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poč́ıtačové metody.
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3.1 Př́ıklad vizualizace . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
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Úvod

Kĺıčovým odvětv́ım molekulárně - biologického výzkumu je studium sekvence, struk-
tury a funkce protein̊u. Takto źıskané poznatky jsou cenné v aplikovaném farmaceu-
tickém, medićınském i veterinárńım výzkumu pro studium a léčbu nemoćı. V rámci
studia protein̊u se využ́ıvaj́ı metody experimentálńı, teoretické a výpočetńı.

Stěžejńım vztahem molekulárńı biologie je takzvané centrálńı dogma molekulárńı
biologie. To dává do souvislosti genetickou informaci uloženou v deoxyribonuk-
leové kyselině (DNA) se sekvenćı aminokyselin v proteinu a tok informaćı mezi
molekulami.

DNA je složena ze čtyř základńıch báźı adeninu (A), thyminu (T), guaninu (G)
a cytosinu (C), které mohou být v téměř libovolném pořad́ı. Udávaj́ı sekvenci DNA,
včetně jej́ı informačńı hodnoty. Základńı jednotkou v DNA jsou geny, které typicky
reprezentuj́ı právě jeden protein. Tato jednotka je celá přepsána do mediátorové
ribonukleové kyseliny (mRNA), která ještě může být upravena (př́ıkladem takové
úpravy je sestřih mRNA)[1, k. 6].

Z takto připravené mRNA může být pomoćı ribozomu syntetizován protein.
Tato syntéza prob́ıhá podle genetického kódu, který obsahuje 61 tripletových
kodón̊u v mRNA pro 20 aminokyselin v budoućım proteinu a 3 tripletové kodóny
znač́ıćı konec syntézy aminokyselinového řetězce. Kodóny a jejich odpov́ıdaj́ıćı
aminokyseliny jsou uvedeny v př́ıloze A [2]. V př́ıpadě mutace, které budou rozebrány
v kapitole 1.5, může v DNA vzniknou kodón pro jinou aminokyselinu a t́ım je
zp̊usobena změna v proteinu. Tato změna může razantně změnit jeho strukturu [3].

”Analýza struktury je zásadńı pro pochopeńı funkce protein̊u, protože
se předpokládá, že jejich funkčnost je úzce spjata se strukturou“ [4]. Proto
existuj́ı výzkumy zaměřuj́ıćı se na vztah mezi funkćı a strukturou [5]. Na poznatćıch
z těchto studíı stav́ı výpočetńı bioinformatický obor zaměřuj́ıćı se na odhad funkce
proteinu jak ze struktury, tak ze sekvence [6]. Různé metody předpovědi jsou
diskutovány v této práci v kapitole 1.6.

Výzkum v oblasti př́ırodńıch věd produkuje data, která jsou archivována
do r̊uzných databáźı. Databáźı existuje v́ıce z d̊uvodu r̊uzných zaměřeńı (např́ıklad
databáze sekvenćı, nebo třeba proteinových struktur). Jednotlivé záznamy v nich
jsou cenné, ale jejich přidaná hodnota spoč́ıvá v možnostech vzájemných porovnáńı.
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Ty jsou prováděny na základě r̊uzných parametr̊u, přičemž stěžejńım (biologicky
relevantńım) typem porovnáńı protein̊u je na základě jejich sekvenčńı a strukturńı
podobnosti. Proto je v sekci 1.5 prob́ıráno téma podobnosti protein̊u a v kapitole 2
téma biologických databáźı, včetně možných metod vyhledáváńı v nich.

V posledńı části (kapitole 3) této práce je představen program, který k dotazo-
vané sekvenci vyhledá podobné proteiny a následně ukáže jejich funkčńı anotace.
Tento př́ıstup dává uživateli možnost posouzeńı, která ze zobrazených funkčńı ano-
taćı je relevantńı pro vkládanou sekvenci s ohledem na daľśı j́ım známé skutečnosti
(např́ıklad podle p̊uvodu vzorku proteinu). Program v rámci vyhledáńı uplatňuje
metody BLAST (viz. kapitola 2.1) nebo FoldSeek dle výběru uživatele. Následně
využ́ıvá projekci funkćı podobných protein̊u do hierarchicky uspořádaných termı́n̊u
v Gene Ontology (GO), a zobrazuje jej́ı relevantńı podgraf.
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Kapitola 1

Proteiny: sekvence, struktura,
funkce a homologie

1.1 Sekvence protein̊u
Z biochemického hlediska jsou proteiny lineárńı polymery složené ze základńıch
20 aminokyselin [1, k. 2]. Jednotlivé aminokyseliny maj́ı Cα atom, na kterém je
navázána aminoskupina a karboxylová skupina, d́ıky nimž jsou aminokyseliny
spojeny peptidovou vazbou. Ta je zobrazena na obrázku 1.1 [1, k. 3]. Každá
z těchto 20 aminokyselin má jiný postranńı řetězec, který zajǐst’uje jej́ı specifické
chemicko-fyzikálńı vlastnosti [7, k. 1]. Každé aminokyselině je přiděleno unikátńı
ṕısmeno z abecedy. Takto je možné zakódovat sekvence proteinu jako posloupnost
ṕısmen. Tato ṕısmena a k nim nálež́ıćı postranńı řetězce jsou uvedeny v př́ıloze A.
Typická délka proteinu je okolo 300 rezidúı [1, k. 3], avšak existuj́ı proteiny
složené z pouze deśıtek a nebo naopak z tiśıc̊u rezidúı [8]. Největš́ım známým
proteinem v roce 2003 byl titin [9], který je v databázi Uniprot (v červnu 2024)
čtvrtým nejdeľśım proteinem1 [10]. Konkrétńı délka tohoto proteinu (v dubnu 2024)

1Aktuálńım nejdeľśım proteinem je peptidylprolyl isomeráza [10]

NH2

Cα

R1

C

O

N

H

Cα

R2

C

O

OH

Obrázek 1.1 Peptidová vazba mezi dvěma aminokyselinami
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u potkana je 35 375 aminokyselin [10].
Z teoretického hlediska může být libovolné ze zmı́něných 20 ṕısmen na každé

pozici řetězce, což zajǐst’uje značnou variabilitu [1, k. 3]. Pro 20 r̊uzných rezidúı
na 300 pozićıch proteinu vycháźı ∑︁300

i=1 20i ≈ 10390 možných kombinaćı. Z prove-
dených statistických analýz plyne, že přirozené proteiny jsou podmnožinou celého
kombinatorického prostoru všech možných protein̊u [11]. Toto také naznačuje
počet protein̊u v proteinové databázi Uniprot. V této databázi se v dubnu 2024
nacháźı 248 805 733 r̊uzných záznamů [10], což je řádově méně než celková velikost
kombinatorického prostoru. Předpokládá se, že tento velký rozd́ıl mezi teoretickou
a reálnou velikost́ı vznikl i z d̊uvodu evolučńıch fixaćı [12].

1.2 Struktura protein̊u
Proteiny vykonávaj́ı velké množstv́ı funkćı, které jsou závislé na dosažeńı prosto-
rového uspořádáńı aminokyselinového řetězce. Velká množina protein̊u má svoj́ı
3D strukturu v čase stabilńı, těm ř́ıkáme proteiny strukturované [13]. Existuj́ı
i daľśı proteiny, které 3D-strukturu v čase stabilńı nemaj́ı. Ty se nazývaj́ı vnitřně
nestrukturované (intrinsically disordered proteins) [14, 15].

Strukturované proteiny zauj́ımaj́ı distinktńı 3D strukturu, která je podle An-
finsenova dogmatu dána pořad́ım aminokyselin v sekvenci [16]. Složený protein
vzniká d́ıky interakćım mezi jednotlivými aminokyselinami a také d́ıky interakćım s
okolńım prostřed́ım. Tyto interakce mohou být vod́ıkové můstky, disulfidové můstky,
van der Waalsovy śıly, elektrostatické śıly nebo také hydrofobńı interakce [1, k. 3].

Strukturu protein̊u děĺıme do čtyř úrovńı na primárńı (sekvence), sekundárńı
(základńı 3D strukturńı elementy, kterými jsou hlavně α-helixy a β-listy), terciárńı
a kvartérńı. Sekundárńı elementy jsou udržovány vod́ıkovými můstky spojuj́ıćımi
Cα kostru proteinu. V α-helixu je Cα kostra stočena do pravotočivé šroubovice,
v β-listu je Cα kostra uspořádaná ve v́ıce paralelńıch i antiparalelńıch řadách vedle
sebe. Vod́ıkovými můstky jsou propojeny jednotlivá patra α-helixu, nebo řady
β-listu [1, k. 3].

Terciárńı struktura popisuje prostorové uspořádáńı v́ıce sekundárńıch jednotek [7,
k. 1]. Kvartérńı popisuje uspořádáńı v́ıce aminokyselinových řetězc̊u v jednom
komplexu [1, k. 3].

Studium struktury proteinu dává informaci o biochemické funkci proteinu, jelikož
funkce je závislá na interakčńım mı́stě proteinu, včetně konkretńıch interaguj́ıćıch
aminokyselin [17].

7

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


1.3 Funkce protein̊u
Proteiny maj́ı r̊uzné funkce. Jednou z jejich d̊uležitých funkćı je udržeńı struktury a
tvaru buňky [1, k. 16]. Také zajǐst’uj́ı katalytické aktivity nebo např́ıklad umožňuj́ı
přenos malých molekul přes cytoplazmatickou membránu [1, k. 3].

Existuje velká skupina protein̊u, které se nazývaj́ı strukturńı a primárně slouž́ı
k udržeńı struktury a tvaru biologické hmoty (uvnitř buňky i mezibuněčné hmoty).
Mezi tyto proteiny patř́ı např́ıklad keratin, který tvoř́ı vlasy a nehty. Daľśım
zástupcem této skupiny je kolagen, nacházej́ıćı se v extracelulárńım matrixu [18].
Důležitým strukturńım proteinem je elastin [19], který má elastické vlastnosti a
proto se nacháźı v pojivových tkáńıch [18].

