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1. Uvod

Proteiny jsou biologické makromolekuly s rozmanitou
funkci. Jedna se o linedrni polymery v genech kédovanych
L-ai-aminokyselin propojenych vazbami do polypeptidové-
ho fetézce'. Prvenstvi v rozpoznani této zakonitosti se
pripisuje némeckému chemikovi Franzi Hoffmeisterovi’.
Potadi aminokyselin vytvafi aminokyselinovou sekvenci
a uréuje jedinenou primarni strukturu®. Jde o formu biolo-
gického kodu, ktery skryva fyzikalné-chemické predpokla-
dy a zakonitosti pro budovani vys$Sich struktur daného
proteinu (struktura sekundarni, terciarni ptipadné kvarter-
ni)*. Toho se vyuziva pti predpovédi (predikci) prostorové-
ho uspofadani polypeptidového fetézce (angl. ,,protein
folding®). Kromé strukturnich informaci je z amino-
kyselinové sekvence mozné vycist také informace ve vzta-
hu k biologické funkci proteinu, napf. charakteristicky
motiv pro vazbu koenzymu’. Uréovani proteinovych sek-
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venci a vyuziti jejich znalosti pro identifikaci proteini ve
vzorku patii k predmétim védecké discipliny zvané prote-
omika'. V textu jsou v historické posloupnosti shrnuty
pfistupy pro analyzu aminokyselinovych sekvenci a pred-
stavena internetova programova aplikace pro piedpovéd
vysledki  Stépeni proteinli proteolytickymi enzymy
(vyuziva se pfi sekvencovani hmotnostni spektrometrii)
a vypocet biochemickych parametri proteinii z aminoky-
selinové sekvence.

2. Sekvencovani proteinii s pouZitim
chemickych ¢inidel

Metodice urovani sekvence proteinu (= sekvenco-
vani) byla v biochemii vénovana znacnd pozornost. Za
prvofadou osobnost v této souvislosti je pravem povazo-
van britsky biochemik Frederick Sanger, ktery urcil tpl-
nou aminokyselinovou sekvenci inzulinu®. Pouzil tzv. San-
gerovo ¢inidlo (2,4-dinitro-1-fluorbenzen, DNFB; obr. 1),
které reaguje s pristupnymi aminoskupinami proteinu,
zvlasté s aminoskupinou na tzv. N-konci (prvni aminoky-
selina v pofadi). Peptidy vzniklé hydrolyzou inzulinu San-
ger podrobil dvojrozmérné separaci a ziskal peptidovou
mapu (angl. ,,fingerprint™ — otisk prstu). Peptid obsahujici
N-konec byl rozpoznan podle zZlutého zbarveni vzniklého
znacenim s DNFB. Opakovéanim této procedury pfi rozdil-
nych podminkéach pocatecni hydrolyzy Sanger urcil sek-
venci mnoha peptidu a jejich skladanim do delSich sekven-
ci dospél k vysledku”°. Urgeni sekvence inzulinu bylo
klicové i pro myslenky a dikazy ohledné kddovani protei-
nt v molekule DNA"'. Svédsky biochemik Pehr Victor
Edman v 50. letech 20. stol. publikoval n€kolik praci, kde
popsal pouziti ¢inidla fenylisothiokyanatu (PITC, Edma-
novo ¢&inidlo; obr. 1)'*', které reaguje v mirné bazickém
prostfedi s N-koncovou aminoskupinou proteinu ¢i pepti-
du. V kyselém prostfedi se znacend aminokyselina odstépi
jako anilinothiazolinonovy derivét, latka je extrahovéana do
organického rozpoustédla a kyselinou pfevedena na stabil-
ni fenylthiohydantoinovy derivét pfislusné aminokyseliny
identifikovatelny nejlépe kapalinovou chromatografii.
Tento postup je mozné opakovat i pro dalSi v sekvenci
nasledujici aminokyseliny (Edmanova degradace). Jako
maximalni mozny pocet proveditelnych cykli se udava
&islo 50-60 (cit."). Nevyhodou je chemické blokovani N-
konce néekterych proteinti a peptidii nebo jeho nepfistupné
skryti v molekule a dale nemoznost urcit polohu disulfido-
vych vazeb. Cyklicky sled reakci bylo mozné dobie auto-
matizovat, na trhu se tak od konce 60. let 20. stoleti obje-
vily automatické sekvenatory'*'"”. Nutno dodat, Ze je moz-
né provadét i C-koncové sekvencovani s chemickym zna-
c¢enim C-koncové aminokyseliny difenylfosforylisothio-
kyanatem (DPPITC, obr. 1) a jejim odstépenim ve formé
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Obr. 1. Chemicka ¢inidla pro sekven¢ni analyzu proteint: 2,4-dinitro-1-fluorbenzen (DNFB), fenylisothiokyanat (PITC) a difenyl-

fosforylisothiokyanat (DPPITC)

thiohydantoinového derivatu. Pouziti je vSak méné casté
) ~ : " ~ ’ 1
nebot’ vyzaduje vétsi mnozstvi vzorku'®.

