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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 a aplikace metod pro uchovani, zpétné vyvolani a analyzu
biologickych dat
« sekvence nukleovych kyselin (NK) a proteinu
« proteinové struktury
* funkce proteint
 metabolické a regulacni drahy (pathways)

« molekularni interakce (napr. protein-protein, protein-NK, NK-NK)

2. Cohen, J. Bioinformatics - an introduction for computer scientists. ACM Comput. Surv. 36, 122—158 (2004).



1. Co je to bioinformatika? 6

Pribuzné discipliny
« data mining
« analyza dat z rdznych perspektiv a ,dolovani“ shrnujicich
(zobecnénych) informaci
« matematicka a teoreticka biologie
« matematicka prezentace, zpracovani a modelovani biol. procesu
+ lékarska informatika
 tvorba databazi 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(/MS) analyza peptidua)
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Priklad vyuziti bioinformatickych nastroju

« protein-protein interakce zalozené na datech z hmotnostni spektrometrie
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2. Evoluce proteinu, proteinové domény

Jedna z prvnich aplikaci bioinformatiky

— srovnani primarnich sekvenci (sekvencni homologie)

« BLAST - Basic Local Alignment Search Tool (dale podrobnéji)

* 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, zména stavajicich domén (na urovni 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
kombinovanych 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)
« strukturni podobnost (sekundarni a terciarni struktura proteinu/domeény)

« funkéni podobnost (nezavisla na sekvencni a strukturni podobnosti)

« doménové rodiny a superrodiny a podobnost
« sekvencni podobnost -oménové rodina
* evolucné mladsi (mutace v kratké dobé -akv. podobnost zachovana)
« strukturni, funkéni podobnost -oménové superrodina
» stejni proteinovi prarodiCe, evolu¢né starsi (dlouhodoba mutace

sekvence -3kv. podobnost nemusi byt zachovana)
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Hlavni zdroje pro klasifikaci domén

» klasifikace domén do superrodin a rodin

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

 SCOP (Structural Classification Of Proteins)

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

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

e zpracovavanou jednotkou je proteinova doména

14
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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 proteinti v evoluc¢né spjatych prot. rodinach
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Proteinoveé rodiny a superrodiny — online zdroje

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

« proteinove databaze pro vybrané kompletné sekvenované organizmy

B. pouzivaji riizné casti proteinu pro predikci rodin/superrodin

* integralni zdroje

» sbiraji informace z vice zdroju a prezentuji na jediném misté

* InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) — priklad P12345, P04637

« CDD (Conserved Domain Database)

16



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

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

Signature databases

ProtClustDB Dec 2 2010/ NCBI RefSeq Clique based Functional domains 627757, 10885
http://ww.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, 1598
http://lexpasy.org/prosite/ profiles

PRINTS 41.1/ UniProtK Fingerprints 20@

http:/iwww.bioinf.manchester.ac.uk/
dbbrowser/PRINTS/index.php

ProDom 2006.1/CG267/ UniProtKB/267 MKDOM2 574656/301126
http://prodom.prabi.frifprodom/ completed genomes
current/html/home.php (one from plants)
SMART 6.1/ UniProtKB/760 HM 895
http://smart.embl-heidelberg.de/ completed
genomes
(one from plants)
TIGRFAMs 10.0/ UniProtkB H s Functional domains 4025
http://www.jcvi.org/cms/research/ \>
projects/tigrfams/overview/
PIRSF 2.74/ UniPr s N Functional domains 3248 (curated)
http://pir.georgetown.edu/ (-\\ \
pirwww/dbinfo/pirsf.shtml
SUPERFAMILY 1.75/ p ted VHMMs SCOP domains 2019
http://supfam.cs.bris.ac. enomes\(2
uk/SUPERFAMILY/ A nts)/Un\ro Bf
GENE3D 10.0.0/ 186§ compleigd” HMMs CATH domains 2549
http://gene3d.bioch noxies
ucl.ac.uk/Gene3
PANTHEH 7. Gf 48 completed genomes HMMs Functional domains 6594
(three from plants)
tu
UniProtKB Signature Gene3D, HAMAP, 21186
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. Pfam, SMART, COGs,
gov/Structure/cdd/cdd.shtml ProtClustDB signatures

1. Chothia, C. & Gough, J. Genomic and structural aspects of protein evolution. Biochemical Journal 419, 15 (
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Co ziskam znalosti proteinoveé rodiny/superrodiny?

« predpokladana funkce proteinu
« pokud neni protein sam o sobe jiz detailné prostudovan...

* navazujici GO (gene ontology) terminy — viz. pristi prednaska

» klasifikace v systému proteinovych rodin/superrodin

* navaznosti na jiné rodiny, metabolické drahy atd.