Katalytické aktivity se účastńı enzymy, které dále kategorizujeme do tř́ıd.
Př́ıkladem takové tř́ıdy jsou hydrolázy katalyzuj́ıćı hydrolytické štěpeńı [1, k. 3],
mezi které patř́ı protein NAD 5’- nukleotidáza [20]. Daľśı tř́ıdou jsou oxido-reduktázy
katalyzuj́ıćı přenos elektronu mezi molekulami [1, k. 3]. Př́ıkladem oxido-reduktázy
je biliverdin reduktáza [21].

Přenos molekul přes cytoplasmatickou membránu pomoćı protein̊u má v́ıce
možnost́ı. Jednou z možnost́ı jsou kanálové a transportérové proteiny, které zajǐst’uj́ı
přenos pomoćı usnadněné difuze (to je přenos poháněný samovolně z mı́st s vysokou
koncentraćı do mı́st s ńızkou koncentraćı, tedy podle koncentračńıho gradientu) [22,
k. 2]. Mezi tyto proteiny patř́ı aquaporiny zajǐstuj́ıćı přenos molekul vody, př́ıkladem
je aquaporin-8 [23]. Daľśı možnost́ı je přenos molekul aktivńım transportem pomoćı
hydrolýzy adenosintrifosfátu (ATP). Takový zp̊usob využ́ıvá Ca2+ pumpa [22, k. 2].
Mezi takové proteiny patř́ı membránová ATPáza 1 transportuj́ıćı vápńık [24].

1.4 Homologie
Ačkoliv existuje mnoho r̊uzných definic homologie, tak obvyklou definićı je podob-
nost zp̊usobená dědičnost́ı [25, 26]. Zásadńı otázkou výzkumu homologie je zp̊usob
odlǐseńı homologie od analogie, což je podobnost nezp̊usobená dědičnost́ı [25].

Dědičnost je standardně spojena s geny a DNA, ale také je popsán vztah mezi
DNA a proteiny (viz úvod této práce). Z toho je zjevné, že geny maj́ı podobnou
informačńı hodnotu jako proteiny v kontextu evolučńı podobnosti, a proto jsou
v následuj́ıćım textu tyto pojmy zaměňovány.

Homologii děĺıme např́ıklad podle úrovně srovnáńı na iterativńı homologii
zabývaj́ıćı se jedńım jedincem v určitém čase, ontogenetickou homologii zabývaj́ıćı se
jedńım jedincem v r̊uzných časech, polymorfńı homologíı zabývaj́ıćı se v́ıce jedinci
stejného druhu a supraspecifickou homologii zabývaj́ıćı se skupinou jedinc̊u s po-
dobnými znaky [26].

Daľśım možným děleńım homologie je podle typu evolučńıho vztahu mezi dvěma
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druh2

duplikace genů speciace

horizontální přenos
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Obrázek 1.2 Děleńı homologie podle typu evolučńıho vztahu mezi dvěma geny.

geny. Jak je ukázáno na obrázku 1.2, tyto evolučńı vztahy se děĺı na paralogii
definuj́ıćı vztah dvou gen̊u vzniklých genovou duplikaćı, ortologii definuj́ıćı vztah
dvou gen̊u vzniklých speciaćı druhu, xenologii definuj́ıćı vztah dvou gen̊u vzniklých
horizontálńım přenosem a př́ıpadně analogii popisuj́ıćı neexistenci evolučńıho vztahu
mezi dvěma geny, jejich produkty vykonávaj́ı podobnou funkci [27].

1.5 Podobnost protein̊u v kontextu homologie
Jedńım z biologicky relevantńıch srovnáńı protein̊u je zarovnáńı (alignment) dvou
sekvenćı. Tento zp̊usob je založen na představě, že proteiny podléhaj́ı mutaćım
v pr̊uběhu evoluce. Mutace v proteinech rozdělujeme na záměny (substituce), vložeńı
(inzerce) a odstraněńı (delece) aminokyselin z řetězce [28]. Posloupnost́ı v́ıce mutaćı
v DNA může vznikat odlǐsný protein.

Vhodným biologickým parametrem při srovnáńı dvou proteinových sekvenćı
je evolučńı vzdálenost, tedy počet evolučńıch změn, které se odehrály mezi danými
homologńımi proteiny (př́ıpadně nekonečno počtu evolučńıch změn (∞) pro proteiny
analogńı). Při určováńı konkrétńı hodnoty evolučńı vzdálenosti nastává problém
zjǐstěńı a následného započ́ıtáńı v́ıce evolučńıch změn na jedné pozici. Jako aproxi-
mace evolučńı vzdálenosti se použ́ıvá editačńı vzdálenost [29], která byla p̊uvodně
zavedena ke zpracováńı přirozeného jazyka [30].
Definice 1 (Editačńı vzdálenost [30]). Máme-li dva řetězce a a b nad abecedou Σ,
pak editačńı vzdálenost d(a, b) je definována jako minimálńı počet operaćı potřebných
ke změně řetězce a na b. Povolené operace jsou vložeńı znaku do řetězce, odebráńı
znaku ze řetězce a záměna znaku za jiný znak.
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Protože spoč́ıtaná editačńı vzdálenost nezohledňuje v́ıce změn na jedné pozici,
tak je typicky nižš́ı než skutečná evolučńı vzdálenost, proto existuj́ı r̊uzné zpřesňuj́ıćı
korekce a upravené definice [29]. Běžně už́ıvanou zpřesňuj́ıćı úpravou je zavedeńı
takzvaných skórovaćıch matic. Skórovaćı matice je tabulka 20 × 20, která přǐrazuje
každé substituci dvou aminokyselin jinou cenu, závislou na pozorované četnosti
záměn těchto aminokyselin ve všech proteinech [31]. Tradičně využ́ıvané jsou dva
typy těchto matic, jsou to Blocks Substitution Matrix (BLOSUM) a Point Accepted
Mutation (PAM) [32]. Daľśı možnost́ı úpravy editačńı vzdálenosti je zavedeńı
lineárńı ceny za vložeńı nebo odebráńı znaku ze řetězce. Tento model zavád́ı jednu
cenu za nově přidanou mezeru a jinou cenu za v́ıce mezer vedle sebe [33].

”Za evolučně př́ıbuzné, tedy homologńı proteiny, považujeme takové sekvence,
které vykazuj́ı významně vyšš́ı úroveň podobnosti, než by se očekávalo u náhodných
sekvenćı [34]. Tato podobnost naznačuje, že proteiny maj́ı společného předka a
během evoluce prošly diverzifikaćı, která však nevymazala jejich základńı společné
rysy.“ [35].

Sekvenčńı identita > 30% mezi dvěma sekvencemi je statisticky významná a
tedy můžeme dané proteiny považovat za homologńı [34]. Existuj́ı ovšem i proteiny,
které maj́ı sekvenčńı identitu mezi 20% a 30% [36] a vykonávaj́ı podobnou funkci,
což naznačuje jejich evolučńı př́ıbuznost [37].

1.6 Anotace funkce protein̊u
Ideálńı anotace proteinu obsahuje informace o jeho funkci (př́ıpadně v́ıce funkćıch).
Ta je primárně zajǐstěna experimentálńım výzkumem. Tento postup je výrazně
pomaleǰśı než rychlost vkládáńı sekvenčńıch a strukturńıch dat do databáźı [38].
Kv̊uli tomu by vznikalo mnoho záznamů v databáźıch bez uvedené funkčńı anotace.
Proto bylo vymyšleno mnoho metod pro poč́ıtačovou predikci funkčńıch anotaćı.
Př́ıklady těchto metod k roku 2021 jsou uvedeny v tabulkách 1.1 a 1.2. V roce 2022
byla vyvinuta metoda PANDA2 [39]. Metody predikce funkčńı anotace často zahr-
nuj́ı přeneseńı funkčńı anotace z podobného proteinu (př́ıpadně agregace informaćı
z v́ıce podobných protein̊u) [40]. Daľśı metodou předpovězeńı funkce proteinu
je např́ıklad na základě interakčńıch dat [41]. Př́ıkladem takového př́ıstupu je

”metoda přǐrazováńı funkćı založená na pravděpodobnostńı analýze sousedstv́ı
v interakčńı śıti2 protein-protein“ [42]. Neposledńı možnost́ı predikce proteinových
funkćı je využit́ı metod strojového učeńı [43]. Moderńı metody zahrnuj́ı kombi-
naci v́ıce metod, př́ıkladem je DeepGOPlus, který kombinuje podobnost sekvenćı
s vyhledáváńı sekvenčńıch motiv̊u pomoćı neuronových śıt́ı [44].

