy

« pfri studiu pomoci hmotnostni spektrometrie (MS)

MS bézné vychazi ze znamych proteinovych sekvenci pro organizmy se

znamym genomem...

pouziti EST databaze (,expression sequence tags®)

« vétSinou nekompletni useky cDNA/mRNA (exprimovanych genu)

» sekvencni data relativne nizke kvality (,single pass” sekvenace)

* |ze prepsat do aminokyselinové sekvence
de novo sekvenace/identifikace peptidi (z MS/MS spektra se pfimo urdi
mozny peptid)

- Blast de novo peptidu proti zvolené databazi (omezena taxonomie)



3. Biologickeé site
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Biologické site
 snaha o zachyceni celého svéta pomoci jeho jednotlivych slozek (,,nodes*)

a vztahu mezi nimi (,,edges) — vytvareni siti (,,networks*)

» prvopocatky jiz v 18. stoleti...

« biologicka sit’ = sada molekul (napf. proteind, geny, metabolity = ,nodes")
propojenych pomoci definovanych, funkénich vztahu (napf. protein-protein

interakce = ,edges”)
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Biologickeé sité — priklady
 metabolické drahy (,,metabolic pathways*)
* spojuji proteiny skrze produkty a reaktanty

« produkt jednoho = substrat druhého

* napf.; napr. KEGG; WikiPathways

cast metabolickeé site —
metabolismus Phe (KEGG)




3. Biologické sité

Biologickeé sité — priklady (2)
» sité regulace genu (,,gene regulatory networks‘; ,,DNA-protein interaction
networks*)
« transkrip€éni vztah mezi dvéma proteiny

« jeden protein ovliviiuje expresy genu druhého proteinu

23
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Biologické sitée — priklady (3)
« protein-protein fyzickeé interakce — ze sité samotné neni prima informace o
vyznamu dané interakce...

« priklady databazi

« MINT
- DIP
 BioGRID

« STRING
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Biologickeé sité — priklady (4)
« proteiny anotované do stejné kategorie genové ontologie (GO) — viz. dale
« proteiny pritomné ve stejné GO kategorii maji spolecné
« a) lokalizaci v bunce (napf. jaderna membrana)
* b) molekularni funkci (napf. vazba iontt Ca)

» ¢) biologicky proces, ve kterém participuji (napr. metabolismus Ca)

(dle prislusného GO terminu, vysvétleno dale...)
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3. Biologickeé site

Biologické ontologie, KEGG

26
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Biologické ontologie, KEGG

Biologické ontologie
« ontologie = systém kategorii (termin; ,,terms*) do kterych jsou zarazeny

jednotlivé informacni jednotky, spolu s jejich vlastnostmi a vztahy

« biologické ontologie — priklady
« proteiny (,gene products®) — genova ontologie (GO)...
« prubéh bunééného déleni (,Cell Cycle Ontology®)

* vyvoj rostliny A. thaliana (,Arabidopsis development®)

« stale zivy proces uprav/oprav/doplnéni ontologii; neni statickée

« OLS -,,0ntology Lookup Service*

 http://www.ebi.ac.uk/ontology-lookup/

- jednotny pristup k vice ontologiim

« moznost prochazet celé ontologie, pripadné vyhledavat terminy


http://www.ebi.ac.uk/ontology-lookup/browse.do?ontName=TAIR
http://www.ebi.ac.uk/ontology-lookup/
http://www.ebi.ac.uk/ontology-lookup/
http://www.ebi.ac.uk/ontology-lookup/
http://www.ebi.ac.uk/ontology-lookup/

3. Biologickeé sité
Biologické ontologie, KEGG

Genova ontologie (GO)

nejvice rozpracovana biologicka ontologie

« jak co do poctu terminu, tak co do poc¢tu anotovanych polozek (proteinu)

spolec¢né terminy pro vSechny organizmy

http://www.geneontology.org/ + AmiGO prohlizec¢ (online, offline)

tri GO domeény
 bunécéna komponenta (,,cellular component®)
» informace o bunécéné lokalizaci proteinu
 molekularni funkce (,,molecular function®)
» informace o funkci proteinu
« Dbiologicky proces (,,biological process*)

» informace o procesech, kterych se protein ucastni

GO Slims (podmnozina GO terminu; organizmus, specificka aplikace, ...)

28



http://www.geneontology.org/

3. Biologické sité

Biologické ontologie, KEGG A

Genova ontologie (GO) (2)

 kde se berou data pro GO?

