Zaklady bioinformatiky
Tutorial 1: Hledani sekvenci v databazich

Cilem tohoto tutoridlu bude nalézt aminokyselinovou a nukleotidovou sekvenci mamuti cytochrom-
c-oxidasy. Ddle nalezneme ji podobné sekvence. Sekvenci z mamuta spolu s dalSi vybranou
sekvenci poté binarn¢ zarovname. Pro tyto ucely budeme nejéastéji pouzivat prostiedky Evropského
bioinformatického institutu (EBI, http://www.ebi.ac.uk). Nejprve navstivte tyto stranky. Tento
tutorial je napsan tak, ze vystihuje stav strdnek v unoru 2014 stim, Zze se stranky mohou
samoziejm¢ v prubéhu ¢asu ménit. Hlavni strance dominuje textové pole s nadpisem ,,Explore the
EBI:*. Vpravo je nékolik odkazli s nadpisem ,,Popular®. Nejprve se pokusime nalézt vSechny

molekularné biologické informace o sibifském mamutovi Mammuthus primigenius. Zadejte tento
latinsky nazev do pole ,,Explore the EBI:* a zmacknéte knoflik ,,Search®. Portdl Vam nalezne, nebo
alespon v unoru 2014 nalezl, 36 odkazii na odbornou literaturu, 2 380 nukleotidovych a 356
proteinovych sekvenci, tfi prostorové struktury a dal$i odkazy. Je nutné zminit, Ze ne vSechny
nalezené sekvence musi nutné patfit sibifskému mamutovi. Naptiklad jeden ze ¢lanki se zabyva
sekvenovanim mitochondridlniho genomu sibifského mamuta a jeho srovnavanim s genomem
slonti. Proto je mozné mezi vysledky hledani nalézt i sloni geny, a to proto, Ze jejich zaznamy
obsahuji ndzev ¢lanku a ten obsahuje jméno Mammuthus primigenius.

Nejprve se podivame na aminokyselinové sekvence. Ty ziskate tak, Ze kliknete na odkaz ,, View
all 356 results for Protein sequences. Mezi nalezenymi proteinovymi sekvencemi naleznete
sekvenci oznacenou:

COX1_MAMPR (Q38PS0)
Cytochrome c oxidase subunit 1
Mammuthus primigenius (Reviewed)

Enzym cytochrom-c-oxidasa je vicepodjednotkovy mitochondridlni enzym, jehoz nékteré
podjednotky jsou kdédovany mitochondridlnim a jiné jadernym genomem. Pro ucely tohoto tutorialu
se budeme zabyvat podjednotkou jedna, ktera nese vySe uvedené oznaceni. Oznaceni
COX1 MAMPR je oznaCeni, které nese protein v databazi Swiss-Prot, kterd se pfetransformovala
v databazi UniProt. Z tohoto oznaceni je mozné odhadnout, Ze se jedna o prvni podjednotku
cytochrom-c-oxidasy (COX1) a Ze se jednd o mamuta (MAMPR). Alternativnim oznacenim je
Q38PS0, které¢ pochazi z databaze TrEMBL (ptelozené nukleotidové sekvence z databaze Evropské
molekularné-biologické laboratote). Pokud na tento odkaz kliknete, dozvite se, ze se jedna o prvni
podjednotku cytochrom-c-oxidasy (anglicky nazev je bez druhé pomlcky), ze pochazi ze sibitfského
mamuta, dale ziskate taxonomické odkazy na mamuta, délku sekvence a informace o katalyzované
reakci a biologické funkci. Dale jsou pro strukturu piedpovézeny transmembranové useky
a vazebna mista kofaktorti. Nasleduje aminokyselinova sekvence. Pokud Vam z néjakého davodu
vadi pfitomnost Cislic vyjadfujicich pofadi v aminokyselinové sekvenci, pak mulzete kliknout na
odkaz ,,FASTA*. Oznaleni ,,FASTA* nese jednak program pro prohledavani sekvencnich databazi
(dnes méné popularni neZ jeho konkurent BLAST) a rovnéz i jeden z nejjednodusSich forméati pro
zapis sekvenci. Po kliknuti na odkaz ,,FASTA* ziskate sekvenci ve formaty FASTA, tedy tento nebo
podobny vystup:


