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Abstrakt: Dulezitou tlohou v molekularni biologii je hledani novych proteini
a stanoveni jejich funkce. Prestoze experimentalni vyzkum proteint je stale nena-
hraditelny, vypocetni techniky umoznuji ziskavat nové poznatky mnohem rychleji.
Proto se ¢im dal ¢astéji k predikcim 3D struktur a biologickych funkeci vyuzivaji
pocitacové metody.

V této praci jsou diskutovany rtuzné metody predikce funkénich anotaci, véetné
modernich metod vyuzivajicich hluboké strojové uceni. Zaroven je predstaven novy
program GOLizard, ur¢eny k vizualizaci funkci podobnych proteinii, které jsou
ziskany pomoci programt [BLAST|a FoldSeek. K vizualizaci vyuziva hierarchické
usporadani [Gene Ontology| termintt pomoci orientovaného grafu, ktery zobrazuje
vztahy mezi jednotlivymi terminy.

Klicova slova: funkéni anotace proteinu, [Gene Ontology, podobnost proteinti,
vizualizace
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Abstract: An important task in molecular biology is the search for new proteins and
the determination of their functions. Although experimental research on proteins re-
mains irreplaceable, computational techniques allow us to obtain new insights much
faster. Therefore, computer calculations are increasingly being used for predicting
3D structures and biological functions.

In this work, various methods for predicting functional annotations are discus-
sed, including modern methods based on deep machine learning. Additionally,
a new program called GOLizard is introduced, which can be used to visualize
functions of similar proteins obtained through the [BLAST]|and FoldSeek programs.
It uses a hierarchical arrangement of [Gene Ontology| terms via a directed graph,
showing the relationships between individual terms.
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Uvod

Klicovym odvétvim molekularné - biologického vyzkumu je studium sekvence, struk-
tury a funkce proteini. Takto ziskané poznatky jsou cenné v aplikovaném farmaceu-
tickém, medicinském i veterindrnim vyzkumu pro studium a 1écbu nemoci. V ramci
studia proteinl se vyuzivaji metody experimentalni, teoretické a vypocetni.

Stézejnim vztahem molekuldrni biologie je takzvané centralni dogma molekularni
biologie. To dava do souvislosti genetickou informaci ulozenou v deoxyribonuk-
leové kyseliné se sekvenci aminokyselin v proteinu a tok informaci mezi
molekulami.

m je slozena ze ctyt zakladnich bazi adeninu , thyminu (T, guaninu
a cytosinu , které mohou byt v témér libovolném poradi. Udavaji sekvenci m,
véetné jeji informacni hodnoty. Zékladni jednotkou v [DNA] jsou geny, které typicky
reprezentuji praveé jeden protein. Tato jednotka je celd prepsana do medidtorové
ribonukleové kyseliny (mRNAJ), kterd jesté muze byt upravena (prikladem takové
tpravy je sestfih mnRNA)(1] k. 6].

7 takto pripravené muze byt pomoci ribozomu syntetizovan protein.
Tato syntéza probiha podle genetického kodu, ktery obsahuje 61 tripletovych
kodént v pro 20 aminokyselin v budoucim proteinu a 3 tripletové kodény
znacici konec syntézy aminokyselinového fetézce. Kodony a jejich odpovidajici
aminokyseliny jsou uvedeny v priloze Al [2]. V pripadé mutace, které budou rozebrany
v kapitole [L.5 muze v vzniknou kodén pro jinou aminokyselinu a tim je
zpusobena zména v proteinu. Tato zména mize razantné zménit jeho strukturu [3].

»Analyza struktury je zasadni pro pochopeni funkce proteinti, protoze
se predpokladd, Ze jejich funkénost je tzce spjata se strukturou“ [4]. Proto
existuji vyzkumy zamérujici se na vztah mezi funkef a strukturou [5]. Na poznatcich
z téchto studii stavi vypocetni bioinformaticky obor zamérujici se na odhad funkce
proteinu jak ze struktury, tak ze sekvence [6]. Ruizné metody predpovédi jsou
diskutovany v této préci v kapitole [I.6]

Vyzkum v oblasti prirodnich véd produkuje data, ktera jsou archivovana
do riznych databédzi. Databézi existuje vice z divodu riznych zaméreni (napiiklad
databaze sekvenci, nebo tieba proteinovych struktur). Jednotlivé zdznamy v nich
jsou cenné, ale jejich pridana hodnota spoc¢iva v moznostech vzajemnych porovnani.



Ty jsou provadény na zakladé ruznych parametri, pricemz stézejnim (biologicky
relevantnim) typem porovnani proteint je na zakladé jejich sekvenéni a strukturni
podobnosti. Proto je v sekci probirano téma podobnosti proteint a v kapitole
téma biologickych databazi, véetné moznych metod vyhledavéani v nich.

V posledni ¢asti (kapitole [3]) této préce je predstaven program, ktery k dotazo-
vané sekvenci vyhleda podobné proteiny a nasledné ukaze jejich funkéni anotace.
Tento pristup dava uzivateli moznost posouzeni, ktera ze zobrazenych funkéni ano-
taci je relevantni pro vkladanou sekvenci s ohledem na dalsi jim znamé skutecnosti
(napftiklad podle puvodu vzorku proteinu). Program v ramci vyhledani uplatnuje
metody (viz. kapitola nebo FoldSeek dle vybéru uzivatele. Nésledné
vyuziva projekci funkci podobnych proteinii do hierarchicky usporadanych termint
v |Gene Ontology (GO)|, a zobrazuje jeji relevantni podgraf.




Kapitola 1

Proteiny: sekvence, struktura,
funkce a homologie

1.1 Sekvence proteini

7 biochemického hlediska jsou proteiny linearni polymery slozené ze zakladnich
20 aminokyselin |1}, k. 2]. Jednotlivé aminokyseliny maji C, atom, na kterém je
navazana aminoskupina a karboxylova skupina, diky nimz jsou aminokyseliny
spojeny peptidovou vazbou. Ta je zobrazena na obrazku [1, k. 3]. Kazda
z téchto 20 aminokyselin mé jiny postranni fetézec, ktery zajistuje jeji specifické
chemicko-fyzikdlni vlastnosti |7, k. 1]. Kazdé aminokyseliné je ptidéleno unikétni
pismeno z abecedy. Takto je mozné zakddovat sekvence proteinu jako posloupnost
pismen. Tato pismena a k nim nélezici postranni fetézce jsou uvedeny v piiloze [A]
Typickd délka proteinu je okolo 300 rezidui |1, k. 3], avSak existuji proteiny
slozené z pouze desitek a nebo naopak z tisicti rezidui [8]. Nejvétsim zndmym
proteinem v roce 2003 byl titin [9], ktery je v databéazi Uniprot (v Cervnu 2024)
étvrtym nejdelsim proteinenyl] [10]. Konkrétn{ délka tohoto proteinu (v dubnu 2024)

! Aktualnim nejdelsim proteinem je peptidylprolyl isomerdza [10]

Obrazek 1.1 Peptidova vazba mezi dvéma aminokyselinami


https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A8I5ZUN3/entry#sequences

u potkana je 35 375 aminokyselin [10].

Z teoretického hlediska muze byt libovolné ze zminénych 20 pismen na kazdé
pozici fetézce, coz zajistuje znacnou variabilitu [1, k. 3]. Pro 20 riznych reziduf
na 300 pozicich proteinu vychazi >23% 20° ~ 10**° moznych kombinaci. Z prove-
denych statistickych analyz plyne, Ze pTirozené proteiny jsou podmnozinou celého
kombinatorického prostoru vsech moznych proteinu [11]. Toto také naznacuje
pocet proteint v proteinové databazi Uniprot. V této databéazi se v dubnu 2024
nachazi 248 805 733 riznych zdznamu [10], coz je fadové méné nez celkova velikost
kombinatorického prostoru. Predpoklada se, ze tento velky rozdil mezi teoretickou
a redlnou velikosti vznikl i z divodu evoluénich fixaci [12].

1.2 Struktura proteint

Proteiny vykonavaji velké mnozstvi funkci, které jsou zavislé na dosazeni prosto-
rového usporadani aminokyselinového fetézce. Velkd mnozina proteintt ma svoji
3D strukturu v Case stabilni, tém fikdme proteiny strukturované [13]. Existuji
i dalsi proteiny, které 3D-strukturu v case stabilni nemaji. Ty se nazyvaji vnitiné
nestrukturované (intrinsically disordered proteins) |14} |15].

Strukturované proteiny zaujimaji distinktni 3D strukturu, ktera je podle An-
finsenova dogmatu déna poradim aminokyselin v sekvenci [16]. Slozeny protein
vznika diky interakcim mezi jednotlivymi aminokyselinami a také diky interakcim s
okolnim prostredim. Tyto interakce mohou byt vodikové mistky, disulfidové mistky,
van der Waalsovy sily, elektrostatické sily nebo také hydrofobni interakce |1} k. 3].

Strukturu proteint délime do ¢tyf drovni na primarni (sekvence), sekundarni
(zékladni 3D strukturni elementy, kterymi jsou hlavné a-helixy a f-listy), tercidrni
a kvartérni. Sekundéarni elementy jsou udrzovany vodikovymi miistky spojujicimi
Cq kostru proteinu. V a-helixu je C, kostra sto¢ena do pravotocivé sroubovice,
v p-listu je C, kostra usporadand ve vice paralelnich i antiparalelnich radach vedle
sebe. Vodikovymi mistky jsou propojeny jednotlivd patra a-helixu, nebo rady
p-listu |1, k. 3].

Tercidrni struktura popisuje prostorové usporadani vice sekundarnich jednotek |7,
k. 1]. Kvartérni popisuje usporadani vice aminokyselinovych fetézctu v jednom
komplexu [1} k. 3].

Studium struktury proteinu dava informaci o biochemické funkei proteinu, jelikoz
funkce je zavisla na interak¢nim misté proteinu, vcetné konkretnich interagujicich
aminokyselin [17].


https://www.uniprot.org/uniprotkb/statistics

1.3 Funkce proteint

Proteiny maji rtizné funkce. Jednou z jejich dilezitych funkei je udrzeni struktury a
tvaru buriky [1, k. 16]. Také zajistuji katalytické aktivity nebo napriklad umoznuji
prenos malych molekul pfes cytoplazmatickou membranu |1, k. 3].