» dulezité napr. pri studiu seznamu proteinii/genti se zménénou
hladinou/expresi
« datamining
« proteiny vétSinou nepusobi samostatné, paralelni drahy, atd.
« pripadné Ize pozorovat zmény u proteinu nasledujicich/pfedchazejicich

v kaskadé zmén v reakci na konkrétni stimul



3. Taxonomie a fylogeneze
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Taxonomie

« taxon
« skupina zijicich €i jiz vymrelych organizmu se
spoleénymi znaky, jimiz se odliSuji od jinych taxonu
(organizmu v téchto taxonech)
« taxonomické déleni A
* pfri objeveni nového organizmu
* manualni tridéni dle spole€nych a jedinecnych
znaku

* snaha o shodu s fylogenezi — evolu¢nim vyvojem

organizmu
« zakladni taxonomické kategorie — viz. obr. v domeéna

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

wikipedie


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

3. Taxonomie a fylogeneze

Fylogeneze (fylogeneticky vyvoj)
« evoluéni vztah organizmu
« vyuziti morfologickych dat a v posledni
dobé hlavné vysledky molekularniho
sekvenovani
-Joluéni VyVoj organizmu

-Iogeneticky strom

1,Feld: pmng Ry e
W, Pdi: xyq (o Stimmame |

I,Hl'.:}:l (f Sramm) | Radix
sallen Jmagliohe Fille dor
umimrsalen Genealagie dir

fylogeneticky strom - Haeckel (1866)
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Fylogenetické stromy

« grafické znazornéni pribuzenskych vztaht mezi riznymi taxonomickymi
jednotkami / jednotlivymi druhy / geny
» tvorba fylogenetickych stromu
« definovani ,,podobnosti“ mezi napr. taxonomickymi jednotkami
 morfologické vlastnosti — vzdalenost dana dulezitosti morf. znakii
« sekvencni podobnost na urovni genomti (i proteinu)
 podobnéjsi tax. jednotky jsou si ve fylogenetickém stromu blize

* ruzné zobrazeni fyl. stromu: nezakorenény (A), zakorenény (B), aj.

22
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Fylogenetické stromy (2) — priklad komplexnosti

» tvorba fylogenetickych stromu

 moznosti pro pripad 4 organizmu ‘Ikem 3 (nezakorenény), resp. 15

(zakoreneéeny)

* moznosti pro pripad 10 organizmt — celkem ~2 resp. ~34 M...
Pouze jeden je spravny...

-/uiiti morfologickych, sekvencnich cCi jinych informaci
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Fylogenetické stromy (3) — vybrané nastroje
 iTOL - interactive Tree Of Life (http://itol.embl.de/index.shtml)

« automatizované zobrazeni fylogenetického stromu — sekvencni data
* pro organizmy se znamym genomem, pripadné vlastni data
« struktura nemusi nutné odpovidat evoluci — nepresna data, gen.

anomalie (napf. horizontalni pfenos genu)

 phyloT (http://phylot.biobyte.de/)

« pracuje s taxonomickym zarazenim dle NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/taxonomy/)

 manualné editované razeni organizmu, které jsou pritomné ve
verejnych sekvenénich databazich (~10% z celkového poctu
znamych organizmu...)

« export vysledkl; zobrazeni v iTOL s obdobnymi moznostmi zobrazeni

24
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Fylogeneticka podobnost — organizmy s nezverejnénym

genomem
« pouziti dostupnych informaci pro evolucné co nejblizSi organizmy
« priklad 1 - identifikace proteinil pomoci hmotnostni spektrometrie (MS)
 bézné se vychazi ze znamych prot. sekvenci (znam genom)
* co kdyz organizmus nema zverejnény genom?
* pouziti proteinové databaze pro evolucné blizky organizmus
» A) databazové hledani primo proti této databazi
* B) de novo sekvenace peptidii a BLAST de novo peptidu
« napfriklad Trichinella spiralis versus Trichinella pseudospiralis
« drive T.pseudospiralis bez verejné dostupného genomu/proteomu
« vyuzivan proteom pro T. spiralis
* dnes uz sekvencni informace pro oba organizmy...

 jen dalsi ukazka dynamiky celého odvétvi!!l
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Fylogeneticka podobnost — organizmy s nezverejnéenym

genomem

« priklad 2 — nedostacujici anotace proteinti pro organizmus zajmu

genom/proteom znam, ale neni znama funkce/popis danych proteint
pouziti modelového organismu s lepsi anotaci proteint a evoluéné
blizkého

 BLAST jednotlivych proteint vicéi databazi model. organizmu
napriklad N.tobaccum versus A.thaliana

« zlepSeni anotace proteinl tabaku tim, ze provedeme BLAST

jednotlivych tabakovych proteint proti A.thaliana databazi
* nejlepsi hit z A.thaliana se vezme pro anotaci tabakového proteinu

« je mozné pouzit i vice modelovych organizmd...



