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1 UVvOD

Proteom (kombinace slov protein a genom) je uceleny soubor vSech proteinti, které se
Vv daném case a za danych podminek vyskytuji v konkrétni bunice, tkani ¢i organismu.
Proteomika je védni obor zabyvajici se studiem struktury, funkce a dalSich vlastnosti
proteinti na Urovni proteomu — kromé analyzy struktury a funkce jednotlivych proteint
se zabyva 1 vlastnostmi celych skupin proteinti sestavenych napft. na zéklad€ podobnosti

funkce, lokalizace v organele, podminek exprese, posttranslacnich modifikaci aj.

Cilem teoretické ¢asti prace je vypracovani literarni reSerSe na téma zpracovani
vysledkt proteomické analyzy s ohledem na predikci jaderné lokalizace zkoumanych

proteint.

Cilem praktické ¢asti této prace je vytvoreni programu, ktery usnadni a ¢astecné
automatizuje proces anotace nepopsanych proteinti z je¢mene setého (Hordeum vulgare)
identifikovanych na zdklad¢ analyzy stépnych peptida technikou tandemové hmotnostni
spektrometrie spojené s kapalinovou chromatografii. Hlavni dtraz pii anotaci bude
kladen moZnosti vyhledani a zhodnoceni informaci, zda se nezndmé proteiny vyskytuji
Vv bunééném jadfe. Proces anotace bude zalozen na pouziti bioinformatického ndastroje
pBLAST (protein Basic Local Alignment Search Tool) k nalezeni podobnych, jiz
popsanych proteint v databazi Swiss-Prot. Soubézné s tim budou proteinove sekvence
analyzovany pomoci nastroju slouzicich k predikci lokalizace (CELLO2GO,
LOCALIZER, NucPred a WegoLoc) a k vypoctu zakladnich fyzikalnich vlastnosti
proteini (Protein Cutter). Na zakladé kombinace predik¢énich dat s informacemi
z databaze bude rozhodnuto, s jakou pravdépodobnosti jsou jednotlivé proteiny jaderného
puvodu. Ke kazdému proteinu pivodniho vzorku budou také kombinaci fyzikéalnich a
experimentalnich dat vypoéteny hodnoty SAF (spectral abundance factor) a NSAF
(normalised spectral abundace factor), umoziujici protein kvantifikovat. Vystupem
programu bude tabulka obsahujici vSechny dil¢i informace ziskané ke kazdé polozce

puvodniho seznamu proteind.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Analyza proteomu

Obecnym cilem proteomické analyzy je identifikace struktury, funkce a mnozstvi
vztahy a vlastnosti, napf. posttranslaéni modifikace, vzajemné proteinové interakce ci
zmény v mife exprese. Nejrozsifenéjsi metody, kterd se k tomuto ucelu v soucasnosti

vyuzivaji jsou zaloZeny na technikdch hmotnostni spektrometrie.
2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda zalozena na principu separace
ionizovanych ¢astic analytu v elektromagnetickém poli. K této separaci dochazi na
zaklad¢ rozdilného pomeéru hmotnosti a ndbojového cisla (m/z) zkoumanych castic,
ptfiemz tento pomér je vyjadien v daltonech (Da; jeden dalton je hmotnost vodikového
atomu) nebo v atomovych hmotnostnich jednotkach (jedna jednotka je pak jednou
dvanactinou klidové atomové hmotnosti izotopu uhliku *2C). Jednotka daltonu je
nejcastéji vyuzivana biochemiky, pficemz v ptipadé¢ makromolekul se vysledek obvykle
vyjadiuje v kilodaltonech (kDa) nebo v megadaltonech (MDa) (Busch, 2003). Vystupem
hmotnostniho spektrometru je graf zavislosti intenzity iontd na jejich m/z, tzv. hmotnostni

spektrum.
Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi zakladnich ¢asti:

e jontového zdroje, ktery umoziuje ionizaci analytu a jeho prevedeni do plynného
stavu napt. pomoci elektronového paprsku nebo laserového impulsu

e hmotnostniho analyzatoru, ktery na zakladé¢ odlisSnych fyzikalnich vlastnosti
rozdéli ionty napt. pomoci vychyleni jejich trajektorie v elektromagnetickém poli,
jedna se tedy o separacni proces;

o detektoru, ktery zaznamenava piitomné Castice v zavislosti na typu analyzatoru,

umoznujici jim ptifadit rozdilné m/z a urcit jejich relativni zastoupeni.



2.2.1 lontoveé zdroje

V ranych typech hmotnostnich spektrometrii se ionizovalo pouze elektrony, jejich
kineticka energie obvykle dosahovala hodnoty 70 eV, a to v uzavieném prostoru s pfi
tlaku okolo 10 Pa, pfi¢emz tyto hodnoty dostadovaly na formaci a transmisi elektront
do hmotnostniho analyzatoru; pii vyssim tlaku by dochazelo k reakcim mezi
elektronizovanymi ionty a molekulami plynného média (Chen et al., 2014). Pii této
metod¢, kterd se fadi do skupiny technik tzv. ,,tvrdé™ ionizace nejCastéji vznika kladné
nabity radikdl molekuly spolu sbohatym mnozstvim charakteristickych fragmentd,
kterych lze se nasledné vyuzit k ureni chemické struktury dané slouceniny. V piipadé
této metody lze proto také s vyhodou vyuzit knihoven spekter za ucelem interpretace
ziskaného spektra. Elektronova ionizace se proto i dnes vyuziva k analyze organickych
molekul, nicméné¢ je nevhodna pro vysokomolekularni a teplotné nestabilni latky (Dass,

2007, Friedecky et Lemr, 2012).

Mezi tzv. ,,mekké™ ionizacni techniky patii nizkoenergetickd chemicka ionizace,
kterd je svou povahou vhodna k latkim nevhodnym pro vySe popsanou tvrdou ionizaci
elektrony. Pfi této metod¢ se prvné ionizuje vysokotlaky reakéni plyn (nejcastéji metan,
isobutan, amoniak, dimetyleter, diisopropyleter, aceton, acetaldehyd, benzen ¢i
iodometan) (Gross, 2004) a od ni nasledn¢ pak molekula analytu. V porovnani s ionizaci
elektronem vznikd méné fragmentd. Vyhodou chemické ionizace je jeji univerzalnost a
citlivost (je az stonasobné citlivéjsi nez elektronova ionizace), navic se da vyuzit i ve
spojeni se separa¢nimi metodami, a to kupfikladu v plynové chromatografii, nicméné i

zde je tieba tékavych analytd (Dass, 2007, Hunt et al., 2002).

Jesté jemngjsi technikou je ionizace polem, kdy se vzorek v plynné fazi ionizuje
ve velmi silném elektrickém poli pomoci rozzhaveného wolframového vlakna. Zde pak
nedochazi k témét zadné fragmentaci, nicméné hrozi tepelny rozklad analytu. Tato
metoda se vyuZzivd zejména pro ionizaci malo polarnich ¢i tepelné nestalych latek

(Hoffman et Stroobant, 2007).

Pro aplikaci v proteomice je duleZita technika ionizace vzorku laserem za
pfitomnosti matrice neboli MALDI (z anglického Matrix Assisted Laser Desorption
Tonization), ktera je ¢asto kombinovana s analyzatorem doby letu TOF (time-of-flight),

jenz umoziuje uréit dobu letu jednotlivych ¢astic po definované trajektorii, a z ni pak
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vypocitat rychlost dané ¢astice a nasledné hodnotu m/z. V tomto piipadé je vzorek spolu
S matrici (nejcastéji ve forme aromatické organické kyseliny) nanesen na pevny poklad a
ionizovan kratkym intenzivnim pulsem laseru. Jak jiz bylo naznaceno, tato metoda byla
pivodné vyvinuta pro kvalitativni ur€eni bilkovin ¢i samotnych peptidi, nicméné
V soucasnosti se s vyhodou vyuziva i pro analyzu nukleovych kyselin ¢i latek o nizké
molekularni hmotnosti. Mezi hlavni ptednosti MALDI patii vysoka citlivost a rychlost
(Friedecky et Lemr, 2012, Lemaire et al., 2006).