3. Sekvencovani proteini hmotnostni
spektrometrii

Pouziti Edmanovych sekvenatori bylo bézné do polo-
viny 90. let 20. stoleti. To v8ak jiz probihal nastup hmot-
nostni spektrometrie (MS) peptidd a proteinti, ktera se
nakonec v oblasti analyzy aminokyselinové sekvence
prosadila. V roce 2008 sekvenatory zmizely z komer¢niho
trhu piistrojti'’. Kli¢ovym predpokladem pokroku byl ob-
jev tzv. mekkych (angl. ,,soft*) ionizacnich technik pro
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kych molekul a makromolekul pfi zachovéani struktury —
tedy bez fragmentace. Jde o ionizaci elektrosprejem (angl.
,electrospray ionization‘; zkratka EST) a laserovou desorp-
ci a ionizaci s uCasti matrice (angl. ,,matrix-assisted laser
desorption/ionization*; zkratka MALDI). Princip ESI byl
rozpracovan jiz v 60. letech 20. stoleti'®. Systematickd
prace na jejim pouziti pro velké biologické molekuly
(napt. proteiny) byla ocenéna Nobelovou cenou za chemii
pro amerického védce Johna Bennetta Fenna v roce 2002.
Profesor Fenn a spol." v priib&hu 80. let 20. stoleti vyvi-
nuli postup, ve kterém je zfedény roztok makromolekuly
sprejovan z kovové jehly mikrostiikacky nebo pokovené
kapilary, na kterou je pfivedeno vysoké elektrické napéti
v fadu kilovolt. Nabité kapicky vzniklé za atmosférické-
ho tlaku jsou vysuSovany proudicim inertnim plynem.
Rozpoustédlo se postupné odpafuje a uvoliuji se ionty,
které jsou tlakovym rozdilem vtazeny do hmotnostniho
analyzatoru piistroje”’. Objev MALDI byl ocenén Nobelo-
vou cenou za chemii pro japonského védce Koici Tanaku,
a to taktéz v roce 2002. Jeho tym zjistil, Zze jemny prasko-
vy kobalt s glycerolem usnadiiuje ionizaci analytu®'. Ne-
sporny je vSak i piispévek némeckych védct (Michael
Karas a Franz Hillenkamp), ktefi jiz pfedtim provedli lase-
rovou desorpci a ionizaci molekul v pfitomnosti malé or-
ganické sloudeniny jako matrice? a pozdgji popsali pouziti
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této ioniza¢ni techniky i pro proteiny®. Pi technice MAL-
DI je vzorek krystalovan spolu s velkym nadbytkem matri-
ce (pivodni matrici byla kyselina nikotinova). Na vzorek
s matrici dopadaji kratké pulsy laserového svétla a dojde
k odpafeni zasazené Casti. Nadbytek matrice absorbuje
energii laseru, rychle se $ifici oblak matrice v plynné fazi
unasi molekuly analytu do vakua v hmotnostnim analyz4-
toru a usnadfiuje pfitom proces jejich ionizace®.

Pro urcovani aminokyselinové sekvence pomoci MS
jsou k dispozici nasledujici moznosti: /) peptidové mapo-
vani; 2) sekvencovani peptidi tandemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS; vyuziva se fragmentace v okoli
peptidové vazby) a 3) ,,top-down* sekvencovani intaktnich
proteint (jednoduchy éesky ekvivalent anglického terminu
neni, vysvétleni nize). Peptidové mapovani (angl. ,,peptide
mass fingerprinting”, PMF) je zaloZeno na $tépeni protei-
nu specifickymi proteolytickymi enzymy (napf. trypsinem
nebo peptidasami Glu-C, Arg-C aj.) a méfeni molekulové
hmotnosti peptidi na MALDI pfistrojich (obr. 2). Sada
hmotnostnich ¢isel slouZi jako peptidova mapa pro identi-
fikaci proteinu vyhleddvanim v databazi sekvenci na za-
klad& srovnani s ptedpovédi $tdpeni**?. Skute¢né sekven-
covani peptidi vzniklych chemickym ¢i enzymovym §té-
penim proteinil vyuziva Cteni posloupnosti aminokyselin
z odpovidacich hmotnostnich rozdilli v ramci urcité série
fragmenttl, které vznikaji béhem MS/MS méteni v kolizni
cele MALDI i ESI pfistroje pii srazkach prekurzorového
peptidu s ¢asticemi kolizniho plynu®®. Podobnou avsak
principialné odliSnou variantou je samovolny rozpad za
iontovym zdrojem (angl. ,,post-source decay“, PSD) na
MALDI piistrojich?’. Neni-li sekvence studovaného pro-
teinu uloZena v databazi, jde o tzv. de novo sekvencovani
(obr. 2). Pro zcela neznamé proteiny se de novo sekvenco-
vani kombinuje s identifikaci na zdkladé podobnosti se
znamymi proteiny pomoci algoritmu BLAST (angl. ,,basic
local alignment search tool” — néstroj pro bézné vyhleda-
vani podobnych sekvenci v databazich, ktery vychazi z
identifikace kratkych homolognich subsekvenci bez mezer
s naslednym rozsifovanim vyhledavani v okoli subsekven-
ci s cilem ziskat lokaln¢ sefazené sekvence, do nichZz mo-
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Obr. 2. BéZna strategie sekvencni analyzy proteinii pomoci hmotnostni spektrometrie. Schéma nezahrnuje tzv. ,top-down® strategii
sekvencovani, kdy je Cisty intaktni protein fragmentovan v hmotnostnim spektrometru. Zkratky pro MS pfistroje vysvétleny v oddile 3,
dale TOF — , time-of-flight tj. analyzator doby letu, Q — kvadrupolovy analyzator, q — kvadrupolova kolizni cela

hou byt viozeny mezery)®. Nejnovéjsi zalezitosti je ,,top-
down* sekvencovani, které poskytuje sekvenéni informaci
na zdklad¢ fragmentace Cistého intaktniho proteinu nikoli
peptidii. Existuji varianty v zavislosti na pouzitém pfistro-
ji, kdy se principidlné lisi proces fragmentace (ECD — di-
sociace zachytem elektronu, angl. ,.electron capture disso-
ciation®, na piistrojich s iontovym cyklotronem a Fourie-
rovou transformaci; ISD — rozpad v iontovém zdroji, angl.
»in-source decay®, na MALDI piistrojich a ETD — disocia-
ce pfenosem elektronu, angl. ,.electron transfer dissociati-
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on“, na piistrojich s iontovou pasti)**>'. Dnes b&Zné sek-

vencovani pomoci hmotnostni spektrometrie ma svoje
nevyhody, z nichz nékteré 1ze ptekonat pokrocilou techno-
logii na Spickovych pfistrojich. U tandemové hmotnostni
spektrometrie jsou to napf. nejednoznacnost dana vysky-
tem izobarickych aminokyselin (I/L, K/Q) a problematické
vysledky pii ziskani netplnych fragmentacnich spekter
vlivem urgitych aminokyselinovych modifikaci*.
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4. Neprimé urcovani aminokyselinové sekvence
a bioinformatika