Existuje velka skupina proteint, které se nazyvaji strukturni a primarné slouzi
k udrzeni struktury a tvaru biologické hmoty (uvnit¥ buriky i mezibunééné hmoty).
Mezi tyto proteiny patii napiiklad keratin, ktery tvori vlasy a nehty. Dalsim
zastupcem této skupiny je kolagen, nachazejici se v extracelularnim matrixu [1§].
Dulezitym strukturnim proteinem je elastin [19], ktery mé elastické vlastnosti a
proto se nachézi v pojivovych tkénich [18].

Katalytické aktivity se tcastni enzymy, které dale kategorizujeme do trid.
Prikladem takové t¥idy jsou hydrolazy katalyzujici hydrolytické stépeni [1}, k. 3],
mezi které patii protein NAD 5’- nukleotidaza [20]. Dalsi tfidou jsou oxido-reduktazy
katalyzujici prenos elektronu mezi molekulami [1} k. 3]. Prikladem oxido-reduktazy
je biliverdin reduktaza [21].

Prenos molekul pres cytoplasmatickou membranu pomoci proteinit mé vice
moznosti. Jednou z moZnosti jsou kandlové a transportérové proteiny, které zajistuji
prenos pomoci usnadnéné difuze (to je prenos pohdnény samovolné z mist s vysokou
koncentraci do mist s nizkou koncentraci, tedy podle koncentracniho gradientu) |22,
k. 2]. Mezi tyto proteiny patii aquaporiny zajistujici pfenos molekul vody, prikladem
je aquaporin-8 [23|. Dalsi moznosti je prenos molekul aktivnim transportem pomoci
hydrolyzy adenosintrifosfitu (ATP). Takovy zplisob vyuziva Ca’t pumpa [22] k. 2].
Mezi takové proteiny patii membranova [ATPRhza 1 transportujici vapnik [24].

1.4 Homologie

Ackoliv existuje mnoho ruznych definic homologie, tak obvyklou definici je podob-
nost zpusobend dédi¢nosti [25] 26]. Zasadni otdzkou vyzkumu homologie je zpisob
odliseni homologie od analogie, coz je podobnost nezptsobena dédi¢nosti [25].

Deédi¢nost je standardné spojena s geny a |[DNA| ale také je popséan vztah mezi
a proteiny (viz tivod této prace). Z toho je zjevné, ze geny maji podobnou
informac¢ni hodnotu jako proteiny v kontextu evolu¢ni podobnosti, a proto jsou
v nésledujicim textu tyto pojmy zaménovany.

Homologii délime napriklad podle drovné srovnani na iterativni homologii
zabyvajici se jednim jedincem v uréitém case, ontogenetickou homologii zabyvajici se
jednim jedincem v ruznych casech, polymorfni homologii zabyvajici se vice jedinci
stejného druhu a supraspecifickou homologii zabyvajici se skupinou jedincii s po-
dobnymi znaky [26].

Dalsim moznym délenim homologie je podle typu evoluéniho vztahu mezi dvéma
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Obrazek 1.2 Déleni homologie podle typu evolu¢niho vztahu mezi dvéma geny.

geny. Jak je ukézdno na obréazku [1.2] tyto evoluéni vztahy se déli na paralogii
definujici vztah dvou gent vzniklych genovou duplikaci, ortologii definujici vztah
dvou gentu vzniklych speciaci druhu, xenologii definujici vztah dvou gent vzniklych
horizontalnim prenosem a pripadné analogii popisujici neexistenci evolu¢niho vztahu
mezi dvéma geny, jejich produkty vykonavaji podobnou funkei [27].

1.5 Podobnost proteinti v kontextu homologie

Jednim z biologicky relevantnich srovnani proteint je zarovnani (alignment) dvou
sekvenci. Tento zpusob je zalozen na predstavé, ze proteiny podléhaji mutacim
v prubéhu evoluce. Mutace v proteinech rozdélujeme na zdmény (substituce), vloZeni
(inzerce) a odstranéni (delece) aminokyselin z Tetézce [28]. Posloupnosti vice mutaci
v muze vznikat odliSny protein.

Vhodnym biologickym parametrem pti srovnani dvou proteinovych sekvenci

je evolucni vzdalenost, tedy pocet evolucnich zmén, které se odehrdly mezi danymi
homolognimi proteiny (piipadné nekoneéno poctu evolu¢nich zmén (0o) pro proteiny
analogni). Pi ur¢ovani konkrétni hodnoty evoluéni vzdalenosti nastava problém
zjisténi a nasledného zapocitani vice evolucnich zmén na jedné pozici. Jako aproxi-
mace evoluéni vzdalenosti se pouziva editacni vzdalenost [29], ktera byla puvodné
zavedena ke zpracovani prirozeného jazyka [30].
Definice 1 (Editac¢ni vzdalenost [30]). Mdme-li dva retézce a a b nad abecedou 3,
pak editacni vzddlenost d(a, b) je definovdna jako minimdlni pocet operact potrebnych
ke zmeéne retézce a na b. Povolené operace jsou vloZeni znaku do retézce, odebrani
znaku ze retézce a zdmeéna znaku za jiny znak.



Protoze spocitana editaéni vzdalenost nezohlednuje vice zmén na jedné pozici,
tak je typicky nizsi nez skutec¢na evolucni vzdalenost, proto existuji riizné zptresnujici
korekce a upravené definice [29]. Bézné uzivanou zpfesnujici upravou je zavedeni
takzvanych skorovacich matic. Skérovaci matice je tabulka 20 x 20, ktera pritazuje
kazdé substituci dvou aminokyselin jinou cenu, zavislou na pozorované ¢etnosti
zadmén téchto aminokyselin ve vSech proteinech [31]. Traditné vyuzivané jsou dva
typy téchto matic, jsou to|Blocks Substitution Matrix (BLOSUM)|a [Point Accepted|
Mutation (PAM)| [32]. Dalsi moznosti tpravy editacni vzdalenosti je zavedeni
linearni ceny za vlozeni nebo odebrani znaku ze tetézce. Tento model zavadi jednu
cenu za nové pridanou mezeru a jinou cenu za vice mezer vedle sebe [33].

,» Za evoluéné pribuzné, tedy homologni proteiny, povazujeme takové sekvence,
které vykazuji vyznamné vyssi iroven podobnosti, nez by se ocekavalo u ndhodnych
sekvenci [34]. Tato podobnost naznacuje, ze proteiny maji spole¢ného predka a
béhem evoluce prosly diverzifikaci, kterd vsak nevymazala jejich zakladni spole¢né
rysy.“ [35].

Sekven¢ni identita > 30% mezi dvéma sekvencemi je statisticky vyznamnd a
tedy muzeme dané proteiny povazovat za homologni [34]. Existuji ovSem i proteiny,
které maji sekvenéni identitu mezi 20% a 30% [36] a vykonavaji podobnou funkei,
coz naznacuje jejich evolu¢ni pribuznost [37].

1.6 Anotace funkce proteint

Idedlni anotace proteinu obsahuje informace o jeho funkei (pripadné vice funkcich).
Ta je primarné zajisténa experimentalnim vyzkumem. Tento postup je vyrazné
pomalejsi nez rychlost vkladani sekvencénich a strukturnich dat do databézi [3§].
Kvili tomu by vznikalo mnoho zaznami v databazich bez uvedené funkéni anotace.
Proto bylo vymysleno mnoho metod pro poc¢itacovou predikeci funkénich anotaci.
Piiklady téchto metod k roku 2021 jsou uvedeny v tabulkach [I.1fa V roce 2022
byla vyvinuta metoda PANDA2 [39]. Metody predikce funkéni anotace ¢asto zahr-
nuji preneseni funkéni anotace z podobného proteinu (pfipadné agregace informaci
z vice podobnych proteint) [40]. Dalsi metodou predpovézeni funkce proteinu
je napriklad na zakladé interakénich dat [41]. P¥ikladem takového pfistupu je
,metoda pritazovani funkci zalozena na pravdépodobnostni analyze sousedstvi
v interak¢ni sitiﬂ protein-protein“ [42]. Neposledni moznosti predikce proteinovych
funkei je vyuziti metod strojového uceni [43]. Moderni metody zahrnuji kombi-
naci vice metod, prikladem je DeepGOPlus, ktery kombinuje podobnost sekvenci
s vyhledavani sekven¢nich motivii pomoci neuronovych siti [44].

Postup preneseni funkce predpokldda, ze podobnost proteinu nevznikla cistou
nahodou. Jednou moznosti vzniku podobnosti dvou proteinti je na zakladé po-
dobného evoluéniho ptivodu. Takové proteiny se snazime odhalit pomoci sekvenéniho

Zinterakeni sit je reprezentovana informatickym grafem
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Metoda Nézev Pub- Autori Dostupné

liko-
VAno
Na zaklade OntoBlast 2003  Zehetner [45] -
podobnosti
GOFigure 2003 Khan et al. [46] -
GOblet 2003 Hennig, Groth a -
Lehrach [47]
Gotcha 2004 Martin, Berriman a -
Barton [48]
PFP 2008 Hawkins et al. [49] -
INGA 2015 Piovesan et al. [50] -
GoFDR 2016  Gong, Ning a Tian -
[51]
Pravdépodobnostni - 2003 Letovsky a Kasif -
2
- 2007 Nariai, Kolaczyk a -
Kasif [52]
BMRF Kourmpetis et al. -
53]
Strojové uceni GOPET 2006 Vinayagam et al. -
54
PoGO 2010 Jung et al. [55] -
FFPredﬂ 2016  Cozzetto et al. [56] +
PANNZER2 2018 Toronen, Medlar a +
Holm [57]
Deep- 2018 You, Huang a Zhu -
Text2GO [58]
NetGo 2018  You et al. [59] +

Tabulka 1.1 Metody zaloZené na tradiCnich pFistupech pro pfifazovani terminii k pro-
teinim. Webové odkazy, na kterych jsou tyto programy k dispozici (dostupnym v ervenci 2024)
jsou v tabulce [T.3]

Pfevzato z Vu a Jung [60], upraveno podle aktualné (k 17.7.2024) dostupnych informaci a
prelozeno.

