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5. Biologicke sité

Biologické sitée
 snaha o zachyceni celého svéta pomoci jeho jednotlivych slozek ( )a
vztahl mezi nimi ( ) - ( )

» prvopocatky jiz v 18. stoleti...

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

interakce = edges)



5. Biologicke sité

Biologické site — priklady

metabolické drahy (metabolic pathways)

napr. KEGG; WikiPathways
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5. Biologicke sité

Biologické sité — priklady (2)
sité regulace gent (gene regulatory networks; DNA-protein interaction

networks)
transkrip€ni vztah mezi dvéma proteiny

jeden protein ovliviiuje expresy genu druhého proteinu
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5. Biologické sité 7

Biologické sitée — priklady (3)

protein-protein fyzické interakce — ze sité samotné neni prima informace o

vyznamu dané interakce...
* nodes-7?
- edges-"7?

« priklady databazi

STRING

(www.string-db.orqg) .
MINT
DIP
BioGRID



http://www.string-db.org/
http://www.string-db.org/
http://www.string-db.org/

5. Biologicke sité

Biologické sitée — priklady (4)
« proteiny anotované do stejné kategorie genové ontologie (GO) — viz. dale
« proteiny pritomné ve stejné GO kategorii maji spolecné napr.
« 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...)



6. Biologicke site

Biologické ontologie, KEGG



6. Biologicke sité 10
Biologické ontologie, KEGG

Biologické ontologie
« ontologie = systém kategorii (terminti; terms) do kterych jsou zarazeny

jednotlivé informacni jednotky, spolu s jejich vlastnostmi a vztahy

« biologické ontologie — priklady
« proteiny (gene products) —
« prubéh bunécného déleni (Cell Cycle Ontology)

« vyvoj rostliny A. thaliana (Arabidopsis development)

« stale zivy proces uprav/oprav/doplnéni ontologii;

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

- jednotny pfristup k vice ontologiim

« moznost prochazet celé ontologie, prfipadné 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/

6. Biologicke sité
Biologické ontologie, KEGG

Genova ontologie (GO)

* nejvice rozpracovana biologicka ontologie
« jak co do poctu terminu, tak co do poc€tu anotovanych polozek (proteinu)

« spole€né terminy pro vSsechny organizmy

 bunééna komponenta ( )
» informace o bunécéné lokalizaci proteinu

« molekularni funkce ( )
* informace o funkci proteinu

» biologicky proces ( )

» informace o procesech, kterych se protein ucastni

(podmnozina GO termint; organizmus, specificka aplikace, ...)

- http://Iwww.geneontology.org/ + prohlize¢€ (online, offline)
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http://www.geneontology.org/

6. Biologicke sité

Biologické ontologie, KEGG 12

Genova ontologie (GO) (2)

 kde se berou data pro GO?

obsahuje informaci o svém plivodu - evidence code

spravcem/kuratorem (curator)
« experimental evidence codes = z realného experimentu
« computational analysis evidence codes = z in silico analyzy
« author statement evidence codes = tvrzeni autora + citace
» curatorial statement codes = tvrzeni spravce, nepatri vyse...

(vSechny kategorie se dale déli...)

(bez zasahu spravce)
 automatically-assigned evidence code

* Inferred from Electronic Annotation (IEA)



6. Biologicke sité
Biologické ontologie, KEGG

Spoleéné znaky anotovanych proteint v ontologiich

« srovnani proteinl na zakladé jejich anotace v ramci dané ontologie, napr.
v GO -
« jak jsou si proteiny blizké z pohledu jejich zarazeni do GO terminu

« vetsSinou pouzivana

« srovnani proteint na zakladé jejich funkce —
* napf. proteiny se stejnou funkci lokalizované v jiné ¢asti bunky

« z pohledu GO terminti mohou byt relativhé vzdalené

13




6. Biologicke sité 14
Biologické ontologie, KEGG

KEGG
« KEGG=
 http://www.genome.jp/keqq/

katalogizace znalosti biologickych systému v pocitacové
zpracovatelné podobé
« cCerpa z dosavadnich znalosti v dané problematice