V neposledni fadé se vyuziva ionizace elektrosprejem. Tato metoda se vyuziva
k analyze polarnich molekul véetné bilkovin, oligonukleotidd, polarnich lipidd ¢i
sacharidi (Mann et al., 2001). Proces ionizace elektrosprejem spo¢iva v kumulaci naboje
na povrchu kapicek analytu, které se neustadle zmensSuji ptisobenim suSiciho plynu az
dojde k uvolnéni samotnych ionti. Naboj je na kapi¢ky analytu vnesen pomoci kapilary,
na kterou je vlozeno vysoké napéti a je ji sprejovan tekuty analyt pred vstupem do
hmotnostniho spektrometru. Ionizace elektrosprejem nasla uplatnéni ve spojeni

s kapalinovou chromatografii (Fenn et al., 1989, Takats, 2004).

2.2.2 Hmotnostni analyzatory

Pied samotnou detekci je nutné ionty rozdélit podle poméru hmotnosti a naboje m/z.
K tomuto tc¢elu slouzi hmotnostni analyzatory. Podobné jako u iontovych zdrojt existuje
cela tada technik, kterymi lze méfit hmotnost ¢astic prochazejicich hmotnostnim
spektrometrem, v soucasné proteomice se vyuzivaji ¢tyfi zakladni typy hmotnostnich
analyzatort, a to kvadrupdlovy hmotnostni analyzator, iontova past, detektor doby lety
neboli vy$e zminény TOF a iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
(Han et al., 2008; Aebersold et Mann, 2003). Vsechny jmenované analyzatory mohou

fungovat samostatné, nebo v tandemu.

Kvadrupdlovy hmotnostni analyzator patii mezi nejc¢astéji pouzivané hmotnostni
analyzatory. Jedna se o soubor ¢tyi rovnobéznych ty¢i, kterymi proudi stejnosmérné i
vysokofrekvenéni stfidavé napéti, pficemz tyCe lezici proti sob& maji vzdy stejnou
polaritu. Podle velikosti stejnosmérného napéti a amplitudy stiidavého napéti ve stejném
momentu dochazi k pohybu iontti s danou hodnotou m/z po stabilni trajektorii smérem
k dalsimu analyzatoru nebo rovnou k detektoru. lonty s nestabilni drdhou se vychyli

smérem k ty¢im, na detektor tedy nakonec nedopadnou (Lane, 2005; Mann et al., 2001).

11



Iontova past pusobi na princip zachytu iontl v tiidimenzionalnim elektrickém poli
a jejich nasledném vypousténi. Samotné zafizeni se sklada z prstencové elektrony a dvou
koncovych elektrod, pfi¢emz past je vyplnéna inertnim plynem, nejcastéji v podobe¢ helia

(Lane, 2005).

Analyzator doby letu (TOF) se od ostatnich metod hmotnostni analyzy odliSuje
tim, ze elektrické pole pouziva pouze k urychleni iontil, které nasledné prochdzeji trubici
o dané délce a dopadaji na detektor. Méfi se doba, po kterou trval prilet iontu. Jelikoz
naboj elektrického pole je pevné€ dan a rychlost ¢astic zavisi na jejich poméru hmotnosti
a naboje (t€z8i Castice maji nizsi rychlost letu), 1ze takto presné urcit dany ion (Lane,

2005).

2.2.3 Detektory

Posledni komponentou hmotnostnich spektrometrti jsou detektory ¢astic. Ty funguji na
principu detekce indukovaného naboje nebo elektrického proudu na plose, do které narazi
nabity ion, ktery proSel hmotnostnim analyzatorem. Podle pozice detektoru a €asu, ve
kterém doslo k zaznamenani dopadu, 1ze piesné urcit pomér m/z dopadajiciho iontu a tim
i kvantifikovat mnozstvi iontll o dané m/z, které se ve vzorku nachdzeji. Vystupem méfeni
je graf, ve kterém jsou na ose x vyneseny hodnoty m/z a na ose y je pro kazdou z téchto

hodnot vynesena zaznamenana Cetnost, predstavuje tedy tzv. hmotnostni spektrum.

2.2.4 Kapalinovd chromatografie a tandemova  hmotnostni

spektrometrie

Urceni slozeni proteinu na zdklad€ jednoduché hmotnostni spektrometrie by vzhledem
k velikosti a komplexité proteinti bylo velmi slozité. Z toho divodu se k proteomické
analyze pouziva kombinace metod hmotnostni spektrometrie a kapalinové
chromatografie. Principem teto metody je enzymatické Stépeni proteind na peptidy,
jejich separace pomoci kapalinové chromatografie a nasledné provedeni nékolika méfeni
hmotnostni spektrometrii za sebou. Prvnim méfenim dojde k detekci a nasledné separaci
peptid o raznych hodnotach s m/z, tzv. Prekurzoru,v nasledujicim druhém méfeni
dochazi k analyze fragmentu, které vzniknou rozbitim prekurzoru na ruzné dlouhé
fragmenty aminokyselin ptedstavujici ¢ast sekvence prekurzoru . Vhodnym vybérem

proteolytickych enzymi Ize dosdhnout toho, Ze je mozné ziskat definované
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predikovatelné peptidy a umoziujici na zaklade odecteni rozdilu m/z mezi jejich

fragmenty tomuto rozdilu ptiradit aminokyselinovy zbytek. Takto je mozné ptecist potradi

vvvvvv

vvvvvv

smési (Hunt et al., 1986)

2.3 Néstroje pro analyzu a charakterizaci proteinovych sekvenci

2.3.1 Basic Local Alignment Search Tool

BLAST je nazev algoritmu, ktery se vyuziva pro srovnavani primarnich sekvencnich dat
nukleotidti ¢i aminokyselin. Umoziuje porovnani jedné sekvence s celou databazi a
nalezeni sekvence se zadanou ¢i vy$s§i mirou podobnosti. Byl vyvinut v roce 1990 a stal
se jednim z nejpouzivanéjsich bioinformatickych nastroji soucasnosti. (Altschul et al.,
1990)

2.3.2 Swiss-Prot

Swiss-Prot je manualné anotovand neredundantni databaze proteinovych sekvenci a
vSech informaci k nim relevantnich. Je soucasti komplexni proteinové databaze
UniProtKB vytvorené konsorciem UniProt sestavajicim z Evropského bioinformatického
institutu (EBI), Svycarského institutu bioinformatiky (SIB) a spolednosti Protein
Information Resource (PIR).

Udaje o proteinech obsazené v databazi Swiss-Prot pochazeji vyhradné z védecké
literatury nebo z vypocetnich modeld, které byly ovéfeny kuratory databaze. VSechny
zaznamy jsou navic pravidelné kontrolovany a pfipadné upraveny podle nejnovéjsSich
dostupnych dat. Diky tomu piedstavuje tato databaze vysoce spolehlivy zdroj informaci.

Mimo samotnych sekvenci aminokyselin obsahuje Swiss-Prot i popisy funkce
proteintl, jejich doménové struktury, posttransla¢ni modifikace, terminy genové ontologie
a mnoho dalsich.