?Feature-based function prediction
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Vyuzita vlastnost Néazev Pub-  Autori Dostupné

liko-
VAno
Na zékladé - 2014  Chicco, Sadowski a -
podobnosti Baldi [61]
ProLanGO 2017 Cao et al. [62] +
SECLAF 2018  Szalkai a Grolmusz +
[63]
DEEPred 2019  Sureyya Rifaioglu +
et al. [64]
DeepSeq 2019 Nauman et al. [65] +
DeepGO-Plus 2019 Kulmanov a +
Hoehndorf [44]
Integrovana - 2016 Tavanaei et al. [66] -
data/zalozend na
strukture
DeepGO 2018 Kulmanov, Khan a +
Hoehndorf [67]
deepNFﬂ 2018  Gligorijevi¢, Barot a +
Bonneau [68]
— 2018 Fa et al. [69] +
DeepFunc 2019 Zhang et al. [70] +
DeepGOA 2020 Zhang et al. [71] +
SDN2GO 2020 Cai, Wang a Deng +
[72]
DeepAdd 2020 Du et al. [73] -
F FPred—GA 2020 Wan a Jones [74] +
GONET 2020 Li et al. [75] +

Tabulka 1.2 Metody zalozené na hlubokém uéeni predikujici funkéni anotaci pfifazenim
termini. Webové odkazy, na kterych jsou tyto programy k dispozici (dostupnym
v Cervenci 2024) jsou v tabulce .

P¥evzato z Vu a Jung [60], upraveno podle aktualné (k 17.7.2024) dostupnych informaci a
prelozeno.

?Sequence Classification Framework
bdeep Network Fusion
‘FFPred - Generative Adversarial Networks
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Nézev  (identifi- Dostupné na

kace)

FFPred3 bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

PANNZER2 ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/sanspanz/
NetGo dmiip.sjtu.edu.cn/ng3.0

ProLanGO github.com/caorenzhi/ProLanG02

SECLAF pitgroup.org/seclaf/

DEEPred github.com/cansyl/DEEPred

DeepSeq github.com/recluze/deepseq

DeepGO-Plus deepgo.cbrc.kaust.edu.sa/deepgo/

DeepGO github.com/bio-ontology-research-group/deepgo
deepNF github.com/VGligorijevic/deepNF

Fa et al. [69) bioinf.cs.ucl.ac.uk/downloads/mtdnn/
DeepFunc csuligroup.com/DeepPFP/others

DeepGOA csuligroup.com/DeepPFP/others

SDN2GO github.com/Charrick/SDN2GO

FFPred-GAN github.com/psipred/FFPredGAN

GONET github.com/wanglx1874/GONET

PANDA?2 dna.cs.miami.edu/PANDA2/

Tabulka 1.3 Seznam online dostupnych programi pro predikci funkéni anotace proteint
pomoci pfitazeni [GO| termind. Tento seznam zahrnuje webové servery a stazitelné verze
program(, které jsou dostupné k 15. ervenci 2024.
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zarovnani.

Dalsim moznou pri¢inou podobnosti je vyskyt ve stejném okolnim prostiedi.
Diky podobnosti okolnich molekul, napriklad substrati, se danym proteiniim mohlo
vyvinout podobné interakéni misto s velmi podobnou strukturou a fyzikalnimi
vlastnostmi. Proto se pro nalezeni podobného proteinu miuze vyuzit i strukturni
zarovnani [76].

Funkéni anotace proteinu miize byt detailni popis definujici funkci
v konkrétnich podminkach (napriklad danych konkrétnim experimentem). Bohuzel
takto podrobny popis neni mozné automaticky tridit do podobnych funkénich
kategorii a tedy neni mozné tici zda dané dva proteiny sdileji néjakou vlastnost.
Proto vznikly presné definované soubory popisnych termini, které jsou neredun-
dantni a strojové ¢itelné |76]. U enzymu vznikla enzymova nomenklatura) ve které
je definovana klasifikace pomoci ¢isel (Enzyme Commission Classificationl),
kterda jsou slozena ze CtyP Cisel reprezentujicich hierarchické usporadani [77].
Pro membranové transportni proteiny byla zavedena databaze klasifikace trans-
portértl, ktera definuje [TC| ¢isla (Transporter Classification]). Tato klasifikace je
organizovand jako péti uroviiovy hierarchicky systém [78].

Vyse uvedené klasifikacni systémy jsou hodné omezené, tim, ze klasifikuji
pouze podskupinu proteinti. Nezavisle na téchto systémech vznikla mnozina bio-
logicky relevantnich terminii s jasné definovanou hierarchickou strukturou, jedna
se 0 [79, k. 9]. V této hierarchické struktufe je v dubnu 2024 ulozeno 42 271
terminu [80]. je reprezentovana jako lacyklicky orientovany graf (DAG)P’| Obsa-
huje t¥i hlavni vrcholy, ze kterych nevede zaddna hrana. Tyto vrcholy reprezentuji
tTi oblasti, ve kterych jsou usporadany vsSechny ostatni terminy. Jedna se o ob-
lasti molekularni funkce (GO:0003674), buné¢na komponenta (GO:0005575)
a biologicky proces (GO:0008150). Hrany uvniti oblasti reprezentuji
jednotlivé vztahy mezi dvéma terminy. Existuje nékolik druht téchto vztaht, které
jsou v [GO| podporovany. Priklady vztaht jsou A je podtypem B, A je vidy cdst B,
A vZdy obsahuje B, A reguluje B |80, (81} |79)].

Existuje mnoho predikénich metod, které predikuji funkei proteinu a mapuji ji
na [GO] Napiiklad na zékladé podobnostnich dat, nebo také pravdépodobnostnich
dat [60]. Nelze vSak snadno najit metodu pfimého odvozeni funkce proteinu ze
sekvence, ktera nejprve predikuje strukturu proteinu, nasledné vyuziva strukturni
podobnost a zobrazuje odpovidajici podgraf [60]. Vizualizovany podgraf je
uzivatelsky lépe interpretovatelny nez seznam funkeci. Navic muze uzivateli zobrazit
vice vrcholu ve shluku, coz uzivateli umoznuje vizualni posouzeni relevantnosti
navrzené funkce. Proto je v rdmci této praci vyvinuta metoda, ktera tento postup
implementuje a tim nabizi pro uzivatele alternativni pohled. Tato metoda bude
predstavena v kapitole

3directed acyclic graph
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Kapitola 2

Vyhledavani podobnych proteinu

2.1 Sekvenéni zarovnani

Standardnim pristupem zarovnani sekvence délky m se sekvenci délky n je algo-
ritmus navrzeny Needlemanem a Wunschem v roce 1970. Tento algoritmus byl
navrzen v kubickém vypocetnim cCase, protoze byla umoznéna penalizace mezer
jako funkce ve velikosti mezer [82]. Moderni implementace této metody bézi v case
O(m - n) [83, 84]. To znamend, ze pocet operaci provedenych za dobu vypoctu
zarovnani dvou sekvenci je maximalné m - n - k, kde k je libovolna konstanta.

Predstavme si, ze mame sekvenci a délky m, ktera ¢ini 300 aminokyselin.
K této sekvenci hledame podobné sekvence pomoci vyse uvedeného algoritmu.
Prohledavame databézi D neredundantnich sekvenci, ktera v dubnu 2024 obsahovala
722 278 205 proteinovych SekvenCiE] [85]. Pro jednoduchost vypoctu definujme,
ze délka kazdého proteinu v databazi je 300 aminokyselin, coz je obvykla délka
proteinu uvedena v kapitole [1.1}

ID| - (m-n-k)=k-722 278 205 - 300 - 300 = k - 65005038450000 ~ k - 10" (2.1)

Bézny pocitac (v roce 2022) vykona 10 operaci za sekundu [86] k. 2]. Za téchto
podminek algoritmus v nejhorsim pripadé nalezne podobné sekvence za

1 13
k - 1009 = k - 1000sekund ~ k - 0.3hodiny. (2.2)

Pri predstavé, ze ,zanedbana“ konstanta k je pouhych 5, je doba béhu vyse
uvedeného algoritmu 1.5 hodiny.

Vypocet je zavisly na parametri | D], coz je velikost dotazované databdze.
Ty budou detailné probirany v kapitole . Je uvedena hodnota ~ 10? k dubnu 2024,

Wyuzivaim  databdzi nr (Al non-redundant ~ GenBank  CDS  translati-
ons+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples from WGS projects)
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Obrazek 2.1 Graf znazornujici zvétSovani databaze UniProt. Pik zobrazeny v roce 2015
je vznikly rozsahlym mazanim redundantnich proteini [87].

Obrazek prfevzat z aktudlnich statistik UniProtu (v dubnu 2024) [10] a upraven pfidanim
popiski os.

ale proteiny jsou do databazi stale pridavany, proto by bylo potieba v brzké dobé

Rychlost priristku databaze zavisi na mnoha faktorech, jako priklad rychlosti ristu
databaze je uveden graf prirtustku UniProtu 2.1l Pro konkrétni predstavu je zde
uvedeno, ze v lednu 2023 bylo v databazi UniProtKB/TrEMBL 245 871 724 [10]
sekvenci a v lednu 2024 zde bylo 249 751 891 [10] sekvenci, tedy o 3 880 167 vice.

Pokud by se presné algoritmy pouzivaly na porovnani sekvence s kazdou sekvenci
v databazi, tak by pro jednu sekvenci byli nalezeny podobné sekvence v radu desitek
minut. Navic neni casté, ze by predmétem vyzkumu bylo vyhledani podobnych
proteinu pro jednu sekvenci. Typicky predmétem vyzkumu byvaji komparativni
analyzy, ve kterych jsou vyhledavany podobné proteiny pro vice vstupnich proteinii.