4. BLAST, srovnavani sekvenci
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Zakladni formaty proteinovych sekvenci/databazi

« FASTA format — hlavicka specificka pro zdrojovou databazi, relativné malo

informaci; postacuje pro ziskani a dalsi zpracovani proteinové sekvence

sp|P04637| P53 _HUMAN Cellular tumor antigen p53 OS=Homo sapiens GN=TP53 PE=1 SV=4
MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGP
DEAPRMPEAAPPVAPAPAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPSQKTYQGSYGFRLGFLHSGTAK
SVTCTYSPALNKMFCQLAKTCPVQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQSQHMTEVVRRCPHHE
RCSDSDGLAPPQHLIRVEGNLRVEYLDDRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNS
SCMGGMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENLRKKGEPHHELP
PGSTKRALPNNTSSSPQPKKKPLDGEYFTLQIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAGKEPG
GSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKKLMFKTEGPDSD

« xml format

 komplexni forma s kompletni informaci k danému proteinu ze zdrojové
databaze

« konkrétni forma specificka pro zdrojovou databazi — xml schéma

« obsahuje napr. kompletni taxonomii zdrojového organizmu; znamé
modifikace; vycet interak€énich partneru, oznaceni v jinych databazich

a jiné bioinformaticky (automaticky) zpracovatelné informace


http://www.uniprot.org/uniprot/P04637.xml
http://www.uniprot.org/uniprot/P04637.xml
http://www.uniprot.org/uniprot/P04637.xml

4. BLAST, srovnani sekvenci pA)

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

srovnani proteinovych €i nukleotidovych sekvenci (vétSinou FASTA format)
riizné algoritmy dle vstupu (protein ¢i nukleotid) a typu srovnani
nejbéznejsi algoritmy (pro proteiny)
» blastp — protein-proteinova databaze
« blastx — nukleotid (pfeklad na proteinovou sekvenci)-proteinova
databaze
vybrané specialni algoritmy — k hledani vzdalené pribuznych proteint
 PSI-BLAST - Position Specific Iteration BLAST
* po blastp ze zvoleného poc¢tu sekvenci vytvori novou pozicneé-
specifickou skérovaci matrici (PSSM), kterou pouzije v dalSim
hledani; tento postup je mozno nékolikrat opakovat
- DELTA-BLAST - obdoba PSI-BLAST; vyuziva predpripravené PSSM

dle konzervativhnich domén v NCBI databazi -'chlejéi a citlivejsi
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Query sequence: PQGEFG

Zakladni kroky BLAST algoritmu

y 7 e ’ - ® Word 1: PQG
1. generovani k-pismennych useku — ,,slov*

Word 2: QGE
(parametr word size)

Word 3: GEF

« proteiny — bézné K = 3; nukleotidy — bézne K = 11 Word 4: EFG

2. prohledani kazdého ,,slova“ vuci cilové databazi a ponechani téch slov,
kde se nasla shoda prekracujici stanovené limitni skére -igh scoring
words

3. hledani high scoring words z databaze; hledana uplna shoda — exact match

4. rozsireni exact match na obé strany puvodniho k-pismenného slova a
hledani high-scoring segment pairs (HSPs) pro kazdy exact match —
rozsirovani do doby, dokud neklesa skoére pro puvodni exact match

5. zhodnoceni statistické vyznamnosti jednotlivych HSPs

6. spojeni HSPs do delSich useku

7. vypocet expectation value (E)



31

[ BT

ych

In

V4

A4
/4

= w

sirovani a

w

€ Se uvazujl pri

/4

cet skoére
h roz

/ 4

é zameény v rea

Fi jejic

I 4
e

ice pro vypo

- r

ychslovip
proteinech jejichz identita je vetsi nez 62%

t
tnosti aminokyselinov

1 4
ré

-pismenn
ce

I

ich k
iji od

kvenc
orovacl ma
tn

ko
tice BLOSUM62
(0 \Y;

ani se
cni s

oreseo

srovnavani prvo

HSPs
éznéjsSi ma

sk

v W

matice ,,substitucnich* skoére pro jednotlivé AK, kter

Substitu
nejb

4. BLAST, srovn

Ry BBy Ry

[ R Ry e R ]
[ I I T I |

BENmAmmom ]
LI I B I N | [ I |

llﬂmslﬂ_n—nsﬂmln—nlrjﬂ.ﬂnl_I._I..I__I_._.J.I_.I_.d.
LI I R D R I B | [ I I D I Y I N B |