Aminokyselinovou sekvenci proteinu lze odvodit také
nepfimo na zakladé kodujici genové  sekvence.
K amplifikaci ur¢itého genu potifebujeme polymerasovou
fetézovou reakci (PCR) s oligonukleotidovymi pri-
mery”**, dale klonovani amplikonu do vhodného plasmi-
du®® a DNA sekvencovani®®. Vysledek se nakonec ziska
prekladem zjisténé nukleotidové sekvence genu pomoci
abecedy genetického kodu’”?®. Rozmanité projekty sek-
vencovani gendl a genomi (genom = Uplnd genetickd infor-
mace organismu, tj. soubor vSech gentl) zacaly od prelomu
70. a 80. let 20. stoleti rychle plnit nejen databaze geno-
vych sekvenci, ale i proteinové databaze. Genomika vyuzi-
va pro ¢teni malych genomt (do 7000 bp) tzv. ,,shotgun®
sekvencovani (Cesky ekvivalent se neuziva), kdy rozbitim
genomové DNA na ndhodné fragmenty ziskdme velké
mnozstvi materialu pro analyzu. Sekvencovani se provadi
opakované, aby piectené fragmenty (angl. ,reads®)
v dostateéném mnozstvi pfesahovaly a z téchto piesahll
bylo mozné sestavit sekvenci celého genomu®’. Pro roz-
sahlé genomy se vyuziva umélych bakteridlnich chro-
mosomu (angl. ,bacterial artificial chromosome®, BAC),
coz jsou plazmidy obsahujici fragmenty genomové DNA
studovaného organismu o obvyklé velikosti 150-350 kbp
(cit.”®). Postupna sekvenéni analyza BAC klont (angl.
,clone-by-clone”, CBC) je souborem dil¢ich ,,shotgun®
projekt. Pro vlastni ur€eni sekvence se uziva tzv. pyro-
sekvencovani®' (reakéni smés obsahuje fadu enzymi pro
katalyzu reakci navazujicich na reakci DNA polymerasy
a produkujicich v kone¢né fazi fluorescencni svétlo jako
dusledek piipojeni nukleotidu v narGstajici sekvenci), nyni
bézné v tzv. 454 pikolitrové varianté zavedené firmou
454 Life Sciences*.

S rostoucim mnozstvim dat v centralizovanych data-
bézich se zrodila i nova védeckd disciplina. Bioinformati-
ka byla puvodné uzce spojena s genetikou a genomikou,
a to diky genomovym projektiim a vysledkim automatizo-
vaného ¢teni a skladani casteCnych sekvenci komplemen-
tarnich DNA (angl. ,.expressed sequence tags“;ESTs)*.
S exponencialnim piivalem novych sekvenci bylo tieba
databaze nejen udrzovat a budovat uzivatelska rozhrani
pro vkladani, sdileni a poskytovani sekvencnich dat (napf.
internetova aplikace Entrez organizace National Center for
Biotechnology Information, NCBI, pti National Institutes
of Health, NIH, v Bethesdé¢, Maryland, USA™), ale zagit
data opatfovat anotacemi, analyzovat a interpretovat. Dnes
je ukolem bioinformatiky nejen vyvijet vhodné nastroje
a sluzby pro pfistup, pouzivani a spravu databazi biologic-
kych informaci (sekvence, struktura, funkce), ale zejména
konstrukce novych algoritmii, vypocetnich a statistickych
procedur, programi a teorii pro vysvétlovani vztahti mezi
jednotlivymi zaznamy v databazi. V piipadé proteint se
zajem soustfedi na problematiku sekvencni homologie,
sdruzovani sekvenci do proteinovych rodin a nadrodin
(angl. ,,superfamily), pfedpovéd prostorové struktury,
posttransla¢nich modifikaci a funkce, porovnavani struk-
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turnich domén, strukturni modelovani nebo popis protein-
proteinovych interakci®.

5. Databaze sekvenci

Prostfednictvim Internetu je dostupna fada databazi
nukleotidovych nebo aminokyselinovych sekvenci, které
se obsahové déli na primarni, kompozitni, sekundarni
a ostatni (specializované)'*’. Pokud jde o proteiny, obje-
vuje se také déleni na databaze s vysokou urovni péce
a ovefovani (angl. ,,curated), souborné (angl. ,,omnibus®),
pocitacove prelozené (angl. ,.translated*) a ostatni. Primar-
ni databaze obsahuji pouze sekvence s anotaci. Hlavnimi
primarnimi zdroji pro nukleové kyseliny jsou GenBank
(americka, spravuje NCBI), ENA (,,European Nucleotide
Archive“)/EMBL-Bank (,,European Molecular Biology
Laboratory Nucleotide Sequence Database®) a DDBJ
(,DNA Data Bank of Japan“)*, pro proteiny pak napt-.
PIR, SWISS-PROT, TrEMBL, PSD-Kyoto, PRF a NRL-
3D. V kompozitnich databazich jsou spojena data z vice
zdroji, coz umoznuje provadét efektivni vyhledavani,
zvla§te pokud jsou dozorem eliminovéna nadbyte¢nd opa-
kovani sekvenci (redundance)'. Jako typické piiklady
kompozitnich databazi lze uvést pro proteiny NCBInr"’
(spojuje data z GenBank — pieklady, GenPept, PDB, PIR,
PRF, SWISS-PROT, TrEMBL), MSDB* tj ,Mass
Spectrometry  protein  sequence DataBase® (data
z GenBank — preklady, PIR, SWISS-PROT, TrEMBL,
NRL-3D; aktualizovana do r. 2006) a OWL® (PIR,
SWISS-PROT, GenBank-pieklady, NRL-3D).