V ptipadé potieby vyhledani podobnych sekvenci pro pouhych 100 vstupnich
sekvenci (pri zanedbani k) bude ¢as vypoctu 30hodin, coz znamena vice jak
jeden den. Ovsem uz pti 1000 vstupnich sekvenci je doba béhu algoritmu 300hodin,
tedy vice jak tyden ¢istého casu.

2.1.1 Heuristické metody

Na vyhledavani podobnych sekvenci v databazich se vyuzivaji metody zalozené
na heuristikach. Heuristiky jsou typicky rychlejsi a prostorové tspornéjsi algoritmy,
coz kompenzuji presnosti vysledku. Negarantuji optimalni feseni [88]. To znamen4,
Ze muze existovat proteinova sekvence, ktera je dotazované sekvenci podobné;jsi
nez vSechny nalezené heuristickym algoritmem. Piiklady programi urcéenych k
vyhledani podobnych sekvenci, které vyuzivaji heuristické metody jsou uvedeny v
tabulce 2.11
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2.1.2 Kvantifikace shody

Jak bylo zminéno v kapitole [1 tak se predpokladé, Ze nendhodna podobnost
sekvenci souvisi s homologii danych proteint |34]. Proto je k objeveni homologii
vyuzivano mnoho riznych programu, které v databazich vyhledavaji podobné
proteiny. Vybrané (bézné uzivané) programy jsou uvedeny v tabulce . V pripadé
vyhledani podobnych proteinti v databazi je dilezita informace, jak moc je dany
nalez relevantni.

Existuje hrubé skore s, které je zavislé na mnozstvi substituci, inzerci a deleci
mezi dotazovanym a vyhledanym proteinem. Tato hodnota reflektuje vzdalenost
téchto proteint. Statistickou normalizaci této hodnoty ziskdme bitové skoére s,
které se typicky vyuziva k vyjadieni miry relevance [96].

Bohuzel databazové vyhledani mtze nalézt nékteré proteiny ndhodou. Proto se
pouzivaji statistické modely k odhadu, zda lze ocekavat, Ze nalezené skore bylo
ziskano nahodou. Tuto ndhodu je vhodné zohlednit ve vsech nalezenych shodach
jako parametr nejistoty homologie.

Definice 2 (E-hodnota [34]). Necht s' je skére a D wvelikost databdze, pak rovnici
E(s') < p(s' > x) <1—exp(—exp(—z)) x D

je definovdana E-hodnota zdvisld na s’ skore.

Nazev Publikovano Autori Dostupné
SSEARCH 1981 Smith, Waterman et al. [89] +
FASTA 1988 Pearson a Lipman [90] +
BLASTY 1990 Altschul et al. [85] +
PSI-BLAST[] 1997 Altschul et al. [91] +
HMMER3 1998 Durbin et al. [92] +
USEARCH 2010 Edgar |93 +
OSWAL 2016 Rucci et al. [94] +
MDMseqs Aﬁ 2017 Steinegger a Soding [95] +

Tabulka 2.1 Priklad programi vyhledavéjici podobné sekvence v databazi.
Webové odkazy, na kterych jsou tyto programy k dispozici v ervenci 2024 jsou v tabulce @

“Fast alignment

bBasic Local Alignment Search Tool

¢Position-Specific Iterated BLAST

IBiosequence analysis using profile hidden Markov models

¢Ultra-fast sequence analysis tool

fOpenCL Smith-Waterman Algorithm on Altera FPGA for Large Protein Databases
9Many-against-Many sequence searching
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Nézev  (identifi- Dostupné na

kace)

SSEARCH npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?
page=/NPSA/npsa_ssearch.html

FASTA www . genome . jp/tools/fasta/

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

PSI-BLAST blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=
BlastSearch&PROGRAM=blastp&BLAST PROGRAMS=
psiBlast

HMMERS3 hmmer . org/

USEARCH www.driveb.com/usearch/

OSWALD github.com/enzorucci/0OSWALD

MMseqs2 seqsearch.east.k8s.rcsb.org/search

Tabulka 2.2 Seznam online dostupnych programi pro vyhledavani podobnych sekvenci
v databazich. Tento seznam zahrnuje webové servery a stazitelné verze programi, které jsou
dostupné k 15. Cervenci 2024.

Presné E-hodnota pro konkrétni shodu udava pocet o¢ekavanych nahodnych
zarovnani se stejnym nebo lep§im skérd? Hodnotu s podobnou informaci uvadi i
nize diskutovany FoldSeek [97].

2.2 Strukturni zarovnani

Druhou standardni variantou zarovnani proteint je na zakladé proteinové struktury.
Tento pristup zobrazuje souvislosti mezi proteiny, u kterych podobnost vznikla
reakcemi na stejné okolni prosttedi, jak bylo diskutovano v kapitole [I.6}

,, Proteinovou strukturu nelze popsat pouhou posloupnosti pismen, jako je tomu
u sekvence aminokyselin. Misto toho je nutné specifikovat prostorové usporadani
proteinu, které je klicové pro jeho funkci. Toto prostorové usporadani je standardné
zapisovano pomoci koordinat jednotlivych atomu, které udavaji jejich pfesnou
polohu v trojrozmérném prostoru. Timto zptsobem lze detailné popsat, jak jsou
jednotlivé ¢asti proteinu vici sobé navzajem orientovany a jak vytvareji slozitou
trojrozmeérnou strukturu“[9§].

Pro popis 3D struktur proteint byly zavedeny rtzné automaticky zpracovatelné
formaty. Zakladnim typem souboru je soubor s ptriponou .pdb. Jedna se o typ

2Jedn4 se o vysvétleni prevzaté z www.nlm.nih.gov/ncbi/workshops/2023-08_BLAST _evol/
e_value.html| (7.8.2024)
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souboru zavedeny pred rokem 1977 organizaci [Worldwide [PDB| (wwPDB)| [99].
Jsou v ném obsazeny informace o soutadnicich jednotlivych atomii a sekundarnich
strukturach. Tento soubor ma presné definovanou strukturu, a proto bohuzel neni
mozné do néj ulozit molekulu delsi nez 99 999 atomt. Z toho divodu je v dnesni
dobé jiz zastaraly a tudiz by se nemél pouzivat [100]. I pfes to je stale velmi
vyuzivanym typem formétu. Piiklad proteinu ulozeném v tomto formétu je uveden
na nasledujicim odkazu: www.ebi.ac.uk/pdbe/entry-files/pdblaoi. entE|.

Primérny pocet atomt v aminokyseliné je 19.2 [ Pokud miize v souboru
typu .pdb byt ulozeno maximélné 99 999 atomu, tak jde ulozit maximalné 5 QO(E]
prumérnych aminokyselin v fetézci. To predstavuje omezeni, které mize byt proble-
matické pti praci s vétsimi proteinovymi komplexy nebo strukturami obsahujicimi
vice domén. Z tohoto divodu vznikl novéjsi format mmCIF/PDBx [100], ktery
nema pevné dany rozsah a tim lze do néj ulozit libovolné velké proteinové struk-
tury [101].

2.2.1 Metody strukturniho vyhledavani

V této casti jsou diskutovany vyhody jednotlivych metod vyuzivanych k vyhledani
podobnych proteinovych struktur. Priklady metod pouzivanych ve védecké komu-
nitd| uréenych k vyhledavani ve strukturnich databézich jsou uvedeny v tabulce [2.3]

Programy na vyhledavani strukturni podobnosti v databazich byly dlouho-
dobé pomalé. Toto se zménilo v roce 2021, kdyz byl uveden do provozu FoldSeek
[97]. Jednim z prvnich algoritmt byl v roce 1995 Dali [102]. Tento algoritmus
vyuzival informace o atomovych souradnicich. Metody vyvinuté pozdéji snizovali
vypocetni ¢as heuristickymi pristupy. Prikladem takovych metod je CE a mTM-
align [104, 106]. Mezi moderni vyuzivané metody se fadi programy TM-search
a FoldSeek. TM-search je specificky tim, ze vyhledava v predpripravenych da-
tabézich, které uspotradal hierarchicky podle matice podobnosti. Poté porovnava
jen se zastupci proteintt v dané hierarchické kategorii, a tim zna¢né omezuje jim
prohledavany prostor proteinovych struktur [107]. FoldSeek je moderni metoda
vyvinuté za tucelem velmi rychlého prohledavani databazi. Rychlost vypoctu je
zajisténa mnoha algoritmickymi prvky. Prvnim stézejnim bodem je reprezentace
aminokyselinové kostry proteinu pomoci specialné vyvinuté strukturalni abecedy.
Ta popisuje prostorovou orientaci (véetné tercialnich interakci) mezi dvéma nej-
bliz§imi strukturnimi motivy. Dal$im urychlenim vypoctu je vyuziti filtrovani

30dkaz funkéni 28. dubna 2024

4Primér vypocéten na odkaze: www.imgt.org/IMGTeducation/Aide-memoire/ UK/
aminoacids/abbreviation.html|(7.8.2024)

299 999/19.2 = 5200

Spoéty citaci uvedené na |Google Scholar: Dali: 1619, VAST: 1392, CE: 2611, FATCAT: 730,
mTM-align: 88, TM-Search: 3, FoldSeek: 435 (stav ke dni 19.6.2024)
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dat pred samotnym algoritmem, které je navrzeno s ohledem na snizeni poctu
falesné pozitivnich vysledkii. V neposledni radé vyuziva FoldSeek paralelniho béhu
programu. Stézejnim prvkem vypoctu zajistujicim casové efektivni a velmi presné
vyhledavani je specidlné navrzena a natrénovana neuronova sit. Rychlost FoldSeeku
pti prohleddvani databéze AlphaFoldDB (verze 1) je 184 600x rychlejsi nez ptivodni
program Dali [97].

Zajimavé je, ze jiz program FATCAT z roku 2003 prifazuje riznym podc¢astem
proteinu rizné vahy vyjadiujici konzervovanost ¢asti proteinu. Tato informace
je cenna, jelikoz zarovnani rozvolnénych mist ma minimélni informacéni hodnotu
z divodu ¢astych konformacnich zmén [105]. Konzervovanost struktur také zohlednili
vyvojari FoldSeek pri trénovani neuronové sité [97].