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

>sp|Q38PS0|COX1 MAMPR Cytochrome c oxidase subunit 1 OS=Mammuthus primigenius GN=MT-COl PE=3 SV=1
MFANRWLYSTNHKDIGTLYLLFGAWAGMVGTAFSILIRAELGQPGSLLGDDQIYNVIVTA
HAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLIPLMIGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSMVEA
GTGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLTIFSLHLAGVSSILSAINFITTIINMKPPAMSQYH
MPLEFVWSILVTAVLLLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPAGGGDPILYQHLEFWEFFGH
PEVYILILPGFGMVSHIVTYYSGKKEPFGYMGMVWAMMSIGFLGFIVWAHHMETVGMDVD
TRAYFTSATMITIAIPTGVKVEFSWLATLHGGNIKWSPAMMWALGFIFLFTIGGLTGIVLAN
SSLDIVLHDTYYVVAHFHYVLSMGAVFAIMGGFIHWFPLEFSGYTLNHTWAKIQFLVMFIG
VNLTFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAYTAWNTASSMGSFISLVAVILMVFMIWEAFASKR

EVSVMELTTTNVEWLNGCPPPHHTFEEPAYVKSNS

Prvni fadek obsahuje identifikator sekvence a vzdy za¢ind zobaCkem (znakem >). Na dalSich
fadcich nasleduje vlastni sekvence. Tim je feCeno vSe nutné o tomto formatu. Format FASTA,
alespon v obecném pouziti, si neklade specifické naroky na pocet znakii v jednom fadku nebo poctu
radkl. Je mozné jej pouZzit pro aminokyselinové i nukleotidové sekvence a jak pro jednu tak i pro
vice sekvenci (staCi pospojovat vice sekvenci za sebou tak, aby kazdou piedchazel fadek se
zobackem a ndzvem). Déle je mozné tento formdt pouzit i na zarovnani sekvenci, jak bude jesté
ukézéno.

Pokud se vratite na predchozi stranku, jest¢ zde mizete nalézt odkazy na literaturu. Oba ¢lanky
pojednavaji o isolaci mitochondridlni DNA z mamuti kosti a jejim sekvenovani. Déle zde naleznete
odkazy na nukleotidové sekvence, modely trojrozmérnych struktur, metabolické informace,
ptedpokladanou doménovou strukturu a dalsi tidaje. Odkaz s nukleotidovou sekvenci DQ188829
muzete navstivit a prohlidnout si stranku. Tato stranka obsahuje kompletni mamuti mitochondrialni
genom. Dole se Vam objevi sekvence s rozsahem ,,Base range: 1 - 1000 of 16770, kterou zménite
na ,,Base range: 1 - 20000 of 16770 a zmacknéte ,,Apply™, aby se zobrazila celd sekvence.

Nukleotidovou sekvenci si miizeme prelozit do aminokyselinové sekvence. Pro tento cel si
oteviete nové okno prohlizece a v ném jdéte na stranku www.ebi.ac.uk a zd¢ pokracujte na odkaz
wervices®, poté ,.Proteins a nakonec ,,EMBOSS tools*. Zde vyberte nastroj ,,Transseq®. Do okna
vlozte sekvenci mamuti mitochondrialni DNA, polozku ,,FRAME* zméiite na ,,6 (All six frames)* a
,CODON TABLE*“ zménte na , Vertebrate Mitochondrial“. Rozdil mezi univerzalni kodonovou
tabulkou a kodonovou tabulkou mitochondrii obratlovcti miZete nalézt v literatufe. Sest ¢tecich
ramci predstavuje tfi Cteci ramce v jednom a dalsi tfi v druhém sméru. Pokud spustite program, po
chvili se vam ukaze Sest riznych aminokyselinovych sekvenci. Geny je mozné alespoii do urcité
miry nalézt jako tuseky, které nejsou prerusovany hvézdiCkami, které predstavuji stop-kodony.
Diivodem je fakt, Ze zatimco proteiny mivaji obvykle délku n€kolika stovek aminokyselinovych
zbytkli, nekodujici sekvence a sekvence ve Spatném c¢tecim ramci obsahuji jeden stop-kodon
v priméru na piiblizné¢ dvacet aminokyselin. Sekvenci cytochrom-c-oxidasy najdete pomoci
vyhledavani v textu zadanim jeji pocatecni sekvence, tedy MEANRWLYST. Je mozné se presvedcit,
ze sekvence, ktera tento fetézec nasleduje, neni prerusovana stop-kodony. Cela kodujici sekvence
kon¢i nejbliz§im stop-kodonem. Nalezeni po¢atku genu je rovnéz mozné a ukdzeme si jej v jednom
z ptistich tutoriald. Déle si mizete vSimnout, ze rizné geny jsou kodovany v riiznych ctecich
ramcich. Mitochondrialni geny, na rozdil od jadernych, zpravidla neobsahuji introny.

