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5. Biologicke sité

Biologické site
« snaha o zachyceni celého svéta pomoci jeho jednotlivych slozek (nodes) a
vztahlU mezi nimi (edges) — vytvareni siti (networks)

» prvopocatky jiz v 18. stoleti...

« biologicka sit’ (alt. socialni sit jako facebook, twitter)
« sada molekul (alt. lidi), napf. proteinti, geny, metabolity = nodes
« propojenych pomoci definovanych, funkénich vztah (alt. pratelé);

napr. protein-protein interakce = edges



5. Biologicke sité

Biologickeé sité — priklady
 metabolické drahy (metabolic pathways)

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

« produkt jednoho = substrat druhého
 napfr. KEGG; WikiPathways

cast metabolickeé site —
metabolismus Phe (KEGG)




5. Biologicke sité

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

» jeden protein ovliviuje expresi genu druhého proteinu(u)




5. Biologicke sité

Biologické sitée — priklady (3)
« protein-protein fyzické interakce — ze sité samotné neni prima informace o
vyznamu dané interakce...
* nodes-"?
- edges-"7?

« priklady databazi

« STRING
(www.string-db.orq)

« MINT

- DIP

 BioGRID



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

6. Biologicke site

Biologicke ontologie, KEGG, Reactome



6. Biologicke sité
Biologické ontologie, KEGG

Biologické ontologie
« ontologie = systém kategorii (terminti; terms), do kterych jsou zarazeny
jednotlivé informacni jednotky, spolu s jejich vilastnostmi a vztahy
» biologické ontologie — priklady
« proteiny (gene products) — genova ontologie (GO); funkce, lokalizace, ...
« prubéh bunécného déleni (Cell Cycle Ontology)

« rostlinna ontologie (Plant ontology)

« OLS - Ontology Lookup Service

 https://www.ebi.ac.uk/ols/index

- jednotny pfristup k vice ontologiim

« moznost prochazet celé ontologie, pripadné vyhledavat terminy

stale zivy proces uprav/doplnéni ontologii; neni statickeé!


https://www.ebi.ac.uk/ols/ontologies/po
http://www.ebi.ac.uk/ontology-lookup/
https://www.ebi.ac.uk/ols/index

6. Biologicke sité
Biologické ontologie, KEGG

Genova ontologie (GO)

pravdépodobné nejvice rozpracovana biologicka ontologie

« jak co do poctu terminu, tak co do poc€tu anotovanych polozek (genu/prot.)

spolec¢né terminy pro vSechny organizmy

tri GO domény
 bunécéna 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 termint; organizmus, specificka aplikace, ...)

http://www.geneontology.org/ + AmiGO2 prohlize€ (online)

10



http://www.geneontology.org/

6. Biologicke sité

Biologické ontologie, KEGG h

Genova ontologie (GO) (2)
 kde se berou data pro GO?
« kazda anotace obsahuje informaci o svém puvodu — evidence code

 http://geneontoloqgy.org/page/quide-go-evidence-codes

* A) manualné prifrazené spravcem (curator) (dale se déli...)
« experimental evidence codes = z realného experimentu
 High Throughput (HTP) evid. codes = z high throughput analyz
« computational analysis evidence codes = z in silico analyzy
« author statement evidence codes = tvrzeni autora + citace
» curatorial statement codes = tvrzeni spravce, nepatri do zadné
kategorie vyse...
(bez zasahu spravce)
 automatically-assigned evidence code

* Inferred from Electronic Annotation( )


http://geneontology.org/page/guide-go-evidence-codes
http://geneontology.org/page/guide-go-evidence-codes
http://geneontology.org/page/guide-go-evidence-codes
http://geneontology.org/page/guide-go-evidence-codes
http://geneontology.org/page/guide-go-evidence-codes
http://geneontology.org/page/guide-go-evidence-codes
http://geneontology.org/page/guide-go-evidence-codes

6. Biologicke sité 12
Biologické ontologie, KEGG

KEGG, Reactome

KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
https://www.genome.jp/keqqg/

manualni katalogizace znalosti biologickych systému v pocitacoveé
zpracovatelné podobeé
c¢erpa z dosavadnich znalosti v dané problematice
z informaci na nizké biologické urovni nam umozni odvodit informace na
vyssSi biologické urovni

« napriklad ze seznamu regulovanych gent/proteinti odvodi informaci o

ovlivnénych metabolickych drahach

obdobneé i napr. https://www.reactome.org

* progresivnéjsi vyvoj

* vizualizace dostupnych drah v souhrnném diagramu


https://www.genome.jp/kegg/
https://www.reactome.org/
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and output molecules, summary and references containing supporting
evidence. When relevant, shows details of the catalyst, regulators,
preceding and following events.