2.2.2 Kvantifikace shody

Pti porovnavani struktur je stézejni ziskat informaci o mife jejich podobnosti.
Obvyklym méritkem podobnosti je stfedni kvadratickd odchylka (RMSD[]). Ta
vyjadiuje vzdalenost vztazenou na jednu aminokyselinu mezi dvéma optimalné
zarovnanymi sekvencemi.

Definice 3 (RMSD]| [108]). ,Hodnota mezi dvema molekulami A a B

slozenymi z n atomi je definovdna s ohledem na ortogonalni matici R (rotace)

"Root mean square deviation

Nazev Publikovano  Autori Dostupné
Dali] 1995 Holm a Sander [102] +
VAST] 1996 Gibrat, Madej a Bryant [103] +
CH" 1998 Shindyalov a Bourne [104] -
FATCATY] 2003 Ye a Godzik [105] +
mTM-align 2018 Dong et al. |106] -
TM-search 2022 Liu et al. [107] +
FoldSee 2023 Van Kempen et al. [97] +

Tabulka 2.3 Pfiklad programi vyhledavajici podobné struktury v databazi.
Webové odkazy, na kterych jsou tyto programy k dispozici v Cervenci 2024 jsou v tabulce 2.4

“Protein structure comparison server

bVector Alignment Search Tool

¢Combinatorial extension

IFlexible structure AlignmenT by Chaining Aligned fragment pairs allowing Twists
°Fast and accurate protein structure alignment and visualisation
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Nézev  (identifi- Dostupné na

kace)

Dali ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/

VAST structure.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/VAST/
vastsearch.html

FATCAT fatcat.godziklab.org/fatcat/fatcat_search.html

TM-search zhanggroup.org/TM-search/

FoldSeek search.foldseek.com/search

Tabulka 2.4 Seznam online dostupnych programi pro vyhledavani podobnych struktur
v databazich. Tento seznam zahrnuje webové servery a stazitelné verze programi, které jsou
dostupné k 17. Cervenci 2024.

a translacni vektor v:Fl

1
RMSD := \/n S lla; — Rb; — v|2. (2.3)

Existuje mnoho dalsich odvozenych metrik, prikladem je relativni Z0-
hlednujici rozdilnou délku mezi proteiny. Tato metrika nabyva hodnot mezi 0 a 1,
pricemz 1 vyjadiuje shodné proteiny a 0 velmi rozdilné proteiny [109].

Dalsi metodou vhodnou na kvantifikaci podobnosti dvou struktur je TM-skérd?]
Jednd se o jediné zde predstavené skore, které bylo vyvinuto pfimo na porovnéani
proteinovych struktur. Nabyva hodnot mezi (0, 1] (kde vyssi skére odpovidd vyssi
shodé) a dobre koreluje s lidskym vizudlnim vnimanim podobnosti [110].
Definice 4 (TM-score [110]). Necht L,, je délka nativni struktury, Ly je pocet
zarovnanych zbytkid, d; je vzddlenost mezi i-tym pdrem zarovnangych zbytku, do
normalizacni faktor pak

- 11
-score ;== max — y ————
Ly ; L+ (%)

Toto skére zohledniuje jak délku proteinu, tak kvalitu zarovnani v celé délce

proteinu a tedy je urc¢eno k posouzeni globalniho zarovnéni [110].

2.2.3 Strukturni zarovnani na zakladé sekvence

Jak bylo uvedeno vyse v dnesni dobé jiz existuji rychlé a spolehlivé programy
vhodné k vyhledavani ve strukturnich databazich. V kapitole byl diskutovan

8Jedna se o pfesné pfevzatou a pielozenou definici (i s rovnicf) ze ¢lanku (Fukutani et al.
[108]).
Ynézev vychdzi z anglického template modeling score
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rozdil mezi sekvenc¢ni a strukturni podobnosti. Jelikoz sekvencéni podobnost je
zalozend na homologii a strukturni na funkci, tak se nabizi otédzka zda lze ze
sekvence odvodit i strukturni podobnosﬂ. Piimé odvozeni strukturni podobnosti
ze sekvence mozné neni, ale existuji moderni metody predikce proteinové struktury
ze sekvence. Timto zpusobem lze ziskat pribliznou strukturu proteinu, kterou lze
nasledné vyuzit na vyhledani strukturné podobnych proteintt v databézi.

Existuje vice metod predikce struktury proteinu, ale moderni metody vyuzivaji
prevazné hluboké strojové uceni. Ptiklad takovych metod je uveden v tabulce [2.5]

Program AlphaFold vyvinuty spole¢nosti DeepMind byl prvni relativné presnou
metodou zalozenou na hlubokém strojovém uceni. Ve 14. kole soutéze
lAssessment of Structure Prediction (CASP)| dokézal urc¢it strukturu na atomarni
presnost i v pripadech kdy v databézi nebyl nalezen homologni protein [111]. Od té
doby vznikaji dalsi metody dosahujicich podobnych vysledkt, ty jsou uvedeny
v tabulce AlfaFold byl primarné testovan na vstupech obsahujicich vice zarov-
nanych sekvenci. Oproti tomu ESMFold se zaméruje na predikci struktury z jediné
sekvence. ESMFold predpovi strukturu proteinu v kratsim case nez AlphaFold
za cenu nizsi presnosti (postrannich fetézei) [112].

Vyuzita vlastnost Néazev Pub-  Autofi Dostupné
liko-
VANO
Vice-nasobné AlphaFold 2021  Jumper et al. [111] +
zarovnani sekvenci
RoseTTAFold 2021 Back et al. [113] +
Pfedem pfipravené ESMFoldﬂ 2021 Rives et al. [112] +
modely
proteinovych jazykt
OmegaFold 2022 Wu et al. [114] +
vice pohledového S—PLMH 2024  Wang et al. [115] +

kontrastni uceni

Tabulka 2.5 Ptiklad programi predikujici 3D strukturu proteinu pomoci hlubokého stro-
jového uceni. Webové odkazy, na kterych jsou tyto programy k dispozici v Cervenci 2024 jsou
v tabulce 2.6

Seznam metod inspirovan ¢lankem od Jeliazkov, Alamo a Karpiak [116].

“Evolutionary Scale Modeling
bStructure-aware Protein Language Model

10Nabizi se i opatné otdzka zda lze vyuzit strukturu k sekvenénimu vyhledavani, ale zde je
dtlezité si uvédomit, Ze strukturni informace je robustnéjsi a obsahuje uvniti sebe informaci o
sekvenci. Tedy tato metoda lze vyuzit, ale za cenu ztraty informace.
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Nézev  (identifi- Dostupné na

kace)

AlphaFold colab.research.google.com/github/sokrypton/
ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb

RoseTTAFold github.com/RosettaCommons/RoseTTAFold

ESMFold esmatlas.com/resources?action=fold

OmegaFold github.com/HeliXonProtein/OmegaFold

S-PLM github.com/duolinwang/S-PLM

Tabulka 2.6 Seznam online dostupnych programi predikujici 3D strukturu proteinu.
Tento seznam zahrnuje webové servery a stazitelné verze programi, které jsou dostupné
k 17. Cervenci 2024.

2.3 Prohledavané databaze

P1i vyhledavani podobnych proteint k dotazovanému je stézejnim bodem vybér
vhodné prohledavané databaze. Mohlo by se zdat, ze ¢im vice zaznamu v da-
tabazi je, tim vice podobnych proteinii 1ze nalézt. Toto neni pravda, protoze
u kazdého zdznamu musime filtrovat ndhodné zarovnani (bylo probrano v sekci
[2.1.2)), pravdépodobngjsi je u velkych databdzi s hodné zdznamy [34]. Proto je
pro jisté vyzkumy vhodné zvolit vyhledavani pouze v néjaké filtrované podmnoziné
zvolené databéaze.

Dalsim dilezitym parametrem pri vybéru vhodné databdze muize byt informace
o relevanci v ni ulozenych dat. Existuji databéaze, které obsahuji zaznamy, které
nejsou podlozeny experimentalnim vyzkumem, ale jsou jen predikovany. Prikladem
takové proteinové strukturni databaze je AlfafoldDB[117].

Informaci o relevanci ndm muze dat i mnozstvi dat zkontrolovanych expertem.
Zkontrolované databaze (curated databases) jsou vyrazné kvalitnéjsi a organizo-
vanéjsi nez pouze automaticky udrzované databaze, ale za cenu velmi pomalého
rustu [118]. Piikladem plné zkontrolované sekvenéni databdze je Swiss-Prot. K tomu
v roce 1996 vznikla druhd ¢dst TREMBL, obsahujici ruéné nekontrolovand data [119].
V dnesni dobé jsou obé tyto mnoziny dat k dispozici v databazi Uniprot [10].

Priklady metod vyvinutych k prohledavani databéazi jsou uvedeny v tabulkéch
2.1| (metody sekvencniho vyhleddvani) a 2.3 (strukturniho).

Vétsina metod uvedenych v tabulkdch 2.1 a [2.3] je také k dispozici ke stazeni.
V pripadé vyuzivani stazené varianty programu je standardné mozné zvolit si
pro uzivatele vhodnou sadu prohledavanych sekvenci s ohledem na téma vyzkumu.
Druhou moznosti je vyuziti webovych serverti poskytnutych typicky vyvojarem
daného software. Tato moznost je komfortnéjsi pro rychlé a snadné uziti programu,
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ale velmi omezujici ve vybéru moznych prohledavanych databazich, protoze si
musime vystacit se sadami dat poskytnutymi danym serverem. Pro sekvenéni
zarovnani na webovych serverech je u SSEARCH, FASTA, BLAST a PSI-BLAST
k dispozici velkd neredundatni databaze a Swiss-Prot. Webové servery SSEARCH,
FASTA, BLAST a PSI-BLAST nabizeji i dalsi databaze, ale ty jsou pro kazdy
uvedeny program ruzné.