* kazda anotace obsahuje informaci o svém puvodu — ,,evidence code*

 A) manualné prirazené spravcem/kuratorem (,,curator®)
« ,,experimental evidence codes* -reélného experimentu
« ,computational analysis evidence codes* -in silico analyzy
« ,author statement evidence codes* -rzeni autora + citace
« ,curatorial statement codes* -rzeni spravce, nepatri vyse...

(vSechny kategorie se dale déli...)

(bez zasahu spravce)
« ,,automatically-assigned evidence code*

* ,Inferred from Electronic Annotation* ( )
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Biologické ontologie, KEGG oL

Spoleéné znaky anotovanych proteint

« srovnani biologickych entit na zakladé jejich anotace v ramci dané

ontologie — sémanticka podobnost
« srovnani biologickych entit na zakladé jejich funkce — funkcni podobnost

* napr. proteiny se stejnou funkci lokalizované v jiné €asti bunky
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Biologické ontologie, KEGG

KEGG

« KEGG = ,,Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes*

« manualni katalogizace znalosti biologickych systému v pocéitacové
zpracovatelné podobeé

« Cerpa z dosavadnich znalosti v dané problematice

« zinformaci na nizké biologické urovni nam umozni odvodit informace na
vyssSi biologické urovni
« napriklad ze seznamu regulovanych genu/proteint odvodi informaci o

ovlivnénych metabolickych drahach — KEGG Pathway



3. Biologické sité

3. Biologickeé site

Priklady pouziti

32
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Priklady pouziti 33

Biologické sité — pouziti (,,network analysis®)
« sledujeme vliv nizkomolekularni latky na rostlinu a identifikovali jsme sadu
rozdilné exprimovanych proteind...

* jsou tyto proteiny zahrnuty v prislusné metabolické draze? (KEGG)

» jaké metabolické drahy byly ,vyznamne® zastoupeny? (test na statistickou
vyznamnost ,identifikace” (= pokryti) drahy v naSem proteinovém listu) — ,+*
| ,— regulace

* jsou znamy proteinové komplexy mezi nalezenymi proteiny?

* je mezi proteiny zastoupeno vice proteint z konkrétniho GO terminu?

« studujeme interakcni partnery zvoleného proteinu...
» vidime jiz znamé interak¢ni partnery?
* mozno predikovat potencionalni protein-protein interakce; nasleduje

studium spolecnych vilastnosti — GO terminy, metabolické drahy?
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Priklady pouziti

Biologické sité — pouziti (,,network analysis*) (2)
* pozorujeme protein, ktery ma vztah k onkologickému onemocnéni...
* interaguje tento protein s dalSimi proteiny?
(zvySena pravdépodobnost, Ze se tyto proteiny aktivné ucCastni daného

onemocnéni -otencionélni cile dalsiho studia a nové lécby)

* ,zdravi versus nemocni‘ — rozdilne proteiny
« kterych metabolickych drah se ucastni? vysvétluje to dusledky nemoci?

* jsou rozdilné proteiny prevazne lokalizované v nékteré z organel?

34
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Priklady pouziti

Biologické sité — pouziti (,,network analysis*) (3)
* naco si dat pozor?
« falesné pozitivni i negativni informace v biologickych sitich

(nedostatecéna citlivost sou¢asnych pfistupu pro studium)

 mnoho dat v databazich z predikCnich studii

(i pfres kontrolu nemusi zcela odpovidat)
« stale vime malo...

« volba vhodnych otazek, na které nam sité dokazou dat odpoved’



3. Biologické sité
Priklady pouziti

Biologické sité — pouziti (,,network analysis*) (4)
» jak se postavit k vystupiim?

« manualni validace vystup

« ovérenim puvodnich zdroju

« pochybovat a ptat se

« experimentalni ovéreni nasich zaveéru

* neni dalezité jak to vypada, ale co se z toho da vydist...