7. Biologickeé site

Priklady pouziti
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/. Biologicke site

Priklady pouziti e

Priklad 1: Vliv nizkomolekularni latky na rostlinu

« identifikace sady ovlivhénych proteinu

jsou tyto proteiny zahrnuty v odpovidajici metabolické draze? (KEGG)

« fungoval experiment dle predpokladu?

jaké jiné metabolické drahy byly ,,vyznamneé* zastoupeny? (KEGG)

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

jsou znamy proteinové komplexy mezi nalezenymi proteiny? (protein-
protein interakcni sit)

« dokazi nam tyto pomoci pri interpretaci vlivu latky na rostlinu?

je mezi proteiny zastoupeno vice proteinti z konkrétniho GO terminu? (GO)
* na zakladé danych GO terminu je mozno odvodit souvislosti s funkci Ci

lokalizaci probihajicich (i sekundarnich) déju



/. Biologicke site
Priklady pouziti

Priklad 2: Interakéni partneri zvoleného proteinu
* vidime jiz znamé interakéni partnery?
« pozitivni kontrola pribéhu experimentu
* nové pozorované interakce
« studium biologickych vilastnosti moznych interakénich partnert
(GO terminy, metabolické drahy, ...)
« zapadaji tyto do jiz znamych informaci o funkci, lokalizaci a;.
zvoleného proteinu?

» jsou patrné souvislosti s lokalizaci naseho proteinu?

17




/. Biologicke site
Priklady pouziti

Priklad 3: Studium proteinu, se vztahem k onemocneéni...

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

aktivné nebo pasivné ucastni daného onemocnéni; GO analyza

 je znama lokalizace proteinu v bunce?
» lokalizace muze 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

= potencionalni cile dalSiho studia a nové léCby

18




/. Biologicke site
Priklady pouziti

Priklad 4: ,,Zdravi versus nemocni‘ — rozdilné

exprimovane proteiny

« kterych metabolickych drah se proteiny uc¢astni?

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

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

casti bunky?

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

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

19




7. Biologicke site

Analyza biologickych siti
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/. Biologicke site

Analyza biologickych siti 21

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

« mnoho dat v databazich z automatickych analyz dostupnych dat
» | pfes kontrolu nemusi zcela odpovidat zdrojovym datum a skutecnosti

» nékdy lze vylouCit z analyzy (napf. automaticky anotovaneé GO...)
« stale vime malo...
« dulezitost sekvencnich a funkénich homologii u proteinu bez anotace

* rychly vyvoj v anotaci proteinu a vyvoji bioinformatickych nastrojt!

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



/. Biologicke site
Analyza biologickych siti

Analyza siti — jak se postavit k vystupum?

« manualni validace vystup

* ovéreni puavodnich zdroju

« pochybovat a ptat se

* nesnazit se proces analyzy a ovéreni vysledka urychlit

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

« drahé a éasové naro¢né = dukladné ovéreni predchozich kroku!

22




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

Universal Protein Resource (UniProt)

o http://www.uniprot.orq

« bohata anotace proteintl s odkazy na specializované databaze/zdroje
» Siroké moznosti vyuziti v databazi pritomnych informaci
« prevod (mapping) identifikatord z riznych databazi (napf. UniProt —
KEGG)
* tabulkovy format s vybranymi informacemi o sadé proteint (stazeni...)
 mozny pohled ze strany urcité taxonomie, nemoci, bunééné
lokalizace...