Webové servery strukturnich vyhledavacich programi Dali, VAST, FATCAT,
TM-search a FoldSeek vzdy nabizi vyhleddvani v [Protein Data Bank (PDB)| kterd
je spravovana organizaci [100]. Nékteré z uvedenych programi nabizi
i dalsi databéaze pro vyhledavani podobnych struktur. Program FoldSeek nabizi
sedm ruznych databézi, a navic i vSechny jejich kombinace.
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Kapitola 3

Vizualizace funkce podobnych
proteinu

V této praci je provedena analyza riznych metod preneseni funkéni anotace (viz ka-
pitola ) a ni byl nenalezen nastroj zamérujici se na vizualizaci funkci podobnych
proteini pomoci grafu [GO] Proto je tato metoda v této préci predstavena.

Predstavovany program se jmenuje GOlizard. Originalitou navrzeného softwaru
je zobrazeni vsech funkci podobnych proteint. Dle kapitoly [1] 1ze predpokladat,
ze sekvencné podobné proteiny reflektuji evoluci a diky ni sdileji stejnou funkeci.
Strukturné podobné proteiny sdileji stejné funkce z diivodu reakce na podobné
okolni podminky. Proto je predlozen vycet funkénich anotaci podobnych proteint
s predpokladem relevance preneseni téchto anotaci na vstupni protein. Tento
pristup prinasi uzivateli vice informaci a zaroven mu prenechava rozhodnuti vybéru
vérohodné charakteristiky proteinu, jak bylo zminéno v tivodu. Vystupem programu
je orientovany graf s projekci vSech navrzenych anotaci (viz kapitola .
Podstatnym zamérem je, ze vizualizovany podgraf neni zobrazen ve vrstvach
reprezentujicich vzdéalenost od hlavnich vrcholﬁﬂ ,, Tato varianta je vybrana, protoze
vzdélenost nenf relevantnim mé¥itkem kvality odhadu funkce. Prifazeni [GO] anotace
k proteinu totiz odrazi hloubku védeckého poznani v konkrétni tématické oblasti.
Zohlednuje také dalsi informace, které jsou o daném proteinu znamy v dobé
anotace’ 120, |121].

Na obrazku je zobrazeno schéma jednotlivych kroka vypoctu. Program
na vstupu bere proteinovou sekvenci ve FASTA formatu. To je standardizovany
forméat, ktery na prvnim fadku obsahuje informace o proteinu a na dalsich radcich sa-
motnou sekvenci proteinu zapsanou v prifazenych pismenech (viz kapitola )E] [122].
Priklad proteinu, ktery je ve FASTA formatu je uveden na obrazku Jednd se

Lyviz kapitola molekuldrni funkce, bunécéna komponenta a biologicky proces
2Neoficidln{ specifikace na zhanggroup.org/FASTA/| dostupna 7.8.2024
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Proteinova sekvence

ESMfold

BLAST

FoldSeek

Seznam podobnych proteind

Uniprot

GeneOntology

Zobrazeny podgraf Gene Ontology

Obrazek 3.1 Schéma software pro vizualizaci predikce funkce proteinu

>sp|P01308|INS_HUMAN Insulin 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=INS PE=1 SV=1
MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRR
EAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN

Obrazek 3.2 Ptiklad proteinu uloZzeného ve FASTA forméatu

o lidsky inzulin (UniprotID: P01308) stazeny v ¢ervnu 2024 z databaze Uniprot.

Nésledné program vyhleda proteiny podobné vstupni sekvenci. Tuto ¢ast pro-
gram provadi dle nastaven{ uZivatelem jednou ze dvou riiznych metod. Bud’ vyuzije
sekven¢ni vyhleddvani pomoci programu [BLAST], nebo z vlozené sekvence predi-
kuje strukturu pomoci programu ESMFold, a poté vyuzije strukturni vyhledani
pomoci programu FoldSeek. Programy FoldSeek a ESMFold jsou vybrany z divodu
kratkého vypocetniho ¢asu a dostupnosti webovych serverii. Bohuzel tato varianta
je z divodu omezeni predikce struktury v ESMFold omezena maximalni délkou
vstupni sekvence na 400 aminokyselin.

Jelikoz vyhleddni nalezne i proteiny, které jsou si navzdjem velmi podobné (a tedy
mohou nést podobnou informaéni hodnotu o funkei). Je také naimplementovana
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Barva Nézev vztahu

Cernd A je podtypem B
Tmavé modra A je vzdy cast B

A reguluje B

A pozitivné reguluje B
Cervend A negativné reguluje B

A vzdy obsahuje B

A se vyskytuje v B

Tabulka 3.1 Barvy vztahi ve vystupnich grafech programu Golizard. Zvolené barvy
odpovidaji barvdm v aplikaci QuickGO.

moznost vyuziti hierarchického klastrovani. Tato moznost znamend, ze proteiny se
sekvencni identitou vyssi nez nastavena prahova hodnota jsou nahrazeny jednim
reprezentantem, tim se stava nejdelsi ze seskupenych proteint. Ve vyslednych
proteinech, které jsou vyuzity pro dalsi zpracovani, se tedy nebudou nachéazet
proteiny podobnéjsi nez nastavend prahova hodnota. Disledkem této konfigurace
je zahrnuti Sirstho spektra [GO] anotaci, které se nachdzeji u méné piibuznych
proteinti.

Program nésledné projde nalezené podobné proteiny a ke kazdému z nich ex-
trahuje z databaze [Uniprot| vSechny uvedené [GO| terminy. Takto ziskd mnozinu
moznych funkénich anotaci reprezentovanou vrcholy DAGu. Dalsim krokem pro-
gramu je detailn{ vy¢isténi prebytecnych vrcholi v grafu [GO] Prebyteénymi vrcholy
jsou oznaceny takové, které nelezi na zadné cesté mezi néjakou navrzenou funkéni
anotaci vstupni sekvence a vrcholy reprezentujicimi néktery z oblasti molekularni
funkce (GO:0003674), bunécna komponenta (GO:0005575) a biologicky proces
(GO:0008150)| (viz kapitola [1.6]).

Takto upraveny graf[GO|nasledné uzivateli zobrazi. V zobrazeném grafu jsou
hrany odliSeny rtznymi barvami, dle typu vztahtt uvniti [GO] Barvy a jim od-
povidajici vztahy jsou ukazany v tabulce|3.1} Dalsim barevnym odlisSenim je obarveni
horniho nadpisu kazdého terminu [GO], u kterého barva reprezentuje oblast, ve které
se tento termin primarné nachazi. Vétsina barev je konsistentni s grafy dostupnymi
v aplikaci QuickGO) [123].

Navic je mozno vygenerovat textovy, strojové zpracovatelny, vystup ve formé
tabulky obsahujici vSechny navrzené funkéni anotace [GO] a k nim odpovidajici pro-
teiny z Uniprotu. Program také umoznuje vytvoreni exportu grafu do formatu OBO.
Jednd se o textovy soubor s predem definovanou strukturou urceny k uklddani onto-
logii |79, [124]. Konkrétné obsahuje hlavicku s podrobnostmi o verzi a staii daného
souboru. Pak nésleduje ¢4st obsahujici informace o jednotlivych [GO] terminech.
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[Term]

id: G0:0008135

name: translation factor activity, RNA binding
namespace: molecular_function

def: "Functions during translation

by binding to RNA during polypeptide synthesis
at the ribosome." [GOC:ai, GOC:vw]

subset: goslim_chembl

subset: goslim_plant

subset: goslim_yeast

synonym: "translation factor activity,

nucleic acid binding" BROAD [GOC:mah]

is_a: G0:0003676 ! nucleic acid binding

is_a: G0:0045182 ! translation regulator activity
relationship: has_part G0:0003723 ! RNA binding
relationship: part_of G0:0006412 ! translation

Obrazek 3.3 P¥iklad jednoho [GO| terminu v OBO file formatu.
Jedna se o term GO:0008135, z Plant subset - stazeno 24.6.2024.

V nich jsou specifikovany konkrétni vztahy s ostatnimi terminy. Také je zde ro-
zepsan detailni textovy popis co tato [GO|anotace vyjadiuje. Na obrazku [3.3]je vidét
piiklad uloZeni jednoho [GO| terminu ve formatu OBO. V posledni ¢asti souboru
jsou definovany vztahy, které jsou mezi ulozenymi terminy [124].

3.1 Priklad vizualizace

Pro ilustraci vypoc¢tu bylo provedeno nékolik spusténi. Vstupni sekvence byla
vybrana tak, aby dosud nebyla publikovana. Takova sekvence byla zvolena z diivodu
nemoznosti nalezeni stejného proteinu v zadné veiejné databazi’} Vysledky tohoto
testu jsou uvedeny v piiloze [B]

3.1.1 Technické informace o vstupnich datech

Jako vstup programu byla vyuZita ze 38% mutovand sekvence vychazejic
z [HIVFL protedzy (UniprotID: 090777)] bohuZel konkrétni vstupni sekvence
zde neni uvedena z duvodu pokracujiciho vyzkumu na Ustavu organické che+
mie a biochemie AV CR, v.v.i. ve skupiné Jifitho Vondraska. Jako podkla-
dovy graf [GO| byl zvolen go-basic.obo stazeny 13.3.2024 na webovém od-
kaze |geneontology.org/docs/download-ontology/. Po kazdém vyhledani

3y Gervenci 2024

“virus lidské¢ imunitni nedostatecnosti (HIV)| anglicky: Human Immunodeficiency Virus
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a zklastrovani podobnych proteinii bylo vybrano 10 nejlepsich shod dle pro-
centa identickych pozic. K témto 10 proteint byly nalezeny odpovidajici [GO|
anotace, ke kterym byla udélana grafova analyza a nasledné zobrazeni.

