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5. Biologické sit é

Biologické sit é
« snaha o zachyceni celého sv éta pomoci jeho jednotlivych slozek (  nodes) a
vztah i mezi nimi ( edges) — vytva reni siti (networks )

» prvopocatky jiz v 18. stoleti...

* biologicka si t = sada molekul ( napf. proteind, geny, metabolity = nodes)
propojenych pomoci definovanych, funk  €nich vztah a (napf. protein-protein

interakce = edges)



5. Biologické sit é

Biologické sit é — priklady

 metabolicke drahy ( metabolic pathways )

* spojuji proteiny (nodes) skrze produkty a reaktanty (edges)

» produkt jednoho = substrat druhého

 napf. KEGG; WikiPathways
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5. Biologicke sit é

Biologicke sit é — priklady (2)

sité regulace gen U (gene regulatory networks

; DNA-protein interaction
networks )

transkrip €ni vztah mezi dv éma proteiny

jeden protein ovliv Auje expresi genu druhého proteinu



5. Biologické sit é

Biologické sit é — priklady (3)

» protein-protein fyzicke interakce — ze sit € samotné nen ima informace o
| T If

—_
©
=<

vyznamu dane interakce...
e nodes-— ?
e edges- ?

« pfriklady databazi

e STRING
(www.string-db.orQ) :"_ ..___*
« MINT
L=y

« DIP -
. BioGRID &



5. Biologické sit é

Biologické sit é — priklady (4)
» proteiny anotované do stejné kategorie genové ontol ogie (GO) — viz. dale
* proteiny p Fitomné ve stejné GO kategorii maji spole €éné napfF.
» a) lokalizaci v bu nAce (napf. jaderna membrana)
* b) molekularni funkci ( napf. vazba iontt Ca)

* ) biologicky proces, ve kterem participuji (  napf. metabolismus Ca)

(dle prislusného ,,GO terminu®, vysvétleno dale...)
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Biologickeé ontologie, KEGG



6. Biologicke sit é
Biologické ontologie, KEGG

Biologické ontologie
e ontologie = systém kategorii (termin  0; terms) do kterych jsou za Fazeny

jednotlivé informa ¢€ni jednotky, spolu s jejich vlastnostmi a vztahy

» biologické ontologie — p Fiklady
« proteiny ( gene products) — genova ontologie (GO)...
o prubéh bunééného déleni (Cell Cycle Ontology)

« vyvoj rostliny A. thaliana (Arabidopsis development)

« stale zivy proces uprav/oprav/doplin  éni ontologii; neni staticke

* OLS - Ontology Lookup Service

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

« jednotny p Fistup k vice ontologiim

* moznost prochazet celé ontologie, p  Fipadn é vyhledavat terminy
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6. Biologicke sit é
Biologické ontologie, KEGG

Genova ontologie (GO)

nejvice rozpracovana biologicka ontologie

e jak co do poctu termind, tak co do poctu anotovanych polozek (genut/prot.)

spole éné terminy pro vSechny organizmy

tFi GO domeény
 bunééna komponenta ( cellular component )
* informace o bunécéné lokalizaci proteinu
 molekularni funkce ( molecular function )
« informace o funkci proteinu
» biologicky proces ( biological process )

» informace o procesech, kterych se protein ucastni

GO Slims (podmnozina GO termin G; organizmus, specificka aplikace, ...)

http://www.geneontology.org/ + AmiGO prohlize € (online, offline)
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6. Biologicke sit é
Biologické ontologie, KEGG

Genova ontologie (GO) (2)

» kde se berou data pro GO?

« kazda anotace obsahuje informaci o svém p

 A) manualn é pfifrazené spravcem ( curator )

uvodu — evidence code

« experimental evidence codes = z realného experimentu

« computational analysis evidence codes

= z in silico analyzy

e author statement evidence codes = tvrzeni autora + citace

e curatorial statement codes = tvrzeni spravce, nepat Fi vyse...

(vSechny kategorie se dale d éli...)