2.3.3 Predik¢ni nastroje

CELLO2GO je vefejné dostupny systém uréeny k odhadovani vlastnosti a lokalizace
cilovych proteinti na zakladé kombinace vyhledavani homologu v databazich a predikce
bunécné lokalizace na zaklad¢é metody strojového uceni. (Yu etal., 2014)

Na principu rozpoznavani lokalizace pomoci algoritmu strojového uéeni pracuji i
nastroje LOCALIZER (ktery je specificky trénovan na rostlinné proteiny, zatimco
CELLO2GO rozpoznava obecnéjsi eukaryontni sekvence spojené s bunéénou lokalizaci)
a WegoL.oc (Sperschneider et al., 2017; Chi et Nam, 2012)

Néstroj NucPred je specializovan ¢isté na predikci, s jakou pravdépodobnosti
stravi analyzovany protein alespofi né&jakou dobu uvnitf bunééného jadra. Je taktéz
postaven na metod¢ strojového uceni, kdy jsou piitazovany uré¢ité regularni vyrazy ke
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zkoumané aminokyselinové sekvenci. Vystupem nastroje je desetinné ¢islo mezi 0 a 1
které pfedstavuje jaderné skore. Hodnota 0,5 znaci dle tabulky poskytnuté autory nastroje

70 % specifitu a 62 % senzitivitu k rozpoznavani jaderné lokalizace zkoumaného proteinu
(Brameier et al., 2007)

Nastroj Protein Cutter byl vytvoren na oddéleni biochemie proteint a proteomiky
UP v Centru Regionu Hana panem doktorem Rausem a panem profesorem Sebelou.
Slouzi ke zjisténi zdkladnich fyzikalnich charakteristik proteinovych sekvenci (napf.
délka proteinu dle poctu aminokyselin, vypocet izoelektrického bodu aj.) na zakladé
vypoctu z fyzikalnich hodnot jednotlivych aminokyselin, ze kterych je protein slozen.
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3 PRAKTICKA CAST
3.1 Pouzité technologie
3.1.1 Python

Python je vysokourovilovy, multiparadigmaticky, dynamicky interpretovany
programovaci jazyk. Byl vyvinut mezi lety 1989 a 1991 nizozemskym programatorem
Guido van Rossumem z Narodniho vyzkumného institutu pro matematiku a informatiku
(CWI) v Amsterdamu. V principu je podobny vyukovému programovacimu jazyku ABC,
na jehoz vyvoji van Rossum pracoval v poloving 80. let. Python ma kompaktni jadro
zékladni funkcionality nazyvané standard library. Tuto zakladni knihovnu je mozné
snadno rozsitfit dodate¢nymi balicky, jako je naptiklad knihovna pro védecké vypocty
NumPy, nebo TensorFlow pro strojové uceni. Vyraznou charakteristikou jazyka je
minimalizace pouZivani zavorek — namisto nich je zde pro vyznaceni vnitinich ¢asti
cykli, podminek a funkci pouzivano tabulatorové odsazeni, coz zvySuje piehlednost
kodu. Oproti staticky typovanym ¢i kompilovanym jazyktim jako jsou C++ a Java jsou
programy psané v Pythonu typicky tietinové az pétinové délky a umoziuji okamzité
spusténi bez predchozi kompilace, coz zna¢né zvysuje efektivitu prace. (Lutz et Ascher,
2003)

3.1.2 Biopython

Biopython je ndzev voln¢ dostupné open-source knihovny bioinformatickych nastrojti pro
jazyk Python, jejimz ucelem je zprostiedkovat ¢i usnadnit praci s nukleotidovymi a
proteinovymi sekvencemi ¢i zdznamy z biologickych databazi (naptf. Swiss-Prot,
GenBank, Prosite). Vétsinu bioinformatickych dat Biopython reprezentuje pomoci
datovych struktur (v Pythonu nazyvanych tfidy), coz umoziuje rychlé ¢teni ¢i zapis a
naslednou praci se sekvencemi ¢i anotacemi v téchto tfidach obsazenych. Mimo to
obsahuje Biopython fadu podknihoven, které rozsituji jeho funkcionalitu o provadéni
operaci s bioinformatickymi daty. Pro sekven¢ni data jsou to napf. funkce sekven¢niho

priloZeni, nalezeni reverzniho komplementu, provedeni transkripce ¢i translace (Zdrojovy

kéd 1).
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>»»> from Bio.Seq import Seg

>»>» from Bio.Alphabet import IUFPAC

»>»> gekvence dna = Seq('ACCCATAGAGACATAGACCACCGGTAT', IUPAC.unambiguous dna)
»>»»> sekvence dna.reverse complement ()

Seq('ATACCGGTGGTCTATGICICTATGGGET ', IUPACUnambiguousDNA() )

»>»> sekvence_dna.transcribe ()
Seq('ACCCAUAGAGRCAULGRACCACCGEUAT ', IUPACUnambiguousENL() )

»>»>»> gekvence dna.translate()
Seq("THRDIDHRY', IUPACProtein())

Zdrojovy kod 1: Vytvoreni objektu sekvence DNA obsahujiciho nukleotidovou sekvenci a
nasledné operace nalezeni komplementu, transkripce a translace v jazyce Python za pouziti
knihovny Biopython.

3.2 Vstupni data

Vstupnimi daty programu jsou dva soubory. Prvnim je tabulka namétenych fyzikalnich
dat ziskanych pro proteiny identifikované na zaladé analyzy tryptickych peptida

Z proteini extrahovanych z 10 milionti mitotickych chromozomi technikou tandemové
hmotnostni spektrometrie online spojené s nanopratokovou kapalinovou chromatografii
na reverzni fazi C18. Tato data byla ziskana zpracovanim vystupnich spektrometrickych

dat ve formatu mgf (mascot generic format) pomoci nastroje Search GUI 3.3.13.

Pouzité algoritmy: X! Tandem; MS Amanda; OMSSA; pii zadané presnosti
méfeni 50 ppm pro prekurzorové ionty, 0,05 Da pro ionty fragmentl; povolené
modifikace peptida: variabilni: acetylace N-konce proteinti, oxidace methioninu,
deaminace Q a N; fixni modifikace: karbamidomethylace cysteinu Jako proteasa byl
zadan trypsin, povoleno bylo pouze specifické $té€peni na obou koncich
polypeptidového fetezce a maximalné 2 pieskocena St€pna mista. Takto zpracovana
data byla prohledana programem Peptide shaker 1.16.38. Pozitivni identifikace byla
omezena parametrem FDR (False Discovery Rate) <1 % na Grovni ptifazenych spekter,
na urovni identififikovanych peptidii i proteinti. Pouzita databaze proteinovych sekvenci

obsahovala celkem 39850 polozek v¢etné béznych kontaminantt.

Druhym vstupem programu je FAST A soubor obsahujici pouze
aminokyselinové sekvence nalezenych proteinii odpovidajici polozkam ze vstupni
tabulky na zaklad¢ jejich identifikatoru. Vstupni tabulka neobsahuje aminokyselinové

sekvence identifikovanych proteini.
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3.3 Navrh programu

Hlavnim cilem navrhovaného programu je minimalizovat mnozstvi prace, kterou musi
uzivatel vynalozit na anotaci a urceni lokalizace zkoumanych proteinovych sekvenci.
Tohoto cile Ize dosdhnout automatizaci co nejvétsi casti pracovniho procesu a

uzivatelského usnadnéni téch dil¢ich tkond, které nelze jednoduse automatizovat.

Pro anotaci proteinti dle zadanych specifikaci je nutné provést pét hlavnich

ukont:

e Nalezeni homolognich proteinti metodou BLAST v databazi Swiss-Prot

e Urceni pravdépodobné lokalizace analyzovanych proteinti pomoci predik¢nich
nastrojl. K provedeni tohoto kroku mize byt nutné vstupni soubor se
sekvencemi rozdélit na mensi, jelikoz n¢které nastroje umoznuji predikci jen pro
omezené mnozstvi sekvenci

e Spojeni dil¢ich vysledki do jedné tabulky

e Urceni potencialné jadernych proteinti na zdkladé shody mezi predik¢nimi a
databazovymi udaji

e Kvantifikace proteint ve vzorku pomoci vypoctu NSAF

Postup je zndzornén na obrazku ¢. 1.
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Volitelny krok -

e . Vichozi soubaor - Vychozi soubor -
rozdeleni na mensi . . .
sekyence proteinove sekvence PeptideShaker data
¥ ¥
Predikcni nastroje BLAST

ProteinCutter

Anotace SwissProt

::[ Tabulka vysledki }:

Anotace
Kvantifikace
Uréeni lokalizace

Obrazek 1: Pracovni postup pfi anotaci proteinovych sekvenci.