Vyhled4vani podobnych sekvenci pomoci programu bylo provedeno
nad databazi Swiss-Prot. Podkladové databédze pro strukturni vyhleddvani (Fold-
Seek) byly zvoleny AlphaFold/UniProt50 v4, AlphaFold/Swiss-Prot v4 a AlphaFol-
d/Proteome v47

U zékladni [HIV} protedzy (UniprotID: O90777)| jsou v Cervenci 2024 v aplikaci
QuickGO)| uvedeny dvé [GO] anotace. Jednd se o laktivitu endopeptidézy aspa-
ragového typu (GO:0004190) z oblasti molekularni funkce (GO:0003674)a pro-
teolyzu (GO:0006508) z oblasti biologického procesu (GO:0008150).

3.1.2 Popis vystupnich dat

V piiloze [B] jsou k prohlédnuti vystupy ve vSech tfech oblastech [GO| vyuzivajici
[BLAST]bez klastrovéani,[BLAST]s klastrovanim, které shlukuje proteiny se sekvencni
identitou alespon 90%, FoldSeek bez klastrovani a FoldSeek s klastrovanim, které
shlukuje proteiny se sekvené¢ni identitou alespon 90%. Celkem je tedy zobrazeno

12 podgrafa [GO]

Posouzeni dle zptisobu vyhledani podobnych proteina

Pti vyhledavani podobnych proteintt programem FoldSeek bez klastrovani byl
mezi 10 nejlepsimi vysledky nalezen protein s UniprotID AOAOKOEQP9, ktery
byl v databéziﬂ Uniprot smazan. Kvili tomu k nému nejsou pritazeny zadné
terminy. V ndvaznosti jednoho smazaného UniprotID se v zobrazenych grafech [B.4]
a naléza pouze devét UniprotID. Ve varianté s FoldSeekem s klastrovanim
byly mezi 10 nejlepsimi shodami nalezeny dva smazené UniprotID (AOA2H2Y5B9
a AOA351EBBY) a navic bylo nalezeno pét proteint, u kterych zatim neni uve-
dena funkéni anotace. Jsou to UniprotID: AOASD3BRE1, AOA0CI9T4L2, B4W551,
AOA8I8XMSI a [AOATCAF495. Z téchto diivodu se bohuzel v grafech [B.10]
a nalézaji pouze tfi UniprotID. Pravdépodobnym disledkem této komplikace
ostatnim v priloze [B]

Ve variantach se sekvencénim vyhledavanim pomoci programu [BLAST| mély
vSechny nalezené proteiny prirazené[GOJanotace. Pfi spusténi vypoctu bez klastrovani
program nalezl 10 ,, polyprotein“m u riznych podtypi ,, viru lidské imunitni

®Vgechny databaze ve verzi 7/2024.
bverze 7/2024
Tvysvétleni zkratek: [group specific antigen (Gag)} [polymerdza (pol)| [125]
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nedostatec¢nosti typu 1 skupiny M‘ﬂ Jedna se o proteiny: 093215, P04588,
QIQBZ5, QIQBZ1, Q75002, QIQSR3, 089290, QIQBZI, QIQBY3, QIWCE3 [10].
Jelikoz se jednd o stejné proteiny u velmi podobnych organizmi, tak méli i prirazené
stejné [GO] anotace a tedy z pohledu grafové analyzy [GO]i stejnou informacni
hodnotu. Ve vysledcich [B.1] [B.2] a[B.3 je tato vlastnost zfetelné vidét. Na zakladé
této skutecnosti byla doimplementovana vyse predstavena varianta s klastrovanim,
které shlukuje proteiny s vyssi (nez prahovou hodnotou) sekven¢ni identitou. Tato
uprava odhalila prinosné informace, jelikoz se ve vyslednych 10 proteinech, vzeslych
z [BLAST] s klastrovani, nalézaji také pouze ,[Gagl[Poll polyproteiny*, avSak tii
z nich u ,opi¢iho viru imunitni nedostate¢nosti (Simpanziho viru imunitni nedo-
stateénosti)“ﬂ Jednd se o proteiny: QIWC54, 093215, Q1A249, Q1A267, 089290,
QIQBY3, P17283, 012158, 041798, Q77373 [10]. Efekt se oc¢ividné projevuje
pti porovnani grafu z oblasti biologicky proces, kde graf s klastrovanim (ve kterém
jsou proteiny s alespon 90% sekven¢ni identitou zklastrovany je nadmnozinou
grafu bez klastrovani [B.3] V oblastech molekulérni funkce a bunéénd komponenta
jsou totozné [GO| anotace v grafech s klastrovani a bez klastrovani, ale s riznou

distibuci UniprotID. Ty jsou k nahlédnuti na grafech a[B.§

Posouzeni dle podstaty [GO| anotace

Nésledujici fadky popisuji vysledné grafy z hlediska oblasti [GO] Jsou predstaveny
souvislosti mezi grafy s riznym vyhledanim podobnych proteini. V textu u sdilenych
vlastnost{ jsou uvddény pouze nejkonkrétnéjsi spolecné [GO| anotace, jelikoz vSechny
terminy hierarchicky obecnéjsi se jiz také musi prekryvat. To z diivodu zptisobu
cisténi grafu, protoze program prii ¢isténi nechava vsSechny cesty k obecnym
terminim. Naopak v pripadé navrzeni jinych c¢asti grafu je, kvili prehlednosti
uvadén nejobecnéjsi rozdilny termin.

8Ptvodni anglickd verze: Human immunodeficiency virus type 1 group M
9Piivodni anglickd verze: Simian immunodeficiency virus (Chimpanzee immunodeficiency virus)
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Zptisob BLAST [BLAST] & Fold- FoldSeek

analyzy Seek
vazba lipida laktivita ens podoblast vazba
Bez klastrovani (GO:0008289) dopeptidazy na proteiny
asparagového (GO:0005515)

typu (GO:0004190)
vazba po-

moci vlasenky
(GO:0035613)
podoblast  vazba,

na proteiny
(GO:0005515)

S klastrovanim ostatni (modfe ne- laktivita en-
oznacené) terminy | dopeptidazy

asparagoveho
typu (GO:0004190)

Tabulka 3.2 Prehled déle diskutovanych terml’nﬁ, které jsou uvedeny v grafech v oblasti
molekularni funkce (GO:0003874).

V druhém sloupci jsou [GO] terminy, které obsahuje pouze graf vznikly BLASTpvou variantou
programu. Ve tfetim sloupci jsou terminy, které sdileji grafy s odlisSnym zplsobem vyhledani
podobnych proteinl. V poslednim sloupci se nachazeji terminy unikatni pro FoldSeekovi graf.

Prvni probiranou oblasti vysledkovych grafii je molekularni funkce (GO:0003874).
Prehled rozdilnych a spolecnych termint mezi jednotlivymi grafy je sepsan v ta-
bulce Zajimavym poznatkem v této oblasti je, ze grafy bez klastrovani
, FoldSeek jsou si hodné podobné, coz je naprostym opakem
k vysledkiim z oblasti bunééné komponenty (GO:0005575). Konkretné 37 termint
z oblasti molekularni funkce (GO:0003874) je identickych v obou grafech,
7 jich je pouze v [BLASTpvé varianté a 5 jich je pouze ve FoldSeekové varianté.
U vyhledavani pomoci se jedna o funkce vazba lipidu (GO:0008289), vazba,
pomoci vlasenky (GO:0035613) a terminy z podoblasti exonukleazové akti-
vity (GO:0004527). U strukturniho vyhleddvani pomoci FoldSeeku byla zobrazena
podoblast vazba na proteiny (GO:0005515). Navic jediny termin na kterém se
shodnou vSechny grafy z oblasti molekuldrnf funkce (GO:0003874) (B.1] [B.4} a
je aktivita endopeptidazy asparagového typu (GO:0004190). Pro prehlednost
je tato anotace zvyraznéna modrou barvou, véetné celé cesty k terminu mole-
kularni funkce (GO:0003874). Zaroven se jedna o anotaci uvedenou u puvodni

1 protedzy (UniprotID: O90777) (viz sekce |3.1.1]).
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V oblasti biologického procesu (GO:0008150) se vSechny grafy [B.6,
a shoduji pouze v proteolyze (GO:0006508). Jedné se o pozitivni zjisténi,
jelikoz proteolyza (GO:0006508) je uvedena jako anotace puvodni 1
protedzy (UniprotID: O90777) (viz sekce [3.1.1]). Druhy velky prekryv je na metabos
lickém procesu (GO:0006259). Zde se shoduji obé varianty BLAST]i FoldSeek
bez klastrovani. Tretim spoletnym terminem je virovy proces (GO:0016032), ktery
FoldSeek bez klastrovani ukazuje jako ,, nejkonkrétnéjsi“ anotaci, naproti tomu obé
[BLASTpvé verze tuto podoblast detailné zobrazuji véetné 10ti prvkového grafu
predchiden (konkrétnéjsich termint).

Déle se v grafech tykajicich se biologického procesu projevuji jednotliva speci-
fika riznych vyhledavani. Napriklad varianta Foldseeku bez klastrovani (obrazek
nalezla pozoruhodnou informaci. Jedna se o dva terminy, které lze zobecnit
na proteolyzu (GO:0006508). Jsou to zrani proteinu (GO:0016485) a katabolicky
proces zprostredkovany proteiny v proteazomu (GO:0010498). Déle tato varianta
nabidla iplné nové ¢asti [GO| grafu. Jednd se o tématické okruhy reakce na podmét
(GO:0050896) a regulace biologické kvality (GO:0065008). Prekvapivym vysledkem
je, ze FoldSeek bez klastrovani také prinesl nové informace a to podoblasti repro-
dukce (GO:0000003) a vyvojového procesu (GO:0032502). Posledni zde rozebranou
¢asti je podoblast zabijeni bunék (GO:0001906), kterou navrhuje jediny
s klastrovanim Muze se jednat o ndhodny (nerelevatni) nélez. PTesto je tato
informace zajimavé, jelikoz v roce 2003 bylo u [HIV} protedzy experimentdlné
zjisténo, ze zplisobuje smrt bunce, ktera byla virem napadena [126].