« informace o pritomnosti sady proteinti v metabolickych drahach, GO

24



http://bioinformatics.ca/links_directory/

8. Vybrané on-line zdroje 25

Universal Protein Resource (UniProt) (2)

 odkud bere proteinové sekvence?
« veétsina (~95 %) 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 zaklade sekvencéni homologie
« takto zpracovany protein je zaveden do UniProtKB/TrEMBL databaze

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

jeho manualni zarazeni do UniProtKB/SwissProt databaze




8. Vybrané on-line zdroje

Universal Protein Resource (UniProt) (3)

UniProtKB/SwissProt — manualni zpracovani (curation) spravcem

kontrola sekvence — neni-li v piivodni sekvenci chyba

sekvencni analyza — manualné kontrolované predikce atd.

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

ziskani informaci o proteinové rodiné — zjisténi pripadnych ¢len
proteinové rodiny a jejich spole¢né zpracovani

pridani zdroju — z jakého konkr. zdroje pochazi ta ktera informace;
moznost oveéreni pritomnych informaci ,,u zdroje*

kontrola kvality, integrace, aktualizace — vSechna manualné pridana

data zkontrolovana a zakomponovana do nové verze SwissProt db.

26




8. Vybrané on-line zdroje

TrEMBL/SwissProt

high-throughput
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8. Vybrané on-line zdroje
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Universal Protein Resource (UniProt) (5)

* typy proteinovych setli v UniProtKB proteinové databazi

UniProtKB/TrEMBL - automaticky klasifikované a anotované

| zde probihaji automaticky rizené opravy...

*  UniProtKB/SwissProt — po manualni upravé spravcem (curation)

 (Complete) Proteome Set — pro kompletné sekv. organizmy (T+S)

dnes jiz bez complete oznaceni, rozdéleno dle taxonomii

 Reference Proteome Set — vybrané modelové organizmy (T+S)

“.. The approach adopted by UniProt to meet this challenge is to
define a set of ‘reference proteomes’ which are ‘landmarks’ in
proteome space.”

“Reference proteomes have been selected among all proteomes
(manually and algorithmically, according to a number of criteria)

to provide broad coverage of the tree of life.”



8. Vybrané on-line zdroje

Universal Protein Resource (UniProt) (6)

* typy proteinovych setli v UniProtKB proteinové databazi

 UniRef — UniProt Reference Clusters

seskupené primarni sekvence do klastri na zakladé sekv.
podobnosti
umoznuje skryt ,,redundantni“ proteinové sekvence
UniRef100 — seskupeny zaznamy se 100% identitou
UniRef90; UniRef50

* shizeni poctu sekvenci (o0 ~58 a 79%) — BLAST aj.

seskupovano dle kritérii — SwissProt, jméno, organizmus, délka

 UniParc — databaze proteinovych sekvenci

unikatni identifikator pro kazdou primarni sekvenci (UNI)

identifikator se nikdy neméni, ani nemaze

vedle sekvence informace o zdrojové databazi, identifikatoru atd.

29




8. Vybrané on-line zdroje 30

Universal Protein Resource (UniProt) (7)
* typy proteinovych setl v UniProtKB proteinové databazi (2)

 UniSave — UniProtKB Sequence/Annotation Version Archive
» zpristupnuje rizné verze daného proteinu (accession)
* relativné nové, prozatim ,,jen“ txt vystupni format (i json...)
* plus je mozné jit na starsi verze u daného proteinu
» ,,The UniProtKB Sequence/Annotation Version Archive (UniSave) has
the mission of providing freely to the scientific community a repository
containing every version of every Swiss-Prot/TrEMBL entry in the
UniProt Knowledge Base (UniProtKB). This is achieved by archiving,
every release, the entry versions within the current release.”
« ,The primary usage of this service is to provide open access to all entry
versions of all entries. In addition to viewing their content, one can also

filter, download and compare versions."


http://www.ebi.ac.uk/uniprot/unisave/app/

8. Vybrané on-line zdroje 31

PubMed

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

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

SwissProt cca 4M RefSeq zaznamii
obdobné informace o jednotlivych organizmech, taxonomiich aj.
* 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

8. Vybrané on-line zdroje 39

European Bioinformatics Institute (EBI)

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

opét sada bioinformatickych nastroju a databazi pro studium proteinti a
souvisejicich informaci

napr. zminované InterPro; GeneOntology.org; OLS; ...