Bioinformaticka knihovna Biopython umoziuje téméf uplnou automatizaci prvniho
kroku pomoci funkci podporujicich pfimé vyhledavani homolognich proteinovych
sekvenci pomoci nastroje BLAST a ziskani dostupné anotace téchto homologti
v databazi Swiss-Prot.

Zvolené predik¢ni nastroje podobny pfistup neumoziiuji, proto je nutné je vyuzivat
skrz dostupné webové rozhrani. Automatizace by v tomto piipadé vyzadovala vyuZiti
metod automatizace webového prohlizeni (browser automation) a tézby dat (data
mining), tudiz by byla neamérné slozita. Pouziti predik¢nich nastroji tedy bude krokem,

kde bude i s vyuzitim navrhovaného programu nutny zasah uzivatele.
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Spojeni dil¢ich vysledki do jednoho souboru je z praktického hlediska pouze
problémem manipulace s textovymi daty a tfidéni na zaklad¢ shody jedné polozky (v

tomto pripadé identifikatoru proteinil), proto Ize tento ikon zcela automatizovat.

Problém urceni lokalizace proteint na zakladé vysledki predikénich nastroj a
nalezeného homologniho proteinu Ize zredukovat na algoritmus, ktery vyhodnoti fadu

logickych formuli, a na zakladé¢ jejich hodnot ur¢i vysledek.

Kvantifikace proteinli ve vzorku z hmotnostniho spektrometru se provadi vypoctem
SAF z poctu validovanych piifazeni peptida ke spektrim (validated peptide-spectrum
matches, VPSMs) a poétu aminokyselin (protein length, 1), ze kterych se dany protein
sklada (Vzorec 1).

VPSMs
l
Vzorec €. 1: Vypocet faktoru spektralniho prebytku.

SAF =

Ze vSech hodnot SAF v daném vzorku se ndsledn¢ hodnota NSAF pro kazdy protein
vypocita jako podil SAF daného proteinu a sumy hodnot SAF vSech proteinil

ptitomnych ve vzorku (Vzorec 2).

NSAF AR
" Xk=1SAF

Vzorec €. 2: Vypocet normalizovaného faktoru spektralniho prebytku.

Vypocet vyse uvedenych hodnot 1ze kompletné provést uvnitf programu, ¢imz je

dale usnadnéna ¢innost uzivatele.

Timto je pokryt cely pracovni postup anotace. JelikoZ nalezeni homolognich
proteint a predikce lokalizace maze pro obsahlé vzorky dat trvat fadove 1 hodiny, je
vhodné program rozd¢lit na samostatné spustitelné moduly, které se budou zabyvat jen
ur¢itymi ¢astmi pracovniho postupu. Prvni z téchto modulti by mél mit na starost

vhodnou Upravu dat pro dalsi analyzu.

Jelikoz potadi proteini v obou vstupnich souborech nemusi byt stejné, ale zaroven

zadny z predikénich néstroji potadi sekvenci, které jsou do nich vloZeny neméni, je
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Z hlediska efektivity nejvhodnéjsi, aby prvnim krokem bylo sefazeni vstupnich soubort
tak, aby béhem slucovani dil¢ich dat nebylo nutné v kazdém souboru vyhledavat
spravnou sekvenci, a misto toho je jednoduse spojit za sebe. Po sefazeni dat nasleduje
(v ptipadg, ze je pro neéktery z nastrojii objem dat ptili§ velky) jejich rozdéleni na mensi
soubory a pak samotné vyuziti predik¢nich nastrojii a nalezeni homologl. Protoze
hledani homologi metodou BLAST a vyhledavanim v databazi Swiss-Prot Ize
automatizovat, program by m¢l byt navrzen tak, aby umozioval jejich paralelni

provedeni.

Druhy samostatné spustitelny modul programu by mél byt schopen spojit dil¢i

vysledky jednotlivych predik¢nich nastrojii do jednoho souboru.

Tteti modul pak bude slouzit k zavérecnému slouceni vsech dat do jednoho souboru,

urceni konsenzu predikcnich nastroji ohledné lokalizace proteinu a k vypoc¢tu hodnot

SAF a NSAF.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Program ProteinScout

Pro ucely této prace byl vyvinut program ProteinScout. Je psan v jazyce Python verze
3.7.2 rozsifeném o bioinformaticky balicek Biopython verze 1.73. Program sestava ze ti'i
samostatné spustitelnych modulil, které ¢innosti odpovidaji funkénimu rozdéleni dle vyse
uvedeného navrhu. Prvnim vstupem programu je soubor proteinovych sekvenci ve
formatu FASTA, kdy kazda sekvence na prvnim fadku obsahuje identifikacni zahlavi
(zaCinajici symbolem ,>“) a na druhém ftadku sekvenci aminokyselin zapsanou
standardni proteinovou jednopismennou abecedou obohacenou o symbol X znadici
libovolnou aminokyselinu. Soubor se sekvencemi je klicovy k nalezeni homolognich

proteint a predikci lokalizace.

Druhym vstupem programu je tabulatorem odd€lovany soubor dat ziskanych
z programu PeptideShaker, ktery obsahuje zpracované informace z hmotnostniho
spektrometru. Tento soubor vedle fyzikalnich charakteristik proteini obsahuje i idaj o

PSMs, ktery je kli€ovy ke kvantifikaci proteint ve vzorku.
4.1.1 Modul 1

Prace se vstupnimi daty je zahajena spusténim modulu 1. Ugelem modulu 1 je vytvofit
adresatrovou strukturu pro dil¢i a zavérecné vysledky, setfidit sekvence ve vstupnich
souborech tak, aby bylo jejich pofadi identické (coz vyrazn€ usnadni zavére¢né spojovani
souborti do vysledku), a na zavér provést proteinovy BLAST a naslednou anotaci

vstupnich sekvenci pomoci homolognich proteini nalezenych v databdzi Swiss-Prot.

existujici slozku, do které budou ukladany dil¢i vysledky. Dale je mozné zadat volitelnou
identifika¢ni ptedponu vznikajicich soubori. Modul 1 ve zvolené slozce vytvori
podslozku WEBTOOL RESULTS pro diléi vysledky (slu¢ovany modulem 2) a

podslozku FINAL pro soubory piipravené k zavérecné anotaci (provedené modulem 3).

Nasleduje nacteni vstupnich FASTA dat. Pofadi sekvenci v prvnim a druhém
vstupnim souboru se mize liSit a je nutné je pfed zahdjenim vlastni analyzy vhodné

sefadit. Vstupni soubory mohou obsahovat tisice sekvenci, a proto neni efektivni je fadit
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prochazenim celych souborti a hledanim shody. Z tohoto diivodu bylo vyuzito funkce
Pythonu umoznujici ukladani dat do slovniku ve formé& haSovaci tabulky. Tento zplsob

zpracovani dat zaroven vyrazné urychluje nasledné vyhledavani (Cormen et al., 2009).