V oblasti tykajici se bunééné komponenty (GO:0005575)| je na grafech B.5]
a pritomnad membrana (GO:0016020). Vysvétleni membrany jako anotace
[HIV} protedzy muze vychdzet z poznatku, ze cely virion [HIV] ziskdva svij lipidovy
obal na plazmatické membrané hostitelské burky [127]. Jednd se primdrné o anotaci
celého polyproteinu.

P1i porovnani grafi bez klastrovani z oblasti bunééné komponenty (GO:0005575),
které vznikly BLASTem (B.2) a FoldSeekem je vidét zna¢ny rozdil v zob-
razenych [GO| anotacich. To nazna¢uje podstatny rozdil mezi sekvenéni a struk-
turni podobnosti, jak bylo diskutovano v kapitole Graf vyuzivajici struk-
turni vyhledavani jediny nabizi oblast komplexu makromolekul s proteinovou
slozkou (G0:0032991). Oba diskutované grafy (B.2] obsahuji tstfedni termin
bunéény anatomicky celek (GO:0110165), ale struktura jejich mnoha predchudcu
(konkrétnéjsich termini) je rozdilna.

Program predstaveny v této praci tspésné identifikoval obé [GO] anotace, které
jsou uvedeny u nemutované 1 proteazy (UniprotID: O90777).
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3.2 Budouci vyvoj

Programova ¢ast této prace je v ¢ervenci 2024 stale ve vyvoji. Je predpokladano
zverejnéni zdrojovych kodu findlni verze na githubu, véetné podrobnéji sepsaného
souboru README .md, ktery bude pfelozen do anglického jazyka. Zaroven bude dan
do provozu webovy server, na kterém bude program GOLizard nasazen. K dispozici
bude jako webovy formular vhodny pro uzivatelsky jednoduché vyhledani anotaci
podobnych proteinii.
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V této praci byl popsan vztah mezi proteinovou sekvenci, strukturou a homologii.
Nasledné byly ukézany rtuzné metody hledani podobnych proteinu na zakladé
sekven¢ni a strukturni podobnosti. Byly predstaveny jednotlivé programy urcené
k vyhledavani téchto proteinti. Byla uvedena moznost, pii které je z neznamé
sekvence predikovana struktura a nasledné jsou vyhledany strukturné podobné
proteiny. Dale byly prezentovany rtizné programy pro predikei struktury proteinu.
Prace obsahovala vysvétleni v dnesni dobé pouzivanych systémi pro ulozeni funkéni
anotace proteint. Déle byly predstaveny rizné programy, které anotace predikuji.

Stézejnim prvkem prace bylo predstaveni programu GOLizard. Jedné se o pro-
gram, ktery vizualizuje funkce proteinti, které jsou podobné neanotované vstupni
sekvenci. K vizualizaci program vyuziva hierarchicky anota¢ni systém [GO| Ten je re-
prezentovan orientovanym grafem. Program nejprve vyhleda podobné proteiny, poté
extrahuje jejich funkéni anotace a nakonec zobrazi odpovidajici podgraf[GO] Pouziti
programu bylo ilustrovdno na nezverejnéné sekvenci, kterou se stala ze 38% muto-
vand [HIV}1 protedza.

Navrzeny program muze byt uzitetny pro odhad vlastnosti nezndmych proteinti.
Lze predpokladat i vyuziti u metagenomickych a jinych podobnych sbért dat.
Z divodu anotovani nepopsanych proteint je diraz kladen na navrzeni sirokého
rozsahu potencialnich anotaci a prenechani interpretace na uzivateli software.
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Tabulka A.1 Soupis 20 zakladnich aminokyselin s uvedenou jednopismennou zkratkou

a odpovidajicimi kodény v genetickém kédu.

kodony v se skladaji z adeninu , guaninu , cytosinu a uracilu .
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Priloha B

Vystupy z programu GOLizard
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Obrazek B.1 Vystup programu GOLizard v oblasti molekularni funkce.

Jedna se o variantu kdy byly vyhledany sekvencné podobné proteiny a nebyla
provedena klastrovaci analyza. Je zobrazen podgraf [GO| anotaci odpovidajicich nalezenym
proteiniim. Vstupni data predstavovala z 38% mutovand sekvence HIV-proteazy.

49



o
§
g
H
£
§
£
g
]

this GO Term: 10

number of proteins referencing

>
2 £
H F
e B
£ 2| |5 \ 2
g2 — 2| % §
H H g | ————= £
~E K g 25 N 2
EE} - i = 2
L 8% ] 2|11 g
g8 Z AR g =
54 P £l |52 ° g
o 5e P E g
5 3 5 4 s
2 g H g
2 = g
H H
o —
£ P
g H
£ M2} 2|
o £ 5
5o H - Z K
£ ER ¢ £ g H
g 32 5 B Tg
B H sl 4 =M £ F
g6 4 T2 5 % 3 EH g
3 82 s o3 28
fe} 23 = = - ] H
9 25 8 8 g H £
° 25 S w z £
52 il 3 4 = K H
P g ¢ — bt
2 - - ~_ 3
K — R !
£ - E
: ] =N i ¢
g 9 5
g H 3
8 Ay 4 -
22 g g
E H H
£ E =
v 3
- g -
29 % g
£3 H] g
s £ N £
32 LS
3 — ]
H £
3 £
— il
° g
= £
3 2k
EARES
- oF
B 39
2 11
£ &0
5
H
£
H
H

Obrazek B.2 Vystup programu GOLizard v oblasti bunééna komponenta.
Jedna se o variantu kdy byly vyhledany sekvencné podobné proteiny a nebyla
provedena klastrovaci analyza. Je zobrazen podgraf [GO| anotaci odpovidajicich nalezenym
proteiniim. Vstupni data predstavovala z 38% mutovand sekvence HIV-proteazy.
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Obrazek B.3 Vystup programu GOLizard v oblasti biologicky proces.
Jedna se o variantu kdy byly vyhledany sekvencné podobné proteiny a nebyla
provedena klastrovaci analyza. Je zobrazen podgraf [GO| anotaci odpovidajicich nalezenym
proteindim. Vstupni data pfedstavovala z 38% mutovand sekvence HIV-protedzy.
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Obrazek B.4 Vystup programu GOLizard v oblasti molekularni funkce.

Jedna se o variantu kdy byly vyhledany strukturné podobné proteiny (FoldSeek) a nebyla
provedena klastrovaci analyza. Je zobrazen podgraf [GO] anotaci odpovidajicich nalezenym
proteiniim. Vstupni data predstavovala z 38% mutovand sekvence HIV-proteazy.
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Obrazek B.5 Vystup programu GOLizard v oblasti bunééna komponenta.

teiny (FoldSeek) a nebyla

provedena klastrovaci analyza. Je zobrazen podgraf [GO| anotaci odpovidajicich nalezenym

é pro
proteinim. Vstupni data predstavovala z 38% mutovand sekvence HIV-proteazy.
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Jedna se o variantu kdy byly vyhledany strukturné podobn
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Obrazek B.6 Vystup programu GOLizard v oblasti biologicky proces.
Jednéa se o variantu kdy byly vyhledany strukturné podobné proteiny (FoldSeek) a nebyla
provedena klastrovaci analyza. Je zobrazen podgraf [GO| anotaci odpovidajicich nalezenym
proteiniim. Vstupni data predstavovala z 38% mutovand sekvence HIV-proteazy.
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Obrazek B.7 Vystup programu GOLizard v oblasti molekularni funkce.

Jedna se o variantu kdy byly vyhledany sekvenéné podobné proteiny a nasledné
bylo provedeno klastrovani nalezenych proteinti podle sekvenci se sekvencni identitou dvojic
alespori 90%. Je zobrazen podgraf [GO| anotaci odpovidajicich nalezenym proteiniim. Vstupni
data predstavovala z 38% mutovand sekvence HIV-protedzy.
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Obrazek B.8 Vystup programu GOLizard v oblasti bunééna komponenta.
Jedna se o variantu kdy byly vyhledany sekvencné podobné proteiny a nasledné
bylo provedeno klastrovani nalezenych proteinii podle sekvenci se sekvencni identitou dvojic
alespofi 90%. Je zobrazen podgraf [GO| anotaci odpovidajicich nalezenym proteindm. Vstupni
data predstavovala z 38% mutovana sekvence HIV-proteazy.
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Obrazek B.9 Vystup programu GOLizard v oblasti biologicky proces.

Jedna se o variantu kdy byly vyhledany sekvencné podobné proteiny a nasledné
bylo provedeno klastrovani nalezenych proteinli podle sekvenci se sekvenéni identitou dvojic
alespoii 90%. Je zobrazen podgraf [GO] anotaci odpovidajicich nalezenym proteiniim. Vstupni
data predstavovala z 38% mutovana sekvence HIV-proteazy.
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Obrazek B.10 Vystup programu GOLizard v oblasti molekularni funkce.

Jedna se o variantu kdy byly vyhledany strukturné podobné proteiny (FoldSeek) a nasledné
bylo provedeno klastrovani nalezenych proteinii podle sekvenci se sekvencni identitou dvojic
alespoii 90%. Je zobrazen podgraf [GO| anotaci odpovidajicich nalezenym proteiniim. Vstupni
data predstavovala z 38% mutovand sekvence HIV-protedzy.
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Obrazek B.11 Vystup programu GOLizard v oblasti bunééna komponenta.
Jedné se o variantu kdy byly vyhledany strukturné podobné proteiny (FoldSeek) a nasledné
bylo provedeno klastrovani nalezenych proteini podle sekvenci se sekvencni identitou dvojic
alespoii 90%. Je zobrazen podgraf [GO] anotaci odpovidajicich nalezenym proteiniim. Vstupnf
data predstavovala z 38% mutovana sekvence HIV-proteazy.
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Jedna se o variantu kdy byly vyhledany strukturné podobné proteiny (FoldSeek)

Obrazek B.12 Vystup programu GOL

a nasledné

bylo provedeno klastrovani nalezenych proteinli podle sekvenci se sekvenéni identitou dvojic

alespoii 90%. Je zobrazen podgraf [GO] anotaci odpovidajicich nalezenym proteinéim. Vstupnf

data predstavovala z 38% mutovana sekvence HIV-proteazy.
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