=l O el T e e O e D LR e Y el 2 el 0 0 e el
] i LI I I | LI | i _ 1 [ |

ln-ma.d.ln-ms.d.aﬂ-m‘.ndndauandlﬂ-nll.d.al.d.
LI I R U T B I N | [ I I R I A I N B |

1333133434*&3103—413133314
LI I R O T B I N | [ I I D I R I N B |

N EmMOOC@EM M e 0l D DD O 0
] i ] [ I U I I I IO N B | 1 [ |

OMNOE MM S S M 00 M e e
| R I I I I I O O e e |

_I.ﬂ_ﬂ_.n-nd.nd5*&0331ﬂm31ﬂ_13ﬂmﬁm1414
1 1 1 [ | [ I I I | [}

110035n¢n¢03a¢10310_I_n.n.l.nda"...&.l..d.
LI I |

JommMmom im0 Mmoo
LI R R N e N IO e e e e A

ﬁmﬂnlﬁﬂdﬂ.ﬁ-&ll«d.ﬂ.laslﬂ_14334114
[ | LI I R I O I N N B B |

5.0/blocks.dat

0.6979, Expected = -0.5209

D C g E G H I L E M

Nad.U;b130001330—;~3ﬂ.104ﬁm33014
1 [ | LI | [}

_I__._Jﬂ_.n-n.d.l_ﬂ..n-nﬂ_.dﬁnnd.l_sﬂn.l_13—.&31."_1.4
[ | 1 1 LI I R I R A I | [}

R e I W= B R o R R e e I I N =T o I o =Tt B -
[ IR I I N R A R O O I | | I N I |

TEREEEYS AAZO0CE DD M E R0 M

4]
el
e
[=]
B
Fe )
e
- 3
-
o™
. e,
o™ =l
A=)
B [=]
a e
7]
5
L] e
L 1 %]
Eon
4=
19
i o
=
] el
o 1%
A [+]
) [5]
EE [4i]
o
B
]
B
L i}
]
EER
[} —
Eeo
x
AA5
98
o (=]
L

o
u
=}
1]
@
B
E|
B

b=l
a

el
B
]
Q
7]
E]
a
B
|

—
Q
1]

*

Blocks Database = /data/blocks

Cluster Percentage: >= 62

Entropy =
A R

bstituce
é subst.

V 4 -’

zaokrouhleno na cela cisla

po diagonale nejvétsi skoére

€jsi su
(62% ident. [Eicastsjsi jev)

w

t
— mene cas

— cas

+ hodnoty

- hodnoty



4. BLAST, srovnani sekvenci 32

Substitucni skérovaci matice pro vypocet skore (2)
* typ matice by mél byt uzptiisoben délce hledané sekvence
« word size se doporucuje snizit u proteinti na 2 v pripadé kratkych sekvenci

(peptidy Ci mensi proteiny)

Délka (poCet AK) | Substituéni matice
PAM-30
PAM-70

BLOSUM-80
BLOSUM-62
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Priklady webovych BLAST rozhrani

 Pubmed (http://blast.ncbi.nim.nih.qov/Blast.cqi)

 UniProt (http://www.uniprot.org/blast/)

Offline moznosti

 BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)
* nejen pro BLAST...

* moznost pouziti vlastnich databazi atd.
 blast+ (ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/)

« sada nastroju pro praci v pfikazové radce
« priklad prikazu:
blastp -db ,databaze” -out .kam zapsat vystup” -word_size 3 -gapopen 11 -gapextend 1 -

threshold 11 -outfmt "6 std positive ppos" -num_threads 4 -comp_based_stats 2

o http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279675/ - seznam moznosti
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Zhodnoceni vystupu BLAST

« expectation value (E) — hlavni parametr
« pocet sekvenci z databaze, které se priradi hledané sekvenci se
stejnym skore pouze dilem nahody - relevantni E pod ~0,05-0,001
« zalezi na konkrétni aplikaci a nasledné validaci vystupu...
* hodnoti se i délka sekvence -krétkych sekvenci obecné vyssi E
« identities — pocet identickych aminokyselin (AK) z hledaného proteinu

« positives — pocet AK s podobnymi fyzikalné chemickymi vlastnostmi
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Moznosti davkové BLAST (Pubmed)

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi

nékolik desitek az stovek proteint
moznost prochazet individualni vysledky
moznost stazeni shrnutych vysledku + zpracovani v externim programu

priklad — proteiny Nicotiana tabacum

Srovnani sekvenci dvou ¢€i vice proteinu (UniProt)

http://www.uniprot.org/align/

obdobny pristup jako pri BLAST
kfizové srovnani v pripadé vice srovnavanych sekvenci

priklad: srovnani vybranych sekvenci Ig Light Chain gammna


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.uniprot.org/align/

Déekuji za pozornost
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