« zinformaci na nam umozni informace na

« napriklad ze seznamu regulovanych gent/proteinti odvodi informaci o

ovlivnénych metabolickych drahach —

 obdobné i napr. http://www.rectome.orqg



http://www.genome.jp/kegg/
http://www.genome.jp/kegg/
http://www.rectome.org/

| ParkmNsONS DIsEASE |

IMitochondrial
dysfunction
Dioparinergic newron \‘
The ubig uitin pathway ATP depleton ot
\ I sDE Pi
E1 E2 \4_ U thasom
UBAl]  [UkHIE] —————————— ( —————————= ———————————————T—*Papﬁdes
teasoine syster |
(05 ]-—» [0 ] O s
. ~ B3 [P |
Endoplasmic-reiculura- ~ _ _ g Parkin-substates |
ot o : m e \\ Subgtrate ¥ securaulsion |
NAEA N [Wec67]  poiyisigutinason y "5 ] wSi22 +—{SHEA]= ——t@m___:mﬁ;‘:s__ll_'““w”
|1 |
o—" Uhbiguitin mediated] [ uB | ——p Endoplsraie |_l_. | |
s | proteolysis [ uB | RN l
| =Stavei IR TH IS
L-H
. | I |
! — - Interacts with | 1 | |
(5] bl T
UB | *——————— UB | 4—————————————————————— 4= Jr—l* {—T -
Dopeminergic UCHLI o
"CE
v |
I I
o - | | |
Tyrosine |
L-DOPA - Ll
S IiD e I I Ll
| |1
; Diisrupted synaptic : I 1 I
_];hw vesicle funchon - [ I : L
] AR
S
——————————— Oxidatree stess — — — — — — —»-
O > Cell death
FiDS
The mitochondrislpathway . |
Environmental toxins P Mitochonria [
_r'-'-’ |
O——#o0_{DAT [T ————————— LARE] ' Abnomal |
MFTF  MPP+ [PINK1 ]~/ phesphorylation |
Cornplex [ |
Rﬂo LS ] defierney |
tenone . : Wlitochondrial dysfunetion :
transport chain I
Cexm] 1 -I:ﬂ:reasadROSI
Oridative b s T B ALTP ion = —
; [Cx1v ] depleti
phosplonaton 0+0 Fall in mitochondis]
) ADF Pi pofential
o
ATP
05012 341412

{¢) Kanehisa Laboratories




7. Biologicke site

Priklady pouziti
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/. Biologicke site

Priklady pouziti 17

identifikace sady ovlivnénych proteint
» jsou tyto proteiny zahrnuty v odpovidajici metabolické draze? (KEGG)
» fungoval experiment dle predpokladu?
« jaké jiné metabolické drahy byly ,,vyznamné* zastoupeny?
» objevilijsme i jiné, dosud nepotvrzeng, ale souvisejici metabolické drahy?
* jsou znamy proteinové komplexy mezi nalezenymi proteiny?
« dokazi nam tyto pomoci pfi interpretaci vlivu latky na rostlinu?
* je mezi proteiny zastoupeno vice proteintl z konkrétniho GO terminu?
* na zakladé danych GO terminu je mozno odvodit souvislosti s funkci €i

lokalizaci probihajicich (i sekundarnich) déju



/. Biologicke site
Priklady pouziti

Vliv nizkomolekularni latky na rostlinu
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/. Biologicke site
Priklady pouziti

Interak€ni partneri zvoleného proteinu
* vidime jiz znamé interakéni partnery?
« pozitivni kontrola pribéhu experimentu
* nové pozorované interakce
« predpoklad moznych interakénich partnert
* vhodné provedena negativni kontrola!
» nékolik biologickych replikatu pro vzorek i kontrolu!
« studium biologickych vilastnosti moznych interakénich partnert
(GO terminy, metabolické drahy, ...)
« zapadaji tyto do jiz znamych informaci o funkci, lokalizaci a;.
zvoleného proteinu?
* je mozné predikovat nepotvrzenou funkci proteinu?

» jsou patrné souvislosti s lokalizaci naseho proteinu?

19




/. Biologicke site
Priklady pouziti

* jsou pro tento protein znamy proteinové interakce?
* U interakCnich partneru zvySena pravdépodobnost, Ze se tyto proteiny

aktivné nebo pasivné ucCastni daného onemocnéni; GO analyza

* je znama lokalizace proteinu v bunce?
» lokalizace muZze souviset s funkci (konkrétni funkce proteinu ¢asto vazana

na jeho bunécnou lokalizaci)

* je znama uloha proteinu v nékteré metabolické draze?
* mozna uloha (i nepfima, ovliviiujici napf. ,jen® dostupnost klicového

proteinu) drahy v onemocnéni — jeji proteinové i neproteinové komponenty

20




/. Biologicke site
Priklady pouziti

« kterych metabolickych drah se proteiny ucastni?