37
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Zavedeni problému

» studium proteinovych komplexti vybraného proteinu

* imunoprecipitace proteinovych komplext (IP experiment)

protilatka proti proteinu, u kterého chceme zjistit jeho partnery (,bait®)
dva hlavni pristupy
« protilatka imobilizovana napf. na kulickach (magneticke, v kolonkach)
« protilatka se pfida do volného roztoku a nasledné ,lovime® protilatku
nutno opakovat experiment s riznymi protilatkami (epitopy, stérické
zabrany, potvrzeni pfedchozich experimentu)
nativni prostredi pfi experimentech

paralelneé experimenty bez ,bait” — ,bead proteome”
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LC-MS/MS analyza ,,pull-down‘ vzorku

« digesce proteinu ‘ptidy
« LC-MS/MS analyza smési peptidu

« peptidy vstupuji do MS v poradi rostouci hydrofobicity (LC separace)
 MS zjisti MW peptidu a ziska MS/MS spektra

(fragmentacni spektrum vybraného peptidu)

napi. peptid ANELLLNVK b, A NELLLNVK
(MW 1012.5917 Da) Y ANE LLINVK
ANEL LLNVEK

. ANELL LNVEK

. ANELLL NVEK

ANELLLN VK
; ANELLLNV K

1. MW, =1012.5923 Da

exp

(0,6 ppm chyba)

2. zmerené fragmentacni
(MS/MS) spektrum Il
(CID; ,collision induced dissociation*)

b2 va

ba-nHz  360.2 ba-nH3

186.1
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40

Zpracovani LC-MS/MS dat

« LC-MS/MS data z analyz ,,pull-down® vzorkl po digesci = MS/MS spektra
 fFadove 1 000 — 100 000 MS/MS spekter

« identifikace peptidi

vychazime z proteinové databaze, napr. UniRef100, Homo sapiens

in silico se vytvori seznam moznych peptidu

>20 algoritm pro automat. prirazeni MS spektra moznym peptidim

(Sequest, Mascot, XTandem!, OMSSA, Phenyx, Andromeda, ...)

jiny algoritmus -1y pristup -lzné citlivost -iliéné vysledky
kombinace algoritmu [l SI=ellI=E

zvy$eni poétu identifikaci A

X!Tandem V Mascot
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Zpracovani LC-MS/MS dat (2)

- ,decoy” proteinova databaze a FDR (,,false discovery rate“)
« ,decoy” databaze — napf. obracené sekvence, nahodné sekvence proteinu

» identifikace peptidu v cilové i ,decoy” proteinové databazi

-den z moznych pristupt jak urcit FDR — peptidova uroven

o
=
=

S
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=
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Q
2]
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=
b
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50 75

peptidové skére
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Zpracovani LC-MS/MS dat (3)

« zidentifikovanych peptidui k proteiniim
» problém u ,bottom-up* pristupu
v MS analyze vidime jen malou ¢ast z napf. tryptickych peptida proteint a
navic nevime ze kterych proteint puvodné pochazi...
-'oblém s uréenim seznamu proteinu
(sadé peptidi muze odpovidat vice proteinu — isoformy, sekv. homology;

proteiny identifikované jen na jeden peptid?)
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Pohled na seznamy identifikovanych proteint

« dva seznamy identifikovanych proteinil v nasem IP experimentu
« vzorek po IP experimentu s nasim proteinem — Proteiny A

» slepy vzorek; ,,bead proteome* — Proteiny B

* €O nas zajima v nasem IP experimentu nejvice?

43
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Pohled na seznamy identifikovanych proteint (2)
e proteiny ,navic“ v A
« 1) kvalitativni zmeény (A: ,,ano’, B: ,ne") — citlivost pouzitého pristupu...
« 2) kvantitativni zmény (A: ,,vice", B: ,meéné&")
* mozno pracovat pouze s intenzitami A a B peptidl — ,label-free”
* presnost, spravnost?
« vzorky A a B byly zpracovany tak, ze jsme pomoci MS schopni rozlisit
mezi A a B (SILAC — ,Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell

Cultures® — komplikované u rostlin, nekompletni inkorporace znacenych
AA; dusik 15N)



4. Priklad vyuziti bioinformatickych nastroju 45

Co se seznamem proteinu ,,navic“?

1) manualni prohledani dostupnych informaci v literature

2) www.UniProt.org (ID mapping, informace a odkazy na dalSi databaze)

3) DAVID http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp

4) ANAP http://gmdd.shgmo.org/Computational-Biology/ANAP/ANAP_V1.0/

 doplnéni k prednasce

 jen pro At

Source database — ¢cerpa znamé informace z databaze interakci

Detection method — predikce moznych protein-protein interakci

(u predikované interakce uvadi davod pro predikci)

« 5) Cytoscape


http://www.uniprot.org/
http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp
http://gmdd.shgmo.org/Computational-Biology/ANAP/ANAP_V1.0/
http://gmdd.shgmo.org/Computational-Biology/ANAP/ANAP_V1.0/
http://gmdd.shgmo.org/Computational-Biology/ANAP/ANAP_V1.0/

Déekuji za pozornost
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