Sekundarni databaze obsahuji informace ziskané bio-
informatickou analyzou sekvenci v primarnich zdrojich.
Z nich je popularni databaze PROSITE™ popisujici funké-
ni mista v proteinech (napf. vazebna mista, aktivni mista
enzymi), strukturni domény nebo proteinové rodiny. Ze
specializovanych databazi je mozné zminit napt. databazi
ENZYME’! na serveru Expasy (,,Expert Protein Analysis
System®), ktera je s databazemi SWISS-PROT, PROSITE
a SWISS-2DPAGE mimo jiné informacni zdroje spravo-
vana organizaci SIB (,,Swiss Institute of Bioinformatics®),
nebo databazi PDB (,Protein Data Bank®) spravovanou
konsorciem RCSB (,,Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics*) a zamé&fujici se predev§im na trojrozmeér-
né struktury proteind. Na pocatku roku 2012 bylo v PDB
témet 80 000 struktur (v roce 2004 to bylo 24 000 struktur,
v roce 2000 pouhych 5000), coz je sice ohromné ¢islo, ale
v kontrastu s vice nez stovkou milioni sekvenci
v GenBank stale zanedbatelné (obr. 3). V databazi NDB>
(,,Nucleic Acid Database®; The State University of New
Jersey, USA) bylo pocatkem roku 2012 asi 5800 struktur
nukleovych kyselin. Zminku si jisté¢ zaslouzi i databaze
MEROPS™, ktera je vénovéana proteolytickym enzymim
(peptidasam), jejich substratim a inhibitorim. Databazi
spravuje The Wellcome Trust Sanger Institute v Hinxtonu,
Velka Britanie.

Proteinova databaze SWISS-PROT®® byva &asto po-
vazovéna za nejlep$i pfinejmenS$im pokud jde o kvalitu
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Obr. 3. Exponencialni narist poftu zaznami v databazi PDB
v poslednich dvaceti letech

anotaci (pfistupova Ccisla, taxonomie, literatura, funkce,
vlastnosti, odvozena data aj.). Ma dnes vice nez 500 000
zaznami s minimalni redundanci. Jeji sekvence pochazeji
z databaze PIR’® (,,Protein Information Resource*; Geor-
getown Medical Center, USA), kterd je komplexnéjsi
a aktualngjsi'. SWISS-PROT databaze vznikla v roce 1986
a piivodné jeji fungovani zajistovala univerzita v Zenevé,
Svycarsko, spolu s tehdejsim predchiidcem dnesni organi-
zace EBI (,,The European Bioinformatics Institute®). Je to
databaze s vysokou trovni péfe a manualné anotovanymi
sekvencemi. Spolu s automaticky anotovanymi pieklady
nukleotidovych sekvenci v ENA (EMBL-Bank), které
tvoii proteinovou databazi TTEMBL (zavedena 1996), je
SWISS-PROT soucasti velké databaze UniProt Knowled-
ge Base (UniProt KB)*' a je v péci konsorcia instituci EBI,
SIB a PIR. Souborna databaze NCBInr je cenéna pro svou
aktudlnost, nebot’ se v ni objevuji i preklady nejnovéjsich
kodujicich nukleotidovych sekvenci (CDS) z databaze
GenBank. V souvislosti s GenBank je tfeba zminit jesté
odvozenou referenéni databazi RefSeq™ (,,Reference
Sequence Collection®) spravovanou stejnou organizaci
(NCBI). RefSeq je neredundantni soubor sekvenci DNA,
RNA a proteinii s vysokou trovni péce. Obsahuje vzdy
jeden ptiklad biologické molekuly pro vybrané modelové
organismy (na pocatku roku 2012 jich bylo zhruba 17 000
— v GenBank je zastoupeno vice nez 380 000 organismil)
#4595 oddélenym piistupem pro genomovou DNA, tran-
skripty a proteiny z téchto transkriptl. Pfistupova cisla
v RefSeq maji prefix, ktery ukazuje, zda jiz byla sekvence
ovétena piislusnym oddélenim NCBI. Zkontrolované za-
znamy maji prefix NP, ostatni maji prefix XP.
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6. Programova aplikace pro piedpovéd
vysledku $tépeni proteint