« vysvétluje to dusledky, prabéh, ... vlastni nemoci?

* jsou rozdilné proteiny prevazné lokalizované v nékteré z organel?
« ma tato informace souvislost se vznikem/pribéhem/vznikem nemoci v

konkrétnim misté organizmu?

* je mezi proteiny ,,asto” pritomen konkrétni GO termin?

« ma tento termin souvislost se vznikem, prabéhem, projevem onemocnéni?

21




/. Biologicke site
Priklady pouziti

Analyza siti (network analysis) — na co si dat pozor?
- falesné pozitivni i negativni informace v biologickych sitich
« Castéji faleSné negativni — absence pfislusnych proteinu v sitich

« ddvodem nedostatecna citlivost/specifita souc¢asnych pfistupu pro studium

« mnoho dat v databazich z predik¢énich studii
« | pfes kontrolu nemusi zcela odpovidat zdrojovym datum a skutecnosti

» nékdy lze vylouCit z analyzy (napf. automaticky anotované GO...)

 stale vime velmi malo...

« dulezitost sekvencnich a funkénich homologii u proteint bez anotace

22




/. Biologicke site
Priklady pouziti

Analyza siti — jak se postavit k vystupum?

« manualni validace vystup

« ovérenim puvodnich zdroju

« pochybovat a ptat se

* nesnazit se proces analyzy a ovéreni vysledkd urychlit

« experimentalni ovéreni zavéru (napf. bunécné linie s mutantni formou genu)

« drahé a ¢casoveé narocné =

23




8. Vybrané on-line zdroje
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8. Vybrané on-line zdroje

25

Universal Protein Resource (UniProt)

 http://www.uniprot.orq

 bohata anotace proteintl s odkazy na specializované databaze/zdroje

» Siroké moznosti vyuziti v databazi pritomnych informaci

,mapovani“ identifikatorl z riiznych databazi (napf. UniProt — KEGG)
tabulkovy format s vybranymi informacemi o sadé proteint (stazeni...)
mozny pohled ze strany urcité taxonomie, nemoci, bunéc¢né
lokalizace...

informace o pritomnosti sady proteinii v metabolickych drahach, GO


http://bioinformatics.ca/links_directory/

8. Vybrané on-line zdroje 26

Universal Protein Resource (UniProt) (2)

 odkud bere proteinové sekvence?
« veétsSina (~98 %) z nukleotidovych databazi CDS (coding sequences)
« sekvence zadavany jednotlivymi vyzkumnymi skupinami
« EMBL-Bank/GenBank/DDBJ
* pod International Nucleotide Sequence Databases (INSD)
* translace na proteinovou sekvenci
« automatické zpracovani za ucelem anotace a klasifikace protein

* na zakladé sekv. homologii
« takto zpracovany protein je zaveden do databaze

» je-li protein vybran pro manualni zpracovani, provede spravce (curator)

jeho manualni zarazeni do databaze



8. Vybrané on-line zdroje

Universal Protein Resource (UniProt) (3)

UniProtKB/SwissProt — manualni zpracovani (curation) spravcem
— neni-li v pavodni sekvenci chyba
— manualné kontrolované predikce atd.

— dodany biologicky relevantni informace k
proteinu na zakladé dostupnych publikaci; nazev genu, funkce
proteinu, enz. aktivita, subc. lokalizace, pfifazeni GO terminu k
proteinu atd.

— zjisténi pripadnych ¢lenl
proteinové rodiny a jejich spole¢né zpracovani
— z jakého konkr. zdroje pochazi ta které informace;
moznost oveéreni pritomnych informaci ,,u zdroje*
— v§echna manualné pridana

data zkontrolovana a zakomponovana do nové verze SwissProt db.

