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Abstrakt

Miliény novych proteinov, ktoré sa objavujui kazdy rok, nie je mozné charakterizovat
klasickymi biochemickymi metédami pre ich ¢asovil naro¢nost a cenu. Medzi nepreskiima-
nymi proteinami sa mézu nachadzat enzymy uplatnitelné v priemysle i v univerzitnom
prostredi, najma na ekologickii vyrobu chemickych zlicenin. Vysledkom prace je webova
aplikacia, ktord na zaklade vstupnych proteinov vyhlada v databaze podobné proteiny,
ktoré prefiltruje pomocou esencialnych rezidui vstupnych proteinov a oznaci ich ako dom-
nelé biokatalyzatory. K ziskanym proteinom sa pridaji anotacie, aby sa mohol pouzivatel
informovane rozhodnit, ktoré proteiny podrobi experimentalnemu overeniu v laborato-
riu. Vytvoreny néastroj ulahcuje viackrokova analyzu a poskytuje ndvrhy proteinov na
experimentalne overenie ich enzymatickej funkcie. Webové rozhranie je volne dostupné na
https://loschmidt.chemi.muni.cz/enzymeminer/. Nastroj bol publikovany v medzindrodnom
casopise Nucleic Acids Research.

Abstract

Millions of new proteins discovered each year cannot be characterized by classical biochemical
methods due to their demands of time and cost. Among the unexplored proteins, there
may be enzymes useful in both industry and academy, mostly for ecological production of
chemical compounds. The result of the thesis is a web application which, based on the input
proteins, searches the database for similar proteins. The proteins are filtered using essential
residues of the input proteins and marked as putative biocatalysts. Finally, the proteins are
annotated so that the user can make an informed decision about which proteins to select
for experimental laboratory verification. The developed tool facilitates multi-step analysis
and recommends proteins for experimental verification of their enzymatic function. The web
interface is freely available at https://loschmidt.chemi.muni.cz/enzymeminer/. The tool was
published in the international journal Nucleic Acids Research.
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Kapitola 1

Uvod

Proteiny st prirodné latky tvorené z molekil zvanych aminokyseliny a si zakladom kazdého
zivého organizmu. Jednou zo skupin proteinov st enzymy, ktoré umoznuji alebo urychluji
priebeh chemickych reakcii — nazyvaja sa preto katalyzdtory. Enzymy v zivych organizmoch
riadia vacsinu biochemickych procesov. Napriklad, enzym a-amylaza (ptyalin) produkovany
slinnymi zlazami Stiepi Skrob na jednoduchsie sacharidy. Optimalne pH, pri ktorom dosahuje
tento enzym najvacsiu ic¢innost, je 7,0, aj ked rdzne organizmy mézu vytvarat tento enzym
s mierne posunutym optimalnym pH [22]. Enzym a-amyldza mé priemyselné vyuzitie pri
vyrobe sladu a kukuri¢ného sirupu a tiez v ¢istiacich a pracich prostriedkoch na rozlozenie
skrobu na sacharidy rozpustné vo vode. Schopnost enzymov katalyzovat chemické reakcie
zévisi od teploty, pH a tlaku prostredia. Tieto vlastnosti sa mézu lisit medzi pribuznymi
enzymami poskytujicimi rovnaki katalytickd funkciu. Vzhladom k rozmanitosti enzymovych
rodin je na priemyselné i vedecké tcely vhodné hladat a pouzivat tie najefektivnejsie
a najstabilnejsie enzymy v potrebnom prostredi. Cielom tejto prace bolo vytvorif néstroj na
uzivatelsky privetivé vyhladanie pribuznych enzymov s rovnakou katalytickou funkciou.

Kapitola 2 predstavuje podobnost proteinov a spdsob ich porovnavania. Kapitola 3
vysvetluje, ako funguji enzymy a ako je mozné vypoctovo overit enzymaticki funkciu
podobnych proteinov. Kapitola 4 uvadza proteinové databazy. V kapitole 5 je ndvrh vypoc-
tového jadra, uzivatelského rozhrania a architekttiry nastroja. Implementacia tohto navrhu
je popisand v kapitole 6. Overenie nastroja na enzymovej rodine haloalkan dehalogenaz je
v kapitole 7.

Cielom teoretickej c¢asti nie je podat presné detaily o biochemickej povahe proteinov, ale
ponuknut ¢itatelovi zdkladné znalosti a principy, ktoré boli vyuzité pri ndvrhu a implementacii
nastroja. Vytvoreny nastroj s nazvom EnzymeMiner vznikol v spolupréci s Loschmidtovymi
laboratériami, ktoré poskytli odborné vedenie a technickt podporu. Tato praca navézuje
na diplomovt pracu Ing. Jittho Hona Vyhleddvdni pribuznych proteini s modifikovanou
funkei [8].