6.1. Pfedstaveni aplikace

Programova aplikace Protein Cutter (ndzev podle
angl. slovesa ,cut tj. krajet, Stipat; http://
biochemie.upol.cz/software/proteincutter), kterou bychom
chtéli pfedstavit, byla vyvinuta pro pfedpovéd primérni
struktury peptidi vzniklych St€penim proteinti ptisobenim
proteolytickych enzymii s predpokladanym pouzitim
v biochemii a proteomice. Umoziuje zadat vstupni data
(aminokyselinovou sekvenci proteinu nebo nukleotidovou
sekvenci odpovidajiciho genu), kde chceme provést §tépe-
ni a stanovit pravidla, podle kterych budou generovany
teoretické peptidy. Vystupem jsou aminokyselinové sek-
vence peptidd, které dle zadanych pravidel teoreticky mo-
hou vzniknout. Ziskana i vkladana data jsou vizualné dopl-
néna hodnotami fyzikalné-chemickych parametrii pocita-
nymi na zakladé aminokyselinovych sekvenci (molekulova
hmotnost, isoelektricky bod aj.). Ze starSich srovnatelnych
aplikaci je mozné zminit napf. programy portalu Ex-
PASy®: PeptideMass (http://web.expasy.org/peptide_mass/)
a PeptideCutter (http://web.expasy.org/peptide cutter/),
dale MS-Digest (http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-
bin/msform.cgi?form=msdigest) nebo Protein Calculator
(http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html). VSech-
ny tyto aplikace umoznuji predpovéd (predikci) vysledka
Stépeni a vypis teoretickych peptidi (véetné molekulovych
hmotnosti) po uZivatelském vybéru proteolytického enzy-
mu a zadani predpokladanych modifikaci v amino-
kyselinové sekvenci, avSak postradaji nékteré moZnosti,
které jsme jako pfidanou hodnotu vlozili do aplikace Pro-
tein Cutter. Bézn¢ chybi informace o isoelektrickém bodu
(vyjimkou je program Protein Calculator), neni mozné
vkladat nukleotidové sekvence DNA ¢i mRNA pro predik-
ci peptidd piislusného translaéniho produktu, nejsou po-
skytovany informace o zastoupeni jednotlivych aminoky-
selin, indexu GRAVY (Cislo pocitané na zakladé zastoupe-
ni hydrofilnich a hydrofobnich aminokyselin, angl. ,,grand
average of hydropathicity*) aj. Krom¢ toho neni bézné
definovat vlastni pravidla St€épeni a omezené je i tfidéni
a filtrovani vysledkd. Nova aplikace umoziuje i vizualiza-
ci zastoupeni jednotlivych aminokyselin a pfiddvd moz-
nost pokracovat v teoretickém ,,$tépeni® jednotlivych ge-
nerovanych peptidit s novymi uzivatelskymi pravidly si-
mulujici &innost smési proteolytickych enzymil. Ugelem
nebylo konkurovat licencovanym programiim dodavanym
k hmotnostnim spektrometrim pro proteomické aplikace
nebo jinym lokaln¢ instalovanym programim, jako je
napf. volng distribuovany mMass®"*>. Program mMass je
primarné urceny jako podpora pro MS proteintl a peptidi
a v aktudlni verzi 5.0 umoznuje kromé prace
s hmotnostnimi spektry mj. editovani sekvenci (vcetné
predikce $té€peni), vkladani aminokyselinovych modifikaci
nebo fragmentaci peptidi simulujici vysledky MS/MS
analyzy. Je vSak specializovany a nedovoluje tak ziskani
informaci vyuzitelnych v jinych oblastech studia proteind.
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6.2. Prace s aplikaci

Zpracovani dat probihd ve ¢tyfech krocich — vloZzeni
dat, nastaveni moznosti vypoctl, definovani pravidel sté-
peni a nastaveni filtrti vystupu. Vlozeni dat je mozné pro-
vést bud manualné, zapsanim proteinové sekvence do
formulafe, nebo importem ze vstupniho souboru. Format
vstupu odpovida béznym zvyklostem, tj. jde o fetézec jed-
nopismennych zkratek aminokyselin. Pfi nacitani dat zvla-
da aplikace soubory ve formatu FASTA a TXT (prosty
text, angl.,,plain-text™). Pfi zadani pofadi aminokyselin
(nukleotidové sekvence jsou automaticky prelozeny klik-
nutim na tlacitko ,,Rewrite DNA seq.” — pfepsat DNA
sekvenci) jsou vedle okna formulafe (obr. 4) zobrazovany
hodnoty parametrd vypocitanych z vlozené sekvence: mo-
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noisotopovd a primérna molekulova hmotnost, celkovy
pocet aminokyselin, indexy GRAVY (pozitivni hodnota —
hydrofobni protein/peptid, negativni hodnota — hydrofilni
protein/peptid) a NPS (zastoupeni hydrofobnich aminoky-
selin v rozmezi 0—1), hodnota isoelektrického bodu. Udaje
se aktualizuji automaticky a v piipad€ vlozeni chybného
symbolu je uzivatel na tuto chybu upozornén. K vlozené-
mu fetézci lze volitelné zobrazit i statistiku (Cast
.Statistics®), ktera uvadi kvantitativni zastoupeni jednotli-
vych aminokyselin (v tabulce i graficky) a také si nechat
zobrazit pozice jednotlivych uzivatelem zvolenych amino-
kyselin (¢ast ,,Visualizer®).

Druhym krokem je nastaveni moznosti vypoctu. Apli-
kace poskytuje moznost nastavit, zda bude vypocitavana ioni-
zovana &i neutrdlni forma peptidu ( [M+H], M, [M-H]),

HomMe | MANUAL | SoOURCE DATA |

PROTEIN CUTTER

AUTHORS & COPYRIGHTS

Sequence string

GPFALPONGLPIVLARKPE

ALFLTLFAGSLFLYFLRCLISQRRFGSSKLPLPPGTMGWPYVGETFQLYSQDPNYVFFQSKQKR
YGSVFKTHVLGCPCVYMISSPEAAKFVLVTKSHLFKPTFPASKERMLGKQAIFFHQGDYHAKLR
KLVLRAFMPESIRNMVPDIESIAQDSLRSWEGTMINTYQEMKTY TENVALLSIFGKDEVLYRE
DLKRCYY ILEKGYNSMPYNLPGTLFHKSMKARKELSQILARILSERRQNGSSHNDLLGSFMGD
KEELTDEQIADNIIGVIFAARDTTASVMSWILKYLAENPNVLEAVTEEQMAIRKDKEEGESLT
WGDTKKMPLTSRVIQETLRVASILSFTFREAVEDVEYEGYL IPKGWKVLPLFRNIHHSADIFS
NPGKFDPSRFEVAPKPNTFMPFGNGTHSCPGNEL AKLEMSIMIHHLTTKYSWSIVGASDGIQY