Setazeny FASTA soubor je poté ulozen do cilové slozky. Tento soubor miize
uzivatel zadat jako vstup pro jednotlivé webové nastroje zminéné v kapitole 2. Pokud
soubor obsahuje vice nez 500 sekvenci, modul 1 ve slozce WEBTOOL RESULTS
vytvori odpovidajici pocet rozdélenych a vzestupné ocislovanych FASTA soubord.
Dtvodem k této parcelizaci souboru je omezeni nekterych webovych nastroji pro
maximalni pocet vloZzenych proteinovych sekvenci, které lze analyzovat v jednom
FASTA souboru. UZivatel v takovém piipadé¢ data k analyze nahrava a vysledky z k nim

uklada pribézné.

Soubé&zné s touto €innosti uzivatele modul 1 pokracuje zahdjenim proteinového
BLASTu. Uzivatel mize nastavit parametry vyhledavani nebo vyuzit rychlé nastaveni,
které bylo vytvotreno na zékladé¢ specifickych pozadavki pro tento ucel (tzn. zaznamenan
je pouze nejlepsi vysledek, skorovaci matice BLOSUMG62, nastaveni gap costs 11-1,
velikost slova 6, vyhledavani v databazi Swiss-Prot s vysledky omezenymi pouze na
proteiny z Arabidopsis thaliana). Modul 1 k provedeni BLAST vyuziva knihovnu
Biopythonu Bio.NCBIWWW, ktera obsahuje funkci gblast(). Ta zprostiedkuje zaslani
FASTA sekvenci do systtmu NCBI QBLAST (URL 1), ktery provede BLAST se
zadanymi parametry a vrati vysledna data ve formatu XML (Zdrojovy kéd 1). Podobné
jako pfi vyuziti nastroje BLAST pfimo na webovych strdnkach NCBI zavisi doba trvani
této operace na vytiZzeni serverii. Takto ziskana data lze poté snadno pievést na seznam
objektd v Pythonu pomoci funkce parse() z Biopython knihovny Bio.SearchlO. Kazdy

objekt v seznamu pak ptedstavuje jeden nalezeny homologni protein.

entrgquery

result_handle = NCBIWWW.gblast

Zdrojovy kod 1: Vyuziti funkce gblast() k ziskani vysledki BLAST v jazyce Python.
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Modul 1 nésledné z tohoto seznamu po jednom extrahuje ptistupové kody homologh
nalezenych ve Swiss-Prot databazi (Swiss-Prot accession number). Tyto piistupové kody
jsou nasledné piedany jako argument funkci get sprot raw() z knihovny Bio.EXPASY,
kterd k danému ptistupovému kodu nalezne ptislusny zaznam ze Swiss-Prot databaze a
vrati jej jako objekt. Z tohoto objektu nakonec program zapiSe potiebné informace do
vystupniho souboru BLAST _tab.tsv (Zdrojovy kod 2).

with open(tsv_filename, mode='w', newline='") BLAST_input: # Otevfeni novéhc scuboru pro vystupni data

output_writer = csv.writer (BLAST input, delimiter='\t', guotechar='"', guoting=csv.QUOTE_MINIMAL)

# Zapis zahlavi vystupni tabulky

output_writer.writerow(['Entry', ssProt Entry', 'Gene names', 'Protein names',
'Organism', ' 1e" '"Bits ,'% id i ' iti
'Gene ont
'Gene onto

'Status',

ogy (molecular func
gresults = SearchIO.parse (xml_filename, 'blast-xml') # naéteni XML scuboru s vysledky BLAST
queryno = 0

for gresult in gresults:

t # Postupny pritichod jednotlivymi z&znamy, hledani, zda v objektu existuje vysledek
tophit = gresult[0]

has_results = T:

has_results =
# Pokud vysledek e
if has results:
tophsp = gresult[0][0]

seglen = tophit.seq len # Délka shody sekvence

tuje, Jjsou potfebna data uloZena a je zavolana funkce pro pEistup do SwissProt

positives = round(((tophsp.pos_num / seglen) *100), 4)% Pozitivita vysledku vyjadfena v procentech
identity = round(((tophsp.ident_num / seglen) * 100), 4)# Identita vysledku vyjadfena v procentech
evl = tophsp.evalue # Chybova hodnota e-value
btscr = tophsp.bitscore # Skére vysledku
swissacc = tophit.accession # PEistupovy kéd SwissProt
swisshandle = ExPASy.get sprot_raw(swissacc) # StaZeni zdznamu z databdze SwissProt
records = SwissProt.parse (swisshandle) # Pfepsani stafeného zdznamu do cbjektu
for record records:
datatype = record.data_class # Typ zaznamu ("Verified")
organism = record.organism # Zdrojovy organismus
var = str(record.gene name) # Textové pole se viemi ndzvy a zkratkami asocciovaného genu
genestr = strappend(textcutter (var, r"\s*=", ";"})) # Extrakce pouze potfebnych ndzvi
var = str(record.description) # Textové po isem struktury a funkce proteinu
proteinstr =strappend(textcutter (var, r"\S*=", ";")}# Extrakce pouze potFebnych &isti textu
var = str(record.comments)

# Extrakce udaje o lokalizaci proteinu v bufice

ccstr = strappend(textcutter(var, "SUBCELLULAR LO

T

cmpstr=""
funstr=""
prcstr=""
var = str(record.cross_references)
xrefsource = textcutter(var, "'z0', '", "I", "', '", 2) # Oddéleni terminli genové ontologie
for x in xrefsource:
# ovéfeni, zda se GO termin tyka procesu, funce &i organely
if x[1]1[0]=="C":
cmpstr=cmpstr+str (x)+separator
elif x[1][0]=="F"
funstr=funstr+str (x) +separator
elif x[1][0]=="P":

Prcstr=prcstr+str (x) +separator

= = # GO termin se netykd ani jedné ze sledovanych oblasti
gqueryno = queryno + 1 # inkrementace &itade zdznaml

print ("$i\t\tQuery %s\t\tsuccessfully annotated at %s.\n" % (queryno, gresult.id, datetime.now()}))

# zapls zdznamu do vysledné tabulky

output_writer.writerow([gresult.id, swissacc, genestr, proteinstr, datatype, organism, evl, btscr,
identity, positives, prcstr, cmpstr, funstr, ccstr])

# Zaznam necbsahuje %adny vysledek, do tabulky je uloZfeno pouze plvodni ID neznimé sekvence
queryno = gueryno + 1
cutput_writer.writerow([gresult.id])

Zdrojovy kéd 2: Proces vyhledavani a zapisu dat z databaze Swiss-Prot v jazyce
Python.
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4.1.2 Modul 2

Funkci tohoto modulu je slouceni dil¢ich vysledki znastrojd CELLO2GO,
LOCALIZER, NucPred a WegoLog do jednoho souboru pro kazdy webovy nastroj.
Platnym vstupem programu je adresa slozky, do které uZivatel ulozil dil¢i vysledky ve
formatu textovych soubori. Tyto textové soubory museji byt pojmenovany

v nasledujicim formatu:

e libovolna predpona nasledovana vyrazem ,result

e nazev webového nastroje, ze kterého vysledek pochazi (napt. ,nucpred °)

e dvouciferné ¢islo, které oznacuje potadi, v jakém maji byt soubory slouceny. Toto
Cislo musi byt shodné s Cislem dil¢iho FASTA souboru, ze kterého vysledek
vznikl

e piipona ,.txt‘. Vystup vSech pouzitych webovych nastroji je bud’ v tzv. plaintext
nebo v tabulatorem oddéleném formatu, které 1ze bezpecné oteviit v textovém

editoru

Vystupem modulu 2 jsou textové soubory pojmenované jako ,FINAL ‘ a nazev
nastroje, zjehoz soubord vznikly (napt. ,FINAL wegoloc.txt‘). Tyto soubory
nasledné uzivatel mize presunout do slozky FINAL, kde dojde k jejich zdvére¢nému

slou¢eni a vyhodnoceni modulem 3.