27




8. Vybrané on-line zdroje

TrEMBL/SwissProt .o . e e e
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8. Vybrané on-line zdroje

Universal Protein Resource (UniProt) (5)

* typy proteinovych setl v UniProtKB proteinové databazi
— automaticky klasifikované a anotované
* izde probihaji automaticky rizené opravy...
— po manualni oprave spravcem (curation)
— pro kompletné sekv. organizmy (T+S)

— vybrané modelové organizmy (T+S)

29




8. Vybrané on-line zdroje

Universal Protein Resource (UniProt) (6)

* typy proteinovych setl v UniProtKB proteinové databazi
— UniProt Reference Clusters
« seskupené primarni sekvence do klastru na zakladé sekv.
podobnosti
 umoznuje skryt ,redundantni“ proteinové sekvence
 UniRef100 — seskupeny sekvence se 100% identitou
 UniRef90; UniRef50
* shizeni poc€tu sekvenci (0 ~58 a 79%) — BLAST aj.
« seskupovano dle kritérii — SwissProt, jméno, organizmus, délka
— databaze proteinovych sekvenci
« unikatni identifikator pro kazdou primarni sekvenci (UNI)
« identifikator se nikdy neméni, ani nemaze

« vedle sekvence informace o zdrojové databazi, identifikatoru atd.



8. Vybrané on-line zdroje 31

o http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

* vice orientovana na genomova data, ale...
— obdoba UniRef
— obdoba SwissProt; méné informacné ,,hodnotné*; oproti

SwissProt cca 4M RefSeq zaznamii
 obdobné informace o jednotlivych organizmech, taxonomiich a;j.
* nenabizi tak siroké moznosti filtrovani a prace s proteinovymi

sekvencemi jako UniProt

« mimo to i indexace védeckych publikaci aj.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

8. Vybrané on-line zdroje 39

 http://expasy.org

« sada nastroju pro praci s proteiny/geny
« prevazné nastroje z dilny Swiss Institute of Biolnformatics

(SIB; http://www.isb-sib.ch/)

* puvodné pouze proteomicky portal

« rozsiren (2011) o genomické, transkriptomickeé aj. informace a nastroje

http://www.ebi.ac.uk/services

« opét sada bioinformatickych nastroju a databazi pro studium proteint a
souvisejicich informaci

* napfr. zminované InterPro; GeneOntology.org; OLS; ...


http://expasy.org/
http://www.isb-sib.ch/
http://www.isb-sib.ch/
http://www.isb-sib.ch/
http://www.isb-sib.ch/
http://www.ebi.ac.uk/services
http://www.ebi.ac.uk/services
http://www.ebi.ac.uk/services

8. Vybrané on-line zdroje

bioinformatics.ca Links Directory

 http://bioinformatics.cal/links directory/

« sady odkazli na rizné kategorie on-line zdroju
* nékteré nastroje/databaze jiz nejsou aktualizované, nutno oveérit

« moznost komentovat aj.

Reactome

 http://www.reactome.orq
e obdoba KEGG

« prevazné pro lidské drahy

Pax-DB

 http://pax-db.org/#!home

- databaze abundanci jednotlivych proteinti v organizmech ¢i jejich ¢astech

33
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9. Nekolik zamysleni zavéerem
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9. Nékolik zamysleni zaverem 35

Rychly vyvoj bioinformatickych aplikaci/databazi
« vznika hodné nastroju/databazi, které nejsou nasledné pouzivané
* nepouzivaneé nastroje Casto dale nevyvijené, neaktualizované (pritomnost
chyb, které se objevi az pfi masivnim pouzivani...), pouzivaji zastaralé
algoritmy, pouzivaji starsi proteinové databaze...
* vyznam ,zavedenych“ zdroju bioinformatickych nastroju/databazi
(UniProt, Pubmed, EBI, Expasy)
* napf. anotace proteinu, vytvareni biologickych siti — lidské kapacity
» dlouholeté zkusenosti nutné k strednédobému smeérovani vyvoje
« dulezita graficka stranka programu/databaze a prvotni ,jednoduchost
« dulezité pro rychlé ,rozkoukani®, user friendly uzZivatelské prostredi
* vyznamna predchozi zkusenost s praci v aplikaci/s databazi
* noveé aplikace to nemaji snadné...

« davod proc€ i napadité nastroje mohou zlstat nepouzivany



9. Nékolik zamysleni zaverem

Rychly vyvoj bioinformatickych aplikaci/databazi (2)
* neékolik let (nejen v bioinformatice) je velmi dlouha doba
« aktualizace minimalné 1 rocCné&, optimalné mésicni, pulroCni
» | pfes to mohou starSi nastroje fungovat lépe nez novéjsi...
* pfipadné nic ,lepSiho” neni
« dulezité celosvétove reference a citovanost/pouzivani (recentni) daného
nastroje/databaze

« bioinformatické aplikace/databaze neni mozné nevyvijet/neaktualizovat

« pfi vytvareni nastroje/databaze nutno pocitat s udrzitelnosti jeho vyvoje...