Expasy

http://expasy.orqg

sada nastroja pro praci s proteiny/geny
prevazne nastroje z dilny Swiss Institute of Biolnformatics

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

puvodné pouze proteomicky portal

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


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

8. Vybrané on-line zdroje 33

bioinformatics.ca Links Directory

 http://bioinformatics.cal/links directory/

« sady odkazl na rizné kategorie on-line zdroju

OMiICtools

« http://omictools.com/; opét sada bioinformatickych nastroju

Pax-DB

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

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

DAVID

 https://david.ncifcrf.qov/

- extrakce biologického vyznamu v seznamu genu/proteint


http://bioinformatics.ca/links_directory/
http://omictools.com/
http://pax-db.org/
http://pax-db.org/
http://pax-db.org/
https://david.ncifcrf.gov/

8. Vybrané on-line zdroje 34

CESNET

https://www.cesnet.cz/

infrastruktura pro virtualni stroje, osobni certifikaty, filesender, ownCloud
aj.
alternativné také nastroje od UVT MU

* napfr. openstack — virtualiza€ni prostredi

ELIXIR

https://elixir-europe.orqg/

»ELIXIR is an intergovernmental organisation that brings together life
science resources from across Europe. These resources include
databases, software tools, training materials, cloud storage and

supercomputers.


https://www.cesnet.cz/
https://elixir-europe.org/
https://elixir-europe.org/
https://elixir-europe.org/

8. Vybrané on-line zdroje

bio.tools
 https://bio.tools/

« ,,Essential scientific and technical information about software tools,

databases and services for bioinformatics and the life sciences.*

BioStar

 https://www.biostars.orqg/

 bioinformatické diskuzni a QA forum

StackOverflow

 https://stackoverflow.com/

* QA féorum, skriptovani

35



https://bio.tools/
https://www.biostars.org/
https://stackoverflow.com/

8. Vybrané on-line zdroje

Google, Yahoo, ...

« obecné, globalni, vyhledavaci servery

« ,... Nagooglu je vSechno, jen je potreba polozit spravnou otazku...“

36




9. Dalsi vybrané aplikace
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9. Dalsi vybrane aplikace

38

Microsoft Excel

flexibilni ,,tabulkovy procesor*
jediny closed source v tomto vyberu... (vyhody, nevyhody...)
pro jednodussi az pokrocilou analyzu dat
zaznam a uprava VBA maker (skriptl), pokro¢€ilejSi mohou psat samostatné
skripty/programy
mnoho implementovanych funkci (,=suma(A1:A10)" to jen zacCina...)
« kliknéte na Insert function a prozkoumejte co je vSe mozné...
pokud dostupné funkce nestaci, napiste si vlastni... (pomoci VBA)

vcéetné definovani ,,proménnych* (Formulas — Name manager)


https://www.jetbrains.com/

9. Dalsi vybrane aplikace 39

Galaxy server = Galaxy

open-source serverova aplikace umoznujici pokroc€ilou analyzu dat
formou konkrétniho sledu krokt provadéjici jednotlivé operace (napf.
filtrovani datové matice)
casto pouzivané kroky lIze ulozit jako workflow
sdileni workflow i vysledkl s kterymkoli jinym uzivatelem

* reprodukovatelnost

relativneé velka a aktivni komunita udrzujici cely projekt

verejné servery, kde si muzete provést analyzu Vasich dat (je mozné mit i
vlastni instanci na vlastnim hardware...)

* napf. https://usegalaxy.eu/

« bézi na superpogditacich, jednotlivé kroky se zarazuji do fronty k

zpracovani


https://www.jetbrains.com/
https://usegalaxy.eu/
https://usegalaxy.eu/

9. Dalsi vybrane aplikace 40

KNIME

o https://www.knime.com/

 open-source platforma pro analyzu dat

« stovky nodu, které Ize propojovat do nelinearnich celka (workflows)
* napr. operace s datovymi maticemi, statistiky, reportovani, ...
 umoznuje zpracovavat data také vlastnimi skripty (R, Python, Java)