ENZ/MLE
MINLER

Obr. 1.1: Logo nastroja EnzymeMiner. Logo poskytli Loschmidtove laboratérie.



Kapitola 2

Proteiny a zarovnanie
proteinovych sekvencii

Proteiny, ktoré si zakladom kazdého zivého organizmu, st prirodné latky tvorené z molekl
zvanych aminokyseliny. Existuje 20 aminokyselin, ktoré sa v bioinformatike reprezentuja
ako pismend abecedy. Proteiny sa zapisuji ako retazec pismen, ktory sa oznacuje sekvencia
proteinu. Linedrne poradie aminokyselin v tomto retazci sa nazyva primdrnou struktirou
proteinu. Vyssie drovne — sekunddrna a tercidrna Struktira — popisuja priestorové usporia-
danie aminokyselin proteinu. V oddiele 2.1 je vysvetlené, Ze proteiny je mozné porovnavat,
oddiel 2.2 predstavuje zarovnanie (porovnanie) dvoch proteinovych sekvencii a oddiel 2.3
predstavuje zarovnanie viacerych sekvencii. Oddiel 2.4 pontka spdsob, ako pomocou grafu
znézornit podobnostné vztahy medzi proteinovymi sekvenciami.

2.1 Podobnost proteinovych sekvencii

Kazdy protein je ¢lenom proteinovej rodiny, ktord zdruzuje vyvojovo pribuzné proteiny
s podobnymi vlastnostami. Napriklad, ludsky inzulin a inzulin primata makaka javskeho
patria do spoloc¢nej rodiny a plnia v prislusnych organizmoch rovnaki funkciu — znizuji
koncentraciu glukézy (cukru) v krvi. Oba tieto proteiny si tvorené zo 110 aminokyselin,
ale nie st Uplne totozné — lisia sa v dvoch aminokyselindch na poziciach 23 a 61. Identita
je pomer poé¢tu zhodnych aminokyselin k dizke zarovnania, a teda identita tychto dvoch
inzulinovych sekvencii je 98 %. Ich sekvencie st dostupné v databaze UniProtKB [23]
s identifikdtormi P01308 (INS_ HUMAN) a P30406 (INS_MACFA).

Vyvojovo pribuzné proteiny sa oznacuji ako homoldgne proteiny a maji spolo¢ného
predka. Pribuzné proteiny maja c¢asto rovnaku funkciu, a to v pripade, ze o nu neprisli
vplyvom vyvojovych zmien. Sekven¢nd podobnost pribuznych proteinov klesd s mnozstvom
vyvojovych zmien a rozsirovanim vyvojovych vetiev. Tento jav znizovania podobnosti
pribuznych proteinov sa nazyva divergencia.

Homologia a divergencia poskytuju akysi teoreticky ramec na uvazovanie o podobnosti
proteinov. Avsak to, ¢i si dva proteiny homoldgne, nie je mozné exaktne urcit na zaklade
samotnej sekvencnej podobnosti. Na vyvodenie exaktného zaveru, ze dva proteiny st homo-
légne, je potrebné presne objavit ich spoloéného predka a vSetky medziclanky [10]. Avsak
v praxi je Statisticky vyznamna sekvencnd podobnost medzi proteinami povazovand za
zndmku divergentného vyvoja zo spolo¢ného predka alebo, inymi slovami, tdto podobnost je
povazovana za dokaz homoldgie [10].
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Obr. 2.1: Zostrojenie zarovnania slov svetadiel a lietadlo. Sivé farba oznacuje v danom kroku
este nespracované pozicie, zvyrazneny znak bol z danom kroku zmeneny, zelené znaky st
v oboch slovich rovnaké a spojovniky oznacuji medzery. Pocet zmien medzi tymito slovami
je péft, co je ich jednoducha editacné vzdialenost.

V mikrobiolégii dochadza takisto k javu, kedy sa predkovia z réznych proteinovych rodin
vyvina do proteinov s vyraznou sekvené¢nou podobnostou. Tento jav sa nazyva konvergencia.
V takomto pripade st podla definicie homolégie vysledné vyvinuté proteiny homolégne iba
k svojim predkom, a nie k sebe navzajom. Konvergenciou zapric¢enené podobné proteiny
mo6zu mat (i) medzi sebou rovnaki funkciu, (ii) zdielat funkciu so svojim predkom alebo
(iii) nemat ziadnu funkciu. A nakoniec, aj proteiny s velmi rozdielnymi sekvenciami mo6zu
mat rovnaku funkciu.