Mono: 52215.7804

Avg: 52249.5381

Length: 460

HdrPath (GRAVY): -0.2107
NPS: 0.3826

pl (Iscel.point): 8.9387

| Rewrite DNA seq. |

| Prochazet... |

| load from file |

M| Click to show/hide Visualizer |

Statistics | Compute Statistics |

Options ionization mode O [M+H] @ [M]

O [M-H]

Cys modification (fixed) |n0ne

Met oxidation (variable)

[2¢]

missed cleavage

cut by enzyme

Cutting rules |none

add new cutting rule |before = ||A e} Iadd ru|E|
defined rules between RA |remove|

before A |remove|

[R-A-A

EECLIRIDRICIEN | Click to Show/Hide filters |

MonoMass  [more than ¢ | [1000 l
Avg Mass |more than - less than & | more than [@ and less than [@
Length | more than ¢ [10 ]
Hydropathicity |none ¢
NPS |none <
Iscel.point |n0ne <

|compute cut||reset form|

Obr. 4. Priklad vstupniho okna programu Protein Cutter s vloZenou aminokyselinovou sekvenci proteinu a zadanim uZivatelem

zvolenych pravidel $tépeni
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dale fixni modifikace cysteinu (bez modifikace, karbami-
domethylace CysCAM ¢i karboxymethylace CysCM) a
také variabilni oxidace methioninu na methioninsulfoxid
(hmotnostni nartst o 16 Da). Vyznamnou volbou je potom
moznost nechat vypocitat také vynechand §té€peni (,,missed
cleavages®), kdy aplikace vypocte vSechny mozné kombi-
nace peptidi, které mohou vzniknout pfi opomenuti jed-
notlivych $tépnych mist proteolytickym enzymem (napf.
z divodu prostorové nepfistupnosti). V grafickém rozhrani
je mozné nastavit az Ctyfi vynechana Stépeni a vnitini
funkce umi neomezeny pocet, nicméné pro praxi maji vy-
znam hodnoty 0, 1 a 2.

Ve tretim kroku je nutné definovat pravidla pro Stépe-
ni (specificnost enzymu viéi aminokyselinovym zbytkdm
v proteinech). Z pripravené nabidky se vybere konkrétni
proteolyticky enzym, kde je zndma specifi¢nost Sté€peni
(aplikace si pravidla nastavi automaticky), nebo je mozné
si zvolit vlastni pravidla, tedy vybrat aminokyseliny, kde
1ze Stépeni predpokladat. K rychlému vybéru je ptipraveno
devatenact nejéastéji pouzivanych enzymu, pro uzivatelské
zadani jinych pravidel Stépeni je k dispozici jednoduché
rozhrani. V poslednim kroku se provadi nastaveni filtrQ
vystupu. Pouzije se rozhrani, které umozni zadat, jaké
peptidy (aminokyselinové sekvence) budou zobrazeny. Pro
kazdy z Sesti parametrii pocitanych ze sekvence je mozné
nastavit intervaly hodnot ,,vétSi nez“, ,,mensi nez“ nebo
rozsah ,,od — do*“. Ve vypisu se potom objevi jen ty amino-
kyselinové sekvence peptidt, které splni vSechny podmin-
ky definované ve filtrech (obr. 4).
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Vystupem z vypoctu je tabulka s aminokyselinovymi
sekvencemi teoretickych S$t€pnych peptidd (obr. 5).
U kazdého peptidu jsou dale zobrazeny hodnoty (ptfipadné
filtrované hodnoty) vypocitanych parametrti, jmenovité
monoizotopova hmotnost (angl. ,,monoisotopic mass®),
prumérnd hmotnost (angl. ,,average mass®), délka fetézce,
index GRAVY, index NPS a isoelektricky bod.
U hmotnostnich parametri se na zéklad¢ nastaveni moz-
nosti vypocti (viz vyse) zapocitavaji modifikace methioni-
nu a cysteinu. Pro potieby uzivatele je mozné nechat vy-
stup sefadit vzestupné nebo sestupné podle hodnot jednot-
livych parametrid. K dispozici je i zobrazeni dat vhodné
pro tisk s moznosti skryti zadavaciho formulare. Kazdy
z teoretickych peptidl 1ze podrobit dalSimu teoretickému
$tépeni, je tedy mozné simulovat soucasné pusobeni vice
proteolytickych enzymd.

6.3. Technologie aplikace

Uzivateli staci jakykoliv moderni prohlize¢ a funkéni
pripojeni k Internetu. Aplikaci neni mozné provozovat bez
pfistupu k pfisluSnému serveru, ten v§ak mize byt instalo-
véan lokéln€. Samotnd aplikace ma z technického hlediska
dvé casti — Cast na strané uzivatele (to, co vidime v prohli-
ZeCl) a Cast na strané serveru, kterd realizuje samotné vy-
pocty.