* reprodukovatelné procesovani dat formou vizualnich nodu


https://www.knime.com/

9. Dalsi vybrane aplikace

Cytoscape

 https://cytoscape.orqg/

« open-source platforma pro vizualizaci interakénich siti, biologickych siti a
drah a integrovani téchto siti s anotacemi, expresnimi daty atd.
 modularni design
 moduly = aplikace (apps) zajist'uji specifickou funkci

 http://apps.cytoscape.orq/

41



https://cytoscape.org/
http://apps.cytoscape.org/

9. Dalsi vybrane aplikace

42

Jupyter notebooky m

http://jupyter.org/

skriptové prostredi pro snadnéjsi sdileni Vasi prace

néco na zpusob ,laboratorniho deniku“ bioinformatika z jeho skriptové
prace

webova aplikace

propojuje skriptové prostredi s vizualizaci pomoci grafa atd.

mozno skriptovat v Python, R, Ruby, ...

export do a otevreni v prohlizeci ale i jako pdf...

cely aplikovany postup je zaznamenam a reprodukovatelny!


http://jupyter.org/

9. Dalsi vybrane aplikace

Aplikace bézici v kontejnerech (containers)

napr. Docker (https://www.docker.com/), Quay

(https://www.openshift.com/products/quay)

podobné virtualnim strojim, ale je odliSné vyuziti hardware
nutno mit nainstalovanou napr. Docker aplikaci a s jeji pomoci si lokalné
pustite kontejner (container), ktery
 obsahuje operacni systém pro béh aplikace (Linux, ale uz i Windows)
- obsahuje konkrétni doinstalované balicky, aplikace (jako python, R,
Java, Blast, KNIME, ...) v konkrétni verzi
« je nastaven pro okamzité pouziti

mnoho volné dostupnych aplikaci/prostredi napr. na Docker Hub

BioContainers (https://biocontainers.pro/#/)

« bioinformatické aplikace ve formé kontejneru


https://www.docker.com/
https://www.openshift.com/products/quay
https://www.openshift.com/products/quay
https://www.openshift.com/products/quay
https://www.openshift.com/products/quay
https://hub.docker.com/
https://hub.docker.com/
https://hub.docker.com/
https://biocontainers.pro/
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Priklad reprodukovatelného procesovani dat

 kombinace Docker kontejneru s nainstalovanym KNIME
» https://github.com/OmicsWorkflows/KNIME docker _vnc

 https://hub.docker.com/r/cfprot/knime/

» pristup pres VNC

« prace uvnitr kontejneru pomoci KNIME workflow

 KNIME workflow a kontejner, kde workflow vznikl umoznuje zreprodukovat

totozny postup, nebo se jen podivat na mezikroky, konkrétni skripty atd...

- kontejner obsahuje konkrétni verze VSECH aplikaci

 reprodukovatelné prostredi i procesovani dat i po letech



https://github.com/OmicsWorkflows/KNIME_docker_vnc
https://hub.docker.com/r/cfprot/knime/

Ubuntu
(vEetneé
grafického
rozhrani, int.
prohlizece
atd.)

python a
vybrané
balicky pro
pouziti v
KNIME

Skripty pro
konkrétni
ucely jako

git

KNIME
Analytics
Platform s

dalSimi

moduly

R a vybrané
balicky pro
pouziti v
KNIME

Vzdaleny
pristup

pres VNC a

sdilenou
slozku
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Pouziti softwarového kontejneru — lokalni verze

» lokalné instalovana docker aplikace vytvori kontejner, kde bézi dalsi
operacni systém a dalsi aplikace co jsou soucasti docker image
» zlokalniho pocitace se pomoci VNC prohlizece pripojim dovnitr béziciho

kontejneru a mohu pracovat jako na bézném pocitaci

Vase PC (Windows, Linux) nebo Mac

docker engine,

ktery bézi

prohlize¢ |- KNINME docker VNG slozka
L | kontejner s

Ubuntu, KNIME, atd.

VNC sdilena
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Pouziti softwarového kontejneru — serverova verze

« docker aplikace bézi na serveru a na serveru se vytvori i kontejner, kde

bézi dalsi operacni systém a dalsi aplikace co jsou soucasti docker image

~ y V4

» zlokalniho pocitace se pomoci VNC prohlizece pripojim dovnitr béziciho

kontejneru a mohu pracovat jako na bézném pocitaci
Vase PC (Windows, Linux) nebo Mac Vas vzdaleny server

pevny
disk
Vaseho
serveru

docker engine,

ktery bézi

prohlize¢ - Aellil= dOCke': Uie — slozka
: kontejner s

Ubuntu, KNIME, atd. u

_, sdilena

~
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Priklad reprodukovatelného procesovani dat (2)

KNIME workflow s komentafri k jednotlivym krokim...