2.2 Zarovnanie dvoch sekvencii

Na urcenie miery podobnosti proteinovych sekvencii je mozné porovnavat ich pomocou texto-
vych algoritmov. Uplatnenim principov vSeobecnej editacnej vzdialenosti dokazu porovnavat
proteinové sekvencie rézne nastroje.

Editacna vzdialenost

Na vyjadrenie podobnosti dvoch textovych retazcov sa v informatike pouzivaji chybové
modely, ktoré maju svoje vyuzitie pri prenose dat nespolahlivym kanalom, pri vyhladavani
v texte s preklepmi alebo pravopisnymi chybami a tiez v bioinformatike pri vyhladdvani DNA
sekvencii alebo proteinovych sekvencii s moznymi muticiami. Jednym z najviac studovanym
chybovym modelom je editacna vzdialenost, ktorda povoluje tri operdcie: (i) vlozenie znaku,
(ii) odstranenie znaku a (iii) nahradenie znaku za iny znak. Ak maji rézne operécie rozne
ceny, je re¢ o vseobecnej editacnej vzdialenosti. Inak, ak maja vsetky operacie cenu 1, je rec
o jednoduchej editacnej vzdialenosti. Jednoduché editacna vzdialenost je teda minimalny
pocet vloZeni, odstraneni a nahradeni tak, aby boli oba retazce rovnaké [13].

Porovnéavané retazce je mozné zobrazit pod sebou a vlozenim medzier na spravnych po-
zicidch vznikne zarovnanie textovych retazcov. Priklad zostrojenia zarovnania je na obrazku
2.1. Kazda uprava potrebnd na zmenu retazca A na refazec B sa aplikuje nasledujicim
sposobom:

e Ak je uprava vloZzenie znaku do retazca A, vlozi sa medzera do retazca B.
e Ak je Uprava odstranenie znaku z retazca A, vlozi sa medzera do retazca A.

e Ak je Uprava zdmena znaku, ziadna medzera sa nevlozi.



Rozdielna cena editacnych operacii

Nie pri vSetkych pouzitiach edita¢nej vzdialenosti je rovnocenné ohodnocovanie tiprav vhodné.
V takychto pripadoch sa pouziva vSeobecna editacna vzdialenost. Napriklad, lingvisticka
aplikdcia na skimanie slovotvornych procesov méze pozadovat iné ohodnotenie zmeny dlzky
samohlasky nez ohodnotenie zameny samohlasky za spoluhlasku.

Podobne pri ohodnocovani podobnosti proteinovych sekvencii reprezentovanych vo forme
textového refazca je nahradenie réznych znakov ohodnotené rézne. Ceny jednotlivych nahra-
deni musia reflektovat biologickt pravdepodobnost zmien aminokyselin v proteine a mieru
dosledkov tychto zmien na funkciu proteinu. Na ohodnotenie zarovnania sa pouzivaja sub-
stituéné matice, ktoré uréuju ohodnotenie vsetkych moznych dvojic aminokyselin. Vysledné
ohodnotenie zarovnania je sii¢tom ohodnoteni dvojic aminokyselin v zarovnani. Jednou zo
substituénych matic je BLOSUM 62 [7], ktord je zobrazend na obrazku 2.2. V kontexte
proteinovych sekvencii znamend vyssie ohodnotenie zarovnania to, ze sekvencie su si viac
podobné; na rozdiel od jednoduchej edita¢nej vzdialenosti, ktora vyjadruje pocet zmien. Na
obrazku 2.3 je vidiet zarovnanie mlie¢nych proteinov a na obrazku 2.4 je ukazka ohodnotenia
zarovnania pomocou matice BLOSUM 62.

Nastroje na zarovnavanie a vyhladavanie podobnych sekvencii

V tejto praci st pouzité tri zarovnavacie néstroje: PSI-BLAST [1], USEARCH [3] a néstroj
MDMseqs2 [21]. PSI-BLAST sa pouziva na vyhladdvanie podobnych sekvencii v proteinovych
databazach, napriklad v databdze NCBI nr [17]. Zadané sekvencia, ktora sa pouziva na
vyhladavanie podobnych sekvencii, je v tejto praci oznacovana ako vstupnd sekvencia.