 B) automaticky p Ffifazené (bez zasahu spravce)

* automatically-assigned evidence code

 Inferred from Electronic Annotation

(IEA)
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6. Biologicke sit é
Biologické ontologie, KEGG

Spole éné znaky anotovanych protein G v ontologiich

e srovnani protein U na zaklad é jejich anotace v ramci dané ontologie, nap
v GO — seémanticka podobnost
* jak jsou si proteiny blizké z pohledu jejich za  Fazeni do GO termin

« vetSinou pouzivana
e srovnani protein U na zaklad é jejich funkce — funk ¢€éni podobnost
e napf. proteiny se stejnou funkci lokalizovaneé v jiné ¢éasti bu nky

« z pohledu GO termin G mohou byt relativn & vzdalené

» stejn & jdou srovnavat spole ¢€né znaky a blizkostinap F. GO termin

F.
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6. Biologicke sit é
Biologické ontologie, KEGG

KEGG

KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
http://www.genome.jp/kegq/

manualni katalogizace znalosti biologickych system U v pocitaGoveé
zpracovatelné podob é

¢erpa z dosavadnich znalosti v dané problematice

z informaci na nizké biologické Grovni nam umozni odvo dit informace na
vySSi biologické urovni
* napfiklad ze seznamu regulovanych gen u/protein a odvodi informaci o

ovlivh énych metabolickych drahach — KEGG Pathway

obdobn é i napF. http://www.rectome.orqg
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7. Biologicke sit e

Priklady pouziti

16



7. Biologicke sit é

Priklady pouziti 17

Vliv nizkomolekularni latky na rostlinu

» identifikace sady ovlivn énych protein

jsou tyto proteiny zahrnuty v odpovidajici metabolic ké draze? (KEGG)

« fungoval experiment dle predpokladu?

jake jiné metabolické drahy byly ,vyznamn  é&" zastoupeny?

» objevilijsme i jiné, dosud nepotvrzene, ale souvisejici metabolické drahy?

jsou znamy proteinové komplexy mezi nalezenymi protein y?

» dokazi nam tyto pomoci pfi interpretaci vlivu latky na rostlinu?

je mezi proteiny zastoupeno vice protein U z konkrétniho GO terminu?
 na zakladé danych GO termind je mozZno odvodit souvislosti s funkci €i

lokalizaci probihajicich (i sekundarnich) déju



7. Biologicke sit é
Priklady pouziti

Vliv nizkomolekularni latky na rostlinu

e identifikace s¢ ° T T
A uprésguiated in the shool upregulated in he nool
. JSOU ’[ytO prOtE — fownregulated in the shool = === downreguiated in the ool e,) (KEGG)
e fungoval , . FGAM,
» jake jiné meta
« objevili js \ [ENO1Y! ' Ibolické drahy?
* jSou znamy pi ?
o dokazi né [asP3] 11654220, | u?
. . . | _ | VAT '
* |e mezi proteil : > terminu?
 na zaklac ' ti s funkci &i
H H — | ASHF3
lokalizaci ' GAD" |
& AT3IG1 7300
(MAT4)"

Zd'arska, M. et al. Plant Physiol. 161, 918-930 (2013).



7. Biologicke sit é
Priklady pouziti

Interak €ni partne Fi zvoleného proteinu

« vidime jiz znamée interak €ni partnery?

pozitivni kontrola pribéhu experimentu

* nové pozorovane interakce

predpoklad moznych interak €nich partner G

« vhodné provedena negativni kontrola!

» nékolik biologickych replikatd pro vzorek i kontrolu!
studium biologickych vlastnosti moznych interak ¢nich partner
(GO terminy, metabolické drahy, ...)

« zapadaji tyto do jiz znamych informaci o funkci, lokal izaci aj.

zvoleného proteinu?
* je mozné predikovat nepotvrzenou funkci proteinu?

 jsou patrné souvislosti s lokalizaci naseho proteinu ?