Pti pouziti modulu 2 je dalezité dodrzet spravné Cislovani jednotlivych soubort,
které jsou z diivodu ¢asové a vypocetni uspory tfidény pouze na samotném pocatku
zpracovani vstupnich dat modulem 1. Nedodrzeni Ccislovani soubori vede
k pfed¢asnému zastaveni chodu modulu 3, aby se predeslo nespravnému vlozeni

jednotlivych zaznamu do vysledné tabulky.
4.1.3 Modul 3

Funkci tohoto modulu je extrakce vSech dosavadnich vysledkd, jejich spojeni do jednoho
souboru a zavéretné vyhodnoceni. Vstupem je uzivatelem specifikovana slozka
obsahujici vSech sedm souborii pripravenych k zavére¢né analyze (tzn. vystupy
z péti webovych nastroji, tabulku s vysledky BLAST a textovy soubor z programu
PeptideShaker). Druhym vstupem je pak prahova hodnota pro vystupni skdre z nastroje

NucPred, jejiz ticel byl popsan v kapitole 2.
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Modul pied samotnou zavére€nou anotaci soubézné otevie a piecte soubory
z nastroje Protein Cutter a PeptideShaker a z dat v nich obsazenych ulozi do seznamu
hodnoty délky proteind, tj. pocet aminokyselin tvofici kazdy protein, a pocty
validovanych PSMs. Dtivodem pro tuto operaci je pouziti téchto hodnot pro vypocet SAF
a NSAF. Pro vypocet NSAF je nutné znat sumu vSech hodnot SAF z celého vzorku, a
proto nelze tento ukon provést soubézné se zavéreCnou anotaci, kterd z ditvodu uspory
paméti probihd vzdy po jednom fadku. Pfed vlastni anotaci tedy modul vypocte a do
seznamu ulozi vSechny hodnoty SAF a jejich sumu. Z téchto hodnot pak do nového

seznamu vypocita vSechny hodnoty NSAF (Zdrojovy kod 3).

Nasleduje zavérecna anotace. Modul otevie vSech sedm vstupnich souborti a do
vystupniho souboru zapiSe zahlavi. Nasledné postupuje fadek po fadku, kdy z kazdého
vstupniho souboru nacte potebna data. Toto ¢teni je zajiSténo funkcemi s pfiponou single
(napt. ,wegolocsingle), které piijimaji cely fadek textu ze vstupniho souboru a na
vystupu vraci jednotlivé hodnoty ziskané bud’ pomoci regexové formule nebo rozdélenim
pres odd€lovac funkci partition() (Zdrojovy kod 4).

1 # Nacteni seznamu hodnot PSMs pomoci funkce pro extrakci hodnot ze souboru PeptideShaker
2 # Proménnd True signalizuje, Ze misto hodnoty pro jeden fadek funkce vracl pole viech hodnot
3 wvalpsmsary = shakersingle (shakerfile, )

5 # Hacteni seznamu délek proteind pomoci funkce pro extrakci hodnot ze souboru Protein Cutter
5 protlengtharr = protcutsingle (proteincutterfile,

WSAFarr = [] # Inicializace seznamu wysledkd NSAF
10  # Vytvofeni seznamu wysledkd SAF vydElenim hodnoty wvalidovanych PSMs a délky proteinu,
11 # zackrouhleno na 10 desetinnych mist

12 SLhFarr = [round(x/v, 10) H, ¥ zip (valpsmsarr, protlengtharr)]

14 # Vypocet sumy v3ech hodnot SAF
nsafcoef = round(sum(SAFarr), 10)

Zdrojovy kéd 3: Cast hlavniho kodu modulu 3 zajistujici vipoéet SAF a NSAF v jazyce Python
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1 wegolocsingle (inputfile) :

mrryracl seznam s h tami ID a bunééné lokalizace pro jeden fadek zdrojoveého souboru™""

dku ze vsttupniho souboru
checkline: # Ovéfeni existence dat na fadku

checkline = imputfile.readline() # Pfedten

sofbool = checkline[0].isdigit() # Ovéfeni, Ze fadek obsahuje vysledek
# (fadky s vysledky zadinaji éiselnym pofadim)

vraci hodnotu None

i sofbool:
o resfull = ") [2] # Oddéleni vysledku od pofadi
- resfull = resfull.partition("\t") # Oddé&leni sloZek =ledku od =sebe

f resid = resfull[0] # UloZeni i sloZky =ledku jako ID

: resloc = resfulll[2].partition("\t") [0] # UloZeni druhé sloZky jako vysledku lokalizace

resfull = [resid, resloc] # Spojeni sloZek vysledku do seznamu

- resfull #
: # Radek necbs sledek, tzn.
# nebo v oblasti mezi jednotl

# na dalsi fadky dokud nenarazi

v zouboru je bud pfede viemi
=po mi vvsledky. Funkce ze v tom pfipad: po
wvy=zledek nebo konec souboru

Zdrojovy kod 4: Funkce pro nacteni vysledkt z vystupniho souboru predikéniho néstroje
WegoLoc psana v jazyce Python

Po dokonceni anotace jsou data zapsana do vystupni tabulky. Ta je formatovéana jako
tabulkovy .csv soubor pouzivajici stfednik jako oddé€lova€. Diivodem k tomuto
forméatovani je jeho snadné konverze na format .xlsx MS Excel, ktery umoziuje ptidani

dodatecnych funkci, jako je filtrovani ¢i fazeni tabulky dle hodnot jednotlivych sloupct.

Modul napied zapiSe zahlavi vysledné tabulky sloZenim zahlavi dil¢ich souborti a
pridanim dalsich sloupct pro nové vysledky. Nasledné je zahajen cyklus, ve kterém jsou

vzdy vykonany nasledujici pokyny:

e nacteni jednoho fadku dat ze vSech vstupnich souboril

e ovéfeni, ze data na novém fadku existuji (pokud ne, je cyklus ukoncen)

e ovéfeni, ze se identifikator sekvence shoduje ve vsech souborech

e urceni povahy proteinu ze vstupnich dat pomoci funkce judge()

e ulozeni vstupnich dat, vypoctu SAF a NSAF pro dany fadek a vystupu funkce

judge() na novy fadek vystupniho souboru

Funkce judge() predstavuje automatizaci manualniho rozhodovaciho procesu,
kterym byly ve vysledné tabulce oznaleny proteiny, které jsou pravdépodobné
lokalizovany v bunééném jadie a ptipadné proteiny jejichz funkce souvisi se strukturou
¢i funkci chromozomti. Funkce judge() jako vstup pfijima hodnoty ze Ctyf predikcénich
nastroju, textové pole obsahujici vSechny terminy genové ontologie cilového proteinu a
prahovou hodnotu pro néstroj NucPred. Na zaklad€ miry shody jednotlivych tdaji funkce

klasifikuje protein jednim z nasledujicich hodnoceni:
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e Validated nuclear — protein se dle termini GO vyskytuje v buné¢ném jadre,
a navic jej jako jaderny vyhodnocuji alespon tfi ze ¢tyi predikénich nastroja

e Possibly chromosomal — protein ma dle termini GO fun¢ni souvislost
s chromozomy

e Combined nuclear — protein se dle terminti GO vyskytuje v bunééném jadie
a jako jaderny jej vyhodnocuji dva ze Ctyt predikénich néstroji

e Predicted nuclear — protein nema ptitomen zadny zaznam v databazi Swiss-
Prot a zaroven jej jako jaderny vyhodnocuji alespon tfi ze Ctyt predik¢nich
nastroju

e Discrepancy — UniProt — protein se dle termintt GO nevyskytuje v jadte, ale
jako jaderny jej vyhodnocuji alespon tii ze Ctyf predik¢nich nastroji

e Discrepancy — Prediction — protein se dle termini GO vyskytuje v jadie, ale
jako jaderny je vyhodnocen pouze jednim z predikénich nastroju

e Neklasifikovdno — protein nesplituje podminky zadné =z piedchozich
klasifikaci. Do této kategorie nalezi zaprvé proteiny, které nemaji ani

pozitivni zdznam v databazi Swiss-Prot, ani nejsou predikovany jako jaderné

Tohoto vyhodnoceni je ve funkci judge() dosazeno vypoctem predikéniho skore
proteinu, které mize nabyvat celoCiselné hodnoty 0 az 4 (podle poctu predikénich
nastrojii, které protein oznacuji jako jaderny), uréenim, zda jsou v zdznamu piitomny
jaderné terminy GO a naslednym vyhodnocenim seérie logickych formuli (Zdrojovy kéd
5).
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# Funkce pro rozhodnuti, zda je protein jaderny

if nucval »>= nuctres:
score = scors + 1 # zvySenl skore pokud je hodnota NucPred nad prahovou hodnotou