Cést na strané uZivatele je grafickym vystupem ze

serverové Casti. Toto tzv. uzivatelské rozhrani je validova-
no dle standardit W3C, coz zajistuje spravné zobrazeni ve

Sort by: |position| |a|phabetica|ly||monoisotopic mass| |average mass| |Iength| |hvdropathicitv| |E| |isoe|.point|

Position | Fragment string Mono.mass Avg.mass Length | Hydropathicity | NPS Isoel.point
61 AEGVETALKL 1029.5706 1030.1868 10 0.3400 | 0. 3000 4.2475 | cut this peptide
146 AFILEPIOGE 1115.5862 1116.2797 10 0.4900 | 0.5000 3.6155 | cut this peptide
213 ALGGGILPVS AVL 1165, 7070 1166, 4269 13 1.8692|0.5385 5.9250 | cut this peptide
145 AAFILEPIOG E 1186.6234 1187.3585 11 0.6091 | 0.4545 3.6155 | cut this peptide
156 AGVVIPPDGY LK 1227.6863 1228, 4544 12 0.4833 | 0.5833 6.1456 | cut this peptide
32 AFYNDRFPVF 1274,5084 1275.4294 10 0.0000 | 0, 5000 5.1465 | cut this peptide
5 AVNQGHCHPK, TLK 1443.7768 14447246 13 -0.4923| 0.3077 9.4175 | cut this peptide
47 ALFGYDMVLP MNTG 1527.7101 1528.8138 14 0.6286| 0. 4286 3.7750 | cut this peptide
1Mo: 1543.7050|1Mo: 1544,8132
2Mo: 15589.6999 | 2Mo: 1560.8126
132 AIERIFKEKG DRV 1559, 8783 1560, 8175 13 -0,7615| 0,3077 9.2064 | cut this peptide
18 ALHDQADRLT VSSR 1567 . 8066 1568. 7107 14 -0.6857 | 0. 2143 7.1247 [ cut this peptide
182 ADEIQTGLAR TGKML 1602.8399 1603, BSOS 15 -0.2333| 0.2000 6.2922 | cut this peptide
1Mo: 1618.8348|1Mo: 1619,8603
168 AVRDLCSKYN VLMI 1623.8476 1624.9898 14 0.6571 | 0. 4286 8.2746 | cut this peptide
1Mo: 1639.8425|1Mo: 1640,9892
132 AIERIFKEKG DRVA 1630.9154 1631.8964 14 -0.5786 | 0.2857 9.2064 | cut this peptide
130 AEAIERIFKE KGDRV 1759, 9580 1761.0119 15 -0.7733| 0. 2667 6.4398 | cut this peptide
197 ACDWEDVRPD VVILGK 1813,9032 1815, 0809 16 -0.0063| 0.4375 4.0647 | cut this peptide
130 AEAIERIFKE KGDRVA 1830.9951 1832, 0907 16 -0.6125| 0.2500 6.4398 | cut this peptide
1 SGYSAVNGQGH 1837.9257 1839.1091 17 -0.5706 | 0.2941 9.3084 | cut this peptide
CHPKILK
32 AFYNDRFPVF AEYLT 1851.8832 1853, 0644 15 0.0067 | 0.5333 4.1860 | cut this peptide
71 ARKWGYEKKK IPNDE 1860,9846 1862,1194 15 -2,1333| 0. 2667 9.9296 | cut this peptide

Obr. 5.
hmotnosti peptidi
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Priklad vystupniho okna programu Protein Cutter s vysledky sefazenymi vzestupné podle monoizotopové molekulové
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vSech modernich internetovych prohliZze¢ich. Grafické ¢ast
je vytvotena v jazycich XHTML, CSS a JavaScript. Dyna-
mické funkce potom vyuzivaji knihovnu JQuery (MIT/
GPL licence, jazyk JavaScript), ktera aplikaci umoziuje
pouzit technologie AJAX. Pro kresleni grafu se vyuziva
knihovna phpMyGraph (svobodna licence, jazyk PHPS).

V rozhrani jsou pouZity technologie oznaované jako
Web2. Ty opoustéji klasickou koncepci webu, kdy kliknuti
na aktivni prvek vyzaduje opétovné nacteni stranky. Apli-
kace typu Web2 komunikuji s webovym serverem tzv. ,,na
pozadi“ a provadéji zmeény v obsahu stranky bez opakova-
ného nacitani. Uzivatel tak ma pocit, ze pracuje s béznou
(nikoliv webovou) aplikaci. Takto funguji napt. naseptava-
¢e (angl. ,autocomplete“) nebo internetové mapy.
V samotném Protein Cutteru se toto projevuje napf. pii
automatickém pocitani velic¢in vstupniho fetézce, pfi signa-
lizaci chybného vstupniho znaku, nebo pii nastavovani
pravidel Stépeni a filtri. Technologie Webu2 tak davaji
aplikaci v fadé smérti zajimavé vlastnosti.

Serverova cast aplikace je vytvotrena ve skriptovacim
jazyku PHPS. Pro jeji fungovani je nutné pouzit webovy
server podporujici jazyk PHP5. Nejvhodnéjsim typem
takového webového serveru je samoziejmeé Apache (ktery
je také vyuZivan), nicméné je mozné pouZit i jiny. Pro
samotny béh neni tfeba na serveru ani v konfiguraci PHPS5
provadeét zadnd nestandardni nastaveni nebo Upravy. Pri
tvorbé aplikace bylo pro vypocetni jadro pouzito objektové
programovani a doslo pfi tom k oddéleni vzhledu od vypo-
Cetniho jadra (logiky) aplikace. To do budoucna otevira
moznost pouZit jiz vytvorené funkce i pro jiné aplikace
a to bud’ bez Giprav, nebo jen s malymi Gipravami v kodu.