19




7. Biologicke sit é
Priklady pouziti

Studium proteinu, se vztahem k onkol. onemocn  éni...
* jsSou pro tento protein znamy proteinoveé interakce?

* uinterakénich partnerl zvySena pravdépodobnost, Ze se tyto proteiny

aktivné nebo pasivné ucastni daného onemocnéni; GO analyza

* je znama lokalizace proteinu v bu nce?
» lokalizace muze souviset s funkci (konkrétni funkce proteinu ¢asto vazana

na jeho bunécénou lokalizaci)
* je znama uloha proteinu v n ékteré metabolické draze?

 mozna uloha (i nepfima, ovliviujici napf. ,jen* dostupnost klicového

proteinu) drahy v onemocnéni — jeji proteinove i neproteinové komponenty

—> potencionalni cile dalSiho studia a nové le  ¢by
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7. Biologicke sit é
Priklady pouziti

,Zdravi versus nemocni“ —rozdiln & exprimovane proteiny

kterych metabolickych drah se proteiny u  €astni?

» vysvétluje to dusledky, pribéh, ... vlastni nemoci?

jsou rozdilné proteiny p fevazné lokalizované v n ékteré z organel?
* ma tato informace souvislost se vznikem/prubéhem/vznikem nemoci v

konkrétnim misté organizmu?

je mezi proteiny ,, €asto” p fitomen konkretni GO termin?

* ma tento termin souvislost se vznikem, pribéhem, projevem onemocnéni?

21




7. Biologicke sit e

Analyza biologickych siti

22



7. Biologicke sit é

Analyza biologickych siti 23

Analyza siti ( network analysis ) — na co si dat pozor?
» falesSn é pozitivni i negativni informace v biologickych siti ch
» Castéji faleSné negativni — absence pfislusnych proteinu v sitich

e duvodem nedostatecna citlivost/specifita sou¢asnych pfistupu pro studium

« mnoho dat v databazich z predik ¢€nich studii
« | pres kontrolu nemusi zcela odpovidat zdrojovym datiim a skutecnosti

* nékdy Ize vylouCit z analyzy (napf. automaticky anotované GO...)
« stale vime velmi malo...
« dulezitost sekvencnich a funkénich homologii u proteint bez anotace

* rychly vyvoj v anotaci protein U a vyvoji bioinformatickych nastroj 0!

« volba vhodnych otazek, na které nam biologickeé sit & dokazou dat odpov éd’



7. Biologicke sit é
Analyza biologickych siti

Analyza siti — jak se postavit k vystup um?

 manualni validace vystup

e OVeérenim p avodnich zdroj G

 pochybovat a ptat se

e nesnazit se proces analyzy a ov éreni vysledk U urychlit

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

« drahé a €asov é naro éné = dukladné ov éreni predchozich krok u!

* neni dulezité jak to vypad4, ale co a jak se ztohodavy €ist...

24




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

Universal Protein Resource (UniProt)

e http://www.uniprot.org

* bohata anotace protein 0 s odkazy na specializované databaze/zdroje
« Siroké moznosti vyuziti v databazi p  fFitomnych informaci
o ,mapovani“ identifikator 0 z rtiznych databazi ( napf. UniProt — KEGG)
« tabulkovy format s vybranymi informacemi o sad é protein U (stazeni...)
 mozny pohled ze strany ur ¢ité taxonomie, nemoci, bun é¢éné
lokalizace...

e informace o p fitomnosti sady protein 0 v metabolickych drahach, GO
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8. Vybrané on-line zdroje 57

Universal Protein Resource (UniProt) (2)
» odkud bere proteinové sekvence?
« veétSina (~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 U ¢€elem anotace a klasifikace protein

* na zaklad é sekv. homologii
» takto zpracovany protein je zaveden do UniProtKB/TrEM  BL databaze

« je-li protein vybran pro manualni zpracovani, proved e spravce ( curator)

jeho manualni za fazeni do UniProtKB/SwissProt databaze



8. Vybrané on-line zdroje

Universal Protein Resource (UniProt) (3)

