Identifikace proteinů

Základy práce s databázemi

Seznámíme se s nejdůležitějšími zdroji dat a nástroji pro studium proteinů přístupných na Internetu. Použití si vyzkoušíme na několika praktických příkladech v počítačové učebně a studenti vypracují několik praktických úkolu.

Typy zdrojů informací a nástrojů

Doc. Dr. Zbynek Zdrahal (zdrahal@sci.muni.cz)

http://www.sci.muni.cz/LMFR/Proteomika.html
1. Základní data

– sekvence


NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)


Entrez (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/)

Expasy (http://www.expasy.ch/)

SwissProt (http://www.expasy.ch/sprot/)

– struktura


PDB (http://www.rcsb.org/pdb/)

2. Nástroje

– analýza sekvence, srovnávání více sekvencí 

odkaz na Biology Workbench (http://workbench.sdsc.edu/)

CLUSTAL

BLAST

PHYLIP

· zobrazení struktury

PDB Java Viewer

Cn3D (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml)

Swiss Pdb Viewer (http://www.expasy.ch/spdbv/mainpage.htm)

· Chime (http://www.mdli.com/support/chime)

· předpovídání struktury

Swiss Model (http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html)
I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)
· komplexní

Biology WorkBench (http://workbench.sdsc.edu/)

SwissProt Tools (http://www.expasy.ch/tools/)

3. Odvozená a speciální data

– podobnosti mezi druhy

COG (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/)

– domény

PROSITE (http://www.expasy.ch/prosite/)

· typy skládání

SCOP (http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/)

– fosforylační místa

PhosphoBase (http://www.cbs.dtu.dk/databases/PhosphoBase/)

– hmotnostní spektra pro MALDI-TOF, 2-D gely, identifikace z gelu


SwissProt 2-D PAGE (http://www.expasy.ch/ch2d/)


PeptideSearch (http://www.mann.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearchpage.html)


ProteinProspector (http://prospector.ucsf.edu/)

– nomenklatura enzymů

SwissProt ENYZME (http://www.expasy.ch/enzyme/)

- pohyby proteinů

MolMovDB (http://bioinfo.mbb.yale.edu/MolMovDB/)

Vyhodnocení MS dat (samostatná práce)


Po seznámení se s nejdůležitějšími zdroji dat a nástroji pro studium proteinů přístupných na Internetu data získaná MALDI-TOF analýzou (hmoty peptidů) zadáme do prohledávacího programu Mascot (Matrix Science) s příslušnými parametry a identifikujeme proteiny z jednotlivých skvrn. 


Poznámka:

Proteolytické štěpení a MALDI-TOF analýza bude provedena z části demonstrační formou z časových a kapacitních důvodů. Studenti obdrží seznam hmot peptidů pro každý analyzovaný vzorek a  vlastní identifikaci proteinů si každý student provede sám.

Hledání 3-D konformace strukturně podobných proteinů (samostatná práce)
doc. dr. Jaromír Marek, Ph.D. (marek@chemi.muni.cz)

[image: image2.jpg]# 1k zatit o Piehed zprav |

Giva s
foedback

EMBL-EBI+* § S!?g Al Databases v | Enter Text Here 6o ® e

Help

Training Industy A

® Help Index EBH* Tools » Simiseit

= General Help FASTAIS SEARCHIGGSEARCHIGLSEARCH - Protein Similarity Search
u Fomats

u Gaps Provides sequence similarity searching against protein databases using the FASTA and S8EARCH
programs. SSEARCH does a rigorous Smitf-\Waterman search for similarity between a query sequence and
adatabase. GGSEARCH compares 2 protein or DNA sequence o @ sequence database producing global-
® References global alignment (Needleman-Wunsch). GLSEARCH compares a protein or DNA sequence o @ sequence
= FASTA Help database FASTA can be very specific when identifying long regions of low similarity especially for highly
diverged sequences. You can also conduct sequence similarity searching against nucle ofide databases or
complete protearnelgenome databases using the FASTA programs.

@ Download Software

= Malrx

» MView Help
= igualFASTA Help

o Vigw all FASTA's at EBI New nterface

= FASTA Programmatic A preview ofthe new interface for this service is now available! Please ty it here.

Access

# Database Information PROGRAM DATABASES RESULTS ~ SEARCHTITLE  YOUR EMAIL

UniProt FASTA ¥ |Protein v |inferactive ¥ | Sequence
UniPare UniProt Archive A

 Similar Applications
FABTA
BLAST
GGIEARCH BLOSUMS ¥ |10 ¥ |2 ¥ 2 ¥ 100 v defautt v/

GLEARCH NOLECULE
SERRCH DNAGTRAND  HETOGRAN  TYPE

EXPECTATION EXPECTATION R
IATRIX GAP OPEN  GAPEXTEND KTUP UPPERVALUE LOWER VALUE

[none ¥ [no ¥ Protein ¥

FASTA Reldted v SEQUENCE  DATABASE STATISTICAL
e SCORES RANGE RANGE FILTER  ESTINATES

ARTEND | START-END | nore v Regess v

Search for FASTA. related
liereture in Medine.
more

mpESCRTY

ATAERDLDALAEL LSOV ADGS AL CERVARRERERVGS TATIEATAE TEVADEREQUEDL |
Qi
ELVLODNVFVEQVLPGLILRPLSEAE MAAYREPFLAAGE ARRPTLEWPROIP TAGTPADVVATARDYAGH

LSESRIPHLY
INAEPGALTTGRERDFCRTUPNQTE I TVAGAHF IOEDSPDETGAATAAFVRRLRPA

Upload afile:,





Úkol: s pomocí databáze PDB určete známou(é) 3-D strukturu(y) proteinu podobnou(é) zadané sekvenci aminokyselin a stručně popište výsledek
Nástroje: 
1) http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.html  - vyhledávání podobných sekvencí
2) databáze proteinových struktur PDB, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
3) Swiss Pdb Viewer (http://www.expasy.ch/spdbv/mainpage.htm)




Příklad:  hledání struktur podobných k haloalkan dehalogenáze LinB ze Sphingomonas paucimobilis UT26.
sekvence (ve formátu FASTA) 

>1D07:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MSLGAKPFGEKKFIEIKGRRMAYIDEGTGDPILFQHGNPTSSYLWRNIMPHCAGLGRLIACDLIGMGDSDKLDPSGPERY

AYAEHRDYLDALWEALDLGDRVVLVVHDWGSALGFDWARRHRERVQGIAYMEAIAMPIEWADFPEQDRDLFQAFRSQAGE

ELVLQDNVFVEQVLPGLILRPLSEAEMAAYREPFLAAGEARRPTLSWPRQIPIAGTPADVVAIARDYAGWLSESPIPKLF

INAEPGALTTGRMRDFCRTWPNQTEITVAGAHFIQEDSPDEIGAAIAAFVRRLRPA
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Postup:
1) hledání pomocí nástroje FASTA, identifikace PDB identifikátorů
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2) stažení souborů obsahujících úplnou informaci o polohách atomů z databáze PDB
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3) Vizualizace PDB souborů a pozorování (+interpretace) strukturních rozdílů - např. s nástrojem Swiss Pdb Viewer
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�Prosim doplnit Lubos J. a Mirek M.