- EBI, SIB a;.
— jeden tym casto nedokaze pojmout celé spektrum

pouzitych nastroju, pristupti v€etné interpretace vystupu
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Zavedeni problému

« studium proteinovych komplexti vybraného proteinu

* imunoprecipitace proteinovych komplext (/P experiment)

protilatka proti proteinu, u kterého chceme zjistit jeho partnery (bait)
dva hlavni pristupy
« protilatka imobilizovana napf. na kulickach (magnetickeé, 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 — podminky pro interakce jako in vivo
vystupem pull-down roztoky — proteiny vazajici se na bait a nesp. proteiny
paralelné experimenty bez bait — negativni kontrola — bead proteome

minimalné 3 biologické replikaty, [épe 5 od vzorku i negativni kontroly
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LC-MS/MS analyza pull-down vzorku
« digesce proteini = peptidy (napf. trypsinem; peptidy kon¢i R nebo K)
« LC-MS/MS analyza smési peptidi
« peptidy vstupuji do MS v poradi rostouci hydrofobicity (LC separace)
« MS zjisti MW peptidu a ziska MS/MS spektra
(fragmentacni spektrum vybraného peptidu)
napf'. b. A NELLLNVK Vs
(MW Da) o ANE LLINVE v\
b, ANEL LLNVK V¥s|
b ANELL LNVK V¥ |
b ANELLL NVK V¥: |
b ANELLLN VK VY:
by ANELLLNV K ¥
1. MWexp - Da - 5;34
(0,6 ppm chyba) .
4;{34.3 65\1,;5 7
2. zmérené fragmentacni o0 . e
(MS/MS) spektrum = T, b 02 jes V74120
(CID; ,collision induced dissociation*) |22 [ F oEE ei03 |

100 200 300 400 S00 B00 o0 300
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Zpracovani LC-MS/MS dat

« LC-MS/MS data z analyz pull-down vzorku po digesci =
- Fadoveé 10 000 — 1 000 000 MS/MS spekter

« identifikace peptidi

vychazime z proteinové databaze, napr. TAIR (Arabidopsis thaliana)
in silico se vytvori seznam moznych peptidu

>20 algoritm pro automat. prirazeni MS spektra moznym peptidim
(Sequest, Mascot, XTandem!, OMSSA, Phenyx, Andromeda, ...)

jiny algoritmus = jiny pristup = ruzna citlivost = odlisSné vysledky

(AV

"/
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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 (TAIR) i decoy proteinové databazi

S
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(1)}
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=
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Zpracovani LC-MS/MS dat (3)
« zidentifikovanych peptidt k proteinim pfitomnym ve vzorku
* problému pfistupu (digesce proteinu, analyza az peptidl)
« v MS analyze z napf. tryptickych proteinu a

navic nevime ze kterych proteint pozorované peptidy puvodné pochazi...

(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 — sada proteinu
« slepy vzorek; ,,bead proteome* — sada proteinu

* €O nas zajima v nasem IP experimentu nejvice?

« sada proteinu A, které zaroven nejsou v sadé proteint
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Pohled na seznamy identifikovanych proteint (2)

proteiny ,,navic“ v

1)

2)

zmeény (A: ,,ano”, B: ,ne)
citlivost pouzitého pfistupu...
proteiny identifikované relativné slabé v A mohou byt v B také pritomny!

zmeény (A: ,,vice’, B: ,méne’)
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)
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Co se seznamem proteinu ,navic“?

* 1) manualni prohledani dostupnych informaci v literature

« 2) www.UniProt.orq (ID mapping; informace, dalSi databaze; GO, pathways)
- 3) DAVID http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp
* 4) ANAP http://Igmdd.shgmo.org/Computational-Biology/ANAP/ANAP V1.1/

 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_V1.1/
http://gmdd.shgmo.org/Computational-Biology/ANAP/ANAP_V1.1/
http://gmdd.shgmo.org/Computational-Biology/ANAP/ANAP_V1.1/
http://gmdd.shgmo.org/Computational-Biology/ANAP/ANAP_V1.1/

Dekuji za pozornost
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