* UniProtKB/SwissProt — manualni zpracovani ( curation ) spravcem

kontrola sekvence — neni-liv p Gvodni sekvenci chyba

sekven €ni analyza — manualn é kontrolované predikce atd.

studium literarnich zdroj 0 — dodany biologicky relevantni informace k
proteinu na zaklad & dostupnych publikaci; nazev genu, funkce
proteinu, enz. aktivita, subc. lokalizace, p  fifazeni GO termin G k
proteinu atd.

ziskani informaci o proteinové rodin & — zjiSt éni pFipadnych ¢€lent
proteinove rodiny a jejich spole  €éné zpracovani

pFidani zdroj a — z jakého konkr. zdroje pochazi ta které informace;
moznost ov éfeni pFitomnych informaci ,u zdroje*

kontrola kvality, integrace, aktualizace — vSechnama  nudln é pfidana

data zkontrolovana a zakomponovana do nové verze Swiss  Prot db.
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8. Vybrané on-line zdroje
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8. Vybrané on-line zdroje

Universal Protein Resource (UniProt) (5)

e typy proteinovych set U v UniProtKB proteinové databazi
* UniProtKB/TrEMBL — automaticky klasifikované a anotov ane
* | zde probihaji automaticky fizené opravy...
* UniProtKB/SwissProt — po manualni oprav € spravcem ( curation)
« Complete Proteome Set — pro kompletn é sekv. organizmy ( T+S)

 Reference Proteome Set - vybrané modelové organizmy ( T+S)
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8. Vybrané on-line zdroje 31

Universal Protein Resource (UniProt) (6)

e typy proteinovych set U v UniProtKB proteinové databazi
« UniRef — UniProt Reference Clusters
» seskupené primarni sekvence do klastr 0 na zaklad é sekv.
podobnosti
e umoz nuje skryt ,redundantni” proteinové sekvence
* UniRefl00 — seskupeny zaznamy se 100% identitou
e UniRef90; UniRef50
* snizeni po €tu sekvenci ( 0 ~58 a 79%) — BLAST a.
» seskupovano dle kritérii — SwissProt, jméno, organizm us, délka
* UniParc — databaze proteinovych sekvenci
« unikatni identifikator pro kazdou primarni sekvenci (UNI)
« identifikator se nikdy nem éni, ani nemaze

» vedle sekvence informace o zdrojoveé databazi, identif  ikatoru atd.



8. Vybrané on-line zdroje

PubMed

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

vice orientovana na genomova data, ale...

Protein Clusters — obdoba UniRef

RefSeq — obdoba SwissProt; mén é informa €éné ,hodnotné*; oproti

SwissProt cca 4M RefSeq zadznam

obdobn é informace o jednotlivych organizmech, taxonomiich a j.

* nenabizi tak Siroké moznosti filtrovani a prace s pro

sekvencemi jako UniProt

mimo to i indexace v édeckych publikaci aj.

teinovymi
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8. Vybrané on-line zdroje

Expasy

e http://lexpasy.org

e sada nastroj U pro praci s proteiny/geny
» pfevazneé nastroje z dilny Swiss Institute of Biolnformatics

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

e puvodn é pouze proteomicky portal

* rozSifen (2011) o genomické, transkriptomické aj. informace anas  troje

European Bioinformatics Institute  (EBI)

» http://www.ebi.ac.uk/services

« opét sada bioinformatickych nastroj 0 a databazi pro studium protein 0 a
souvisejicich informaci

 napf. zminovane InterPro; GeneOntology.org; OLS; ...