Postup přeneseńı funkce předpokládá, že podobnost proteinu nevznikla čistou
náhodou. Jednou možnost́ı vzniku podobnosti dvou protein̊u je na základě po-
dobného evolučńıho p̊uvodu. Takové proteiny se snaž́ıme odhalit pomoćı sekvenčńıho

2interakčńı śıt’ je reprezentována informatickým grafem
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Metoda Název Pub-
liko-
váno

Autoři Dostupné

Na základě
podobnosti

OntoBlast 2003 Zehetner [45] -

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]
-

Pravděpodobnostńı – 2003 Letovsky a Kasif
[42]

-

– 2007 Nariai, Kolaczyk a
Kasif [52]

-

BMRF Kourmpetis et al.
[53]

-

Strojové učeńı GOPET 2006 Vinayagam et al.
[54]

-

PoGO 2010 Jung et al. [55] -
FFPred3a 2016 Cozzetto et al. [56] +
PANNZER2 2018 Törönen, Medlar a

Holm [57]
+

Deep-
Text2GO

2018 You, Huang a Zhu
[58]

-

NetGo 2018 You et al. [59] +

Tabulka 1.1 Metody založené na tradičńıch p̌ŕıstupech pro p̌rǐrazováńı terḿınů GO k pro-
teinům. Webové odkazy, na kterých jsou tyto programy k dispozici (dostupným v červenci 2024)
jsou v tabulce 1.3.
Převzato z Vu a Jung [60], upraveno podle aktuálně (k 17.7.2024) dostupných informaćı a
p̌reloženo.

aFeature-based function prediction
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Využitá vlastnost Název Pub-
liko-
váno

Autoři Dostupné

Na základě
podobnosti

– 2014 Chicco, Sadowski a
Baldi [61]

-

ProLanGO 2017 Cao et al. [62] +
SECLAFa 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]
+

Integrovaná
data/založená na
struktuře

– 2016 Tavanaei et al. [66] -

DeepGO 2018 Kulmanov, Khan a
Hoehndorf [67]

+

deepNFb 2018 Gligorijević, 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] -
FFPred-GANc 2020 Wan a Jones [74] +
GONET 2020 Li et al. [75] +

Tabulka 1.2 Metody založené na hlubokém učeńı predikuj́ıćı funkčńı anotaci p̌rǐrazeńım
GO terḿınů. Webové odkazy, na kterých jsou tyto programy k dispozici (dostupným
v červenci 2024) jsou v tabulce 1.3.
Převzato z Vu a Jung [60], upraveno podle aktuálně (k 17.7.2024) dostupných informaćı a
p̌reloženo.

aSequence Classification Framework
bdeep Network Fusion
cFFPred - Generative Adversarial Networks
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Název (identifi-
kace)

Dostupné na

FFPred3 bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
PANNZER2 ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/sanspanz/
NetGo dmiip.sjtu.edu.cn/ng3.0
ProLanGO github.com/caorenzhi/ProLanGO2
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
PANDA2 dna.cs.miami.edu/PANDA2/

Tabulka 1.3 Seznam online dostupných programů pro predikci funkčńı anotace proteinů
pomoćı p̌rǐrazeńı GO terḿınů. Tento seznam zahrnuje webové servery a stažitelné verze
programů, které jsou dostupné k 15. červenci 2024.
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zarovnáńı.
Daľśım možnou př́ıčinou podobnosti je výskyt ve stejném okolńım prostřed́ı.

Dı́ky podobnosti okolńıch molekul, např́ıklad substrát̊u, se daným protein̊um mohlo
vyvinout podobné interakčńı mı́sto s velmi podobnou strukturou a fyzikálńımi
vlastnostmi. Proto se pro nalezeńı podobného proteinu může využ́ıt i strukturńı
zarovnáńı [76].

Funkčńı anotace proteinu může být detailńı popis definuj́ıćı funkci
v konkrétńıch podmı́nkách (např́ıklad daných konkrétńım experimentem). Bohužel
takto podrobný popis neńı možné automaticky tř́ıdit do podobných funkčńıch
kategoríı a tedy neńı možné ř́ıci zda dané dva proteiny sd́ılej́ı nějakou vlastnost.
Proto vznikly přesně definované soubory popisných termı́n̊u, které jsou neredun-
dantńı a strojově čitelné [76]. U enzymů vznikla enzymová nomenklatura, ve které
je definovaná klasifikace pomoćı EC č́ısel (Enzyme Commission Classification),
která jsou složena ze čtyř č́ısel reprezentuj́ıćıch hierarchické uspořádáńı [77].
Pro membránové transportńı proteiny byla zavedena databáze klasifikace trans-
portér̊u, která definuje TC č́ısla (Transporter Classification). Tato klasifikace je
organizovaná jako pěti úrovňový hierarchický systém [78].

Výše uvedené klasifikačńı systémy jsou hodně omezené, t́ım, že klasifikuj́ı
pouze podskupinu protein̊u. Nezávisle na těchto systémech vznikla množina bio-
logicky relevantńıch termı́n̊u s jasně definovanou hierarchickou strukturou, jedná
se o GO [79, k. 9]. V této hierarchické struktuře je v dubnu 2024 uloženo 42 271
termı́n̊u [80]. GO je reprezentována jako acyklický orientovaný graf (DAG)3. Obsa-
huje tři hlavńı vrcholy, ze kterých nevede žádná hrana. Tyto vrcholy reprezentuj́ı
tři oblasti, ve kterých jsou uspořádány všechny ostatńı termı́ny. Jedná se o ob-
lasti molekulárńı funkce (GO:0003674), buněčná komponenta (GO:0005575)
a biologický proces (GO:0008150). Hrany DAGu uvnitř oblast́ı reprezentuj́ı
jednotlivé vztahy mezi dvěma termı́ny. Existuje několik druh̊u těchto vztah̊u, které
jsou v GO podporovány. Př́ıklady vztah̊u jsou A je podtypem B, A je vždy část B,
A vždy obsahuje B, A reguluje B [80, 81, 79].

Existuje mnoho predikčńıch metod, které predikuj́ı funkci proteinu a mapuj́ı ji
na GO. Např́ıklad na základě podobnostńıch dat, nebo také pravděpodobnostńıch
dat [60]. Nelze však snadno naj́ıt metodu př́ımého odvozeńı funkce proteinu ze
sekvence, která nejprve predikuje strukturu proteinu, následně využ́ıvá strukturńı
podobnost a zobrazuje odpov́ıdaj́ıćı podgraf GO [60]. Vizualizovaný podgraf GO je
uživatelsky lépe interpretovatelný než seznam funkćı. Nav́ıc může uživateli zobrazit
v́ıce vrchol̊u ve shluku, což uživateli umožňuje vizuálńı posouzeńı relevantnosti
navržené funkce. Proto je v rámci této práci vyvinuta metoda, která tento postup
implementuje a t́ım nab́ıźı pro uživatele alternativńı pohled. Tato metoda bude
představena v kapitole 3.

3directed acyclic graph
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Kapitola 2

Vyhledáváńı podobných protein̊u

2.1 Sekvenčńı zarovnáńı
Standardńım př́ıstupem zarovnáńı sekvence délky m se sekvenćı délky n je algo-
ritmus navržený Needlemanem a Wunschem v roce 1970. Tento algoritmus byl
navržen v kubickém výpočetńım čase, protože byla umožněna penalizace mezer
jako funkce ve velikosti mezer [82]. Moderńı implementace této metody běž́ı v čase
O(m · n) [83, 84]. To znamená, že počet operaćı provedených za dobu výpočtu
zarovnáńı dvou sekvenćı je maximálně m · n · k, kde k je libovolná konstanta.

Představme si, že máme sekvenci a délky m, která čińı 300 aminokyselin.
K této sekvenci hledáme podobné sekvence pomoćı výše uvedeného algoritmu.
Prohledáváme databázi D neredundantńıch sekvenćı, která v dubnu 2024 obsahovala
722 278 205 proteinových sekvenćı1 [85]. Pro jednoduchost výpočtu (2.1) definujme,
že délka každého proteinu v databázi je 300 aminokyselin, což je obvyklá délka
proteinu uvedená v kapitole 1.1.

|D| · (m · n · k) = k · 722 278 205 · 300 · 300 = k · 65005038450000 ≈ k · 1013 (2.1)

Běžný poč́ıtač (v roce 2022) vykoná 109 operaćı za sekundu [86, k. 2]. Za těchto
podmı́nek algoritmus v nejhorš́ım př́ıpadě nalezne podobné sekvence za

k · 1013

109 = k · 1000sekund ≈ k · 0.3hodiny. (2.2)

Při představě, že ”zanedbaná“ konstanta k je pouhých 5, je doba běhu výše
uvedeného algoritmu 1.5 hodiny.

Výpočet (2.1) je závislý na parametr̊u |D|, což je velikost dotazované databáze.
Ty budou detailně prob́ırány v kapitole 2.3. Je uvedena hodnota ≈ 109 k dubnu 2024,

1Využ́ıvám databázi nr (All non-redundant GenBank CDS translati-
ons+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples from WGS projects)
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Obrázek 2.1 Graf znázorňuj́ıćı zvěťsováńı databáze UniProt. Ṕık zobrazený v roce 2015
je vzniklý rozsáhlým mazáńım redundantńıch proteinů [87].
Obrázek p̌revzat z aktuálńıch statistik UniProtu (v dubnu 2024) [10] a upraven p̌ridáńım
popisk̊u os.

ale proteiny jsou do databáźı stále přidávány, proto by bylo potřeba v brzké době
započ́ıtat č́ıslo vyšš́ı, č́ımž by se zvýšili výsledky výše uvedených výpočt̊u(2.1)(2.2).
Rychlost př́ır̊ustku databáze zaviśı na mnoha faktorech, jako př́ıklad rychlosti r̊ustu
databáze je uveden graf př́ır̊ustku UniProtu 2.1. Pro konkrétńı představu je zde
uvedeno, že v lednu 2023 bylo v databázi UniProtKB/TrEMBL 245 871 724 [10]
sekvenćı a v lednu 2024 zde bylo 249 751 891 [10] sekvenćı, tedy o 3 880 167 v́ıce.

Pokud by se přesné algoritmy použ́ıvaly na porovnáńı sekvence s každou sekvenćı
v databázi, tak by pro jednu sekvenci byli nalezeny podobné sekvence v řádu deśıtek
minut. Nav́ıc neńı časté, že by předmětem výzkumu bylo vyhledáńı podobných
protein̊u pro jednu sekvenci. Typicky předmětem výzkumu bývaj́ı komparativńı
analýzy, ve kterých jsou vyhledávány podobné proteiny pro v́ıce vstupńıch protein̊u.