MG PGs filtering Math Formula Math Formula MNormallzation tests Math Formula
Flle Readar (e.g. cRAP) (Multl Column)  (Multl Colurmn) - MQ protein groups LIMMA tests (Multl Columin) Sorter Column Fllter
a I [} . s . . @
reads MQ PG Intensities LFQ intensities test of diffarent nomn. only convens pandas ‘NaN's  sorts PGs based on total removes some D
proteinGroup table log2 caleulation log2 calculation approaches to KNIME missing values Intensity columns that contain too
*|D" samples only  *I1D* samplas only [median, quantile, loassF, long calls not compatible
ven, MaxLFQ) with Excel (&.g. msms,
evidence)
UniProt query Column Filter Appender (XLS)
»
i3 - -
R
[ ] [ ] [ ]
rarmoves some writes sheet with
columns that contain too grouped and
long cells not compatible pivoted proteinGroups
with Excel {change filename)
Filtering out rows Filtering out rows. Selected columns rounding
File Reader based on some criterla  Values lookup  based on some criteria Values lookup Values lookup Column Aggregator  String Manipulation and converslon to text Pilvoting
> 2 8 8 = R RS amw
. 15t remaval . 2nd removal e e e Node 664 e
reads MQ 1161 phospho evidences)  2dds PGinfo (revarse, cRAP, keratin) 2dds site localization info adds overalland  combined peptide renames sampes final grouping and
evidence table to each row ' T to @ach evidence individual expedment’s sequence and with "3P" instead pivoting scheme
based on PG IDs based on Phospho site |Ds localization probabilies  maodifications of "P* anly

Excel Sheet
Appandar (XLS)
[]
writes sheet with
groupad and

pivoted proteinGroups
(change filenama)

Column Resorter
T —

resons column in
alphabetical ondar
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https://lwww.jetbrains.com/

« subjektivne velmi efektivni programovaci studio

 vyborné pro zacatky s programovanim (naseptavani promennych, funkci,
kontrola kvality kodu i pro stylistické strance, ...)

* napf. pro programovani v python (PyCharm), ale i jinych programech

 https://www.jetbrains.com/pycharm-edu/learners/
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https://www.jetbrains.com/pycharm-edu/learners/
https://www.jetbrains.com/pycharm-edu/learners/
https://www.jetbrains.com/pycharm-edu/learners/

10. Nekolik zamysleni zaverem
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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)
* 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 snadne...

« duavod proc€ i napadité nastroje mohou zustat nepouzivany
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Rychly vyvoj bioinformatickych aplikaci/databazi (2)
« bioinformatické aplikace/databaze neni mozné nevyvijet/neaktualizovat
» pfi vytvareni nastroje/databaze nutno pocitat s udrzitelnosti jeho vyvoje...
« verejneé dostupny kod (open-source) vyhodou
« validace, vylepSeni ostatnimi, ale i riziko ,zneuziti®
* obdobné i pro natrénované modely (umélé neuronove site)

 https://kipoi.org/

« neéekolik let (nejen v bioinformatice...) je velmi dlouha doba
» aktualizace minimalné 1 rocné, optimalné mésicni, pulro¢ni
» | pfes to mohou starSi nastroje fungovat lépe nez novéjsi...
* pfipadné nic ,lepSiho” neni
« dulezité celosvétove reference a citovanost/pouzivani (recentni) daného

nastroje/databaze (napf. i informace na Githubu, pfipadné jiném vcs)
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Rychly vyvoj bioinformatickych aplikaci/databazi (3)
« skolici programy/workshopy/staze v bioinformatickych centrech
- EBI, SIB 3.
* vyznam spolupraci — jeden tym casto nedokaze pojmout celé spektrum

pouzitych nastroju, technologii, pristupu véetné interpretace vystup



11. Priklad vyuziti bioinformatickych

nastroju

54



11. Priklad vyuziti bioinformatickych nastroju 55

= Known “bait™ protein is used to pull out unknown * " target protein,

f.,m. % - +z+

« studium proteinovych komplex o2 A i

Zavedeni problému

Step 1. Immobilize antibody

vybraného proteinu

N [ 5
: % ik % ?{-

Step 4. Elute bait:prey protein Step 3. Bind bait:prey protsin complex
complax and wash away unbound protein

https://www.creative-proteomics.com
* imunoprecipitace proteinovych komplext (/P experiment)