33




8. Vybrané on-line zdroje

bioinformatics.ca Links Directory

» http://bioinformatics.ca/links directory/

e sady odkaz U na ruzné kategorie on-line zdroj

OMICtools

« http://omictools.com/; op ét sada bioinformatickych nastroj U

Reactome

e http://www.reactome.org

 obdoba KEGG, p fevazne pro lidské drahy

Pax-DB
e http://pax-db.org/#'home

e databaze abundanci jednotlivych protein

U v organizmech @&ijejich €astech
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9. Nékolik zamysleni zav érem
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9. Nékolik zamysSleni zav érem 36

Rychly vyvoj bioinformatickych aplikaci/databazi
* vznika hodn é nastroj u/databazi, které nejsou nasledn & pouzivané
* nepouzivané nastroje Casto dale nevyvijené, neaktualizované (pritomnost
chyb, které se objevi az pfi masivnim pouzivani...), pouzivaji zastaralé
algoritmy, pouzivaji starSi proteinové databaze...
e vyznam ,zavedenych® zdroj U bioinformatickych nastroj G/databazi
(UniProt, Pubmed, EBI, Expasy)
e napf. anotace proteinu, vytvareni biologickych siti — lidské kapacity
* dlouholeté zkuSenosti nutné k strednédobému smérovani vyvoje
« dulezita graficka stranka programu/databaze a prvotni ,j ednoduchost*
o dulezité pro rychlé ,rozkoukani®, user friendly uzivatelské prostfedi
* vyznamna p fedchozi zkuSenost s praci v aplikaci/s databazi
* nové aplikace to nemaji snadne...

e davod pro€ i napadité nastroje mohou zUstat nepouzivany



9. Nékolik zamysSleni zav érem

Rychly vyvoj bioinformatickych aplikaci/databazi (2)
* neékolik let (nejen v bioinformatice) je velmi dlouha doba
« aktualizace minimalné 1x roc¢né&, optimalné mésicéni, pulrocni
* | pfes to mohou starSi nastroje fungovat lepe nez novéjsi...
« pfipadné nic ,lepSiho“ neni
« dulezité celosvétoveé reference a citovanost/pouzivani (recentni) daného
nastroje/databaze

« bioinformatické aplikace/databaze neni mozné nevyvije  t/neaktualizovat

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

» Skolici programy/workshopy/staze v bioinformatickych centrech
 EBI, SIB aj.
* vyznam spolupraci — jeden tym €asto nedokaze pojmout celé spektrum

pouzitych nastroj U, pFistup i v€etné interpretace vystup 0
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10. Priklad vyuziti bioinformatickych

nastroj U
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10. Priklad vyuziti bioinformatickych nastroj 4

Zavedeni problemu

e studium proteinovych komplex U vybraného proteinu

* imunoprecipitace proteinovych komplex u (IP experiment )

protilatka proti proteinu (bait), u kterého chceme zjistit jeho partnery
dva hlavni pfistupy
« protilatka imobilizovana napfr. na kulickach (magneticke, v kolonkach)
« protilatka se prida do volného roztoku a nasledné ,lovime* protilatku
vhodné opakovat experiment s riiznymi 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, lépe 5 od vzorku i negativni kontroly

39




10. Priklad vyuziti bioinformatickych nastroj &

LC-MS/MS analyza pull-down vzork u
« digesce protein U = peptidy ( napf. trypsinem; peptidy konéi R nebo K)
« LC-MS/MS analyza sm ési peptid U
e peptidy vstupuji do MS v po Fadi rostouci hydrofobicity ( LC separace)
e MS zjisti MW peptid G a ziska MS/MS spektra

(fragmentacni spektrum vybraného peptidu)

nap¥. peptid ANELLLNVK
(MW 1012.5917 Da)

A NELLLHVE ¥
AN ELLLMVE
ANE LLLMVE %
ANEL LLMVE ¥
AMELL LMHVE ¥
ANELLL MVE ¥
ANELLLN VE
ANELLLNV K "

o OO oD oD oo o
[ TR R R

1. MW,,, =1012.5923 Da 526 4
(0,6 ppm chyba)

2. zmérené fragmenta €ni - .
(MS/MS) SpEktI’um = 1B b :J::ﬁ:[m-w

" yo 2981 4112

(CID; ,collision induced dissociation®) 1471

¥THE0
bE-hH3 E10.5
524.3 [

T3
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10. Priklad vyuZziti bioinformatickych nastroj  a 11