Pokud bychom tuto sekvenci ziskali sekvenaci mamuti DNA, ale nevédé¢li bychom, Ze se jedna
o cytochrom-c-oxidasu, nebo bychom nevédéli ze se jednd o mamuta, pak bychom nejspiSe pouzili


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

program BLAST. Stejny program bychom pouzili na nalezeni podobnych proteinti s cilem
ptedpovedét prostorovou strukturu, zjistit které ¢asti proteinu jsou evoluéné konzervované a které
nikoliv, zjistit jestli existuji néjaké patenty tykajici se tohoto enzymu a podobné¢. Pouziti programu
BLAST si nyni ukazeme, konkrétné si ukdzeme nalezeni podobnych aminokyselinovych sekvenci
aminokyselinové sekvence mamuti cytochrom-c-oxidasy. Vratte se nyni na stranku
s aminokyselinovou sekvenci a v novém okn¢ si oteviete stranku www.ebi.ac.uk. Pro nazornost
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pouzijeme lehce slozitéjsi postup (jednodussi spociva v tom, Ze vedle sekvence vyberete polozku
»BLAST a zmacknete ,,go*). V ramci slozitéjSiho postupu kliknéte na odkaz FASTA, mysi vyberte
sekvenci a zkopirujte ji do schranky. Pak v novém okné na strance EBI naleznéte odkaz na program

NCBI BLAST. Program BLAST existuje v nékolika variantach podle toho jakou sekvenci zadavate a

jakou databazi chcete prohledavat. Program blastp prohledava proteinové databdze na zaklad¢
proteinového dotazu. Program blastn prohledava nukleotidové databaze na zéklad¢ dotazu ve formé
nukleotidové sekvence. Program blastx vezme nukleotidovou sekvenci, pielozi ji do proteinoveé
sekvence (ve vSech Sesti Ctecich ramcich) a prohledd s ni proteinové sekvence. Naproti tomu
program tblastn vezme proteinovou sekvenci a prohleda s ni nukleotidové sekvence ptelozené do
vSech Sesti Ctecich ramct. Nakonec, program tblastx vezme nukleotidovou sekvenci, prelozi ji do
vSech Sesti Ctecich ramct a s vysledkem prohledd nukleotidové sekvence pielozené do vSech Sesti
¢tecich ramci. My pouzijeme program blastp.

Program BLAST umoziuje vybrat databazi kterou chceme prohledavat. V defaultni nastaveni je
vybrand databaze UniProt Knowledgebase. Jedna se o obecnou databazi, v ptipadé programu blastp
proteinovych. Ostatni databaze obsahuji rizné zuzené vybéry, naptiklad dobie charakterizované
proteiny, proteiny pouze urcitych organizmi, proteiny se znamou prostorovou strukturou,
patentované sekvence a podobné. Do dal§iho pole zkopirujte sekvenci a zmacknéte tlacitko Submit.
Program né&jakou dobu bude chroustat a pak vam vytiskne seznam nalezenych vysledkt. Na prvnich
ttech mistech program nalezl sekvence, které jsou identické se zadanou sekvenci. Konkrétné se
jedné o jeden protein z Mammuthus columbi a dva z Mammuthus primigenius. Mezi nimi je 1 nami
zadana sekvence (aniz bychom to programu piedem fikali). Zmacknutim zalozky 7ool Output se
zobrazi zarovnavani sekvenci. Dals$i mamuti sekvence obsahuje jednu mutaci. Dale nésleduji Slon
africky, Slon indicky a rGizna dalsi vice nebo méné¢ ocekavana zvitatka.

Nalezené sekvence jsou si tak podobné, ze neobsahuji ani jednu mezeru (gap). Pokud bychom
si chtéli ukazat jak bude vypadat zarovnani sekvenci s mezerami, pak se musime podivat na néjakou
vzdalenéjsi skupinu organismii. Proto se vratte na uvodni stranku programu BLAST a vypnéte
databazi UniProt Knowledgebase a misto ni vyberte databazi UniProtKB Taxonomic Subsets a dale
UniProtKB Viridiplantae. Diky tomu muzete prohleddvat pouze rostlinné sekvence. Jako prvni nam
program nalezne néjakou vodni rostlinu, kapradi a dalsi. Kliknutim na odkaz s oznacenim sekvence
ziskate zdznam podobny zdznamu mamuti sekvence.

Nakonec si ukdzeme binarni zarovndni sekvenci. Pro tento ucel najdéte v néstrojich EBI
polozku EMBOS tools a dale program Needle. Tento program vyuziva algoritmus podle
Needlemana a Wunsche. Zkopirujete si sekvenci mamutiho a vybraného rostlinného enzymu do
kazdého ze dvou policek a zmacknéte Submit. Jedna se o vhodny piiklad pro ukdzku nastaveni
parametrt Matrix, Gap open penaly, Gap extension penalty a dalSich. K nim se miiZete dostat pied
spusténim programu zmacknutim tlacitka More options ... V dal§im tutoridlu si ukdzeme tvorbu
vicecetného zarovnani sekvenci.


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