6.4. Cim je aplikace zajimava

Aplikace v sobé spojuje mnozstvi funkci, které dosud
byly umistény v nékolika nezavislych aplikacich. To
umoziuje ziskat potfebné informace jedinym vypoctem
a na jednom misté. Vyhodou je i spravnost vypocitdvanych
parametri. Rizné uz existujici aplikace davaji pii feSeni
stejnych vypoctl rozdilné vysledky. Autofi proto dbali na
to, aby vypocCty byly co nejspravnéjsi. Konstanty, vzorce
a algoritmy pouzité pfi vypoctech parametrl teoretickych
Stépnych peptidi byly proto ovéteny z vice zdroji. Vy-
znamnym prvkem je univerzalnost. UZivateli se nabizi
moznost nadefinovat si vlastni pravidla §tépeni proteint,
coz obdobné aplikace neumoznuji. Takto bylo napiiklad
zatazeno Stépeni proteini pisobenim prolylendoproteasy
z Aspergillus niger, pfi¢emz predikce ukdzala vybornou
shodu s experimentalnimi vysledky®. Mezi dal§imi pred-
nostmi aplikace lze uvést i uzivatelské prostfedi. Vzhled
aplikace samoziejmé neni pro ziskané vysledky podstatny,
ale vuci uzivateli je ohleduplné, aby rozhrani bylo snadno
pouzitelné a umoznovalo rychlé ziskani zadanych informa-
ci. Webové rozhrani aplikace bylo proto navrzeno i s ohle-
dem na ptehlednost a uzivatelskou ptivétivost.
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7. Zavér a moznosti dalSiho vyvoje aplikace

Aplikace Protein Cutter je osvédéenym nastrojem pro
vypocty vysledki proteolytického $tépeni proteinti a vy-
hodnocovani hmotnostnich spekter peptidd z proteo-
lytickych digesta®. Je tak vhodnym pomocnikem pro vy-
zkumnou praci v oblasti biochemie proteinii a proteomiky.
V ramci pokracujiciho vyvoje je planovano doplnéni dal-
Sich funkci. Mize se jednat napft. o pridani dalSich uziva-
telsky volenych vypoctl nebo o rozsifeni poctu predvole-
nych proteolytickych enzymi. Zajimavym zdokonalenim
by bylo napojeni aplikace na externi databaze proteint.
V technické ¢asti aplikace jsou také moznosti pro vylepse-
ni grafického rozhrani a optimalizaci zdrojovych koda
s cilem zvysit vykon. Uzivatelé by urcit¢ do budoucna
uvitali i lepsi vystup pro tisk a moznost ulozit si vypoctena
data ve formé souboru (hodnoty oddélené carkou, angl.
»Comma-Separated Values“, CSV). Pro S§ir$i vyuziti je
zvazovano 1 zpiistupnéni funkei vypocetniho jadra pro jiné
aplikace (vzdalené volani procedur; angl. ,,Remote Proce-
dure Call“, RPC).

Autori timto dékuji MSMT za podporu projektu
ED0007/01/01 Centrum regionu Hana pro biotechnologic-
ky a zemédeélsky vyzkum.
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M. Raus, D. Kope¢ny, and M. Sebela (Department
of Biochemistry and Centre of Biotechnological and Agri-
cultural Research, Faculty of Sciences, Palacky Universi-
ty, Olomouc): Program Application for the Prediction
of Results of Protein Digestion by Proteolytic Enzymes

Here we introduce the Protein Cutter (http:/
biochemie.upol.cz/software/proteincutter), a web applica-
tion for the prediction of results of protein digestion by
proteolytic enzymes, which is accessible over the Internet
network. In the beginning, previous and current approach-
es for protein sequencing are summarized. This includes
the use of dinitrofluorobenzene and substituted isothiocya-
nate reagents as well as mass-spectrometry-based strate-
gies and translation of genomic sequences. The following
text characterizes bioinformatics as a modern scientific

Referat

discipline, which solves problems arising from the man-
agement and analysis of biological data. The most im-
portant nucleotide and amino acid sequence databases are
described together with the databases of DNA and protein
structures. The program Protein Cutter, which is described
in detail with respect to its design and technology, allows
predicting peptide sequences generated by proteolytic di-
gestion of a protein (represented by a user-entered amino
acid or coding nucleotide sequence). In addition to other
comparable applications, Protein Cutter offers more com-
plex information calculated from amino acid sequences
(i.e. molecular mass, amino acid composition, isoelectric
point, hydropathicity index etc.), it works with nucleotide
sequences upon automatic translation, it is open and
friendly for user-entered cutting rules and provides more
options for the filtration and sorting of results.
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Mikrobiologicky tstav AV CR, v.v.i. v ramci 4. vyzvy Opera¢niho programu Praha — Konkurenceschopnost

realizoval projekt

Prazska infrastruktura pro strukturni biologii a metabolomiku (PISBM)
CZ.2.16/3.1.00/24023.

Vytvofenim nového vyzkumného centra jsou do stavajici infrastruktury biologického arealu Akademie véd
v Praze 4-Kr¢i implementovany Spickové technologie instrumentalni analyzy, nezbytné pro udrzeni strukturné-
biologickych a biomedicinalnich védeckych skupin na urovni srovnatelné s vyspélymi staty. V ramci realizace
projektu byl instalovan NMR spektrometr s protonovou pozorovaci frekvenci 700 MHz a hmotnostni spektro-
metr s iontové cyklotronovym hmotnostnim analyzatorem (FT-ICR-MS) s magnetickym polem 12 T. Rovnéz
byl rozsifen stavajici NMR spektrometr 600 MHz o spojeni s kapalinovou chromatografii, extrakci na pevné
fazi a hmotnostni spektrometrii (HPLC-SPE-NMR-MS). Nedilnou soucasti realizace projektu byla nezbytna
rekonstrukce a modernizace objektu L v arealu Akademie véd v Praze 4-Kréi.

Partnery projektu, jehoz finan¢ni objem ptesahl 94 miliont korun, jsou Vysoka skola chemicko-technologicka
v Praze, Univerzita Palackého v Olomouci a Univerzita Karlova v Praze. Prib¢h realizace projektu je mozno
sledovat na strankach: http://ms.biomed.cas.cz/oppk.php nebo http://www.biomed.cas.cz/mbu/cz/oppk.php.
Zde naleznete i aktualni informace o programu slavnostniho otevieni infrastruktury, které probéhne v poloving

ledna 2013.

Evropsky fond pro regionalni rozvoj
Praha a EU — Investujeme do va$i budoucnosti

53