Zpracovani LC -MS/MS dat
« LC-MS/MS data z analyz pull-down vzork G po digesci = MS/MS spektra
 Fadoveé 10 000 — 1 000 000 MS/MS spekter
* identifikace peptid U
« vychazime z proteinové databaze, nap F. TAIR (Arabidopsis thaliana)
* insilico se vytvo Fi seznam moznych peptid U
o >20 algoritm G pro automat. p Fifazeni MS spektra moznym peptid Gm

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

e jiny algoritmus = jiny p Fistup = ruzna citlivost = odliSné vysledky
SEQUEST

= kombinace algoritm U

= zvySeni po €tu pozitivnich identifikaci

X!Tandem Mascot




10. Priklad vyuziti bioinformatickych nastroj &

Zpracovani LC -MS/MS dat (2)

decoy proteinova databaze a FDR ( false discovery rate )
e decoy databaze — napf. obracené sekvence, nahodné sekvence proteinu
« identifikace peptidu v cilové (TAIR) i decoy proteinové databazi

= jeden z moznych p Fistup U jak ur €it FDR — peptidova urove n

target = X
decoy =Y

FDR=1% =Y /X x 100

po et MS/MS spekter

- el

-~ -
'E Sl [ ] | 1

peptidové skore (v étsi, lepsSi)
Decoy B Target
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10. Priklad vyuZziti bioinformatickych nastroj  a 43

Zpracovani LC -MS/MS dat (3)
« zidentifikovanych peptid G k protein am pFfitomnym ve vzorku
« problém u bottom-up pfistupu (digesce proteind, analyza az peptidd)
v MS analyze vidime jen malou €ast z napf. tryptickych peptid G proteind a
navic nevime ze kterych proteint pozorované peptidy plivodné pochazi...
= problém s ur éenim seznamu protein U pFitomnych ve vzorku
(sadé peptidu muze odpovidat vice proteint — isoformy, sekv. homology;

proteiny identifikované jen na jeden peptid?)
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Pohled na seznamy identifikovanych protein U

» dva seznamy identifikovanych protein G v naSem IP experimentu
o vzorek po IP experimentu s naSim proteinem —sada pro  teinu A
o slepy vzorek; ,bead proteome” — sada protein U B

* CO nas zajima v nasem IP experimentu nejvice?

» sada protein a A, které zarove n nejsou v sad é protein U B
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Pohled na seznamy identifikovanych protein U (2)
e proteiny ,navic“v A
o 1) kvalitativni zm ény (A:,, ano“, B: ,ne")
« citlivost pouzitého pfistupu...
» proteiny identifikované relativné slabé v A mohou byt v B takée pritomny!
o 2) kvantitativni zm ény (A: ,, vice“, B: ,méné")
* mMO0Zno pracovat pouze s intenzitami A a B peptid a — ,label-free *
e pfesnost, spravnost?
» vzorky A a B byly zpracovany tak, ze jsme pomoci MS schopni rozlisit
mezi A a B (napf. SILAC — ,Stable Isotope Labeling by Amino acids in
Cell Cultures* — komplikované u rostlin, nekompletni inkorporace
znacenych AA; dusik °N)
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Co se seznamem protein U ,havic“? — vybrané moznositi

« 1) manualni prohledani dostupnych informaci v liter ature

« 2) www.UniProt.org ( ID mapping; informace, dalSi databaze; GO, pathways)
« 3) DAVID http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp

 4) PANTHER http://go.pantherdb.org/

 5) ANAP http://gmdd.shgmo.org/Computational-Biology /ANAP

e jen pro At
» Source database — ¢€erpa znamé informace z databaze interakci
» Detection method — predikce moznych protein-protein int erakci

(u predikované interakce uvadi davod pro predikci)

 6) Cytoscape
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Dékuji za pozornost
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