TSI

2 # V=ztupni promé&nné: Textové pole = GO terminy, % podobnosti se SwiszsProt =zekvenci,

3 # prahova % hodnota podobnosti, hodnota NucPred, prahova hodnota NucPred, hodnota WegolLoc,
4 # hodnota LOCALIZER, hodnota CELLOZGO

& def judge (&0, GOpsre, GOtresh, nueval, nuctrss, wegoval, nlsval, cellowval):

€ score = 0 # Pogatedni skdre je 0

7 # Nadteni globdlnich proménnych = poétem doposud klasifikovanych sekvenci

8 global wvalidnuec, combnuc, prednuc, disuni, dispred

g

10

11 def judge (&0, GOpsrc, GOtresh, nucval, nuctres, wegoval, nlsval, celloval):

- score = 0

13 = validnuc, combnuc, prednuc, disuni, dispred

14 verdictstr = '

15

-- if GOperc == -1:

Tj flag = 0 # HNeni k dispozici SwissProt zaznam

T; GOperc »= GOtresh and ("nucleus' in &G0 o "Hucleus' in GO)
= ("chromosom' in GO or '"Chromosom' in Go):
21 flag = 1 # SwissProt indikuje jadernou lokalizaci proteinu a moZnou chromozomalni funkci
;; verdictstr = 'Possibly chromosomal - °
;; elif GOperc >= GOtresh and ('nucleus' in GO or "Hucleus' in GO):
24 flag = 1 # SwissProt indikuje jadernou lokalizaci proteinu bez chromozomdlni funkce
25 else:
26 flag = 2 # SwissProt indikuje nejadernou povahu proteinug

if "mucleus' in wegoval:
) score = scors + 1 # zvv3enl skire pokud Wegoloc predikuje vyskyt v jadfe
1 if "Y' in nlsval:
score = scors + 1 § zvvEenl skire pokud LOCALIZER predikuje vyskyt v jadie

- if 'Huclear' in celloval:
f: score = scors + 1 # zvyienl skire pokud CELLOZGO predikuje vyskyt v jadfe
- # VEtZina predikénich néstrojd i SwissProt se shoduji
?i if flag == 1 and scors »>= 3
?E validnuc = walidnuc + 1
:i verdictstr = verdictstr + 'Validated nuclear'
41 re ‘n verdictstr
42 ) . P . e . ..

= # Polovina predikénich mastroju a SwissProt se shoduji
q; elif flag == 1 and score =— 2
a5 combnuc = combnuc + 1
46 verdictstr = verdictstr 4+ 'Combined nuclear'
47 rn verdictstr
4; # VEtZina predikénich nastroid se shoduje a SwissProt neni k dispozici
50 elif flag == 0 1l score = 3
51 prednuc = prednuc + 1

= verdictstr = verdictstr + '"Predicted nuclesar'

3 verdictstr
G
55 # VEtZina predikénich nidstrojd se shoduje ale SwiszsProt jadernou lokalizaci wyluduie
te elif flag = 2 and score >= 3
57 disuni = disuni + 1
58 verdictstr = verdictstr + '"Discrepancy - Uniprot'
59 r rn verdictstr
&0
61 # Pouze SwissProt a zaroven jeden predikénl nastroj ukazujl na jadernou lokalizaci
62 elif flag=—= 1 d score =— 1
63 dispred = dispred + 1
64 verdictstr = verdictstr + '"Discrepancy - prediciton'
%? r rn verdictstr
oo
%? # Vvsledky nenaznacuji jadernou lokalizaci
oo
f? 1 verdictstr

Zdrojovy kéd 5: Funkce judge() rozhodujici o klasifikaci proteinu.

Jakmile jsou v daném cyklu shromazdéna vSechna potfebna data, jsou uloZena do

jednoho tadku vystupniho souboru. Cyklus kon¢i ve chvili, kdy se ve vstupnich
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souborech jiz nenachazeji dalsi data. Po ukonceni cyklu modul zobrazi jednotlivé

klasifikace a pocet proteintl, které byly do dané ttidy zatazeny. (Zdrojovy kod 6)

1 # Otevieni souboru

» open ('FINAL annotation.csv', mode='w', newline='") BLAST input:
output_writer = csv.wWriter (BLAST_ input, delimiter=';', gquotechar='"', gquoting=csv.QUCTE_MINIMAL)
otherheader = ['ID', 'SAF', 'NSAF', 'HucPred Score', 'WegoLoc', '"NLS', 'Cello2G0O', '"FINAL']

finalheader = reduce (add, [otherheader[:1], shakerheader[:2], cutterheader[l:],

6 shakerheader[2:], otherheader[l:3], klastheader[:], otherheader([3:]])
7 output_writer.writerow(finalheader) # Zapis zahlavi v¥stupniho souboru
8 maincount = 0

iter = -1
i # Hlavni cvklus zavéredné anotace

result7 = celloZgosingle (cello2gofile) # Nadteni vvsledku CELLO2GO
iter = iter + 1

result7: # OvEfeni existence

=ledku

[
m oW

# Nadteni jednoho fadku ze vi¥ech vstupnich soubord
resultl = list (shakersingle (shakerfile))

result2 = protcutsingle (proteincutterfile)

resulc3 next (blasttab)

result4 = nucpredsingle (nucpredfile)

results = wegolocsingle (wegolocfile)

resulté = localizersingle (localizerfile)

[
m

# Ovéfeni, Ze w3echn adky obsahuji wyvsledky pro stejnou sekvenci

if resultl[l] == result2[0] = result3[0] == result4[0] == result5[0] = result&[0] = resultT[0]:
GOcheck = result3[l] % Ovifeni poftu termind genové ontologie
1f len(GOcheck) == 0:
wverdict = judge (str(result3[11l]+result3[13]), # Funkce pro rozhodnuti o pravdépodobnosti
-1, # jaderné lokalizace proteinu v p¥ipad#,

result4[l],
treshold nuc,
result5[1],
resulte[l],
resultT[1])

.