V př́ıpadě potřeby vyhledáńı podobných sekvenćı pro pouhých 100 vstupńıch
sekvenćı (při zanedbáńı k) bude čas výpočtu (2.2) 30hodin, což znamená v́ıce jak
jeden den. Ovšem už při 1000 vstupńıch sekvenćı je doba běhu algoritmu 300hodin,
tedy v́ıce jak týden čistého času.

2.1.1 Heuristické metody
Na vyhledáváńı podobných sekvenćı v databáźıch se využ́ıvaj́ı metody založené
na heuristikách. Heuristiky jsou typicky rychleǰśı a prostorově úsporněǰśı algoritmy,
což kompenzuj́ı přesnost́ı výsledku. Negarantuj́ı optimálńı řešeńı [88]. To znamená,
že může existovat proteinová sekvence, která je dotazované sekvenci podobněǰśı
než všechny nalezené heuristickým algoritmem. Př́ıklady programů určených k
vyhledáńı podobných sekvenćı, které využ́ıvaj́ı heuristické metody jsou uvedeny v
tabulce 2.1.
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2.1.2 Kvantifikace shody
Jak bylo zmı́něno v kapitole 1, tak se předpokládá, že nenáhodná podobnost
sekvenćı souviśı s homologii daných protein̊u [34]. Proto je k objeveńı homologíı
využ́ıváno mnoho r̊uzných programů, které v databáźıch vyhledávaj́ı podobné
proteiny. Vybrané (běžně už́ıvané) programy jsou uvedeny v tabulce 2.1. V př́ıpadě
vyhledáńı podobných protein̊u v databázi je d̊uležitá informace, jak moc je daný
nález relevantńı.

Existuje hrubé skóre s, které je závislé na množstv́ı substitućı, inzerćı a delećı
mezi dotazovaným a vyhledaným proteinem. Tato hodnota reflektuje vzdálenost
těchto protein̊u. Statistickou normalizaćı této hodnoty źıskáme bitové skóre s′,
které se typicky využ́ıvá k vyjádřeni mı́ry relevance [96].

Bohužel databázové vyhledáńı může nalézt některé proteiny náhodou. Proto se
použ́ıvaj́ı statistické modely k odhadu, zda lze očekávat, že nalezené skóre bylo
źıskáno náhodou. Tuto náhodu je vhodné zohlednit ve všech nalezených shodách
jako parametr nejistoty homologie.
Definice 2 (E-hodnota [34]). Necht’ s′ je skóre a D velikost databáze, pak rovnićı

E(s′) ≤ p(s′ ≥ x) ≤ 1 − exp(− exp(−x)) × D

je definována E-hodnota závislá na s′ skóre.

Název Publikováno Autoři Dostupné
SSEARCH 1981 Smith, Waterman et al. [89] +
FASTAa 1988 Pearson a Lipman [90] +
BLASTb 1990 Altschul et al. [85] +
PSI-BLASTc 1997 Altschul et al. [91] +
HMMER3d 1998 Durbin et al. [92] +
USEARCHe 2010 Edgar [93] +
OSWALDf 2016 Rucci et al. [94] +
MMseqs2g 2017 Steinegger a Söding [95] +

Tabulka 2.1 Př́ıklad programů vyhledáváj́ıćı podobné sekvence v databázi.
Webové odkazy, na kterých jsou tyto programy k dispozici v červenci 2024 jsou v tabulce 2.2.

aFast alignment
bBasic Local Alignment Search Tool
cPosition-Specific Iterated BLAST
dBiosequence analysis using profile hidden Markov models
eUltra-fast sequence analysis tool
fOpenCL Smith-Waterman Algorithm on Altera FPGA for Large Protein Databases
gMany-against-Many sequence searching
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Název (identifi-
kace)

Dostupné na

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

FASTA www.genome.jp/tools/fasta/
BLAST blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
PSI-BLAST blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=

BlastSearch&PROGRAM=blastp&BLAST_PROGRAMS=
psiBlast

HMMER3 hmmer.org/
USEARCH www.drive5.com/usearch/
OSWALD github.com/enzorucci/OSWALD
MMseqs2 seqsearch.east.k8s.rcsb.org/search

Tabulka 2.2 Seznam online dostupných programů pro vyhledáváńı podobných sekvenćı
v databáźıch. Tento seznam zahrnuje webové servery a stažitelné verze programů, které jsou
dostupné k 15. červenci 2024.

Přesně E-hodnota pro konkrétńı shodu udává počet očekávaných náhodných
zarovnáńı se stejným nebo lepš́ım skóre2. Hodnotu s podobnou informaćı uvád́ı i
ńıže diskutovaný FoldSeek [97].

2.2 Strukturńı zarovnáńı
Druhou standardńı variantou zarovnáńı protein̊u je na základě proteinové struktury.
Tento př́ıstup zobrazuje souvislosti mezi proteiny, u kterých podobnost vznikla
reakcemi na stejné okolńı prostřed́ı, jak bylo diskutováno v kapitole 1.6.

”Proteinovou strukturu nelze popsat pouhou posloupnost́ı ṕısmen, jako je tomu
u sekvence aminokyselin. Mı́sto toho je nutné specifikovat prostorové uspořádáńı
proteinu, které je kĺıčové pro jeho funkci. Toto prostorové uspořádáńı je standardně
zapisováno pomoćı koordinát jednotlivých atomů, které udávaj́ı jejich přesnou
polohu v trojrozměrném prostoru. T́ımto zp̊usobem lze detailně popsat, jak jsou
jednotlivé části proteinu v̊uči sobě navzájem orientovány a jak vytvářej́ı složitou
trojrozměrnou strukturu“[98].

Pro popis 3D struktur protein̊u byly zavedeny r̊uzné automaticky zpracovatelné
formáty. Základńım typem souboru je soubor s př́ıponou .pdb. Jedná se o typ

2Jedná se o vysvětleńı převzaté z www.nlm.nih.gov/ncbi/workshops/2023-08_BLAST_evol/
e_value.html (7.8.2024)
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souboru zavedený před rokem 1977 organizaćı Worldwide PDB (wwPDB) [99].
Jsou v něm obsaženy informace o souřadnićıch jednotlivých atomů a sekundárńıch
strukturách. Tento soubor má přesně definovanou strukturu, a proto bohužel neńı
možné do něj uložit molekulu deľśı než 99 999 atomů. Z toho d̊uvodu je v dnešńı
době již zastaralý a tud́ıž by se neměl použ́ıvat [100]. I přes to je stále velmi
využ́ıvaným typem formátu. Př́ıklad proteinu uloženém v tomto formátu je uveden
na následuj́ıćım odkazu: www.ebi.ac.uk/pdbe/entry-files/pdb1aoi.ent3.

Pr̊uměrný počet atomů v aminokyselině je 19.2 4. Pokud může v souboru
typu .pdb být uloženo maximálně 99 999 atomů, tak jde uložit maximálně 5 2005

pr̊uměrných aminokyselin v řetězci. To představuje omezeńı, které může být proble-
matické při práci s větš́ımi proteinovými komplexy nebo strukturami obsahuj́ıćımi
v́ıce domén. Z tohoto d̊uvodu vznikl nověǰśı formát mmCIF/PDBx [100], který
nemá pevně daný rozsah a t́ım lze do něj uložit libovolně velké proteinové struk-
tury [101].

2.2.1 Metody strukturńıho vyhledáváńı
V této části jsou diskutovány výhody jednotlivých metod využ́ıvaných k vyhledáńı
podobných proteinových struktur. Př́ıklady metod použ́ıvaných ve vědecké komu-
nitě6 určených k vyhledáváńı ve strukturńıch databáźıch jsou uvedeny v tabulce 2.3.

Programy na vyhledáváńı strukturńı podobnosti v databáźıch byly dlouho-
době pomalé. Toto se změnilo v roce 2021, když byl uveden do provozu FoldSeek
[97]. Jedńım z prvńıch algoritmů byl v roce 1995 Dali [102]. Tento algoritmus
využ́ıval informace o atomových souřadnićıch. Metody vyvinuté později snižovali
výpočetńı čas heuristickými př́ıstupy. Př́ıkladem takových metod je CE a mTM-
align [104, 106]. Mezi moderńı využ́ıvané metody se řad́ı programy TM-search
a FoldSeek. TM-search je specifický t́ım, že vyhledává v předpřipravených da-
tabáźıch, které uspořádal hierarchicky podle matice podobnosti. Poté porovnává
jen se zástupci protein̊u v dané hierarchické kategorii, a t́ım značně omezuje j́ım
prohledávaný prostor proteinových struktur [107]. FoldSeek je moderńı metoda
vyvinutá za účelem velmi rychlého prohledáváńı databáźı. Rychlost výpočtu je
zajǐstěna mnoha algoritmickými prvky. Prvńım stěžejńım bodem je reprezentace
aminokyselinové kostry proteinu pomoćı speciálně vyvinuté strukturálńı abecedy.
Ta popisuje prostorovou orientaci (včetně terciálńıch interakćı) mezi dvěma nej-
bližš́ımi strukturńımi motivy. Daľśım urychleńım výpočtu je využit́ı filtrováńı

3Odkaz funkčńı 28. dubna 2024
4Pr̊uměr vypočten na odkaze: www.imgt.org/IMGTeducation/Aide-memoire/_UK/

aminoacids/abbreviation.html (7.8.2024)
599 999/19.2 ≈ 5200
6počty citaćı 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 před samotným algoritmem, které je navrženo s ohledem na sńıžeńı počtu
falešně pozitivńıch výsledk̊u. V neposledńı řadě využ́ıvá FoldSeek paralelńıho běhu
programu. Stěžejńım prvkem výpočtu zajǐstuj́ıćım časově efektivńı a velmi přesné
vyhledáváńı je speciálně navržená a natrénovaná neuronová śıt. Rychlost FoldSeeku
při prohledáváńı databáze AlphaFoldDB (verze 1) je 184 600× rychleǰśı než p̊uvodńı
program Dali [97].