« protilatka proti proteinu (bait), u kterého chceme zjistit jeho partnery

« napf. protilatka imobilizovana napf. na kulickach (magnetické, v kolonkach)

« nativni prostrfedi pfi experimentech — podminky pro interakce jako in vivo

« vystupem pull-down roztoky — proteiny vazajici se na bait a nespecificky
vazene proteiny

« paralelné experimenty bez bait — negativni kontrola pro nespecificky vazané
proteiny — bead proteome

 minimalné 3 biologicke replikaty, Iépe 5 od vzorku i negativni kontroly
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LC-MS/MS analyza pull-down vzorku
« digesce proteinu (x100) = peptidy (napf. trypsinem; x1 000-x10 000)
« LC-MS/MS analyza smési peptidu
« peptidy vstupuji do hmotnostniho spektrometru (MS) v poradi rostouci
hydrofobicity (LC separace)
 MS zjisti MW peptidu a ziska MS/MS spektra (fragmentacni spektrum
vybraného peptidu)

b, A NELLLNVK
b, AN ELLLNVK
b; ANE LLLNVEK

napf. peptid ANELLLNVK ANEL LLNVK

- ANELL LNVK

(MW 1012,5917 Da) . ANELLL NVK

ANELLLN VK
; ANELLLNV K

1. MW, =1012,5923 Da

exp

(0,6 ppm chyba)

2. zmérené fragmentacni
(MS/MS) spektrum =
(CID; collision induced dissociation)

b va

ba-nHz  360.2 ba-nH3

186.1
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Zpracovani LC-MS/MS dat (zde zacCina bioinformatika)

« LC-MS/MS data z analyz pull-down vzorku po digesci = MS/MS spektra
 fadove 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

= kombinace algoritmt SEQUEST
= zvySeni poctu pozitivnich identifikaci A

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

- falesna pozitivita a negativita ve vysledcich databazového hledani

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

= jeden z moznych pristuput jak urcit FDR — peptidova uroven

The MSIMS spectrum
comes from a peptide
sequence in the
database

True False

-
(Y]
wfd
=
(]
Q.
7]
(/)]
=
~
(7p)
=
e
(]
Q
(o]
Q.

match to the
correct sequence

Search reports a

75 100
peptidové skére (vétsi, lepsi)
B Decoy B Target
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Zpracovani LC-MS/MS dat (3)

« zidentifikovanych peptidt k proteinum pfitomnym ve vzorku (protein
inference problem)

« problém u bottom-up pfistupu (digesce proteinu, analyza az peptidu)

v MS analyze vidime jen c¢ast z napf. tryptickych peptidu proteint (max.
kolem 60-70% sekvencniho pokryti proteinu, min. 1 peptid na protein) a
navic nevime ze kterych proteint pozorované peptidy puvodné pochazi...

= problém s uréenim seznamu proteina pritomnych ve vzorku
(sadé peptidi muze odpovidat vice proteind — isoformy, sekv. homology;
proteiny identifikované jen na jeden peptid?)

« peptid muze teoreticky pochazet z jednoho i vice proteinu
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Pohled na seznamy identifikovanych proteint

dva seznamy identifikovanych proteinti v nasem IP experimentu
» vzorek po IP experimentu s nasim proteinem — sada proteinu A
« slepy vzorek; ,,bead proteome* — sada proteinti B

co nas zajima v nasem IP experimentu nejvice?

sada proteinu A, které zaroven nejsou €i jsou vyznamné méné zastoupeny

v sadé proteinti B

= Known “bait™ protein is used to pull out unknown * " target protein.

% +'|'z-l-

Step 2. Add sample
Step 1. Immobilize antibody

» . _{; "'?+

Step 4. Elute bait:prey protein Step 3. Bind bait:prey protein complex
complex and wash away unbound protein

https://www.creative-proteomics.com
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Pohled na seznamy identifikovanych proteint (2)

e proteiny ,navic“ v A

« 1) kvalitativni zmeny (A: ,,ano”, B: ,ne")

» citlivost pouzitého pristupu...