Ze zdznam necbsahuje terminy GO

[T

wverdict = judge (str(result3[ll]+result3[13]), # Stejnd funkce v pfipadé&, Ze je potfeba ovific
float (result3[9]), terminy GO
result4[1],
treshold nuc,
results[1],
resulte[l],
result7[1])

W L L

o

g

valarr = [SAFarr[iter], NSAFarr([iter], verdict] # Seznam visledkd vypoditdvanych modulem 3
resultarr = reduce(add, [resultl[:3], UloZeni hodnot a vysledkd do jednoho seznamu
result2[1l:],
resulcl[3:],
valarr[:2],
result3[:],
resulc4[1l:],
resulcs5[1:],
resulte[l:],
resulc7[1:],
wvalarr[3:]])
resultarr.append (verdict)
output_writer.writerow(resultarr) # Zapis wvvsledného seznamu do vystupniho souboru
print ("Sequence %s\t\tannotated"” % (resultl[l]))
maincount = maincount + 1
% Neshoda identifikdtord sekvenci - pferufeni funkce
print ("ID Mismatch at index %s!'\n" % (resultl[l]))
b c
Exception as e: # Selhdni programu p#i pokusu o naéteni dalSiho Fadku.
print ("Critical error during file handling!\n")
b k
# Usp&3né ukondeni anotace, tisk statisti
print ("Full annotation finished! File saved as %s.\n\n" % tusxpach+'\FIHE:_annctaticn.tsv'}}
"nsafcoef:\ehthe\the3fin"
"Total sequences:\chththitititiii\n"
"Validated nuclear: ‘clththtithtdi (%% 3i)\n"
"Predicted nuclear: “elththtithedi (%% %i)\n"
"Combined nuclear: \ththtltlthtii (%% %i)\n"
"Uniprot discrepancies: \tA\ththtitit®i (%% %i)\n"
"Prediction discrepancies:‘thtithticdi (%% %i)\n" % (usrpath+'\FINAL annotation.tsv', nsafcoef,
13 maincount, wvalidnuc, wvalidperc, prednuc,
T predperc, combnuc, combperc, disuni,
75 disuperc, dispred, dispperc))

Zdrojovy kéd 6: Cast modulu 3 zodpovidajici za vyhodnoceni a zapis proteinti do vystupniho
souboru.
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4.2 Vystupni data

Po dokonceni vyvoje a ladéni programu byla pro ovéteni jeho funk¢nosti pouzita vstupni
data zminéna v kapitole 3. Ta byla analyzovana jak programem ProteinScout, tak i
manualné. Pro proteinovy BLAST bylo zvoleno standardni nastaveni s filtrovanim na
modelovy organismus Arabidopsis thaliana. Minimalni procentualni skore pozitivity
bylo nastaveno na 30 %, které odpovida minimalni hodnoté pozorované v manualné
anotovaném souboru. Nastroj WegoLoc byl nastaven na rostlinny Hoglund dataset pti
prahu multiplex a e-value 1,0. Nastroj CELLO2GO byl nastaven na predikci
eukaryontnich jadernych proteinti pii prahové hodnoté e-value 0,001. Prahova hodnota
NucPred byla nastavena na 0,5. Nastroj LOCALIZER byl nastaven na predikci pro data

typu Full plants sequences.

Vystupni tabulka byla nasledné porovnana s dfive vytvofenou, manualné
anotovanou tabulkou vychazejici ze stejnych vstupnich dat. Nasledné byly z obou
vytvofenych vystupti vytfidény polozky patiici k proteinovym kontaminantim
(jmenovit¢ se jednd o nasledujici zdznamy: ALBU BOVIN, CAS1 BOVIN,
K1C10_HUMAN, K1C15_SHEEP, K1C9_HUMAN, K22E_HUMAN,
K2C1_HUMAN, REF_HEVBR, RS27A HUMAN a TRYP_PIG). Rozdily v ¢etnosti
pfitazeni jednotlivych hodnoceni jsou porovnany v tabulce X.

Tabulka x: Srovnani ¢etnosti jednotlivych hodnoceni v manualné a automaticky anotovanych

vystupnich souborech. V prvni zavorce je uveden procentualni podil etnosti ze vSech 2711
zadznami

Klasifikace proteinu Cetnost v manualné  Cetnost v souboru anotovaném
anotovaném souboru programem ProteinScout
Validované jaderné proteiny (VN) 279 (10,29 %) 223 (8,23 %)
Ptedpovézené jaderné proteiny (PN) 148 (5,46 %) 140 (5,16 %)
Neshoda — negativni Swiss-Prot (DS) 96 (3,54 %) 110 (4,06 %)
Neshoda — negativni predikce (DP) 215 (7,93 %) 160 (5,90 %)
Kombinovana data (CN) 124 (4,57 %) 107 (3,95 %)
Nejaderné proteiny 1849 (68,20 %) 1971 (72,70 %)
Vytazeno (kontaminanty) 10 10
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Logickym dusledkem piisnéjsiho nastaveni prahové hodnoty e-value pro nastroj
BLAST by bylo snizeni mnozstvi zaznaml, ke kterym je mozné v databazi Swiss-Prot
nalézt homologni protein (coZ znamena sniZeni poctu VN, DP a CN klasifikaci, jelikoZ
ty se odviji od nalezeni jaderného i nejaderného homologu ve Swiss-Prot). Mélo by také
dojit k nartistu poctu zaznamu, ve kterych neni homolog ze Swiss-Prot k dispozici (tzn.
zvySeni poctu PN a nejadernych proteinil). Jelikoz jsou tyto predpovézené trendy ve
vystupnich datech skute¢né pozorovany (pokles VN o 2,06 % celku, pokles DP 02,03 %,
pokles CN o 0,62 %, nariist poctu nejadernych proteinti o 4,50 %), lze predpokladat, ze
popsand piicina alespon casteéné vysvétluje skuteCné pozorované rozdily. Anomalii
v tomto predpokladu je skutecnost, Ze pocet hodnoceni PN se oproti o¢ekavani nezvysil,
naopak klesnul o0 0,30 %. Moznym vysvétlenim tohoto jevu je pfifazeni méné jadernych
predikci nastrojem CELLO2GO v automaticky anotovaném souboru (812) nez v souboru
S manualnimi anotacemi (1084) navzdory tomu, Zze parametry se kterymi byl nastroj
spustén byly v obou piipadech shodné (predikce pouze eukaryontnich jadernych proteinti,

prahova hodnota e-value 0,001, vypnuta moznost TTEMBL usage).

Mimo toto srovnani stoji proteiny oznacené jako chromozomalni (Possibly
chromosomal). Toto hodnoceni neni uvadéno samostatné, ale je pfilozeno k primarni
klasifikaci (napt. ,Possibly chromosomal — Validated nuclear) a oznacuje proteiny, u
nichz jsou uvedeny terminy GO spojené s chromozomalni funkci ¢i lokalizaci. Takto
oznacené proteiny nebyly v manudln¢ anotovaném souboru nijak zvyraznény, nicméné
piedstavuji specificky predmét zajmu z hlediska nasledné prace sanotovanymi daty.
Celkem bylo takovychto proteinii ve vstupnim souboru nalezeno 64. Jejich Cetnost je

uvedena v tabulce nize (Tab. X)

Tabulka x. Cetnost proteinti spojenych s chromozomalni lokalizaci &i funkci

Primérni Klasifikace nalezenych chrom. proteind Pocet identifikovanych proteini
Chromozomalni VN 54
Chromozomalni DP 3
Chromozomalni CP 7

31



5 ZAVER

Dle zadanych specifikaci byl vytvofen navrh programu uré¢eného k anotaci nepopsanych
proteinovych sekvenci ziskanych metodou tandemové hmotnostni spektrometrie. Na
zaklad¢ tohoto navrhu byl v jazyce Python vytvofen program ProteinScout, ktery
umoziuje automatické sefazeni vstupnich dat a jejich anotaci pomoci nalezenych
homolognich proteini v databazi Swiss-Prot. Dale umoziuje spojeni dil¢ich vysledkt do
zaveérecné tabulky, kvantifikaci proteinli v piivodnim vzorku metodou vypoctu NSAF a
oznaceni proteint s pravdépodobné jadernou lokalizaci. Tento program byl otestovan na
manualné anotovaném souboru proteind a vysledky byly porovnany. Odchylky v poctu
jednotlivych klasifikaci proteinii mezi manualné a programem anotovanymi soubory byly
popsany a byla formulovana hypotéza, ktera tuto odchylku vysvétluje. Zavérem tohoto
srovnani je, ze vystup vytvoieného programu je prakticky pouzitelny pro anotaci
nepopsanych proteinovych sekvenci a umoznuje vyrazné zrychleni oproti manualni

anotaci dat.
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