Zaj́ımavé je, že již program FATCAT z roku 2003 přǐrazuje r̊uzným podčástem
proteinu r̊uzné váhy vyjadřuj́ıćı konzervovanost části proteinu. Tato informace
je cenná, jelikož zarovnáńı rozvolněných mı́st má minimálńı informačńı hodnotu
z d̊uvodu častých konformačńıch změn [105]. Konzervovanost struktur také zohlednili
vývojáři FoldSeek při trénovańı neuronové śıtě [97].

2.2.2 Kvantifikace shody
Při porovnáváńı struktur je stěžejńı źıskat informaci o mı́̌re jejich podobnosti.
Obvyklým měř́ıtkem podobnosti je středńı kvadratická odchylka (RMSD7). Ta
vyjadřuje vzdálenost vztaženou na jednu aminokyselinu mezi dvěma optimálně
zarovnanými sekvencemi.

Definice 3 (RMSD [108]). ”Hodnota RMSD mezi dvěma molekulami A a B
složenými z n atom̊u je definována s ohledem na ortogonálńı matici R (rotace)

7Root mean square deviation

Název Publikováno Autoři Dostupné
Dalia 1995 Holm a Sander [102] +
VASTb 1996 Gibrat, Madej a Bryant [103] +
CEc 1998 Shindyalov a Bourne [104] -
FATCATd 2003 Ye a Godzik [105] +
mTM-align 2018 Dong et al. [106] -
TM-search 2022 Liu et al. [107] +
FoldSeeke 2023 Van Kempen et al. [97] +

Tabulka 2.3 Př́ıklad programů vyhledávaj́ıćı podobné struktury v databázi.
Webové odkazy, na kterých jsou tyto programy k dispozici v červenci 2024 jsou v tabulce 2.4.

aProtein structure comparison server
bVector Alignment Search Tool
cCombinatorial extension
dFlexible structure AlignmenT by Chaining Aligned fragment pairs allowing Twists
eFast and accurate protein structure alignment and visualisation
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Název (identifi-
kace)

Dostupné na

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 dostupných programů pro vyhledáváńı podobných struktur
v databáźıch. Tento seznam zahrnuje webové servery a stažitelné verze programů, které jsou
dostupné k 17. červenci 2024.

a translačńı vektor v:“8

RMSD :=
√︄

1
n

∑︂n

i=1 ∥ai − Rbi − v∥2. (2.3)

Existuje mnoho daľśıch odvozených metrik, př́ıkladem je relativńı RMSD zo-
hledňuj́ıćı rozd́ılnou délku mezi proteiny. Tato metrika nabývá hodnot mezi 0 a 1,
přičemž 1 vyjadřuje shodné proteiny a 0 velmi rozd́ılné proteiny [109].

Daľśı metodou vhodnou na kvantifikaci podobnosti dvou struktur je TM-skóre9.
Jedná se o jediné zde představené skóre, které bylo vyvinuto př́ımo na porovnáńı
proteinových struktur. Nabývá hodnot mezi (0, 1] (kde vyšš́ı skóre odpov́ıdá vyšš́ı
shodě) a dobře koreluje s lidským vizuálńım vńımáńım podobnosti [110].
Definice 4 (TM-score [110]). Necht’ Ln je délka nativńı struktury, LT je počet
zarovnaných zbytk̊u, di je vzdálenost mezi i-tým párem zarovnaných zbytk̊u, d0
normalizačńı faktor pak

TM-score := max 1
Ln

LT∑︂
i=1

1
1 + ( di

d0
)2

Toto skóre zohledňuje jak délku proteinu, tak kvalitu zarovnáńı v celé délce
proteinu a tedy je určeno k posouzeni globálńıho zarovnáńı [110].

2.2.3 Strukturńı zarovnáńı na základě sekvence
Jak bylo uvedeno výše v dnešńı době již existuj́ı rychlé a spolehlivé programy
vhodné k vyhledáváńı ve strukturńıch databáźıch. V kapitole 1.6 byl diskutován

8Jedná se o přesně převzatou a přeloženou definici (i s rovnićı) ze článku (Fukutani et al.
[108]).

9název vycháźı z anglického template modeling score
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rozd́ıl mezi sekvenčńı a strukturńı podobnost́ı. Jelikož sekvenčńı podobnost je
založená na homologii a strukturńı na funkci, tak se nab́ıźı otázka zda lze ze
sekvence odvodit i strukturńı podobnost10. Př́ımé odvozeńı strukturńı podobnosti
ze sekvence možné neńı, ale existuj́ı moderńı metody predikce proteinové struktury
ze sekvence. T́ımto zp̊usobem lze źıskat přibližnou strukturu proteinu, kterou lze
následně využ́ıt na vyhledáńı strukturně podobných protein̊u v databázi.

Existuje v́ıce metod predikce struktury proteinu, ale moderńı metody využ́ıvaj́ı
převážně hluboké strojové učeńı. Př́ıklad takových metod je uveden v tabulce 2.5.

Program AlphaFold vyvinutý společnost́ı DeepMind byl prvńı relativně přesnou
metodou založenou na hlubokém strojovém učeńı. Ve 14. kole soutěže Critical
Assessment of Structure Prediction (CASP) dokázal určit strukturu na atomárńı
přesnost i v př́ıpadech kdy v databázi nebyl nalezen homologńı protein [111]. Od té
doby vznikaj́ı daľśı metody dosahuj́ıćıch podobných výsledk̊u, ty jsou uvedeny
v tabulce 2.5. AlfaFold byl primárně testován na vstupech obsahuj́ıćıch v́ıce zarov-
naných sekvenćı. Oproti tomu ESMFold se zaměřuje na predikci struktury z jediné
sekvence. ESMFold předpov́ı strukturu proteinu v kratš́ım čase než AlphaFold
za cenu nižš́ı přesnosti (postranńıch řetězc̊u) [112].

Využitá vlastnost Název Pub-
liko-
váno

Autoři Dostupné

Vı́ce-násobné
zarovnáńı sekvenćı

AlphaFold 2021 Jumper et al. [111] +

RoseTTAFold 2021 Baek et al. [113] +
Předem připravené
modely
proteinových jazyk̊u

ESMFolda 2021 Rives et al. [112] +

OmegaFold 2022 Wu et al. [114] +
v́ıce pohledového
kontrastńı učeńı

S-PLMb 2024 Wang et al. [115] +

Tabulka 2.5 Př́ıklad programů predikuj́ıćı 3D strukturu proteinu pomoćı hlubokého stro-
jového učeńı. Webové odkazy, na kterých jsou tyto programy k dispozici v červenci 2024 jsou
v tabulce 2.6.
Seznam metod inspirován článkem od Jeliazkov, Alamo a Karpiak [116].

aEvolutionary Scale Modeling
bStructure-aware Protein Language Model

10Nab́ıźı se i opačná otázka zda lze využ́ıt strukturu k sekvenčńımu vyhledáváńı, ale zde je
d̊uležité si uvědomit, že strukturńı informace je robustněǰśı a obsahuje uvnitř sebe informaci o
sekvenci. Tedy tato metoda lze využ́ıt, ale za cenu ztráty informace.
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Název (identifi-
kace)

Dostupné na

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 dostupných programů predikuj́ıćı 3D strukturu proteinu.
Tento seznam zahrnuje webové servery a stažitelné verze programů, které jsou dostupné
k 17. červenci 2024.

2.3 Prohledávané databáze
Při vyhledáváńı podobných protein̊u k dotazovanému je stěžejńım bodem výběr
vhodné prohledávané databáze. Mohlo by se zdát, že č́ım v́ıce záznamů v da-
tabázi je, t́ım v́ıce podobných protein̊u lze nalézt. Toto neńı pravda, protože
u každého záznamu muśıme filtrovat náhodné zarovnáńı (bylo probráno v sekci
2.1.2), pravděpodobněǰśı je u velkých databáźı s hodně záznamy [34]. Proto je
pro jisté výzkumy vhodné zvolit vyhledáváńı pouze v nějaké filtrované podmnožině
zvolené databáze.

Daľśım d̊uležitým parametrem při výběru vhodné databáze může být informace
o relevanci v ńı uložených dat. Existuj́ı databáze, které obsahuj́ı záznamy, které
nejsou podloženy experimentálńım výzkumem, ale jsou jen predikovány. Př́ıkladem
takové proteinové strukturńı databáze je AlfafoldDB[117].

Informaci o relevanci nám může dát i množstv́ı dat zkontrolovaných expertem.
Zkontrolované databáze (curated databases) jsou výrazně kvalitněǰśı a organizo-
vaněǰśı než pouze automaticky udržované databáze, ale za cenu velmi pomalého
r̊ustu [118]. Př́ıkladem plně zkontrolované sekvenčńı databáze je Swiss-Prot. K tomu
v roce 1996 vznikla druhá část TREMBL, obsahuj́ıćı ručně nekontrolovaná data [119].
V dnešńı době jsou obě tyto množiny dat k dispozici v databázi Uniprot [10].

Př́ıklady metod vyvinutých k prohledáváńı databáźı jsou uvedeny v tabulkách
2.1 (metody sekvenčńıho vyhledáváńı) a 2.3 (strukturńıho).