« proteiny identifikované relativné slabé v A mohou byt v B také pritomny!
« 2) kvantitativni zmény (A: ,,vice", B: ,meéné")

» problém s nespecificky se vazanymi proteiny — nevazou se sami,

nesou si sebou i sve interakCni partnery!!!
« BiolD alternativa k IP experimentu tento problém nespecifickych

interakci elegantné resi

(B) BiolD-mediated biotin labeling Reactive biotin-AMP

) — ". BiolD| —»
BiolD fusion protein '

Protein interactions
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Co se seznamem proteinu ,,navic“? — vybrané moznosti

1. manualni prohledani dostupnych informaci v literature

www.UniProt.org (ID mapping; informace, dalSi databaze; GO, pathways)
STRING https://string-db.org

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

PANTHER http://go.pantherdb.org/

R/Python/Jupyter

N o o & 0N

Cytoscape


http://www.uniprot.org/
https://string-db.org/
https://string-db.org/
https://string-db.org/
http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp
http://go.pantherdb.org/

Déekuji za pozornost
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1) (Vyberte dle Vas nejspravnéjsi tvrzeni) Co je to

bioinformatika?

A. disciplina plna blackbox nastroju

B. studium a aplikace metod pro uchovani, zpétné vyvolani a analyzu
biologickych dat

C. sada nastroju, které pravdépodobné nebudu nikdy potrebovat, a tudiz je
tato odpovéd’ spravnéjsi nez ta spravna...

D. zadna z uvedenych moznosti
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2) (Vyberte spravné tvrzeni) Evoluce proteinu

W

se déje replikaci, duplikaci a deleci jednotlivych aminokyselin

. se zastavila pred priblizné 100 miliony let

. se u vicedoménovych proteinti déje také replikaci, duplikaci i deleci

jednotlivych domén

. Se ani neprimo nevyuziva pri studiu sekvenéné homolognich proteinu

k predikci o€ekavané funkce nové objevenych protein
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3) (Vyberte NEspravné tvrzeni) Pri analyze biologickych
siti jako KEGG, Reactome, Gene Ontology je treba

A. uvazovat relativné malou miru faleSné pozitivity a negativity z diivodu nasi
témér kompletni znalosti probihajicich procesu v zivych systémech

B. uvazovat, ze vétsSina informaci neni manualné ovérena (Gene Ontology)

C. uvazovat, ze vétsina informaci je manualné ovérena (KEGG, Reactome)

D. pristupovat k vysledkum kriticky a optimalné ovérovat zdrojova data pro

klicové zaveéry z analyzy siti
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4) (Vyberte dle Vas nejhorsi reSeni uvedeného zadani)
Jsem nucen(a) zjistit primarni sekvenci pro radove

stovky proteint pro které mam UniProtKB identifikator:

A. najdu si kazdy protein v UniProtKB databazi, doklikam se k jeho sekvenci,
kterou si ulozim a nasledné vsechny sekvence zkombinuji

B. napisi si skript/program pro stazeni primarni sekvence na zakladé
proteinového identifikatoru — bude mi to mozna trvat déle, ale potreboval
jsem to jiz nékolikrat...

C. poprosim kolegu, zda-li nema/nezna nastroj, kterym bych tento ukol zviladi
sam pripadné s jeho pomoci automaticky

D. najedu si na stranky UniProtKB a pomoci nastroje Retrieve/ID Mapping si

potrebnou informaci ziskam
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5) Vyjmenuj alespon 3 bioinformatické nastroje, které jsi
béehem svého studia pouzil nebo se chystas pouzit a
pro jaké ucely (pripadne alespon ty, o kterych jsi slysel).
Pokud se jedna o nastroje, o kterych by meéli podle Tebe
vedeét i ostatni, podtrhni je, prosim (budou zvazeny pro

zminéni dalSim ro¢nikum...)
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6) Zaznéla (a pokud ano, zmin pro Tebe ty nejpodstatnéjsi)
v ramci nékteré z prednasek ,,Bioinformatika a proteiny*
obecna informace, ktera Ti rozsirila obzory, pripadné Ti
pomohla k samostatnéjsimu a kritictejsSimu
(konstruktivné) uvazovani nad vecmi, které behem

studia déelas?