Většina metod uvedených v tabulkách 2.1 a 2.3 je také k dispozici ke stažeńı.
V př́ıpadě využ́ıváńı stažené varianty programu je standardně možné zvolit si
pro uživatele vhodnou sadu prohledávaných sekvenćı s ohledem na téma výzkumu.
Druhou možnost́ı je využit́ı webových server̊u poskytnutých typicky vývojářem
daného software. Tato možnost je komfortněǰśı pro rychlé a snadné užit́ı programu,
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ale velmi omezuj́ıćı ve výběru možných prohledávaných databáźıch, protože si
muśıme vystačit se sadami dat poskytnutými daným serverem. Pro sekvenčńı
zarovnáńı na webových serverech je u SSEARCH, FASTA, BLAST a PSI-BLAST
k dispozici velká neredundatńı databáze a Swiss-Prot. Webové servery SSEARCH,
FASTA, BLAST a PSI-BLAST nab́ızej́ı i daľśı databáze, ale ty jsou pro každý
uvedený program r̊uzné.

Webové servery strukturńıch vyhledávaćıch programů Dali, VAST, FATCAT,
TM-search a FoldSeek vždy nab́ıźı vyhledáváńı v Protein Data Bank (PDB), která
je spravovaná organizaćı wwPDB [100]. Některé z uvedených programů nab́ıźı
i daľśı databáze pro vyhledáváńı podobných struktur. Program FoldSeek nab́ıźı
sedm r̊uzných databáźı, a nav́ıc i všechny jejich kombinace.
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Kapitola 3

Vizualizace funkce podobných
protein̊u

V této práci je provedena analýza r̊uzných metod přeneseńı funkčńı anotace (viz ka-
pitola 1.6.) a ńı byl nenalezen nástroj zaměřuj́ıćı se na vizualizaci funkćı podobných
protein̊u pomoćı grafu GO. Proto je tato metoda v této práci představena.

Představovaný program se jmenuje GOlizard. Originalitou navrženého softwaru
je zobrazeńı všech funkćı podobných protein̊u. Dle kapitoly 1 lze předpokládat,
že sekvenčně podobné proteiny reflektuj́ı evoluci a d́ıky ńı sd́ılej́ı stejnou funkci.
Strukturně podobné proteiny sd́ılej́ı stejné funkce z d̊uvodu reakce na podobné
okolńı podmı́nky. Proto je předložen výčet funkčńıch anotaćı podobných protein̊u
s předpokladem relevance přeneseńı těchto anotaćı na vstupńı protein. Tento
př́ıstup přináš́ı uživateli v́ıce informaćı a zároveň mu přenechává rozhodnut́ı výběru
věrohodné charakteristiky proteinu, jak bylo zmı́něno v úvodu. Výstupem programu
je orientovaný graf s projekćı všech navržených anotaćı GO (viz kapitola 1.6).
Podstatným záměrem je, že vizualizovaný podgraf neńı zobrazen ve vrstvách
reprezentuj́ıćıch vzdálenost od hlavńıch vrchol̊u1. ”Tato varianta je vybrána, protože
vzdálenost neńı relevantńım měř́ıtkem kvality odhadu funkce. Přǐrazeńı GO anotace
k proteinu totiž odráž́ı hloubku vědeckého poznáńı v konkrétńı tématické oblasti.
Zohledňuje také daľśı informace, které jsou o daném proteinu známy v době
anotace“ [120, 121].

Na obrázku 3.1 je zobrazeno schéma jednotlivých krok̊u výpočtu. Program
na vstupu bere proteinovou sekvenci ve FASTA formátu. To je standardizovaný
formát, který na prvńım řádku obsahuje informace o proteinu a na daľśıch řádćıch sa-
motnou sekvenci proteinu zapsanou v přǐrazených ṕısmenech (viz kapitola 1.)2 [122].
Př́ıklad proteinu, který je ve FASTA formátu je uveden na obrázku 3.2. Jedná se

1viz kapitola 1.6: molekulárńı funkce, buněčná komponenta a biologický proces
2Neoficiálńı specifikace na zhanggroup.org/FASTA/ dostupná 7.8.2024
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Proteinová sekvence

BLAST

ESMfold

FoldSeek

Seznam podobných proteinů

Uniprot

GeneOntology

Zobrazený podgraf Gene Ontology

Obrázek 3.1 Schéma software pro vizualizaci predikce funkce proteinu

>sp|P01308|INS_HUMAN Insulin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=INS PE=1 SV=1
MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRR
EAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN

Obrázek 3.2 Př́ıklad proteinu uloženého ve FASTA formátu

o lidský inzuĺın (UniprotID: P01308) stažený v červnu 2024 z databáze Uniprot.
Následně program vyhledá proteiny podobné vstupńı sekvenci. Tuto část pro-

gram provád́ı dle nastaveńı uživatelem jednou ze dvou r̊uzných metod. Bud’ využije
sekvenčńı vyhledáváńı pomoćı programu BLAST, nebo z vložené sekvence predi-
kuje strukturu pomoćı programu ESMFold, a poté využije strukturńı vyhledáńı
pomoćı programu FoldSeek. Programy FoldSeek a ESMFold jsou vybrány z d̊uvodu
krátkého výpočetńıho času a dostupnosti webových server̊u. Bohužel tato varianta
je z d̊uvodu omezeńı predikce struktury v ESMFold omezena maximálńı délkou
vstupńı sekvence na 400 aminokyselin.

Jelikož vyhledáńı nalezne i proteiny, které jsou si navzájem velmi podobné (a tedy
mohou nést podobnou informačńı hodnotu o funkci). Je také naimplementována
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Barva Název vztahu

Černá A je podtypem B
Tmavě modrá A je vždy část B
Žlutá A reguluje B
Zelená A pozitivně reguluje B
Červená A negativně reguluje B
Růžová A vždy obsahuje B
Tyrkysová A se vyskytuje v B

Tabulka 3.1 Barvy vztahů GO ve výstupńıch grafech programu GoLizard. Zvolené barvy
odpov́ıdaj́ı barvám v aplikaci QuickGO.

možnost využit́ı hierarchického klastrováńı. Tato možnost znamená, že proteiny se
sekvenčńı identitou vyšš́ı než nastavená prahová hodnota jsou nahrazeny jedńım
reprezentantem, t́ım se stává nejdeľśı ze seskupených protein̊u. Ve výsledných
proteinech, které jsou využity pro daľśı zpracovańı, se tedy nebudou nacházet
proteiny podobněǰśı než nastavená prahová hodnota. Důsledkem této konfigurace
je zahrnut́ı širš́ıho spektra GO anotaćı, které se nacházej́ı u méně př́ıbuzných
protein̊u.

Program následně projde nalezené podobné proteiny a ke každému z nich ex-
trahuje z databáze Uniprot všechny uvedené GO termı́ny. Takto źıská množinu
možných funkčńıch anotaćı reprezentovanou vrcholy DAGu. Daľśım krokem pro-
gramu je detailńı vyčǐstěńı přebytečných vrchol̊u v grafu GO. Přebytečnými vrcholy
jsou označeny takové, které nelež́ı na žádné cestě mezi nějakou navrženou funkčńı
anotaćı vstupńı sekvence a vrcholy reprezentuj́ıćımi některý z oblast́ı molekulárńı
funkce (GO:0003674), buněčná komponenta (GO:0005575) a biologický proces
(GO:0008150) (viz kapitola 1.6).

Takto upravený graf GO následně uživateli zobraźı. V zobrazeném grafu jsou
hrany odlǐseny r̊uznými barvami, dle typu vztah̊u uvnitř GO. Barvy a jim od-
pov́ıdaj́ıćı vztahy jsou ukázány v tabulce 3.1. Daľśım barevným odlǐseńım je obarveńı
horńıho nadpisu každého termı́nu GO, u kterého barva reprezentuje oblast, ve které
se tento termı́n primárně nacháźı. Většina barev je konsistentńı s grafy dostupnými
v aplikaci QuickGO [123].

Nav́ıc je možno vygenerovat textový, strojově zpracovatelný, výstup ve formě
tabulky obsahuj́ıćı všechny navržené funkčńı anotace GO a k nim odpov́ıdaj́ıćı pro-
teiny z Uniprotu. Program také umožňuje vytvořeńı exportu grafu do formátu OBO.
Jedná se o textový soubor s předem definovanou strukturou určený k ukládáńı onto-
logíı [79, 124]. Konkrétně obsahuje hlavičku s podrobnostmi o verzi a stář́ı daného
souboru. Pak následuje část obsahuj́ıćı informace o jednotlivých GO termı́nech.
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[Term]
id: GO: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: GO:0003676 ! nucleic acid binding
is_a: GO:0045182 ! translation regulator activity
relationship: has_part GO:0003723 ! RNA binding
relationship: part_of GO:0006412 ! translation

Obrázek 3.3 Př́ıklad jednoho GO terḿınu v OBO file formátu.
Jedná se o term GO:0008135, z Plant subset - staženo 24.6.2024.

V nich jsou specifikovány konkrétńı vztahy s ostatńımi termı́ny. Také je zde ro-
zepsán detailńı textový popis co tato GO anotace vyjadřuje. Na obrázku 3.3 je vidět
př́ıklad uložeńı jednoho GO termı́nu ve formátu OBO. V posledńı části souboru
jsou definovány vztahy, které jsou mezi uloženými termı́ny [124].

3.1 Př́ıklad vizualizace
Pro ilustraci výpočtu bylo provedeno několik spuštěńı. Vstupńı sekvence byla
vybrána tak, aby dosud nebyla publikována. Taková sekvence byla zvolena z d̊uvodu
nemožnosti nalezeńı stejného proteinu v žádné veřejné databázi3. Výsledky tohoto
testu jsou uvedeny v př́ıloze B.

3.1.1 Technické informace o vstupńıch datech
Jako vstup programu byla využita ze 38% mutovaná sekvence vycházej́ıćı
z HIV-1 proteázy (UniprotID: O90777)4, bohužel konkrétńı vstupńı sekvence
zde neńı uvedena z d̊uvodu pokračuj́ıćıho výzkumu na Ústavu organické che-
mie a biochemie AV ČR, v.v.i. ve skupině Jǐŕıho Vondráška. Jako podkla-
dový graf GO byl zvolen go-basic.obo stažený 13.3.2024 na webovém od-
kaze geneontology.org/docs/download-ontology/. Po každém vyhledáńı

3v červenci 2024
4virus lidské imunitńı nedostatečnosti (HIV), anglicky: Human Immunodeficiency Virus
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a zklastrováńı podobných protein̊u bylo vybráno 10 nejlepš́ıch shod dle pro-
centa identických pozic. K těmto 10 protein̊u byly nalezeny odpov́ıdaj́ıćı GO
anotace, ke kterým byla udělaná grafová analýza a následné zobrazeńı.

Vyhledáváńı podobných sekvenćı pomoćı programu BLAST bylo provedeno
nad databáźı Swiss-Prot. Podkladové databáze pro strukturńı vyhledáváńı (Fold-
Seek) byly zvoleny AlphaFold/UniProt50 v4, AlphaFold/Swiss-Prot v4 a AlphaFol-
d/Proteome v45.

U základńı HIV-1 proteázy (UniprotID: O90777) jsou v červenci 2024 v aplikaci
QuickGO uvedeny dvě GO anotace. Jedná se o aktivitu endopeptidázy aspa-
ragového typu (GO:0004190) z oblasti molekulárńı funkce (GO:0003674)a pro-
teolýzu (GO:0006508) z oblasti biologického procesu (GO:0008150).

3.1.2 Popis výstupńıch dat
V př́ıloze B jsou k prohlédnut́ı výstupy ve všech třech oblastech GO využ́ıvaj́ıćı
BLAST bez klastrováńı, BLAST s klastrováńım, které shlukuje proteiny se sekvenčńı
identitou alespoň 90%, FoldSeek bez klastrováńı a FoldSeek s klastrováńım, které
shlukuje proteiny se sekvenčńı identitou alespoň 90%. Celkem je tedy zobrazeno
12 podgraf̊u GO.

Posouzeńı dle zp̊usobu vyhledáńı podobných protein̊u

Při vyhledáváńı podobných protein̊u programem FoldSeek bez klastrováńı byl
mezi 10 nejlepš́ımi výsledky nalezen protein s UniprotID A0A0K0EQP9, který
byl v databázi6 Uniprot smazán. Kv̊uli tomu k němu nejsou přǐrazeny žádné GO
termı́ny. V návaznosti jednoho smazaného UniprotID se v zobrazených grafech B.4,
B.5 a B.6 nalézá pouze devět UniprotID. Ve variantě s FoldSeekem s klastrováńım
byly mezi 10 nejlepš́ımi shodami nalezeny dva smazené UniprotID (A0A2H2Y5B9
a A0A351EBB9) a nav́ıc bylo nalezeno pět protein̊u, u kterých zat́ım neńı uve-
dena funkčńı anotace. Jsou to UniprotID: A0A5D3BRE1, A0A0C9T4L2, B4W551,
A0A818XM81 a A0A7C4F495. Z těchto d̊uvod̊u se bohužel v grafech B.10, B.11
a B.12 nalézaj́ı pouze tři UniprotID. Pravděpodobným d̊usledkem této komplikace
je výrazně menš́ı velikost (a nižš́ı informačńı hodnota) těchto graf̊u, oproti všem
ostatńım v př́ıloze B.

Ve variantách se sekvenčńım vyhledáváńım pomoćı programu BLAST měly
všechny nalezené proteiny přǐrazené GO anotace. Při spuštěńı výpočtu bez klastrováńı
program nalezl 10 ”Gag-Pol polyprotein“7 u r̊uzných podtyp̊u ”viru lidské imunitńı

5Všechny databáze ve verzi 7/2024.
6verze 7/2024
7vysvětleńı zkratek: group specific antigen (Gag), polymeráza (pol) [125]
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nedostatečnosti (HIV) typu 1 skupiny M“8. Jedná se o proteiny: O93215, P04588,
Q9QBZ5, Q9QBZ1, Q75002, Q9QSR3, O89290, Q9QBZ9, Q9QBY3, Q9WC63 [10].
Jelikož se jedná o stejné proteiny u velmi podobných organizmů, tak měli i přǐrazené
stejné GO anotace a tedy z pohledu grafové analýzy GO i stejnou informačńı
hodnotu. Ve výsledćıch B.1, B.2 a B.3 je tato vlastnost zřetelně vidět. Na základě
této skutečnosti byla doimplementována výše představená varianta s klastrováńım,
které shlukuje proteiny s vyšš́ı (než prahovou hodnotou) sekvenčńı identitou. Tato
úprava odhalila př́ınosné informace, jelikož se ve výsledných 10 proteinech, vzešlých
z BLAST s klastrováńı, nalézaj́ı také pouze ”Gag-Pol polyproteiny“, avšak tři
z nich u ”opič́ıho viru imunitńı nedostatečnosti (šimpanźıho viru imunitńı nedo-
statečnosti)“9. Jedná se o proteiny: Q9WC54, O93215, Q1A249, Q1A267, O89290,
Q9QBY3, P17283, O12158, O41798, Q77373 [10]. Efekt se očividně projevuje
při porovnáńı graf̊u z oblasti biologický proces, kde graf s klastrováńım (ve kterém
jsou proteiny s alespoň 90% sekvenčńı identitou zklastrovány B.9) je nadmnožinou
grafu bez klastrováńı B.3. V oblastech molekulárńı funkce a buněčná komponenta
jsou totožné GO anotace v grafech s klastrováńı a bez klastrováńı, ale s r̊uznou
distibućı UniprotID. Ty jsou k nahlédnut́ı na grafech B.7 a B.8.

Posouzeńı dle podstaty GO anotace

Následuj́ıćı řádky popisuj́ı výsledné grafy z hlediska oblast́ı GO. Jsou představeny
souvislosti mezi grafy s r̊uzným vyhledáńım podobných protein̊u. V textu u sd́ılených
vlastnost́ı jsou uváděny pouze nejkonkrétněǰśı společné GO anotace, jelikož všechny
termı́ny hierarchicky obecněǰśı se již také muśı překrývat. To z d̊uvodu zp̊usobu
čǐstěńı grafu, protože program při čǐstěńı nechává všechny cesty k obecným
termı́n̊um. Naopak v př́ıpadě navržeńı jiných část́ı grafu je, kv̊uli přehlednosti
uváděn nejobecněǰśı rozd́ılný termı́n.

8Původńı anglická verze: Human immunodeficiency virus type 1 group M
9Původńı anglická verze: Simian immunodeficiency virus (Chimpanzee immunodeficiency virus)
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Zp̊usob
analýzy

BLAST BLAST & Fold-
Seek

FoldSeek

Bez klastrováńı
vazba lipid̊u
(GO:0008289)

aktivita en-
dopeptidázy
asparagového
typu (GO:0004190)

podoblast vazba
na proteiny
(GO:0005515)

vazba RNA po-
moćı vlásenky
(GO:0035613)
podoblast vazba
na proteiny
(GO:0005515)

S klastrováńım ostatńı (modře ne-
označené) termı́ny

aktivita en-
dopeptidázy
asparagového
typu (GO:0004190)

Tabulka 3.2 Přehled dále diskutovaných GO terḿınů, které jsou uvedeny v grafech v oblasti
molekulárńı funkce (GO:0003874).
V druhém sloupci jsou GO terḿıny, které obsahuje pouze graf vzniklý BLASTovou variantou
programu. Ve ťret́ım sloupci jsou terḿıny, které sd́ılej́ı grafy s odlǐsným způsobem vyhledáńı
podobných proteinů. V posledńım sloupci se nacházej́ı terḿıny unikátńı pro FoldSeekov́ı graf.

Prvńı prob́ıranou oblast́ı výsledkových graf̊u je molekulárńı funkce (GO:0003874).
Přehled rozd́ılných a společných termı́n̊u mezi jednotlivými grafy je sepsán v ta-
bulce 3.2. Zaj́ımavým poznatkem v této oblasti je, že grafy bez klastrováńı
(BLAST B.1, FoldSeek B.4) jsou si hodně podobné, což je naprostým opakem
k výsledk̊um z oblasti buněčné komponenty (GO:0005575). Konkretně 37 termı́n̊u
GO z oblasti molekulárńı funkce (GO:0003874) je identických v obou grafech,
7 jich je pouze v BLASTové variantě a 5 jich je pouze ve FoldSeekové variantě.
U vyhledáváńı pomoćı BLAST se jedná o funkce vazba lipid̊u (GO:0008289), vazba
RNA pomoćı vlásenky (GO:0035613) a termı́ny z podoblasti exonukleázové akti-
vity (GO:0004527). U strukturńıho vyhledáváńı pomoćı FoldSeeku byla zobrazena
podoblast vazba na proteiny (GO:0005515). Nav́ıc jediný termı́n na kterém se
shodnou všechny grafy z oblasti molekulárńı funkce (GO:0003874) (B.1, B.4, B.7 a
B.10) je aktivita endopeptidázy asparagového typu (GO:0004190). Pro přehlednost
je tato anotace zvýrazněna modrou barvou, včetně celé cesty k termı́nu mole-
kulárńı funkce (GO:0003874). Zároveň se jedná o anotaci uvedenou u p̊uvodńı
HIV-1 proteázy (UniprotID: O90777) (viz sekce 3.1.1).
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V oblasti biologického procesu (GO:0008150) se všechny grafy (B.3, B.6, B.9
a B.12) shoduj́ı pouze v proteolýze (GO:0006508). Jedná se o pozitivńı zjǐstěńı,
jelikož proteolýza (GO:0006508) je uvedena jako GO anotace p̊uvodńı HIV-1
proteázy (UniprotID: O90777) (viz sekce 3.1.1). Druhý velký překryv je na metabo-
lickém procesu DNA (GO:0006259). Zde se shoduj́ı obě varianty BLAST i FoldSeek
bez klastrováńı. Třet́ım společným termı́nem je virový proces (GO:0016032), který
FoldSeek bez klastrováńı ukazuje jako ”nejkonkrétněǰśı“ anotaci, naproti tomu obě
BLASTové verze tuto podoblast detailně zobrazuj́ı včetně 10ti prvkového grafu
předch̊udc̊u (konkrétněǰśıch termı́n̊u).

Dále se v grafech týkaj́ıćıch se biologického procesu projevuj́ı jednotlivá speci-
fika r̊uzných vyhledáváńı. Např́ıklad varianta Foldseeku bez klastrováńı (obrázek
B.6) nalezla pozoruhodnou informaci. Jedná se o dva termı́ny, které lze zobecnit
na proteolýzu (GO:0006508). Jsou to zráńı proteinu (GO:0016485) a katabolický
proces zprostředkovaný proteiny v proteazomu (GO:0010498). Dále tato varianta
nab́ıdla úplně nové části GO grafu. Jedná se o tématické okruhy reakce na podmět
(GO:0050896) a regulace biologické kvality (GO:0065008). Překvapivým výsledkem
je, že FoldSeek bez klastrováńı také přinesl nové informace a to podoblasti repro-
dukce (GO:0000003) a vývojového procesu (GO:0032502). Posledńı zde rozebranou
část́ı je podoblast zab́ıjeńı buněk (GO:0001906), kterou navrhuje jediný BLAST
s klastrováńım B.9. Může se jednat o náhodný (nerelevatńı) nález. Přesto je tato
informace zaj́ımavá, jelikož v roce 2003 bylo u HIV-1 proteázy experimentálně
zjǐstěno, že zp̊usobuje smrt buňce, která byla virem HIV napadena [126].

V oblasti týkaj́ıćı se buněčné komponenty (GO:0005575) je na grafech B.2, B.5,
B.8 a B.11 př́ıtomná membrána (GO:0016020). Vysvětleńı membrány jako anotace
HIV-1 proteázy může vycházet z poznatku, že celý virion HIV źıskává sv̊uj lipidový
obal na plazmatické membráně hostitelské buňky [127]. Jedná se primárně o anotaci
celého Gag-pol polyproteinu.

Při porovnáńı graf̊u bez klastrováńı z oblasti buněčné komponenty (GO:0005575),
které vznikly BLASTem (B.2) a FoldSeekem (B.5) je vidět značný rozd́ıl v zob-
razených GO anotaćıch. To naznačuje podstatný rozd́ıl mezi sekvenčńı a struk-
turńı podobnost́ı, jak bylo diskutováno v kapitole 1.6. Graf využ́ıvaj́ıćı struk-
turńı vyhledáváńı jediný nab́ıźı oblast komplexu makromolekul s proteinovou
složkou (GO:0032991). Oba diskutované grafy (B.2, B.5) obsahuj́ı ústředńı termı́n
buněčný anatomický celek (GO:0110165), ale struktura jejich mnoha předch̊udc̊u
(konkrétněǰśıch termı́n̊u) je rozd́ılná.

Program představený v této práci úspěšně identifikoval obě GO anotace, které
jsou uvedeny u nemutované HIV-1 proteázy (UniprotID: O90777).
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3.2 Budoućı vývoj
Programová část této práce je v červenci 2024 stále ve vývoji. Je předpokládáno
zveřejněńı zdrojových kód̊u finálńı verze na githubu, včetně podrobněji sepsaného
souboru README.md, který bude přeložen do anglického jazyka. Zároveň bude dán
do provozu webový server, na kterém bude program GOLizard nasazen. K dispozici
bude jako webový formulář vhodný pro uživatelsky jednoduché vyhledáńı anotaćı
podobných protein̊u.
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Závěr

V této práci byl popsán vztah mezi proteinovou sekvenćı, strukturou a homologíı.
Následně byly ukázány r̊uzné metody hledáńı podobných protein̊u na základě
sekvenčńı a strukturńı podobnosti. Byly představeny jednotlivé programy určené
k vyhledáváńı těchto protein̊u. Byla uvedena možnost, při které je z neznámé
sekvence predikována struktura a následně jsou vyhledány strukturně podobné
proteiny. Dále byly prezentovány r̊uzné programy pro predikci struktury proteinu.
Práce obsahovala vysvětleńı v dnešńı době použ́ıvaných systémů pro uložeńı funkčńı
anotace protein̊u. Dále byly představeny r̊uzné programy, které anotace predikuj́ı.

Stěžejńım prvkem práce bylo představeńı programu GOLizard. Jedná se o pro-
gram, který vizualizuje funkce protein̊u, které jsou podobné neanotované vstupńı
sekvenci. K vizualizaci program využ́ıvá hierarchický anotačńı systém GO. Ten je re-
prezentován orientovaným grafem. Program nejprve vyhledá podobné proteiny, poté
extrahuje jejich funkčńı anotace a nakonec zobraźı odpov́ıdaj́ıćı podgraf GO. Použit́ı
programu bylo ilustrováno na nezveřejněné sekvenci, kterou se stala ze 38% muto-
vaná HIV-1 proteáza.

Navržený program může být užitečný pro odhad vlastnost́ı neznámých protein̊u.
Lze předpokládat i využit́ı u metagenomických a jiných podobných sběr̊u dat.
Z d̊uvodu anotovańı nepopsaných protein̊u je d̊uraz kladen na navržeńı širokého
rozsahu potenciálńıch anotaćı a přenecháńı interpretace na uživateli software.
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[38] Valérie de Crécy-Lagard et al. “A roadmap for the functional annotation of
protein families: a community perspective”. In: Database 2022 (2022).

[39] Chenguang Zhao, Tong Liu a Zheng Wang. “PANDA2: protein function pre-
diction using graph neural networks”. In: NAR genomics and bioinformatics
4.1 (2022). doi: lqac004.

[40] Daisuke Kihara, ed. Protein Function Prediction: Methods and Protocols.
Methods in Molecular Biology. Citace vygenerována pomoćı chatGPT [128].
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rń

ı
O

H

O

N
H

2

SH

D
A

sp
ar

ag
ov

á
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kodony v mRNA se skládaj́ı z adeninu (A), guaninu (G), cytosinu (C) a uracilu (U).
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Obrázek B.1 Výstup programu GOLizard v GO oblasti molekulárńı funkce.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány sekvenčně podobné proteiny (BLAST) a nebyla
provedena klastrovaćı analýza. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným
proteinům. Vstupńı data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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Obrázek B.2 Výstup programu GOLizard v GO oblasti buněčná komponenta.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány sekvenčně podobné proteiny (BLAST) a nebyla
provedena klastrovaćı analýza. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným
proteinům. Vstupńı data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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Obrázek B.3 Výstup programu GOLizard v GO oblasti biologický proces.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány sekvenčně podobné proteiny (BLAST) a nebyla
provedena klastrovaćı analýza. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným
proteinům. Vstupńı data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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Obrázek B.4 Výstup programu GOLizard v GO oblasti molekulárńı funkce.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány strukturně podobné proteiny (FoldSeek) a nebyla
provedena klastrovaćı analýza. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným
proteinům. Vstupńı data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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Obrázek B.5 Výstup programu GOLizard v GO oblasti buněčná komponenta.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány strukturně podobné proteiny (FoldSeek) a nebyla
provedena klastrovaćı analýza. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným
proteinům. Vstupńı data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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Obrázek B.6 Výstup programu GOLizard v GO oblasti biologický proces.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány strukturně podobné proteiny (FoldSeek) a nebyla
provedena klastrovaćı analýza. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným
proteinům. Vstupńı data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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Obrázek B.7 Výstup programu GOLizard v GO oblasti molekulárńı funkce.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány sekvenčně podobné proteiny (BLAST) a následně
bylo provedeno klastrovańı nalezených proteinů podle sekvenćı se sekvenčńı identitou dvojic
alespoň 90%. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným proteinům. Vstupńı
data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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Obrázek B.8 Výstup programu GOLizard v GO oblasti buněčná komponenta.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány sekvenčně podobné proteiny (BLAST) a následně
bylo provedeno klastrovańı nalezených proteinů podle sekvenćı se sekvenčńı identitou dvojic
alespoň 90%. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným proteinům. Vstupńı
data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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Obrázek B.9 Výstup programu GOLizard v GO oblasti biologický proces.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány sekvenčně podobné proteiny (BLAST) a následně
bylo provedeno klastrovańı nalezených proteinů podle sekvenćı se sekvenčńı identitou dvojic
alespoň 90%. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným proteinům. Vstupńı
data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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Obrázek B.10 Výstup programu GOLizard v GO oblasti molekulárńı funkce.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány strukturně podobné proteiny (FoldSeek) a následně
bylo provedeno klastrovańı nalezených proteinů podle sekvenćı se sekvenčńı identitou dvojic
alespoň 90%. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným proteinům. Vstupńı
data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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Obrázek B.11 Výstup programu GOLizard v GO oblasti buněčná komponenta.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány strukturně podobné proteiny (FoldSeek) a následně
bylo provedeno klastrovańı nalezených proteinů podle sekvenćı se sekvenčńı identitou dvojic
alespoň 90%. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným proteinům. Vstupńı
data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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Obrázek B.12 Výstup programu GOLizard v GO oblasti biologický proces.
Jedná se o variantu kdy byly vyhledány strukturně podobné proteiny (FoldSeek) a následně
bylo provedeno klastrovańı nalezených proteinů podle sekvenćı se sekvenčńı identitou dvojic
alespoň 90%. Je zobrazen podgraf GO anotaćı odpov́ıdaj́ıćıch nalezeným proteinům. Vstupńı
data p̌redstavovala z 38% mutovaná sekvence HIV-proteázy.
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