Statistickd vyznamnost ohodnotenia zarovnania vstupnej sekvencie a nijdenej sekvencie
sa uvadza ako hodnota E-value, ¢o je ocakavany pocet nahodne najdenych sekvencii s rov-
nakym alebo vyssim ohodnotenim zarovnania so vstupnou sekvenciou [12]. Zjednodusene
je hodnota E-value pocet ocakavanych vysledkov podobnej kvality, ktoré je mozné najst
nihodou. Cim je hodnota E-value mensia, tym je vysledok lepsi. Hodnota E-value moze
byt prvym filtrom na vyhladavanie v databaze — st ziadané vysledky s hodnotou E-value
rovnakou alebo lepsou ako zadanou. Ak sa vyhladavaniu zadd hodnota E-value 1e-50,
budi vysledky velmi podobné vstupnym sekvenciam, ale bude ich mélo. Hodnotu 0.01 je
mozné stale povazovat za vhodnd na najdenie sekvencii pribuznych proteinov. Hodnota
10 je implicitnd hodnota pre BLAST a zahrnie vysledky, ktoré nemézu byt povazované za
vyznamné, ale mé6zu poskytnit predstavu o moznych vztahoch [18].

2.3 Zarovnanie viacerych sekvencii

Zarovnanie viacerych sekvencii (v angli¢tine multiple sequence alignment, skratka MSA)
je zovSeobecnenim zarovnania dvoch sekvencii. Zatial ¢o zarovnanie dvoch sekvencii je
vyznamné pri vyhladavani v databaze, zarovnanie viacerych sekvencii je zasadné pre analyzu
proteinovych rodin. MSA spresnuje zarovnanie a pre proteinovi rodinu poukazuje na
spolocné a odlisné javy.

Na vytvorenie MSA su vSetky sekvencie najprv navzajom porovnané a zhlukovanim
vytvoria vodiaci strom. Sekvencie sa potom postupne zarovnavaju v smere zdola nahor,
poc¢nic koncovymi zhlukmi v strome az po vnuatorné uzly, az kym sa nedosiahne koren.
Akonéahle st dve sekvencie zarovnané, ich zarovnanie je zafixované a je dalej povazované za
jednu sekvenciu [10]. Vzhladom k tomu, Ze zarovnavanie viacerych sekvencii je v podstate
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Obr. 2.2: Substituénd matica BLOSUM 62 [7] urcujica ohodnotenie vSetkych moznych
dvojic aminokyselin v zarovnani.

Query 224aa >sp|P02666|CASB_BOVIN Beta-casein 0S=Bos taurus 0X=9913 GN=CSN2 PE=1 SV=2
Target 222aa >sp|P11839|CASB_SHEEP Beta-casein 0S=0Ovis aries 0X=9940 GN=CSN2 PE=1 SV=3

Qry 1 MKVLILACLVALALARELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQTQSLVY 75

LEEECEEEEEEEEEEEE e L FEEee e e e e LEEee e e e e e e e e e e e 1
Tgt 1 MKVLILACLVALALAREQEELNVVGETVESLSSSEESITHINKKIEKFQSEEQQQTEDELQDKIHPFAQAQSLVY 75

Qry 76 PFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMGVSKVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHL 150

R N N
Tgt 76 PFTGPIPNSLPQNILPLTQTPVVVPPFLQPEIMGVPKVKETMVPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVEKLHL 150

Qry 151 PLPLLQSWMHQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPIIV 224

LCEPEEEEEE TV EEEEEEE FEEEEEE R FEEEE PP iy e |
Tgt 151 PLPLVQSWMHQPPQPLPPTVMFPPQSVLSLSQPKVLPVPQKAVP--QRDMPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPILY 222

Obr. 2.3: Zarovnanie sekvencii kazeinu z kravského mlicka (CASB_BOVIN) a kazeinu
z ovéieho mlieka (CASB__SHEEP). Medzi proteinovymi sekvenciami je riadok symbolov
indikujicich sekvenéntt podobnost. Zhodné znaky st znacené zvislou ¢iarou (|), znaky
s ohodnotenim >= 2 v matici BLOSUM 62 st znac¢ené dvojbodkou (:) a znaky s kladnym
ohodnotenim < 2 v tejto matici si znacené bodkou (.). Vypocet ohodnotenia zvyraznenej
Casti zarovnania je na obrazku 2.4. Sekvencie st ziskané z databdzy UniProtKB [23] a st
zarovnané nastrojom USEARCH [3].

CASB_BOVIN E VvV M G V S
I

CASB_SHEEP E I M G V P

Ohodnotenie 5+3+5+6+4+-1=22

Obr. 2.4: Ohodnotenie ¢asti zarovnania sekvencii CASB__ BOVIN a CASB_ SHEEP pomocou
matice BLOSUM 62. Celé zarovnanie sekvencii je na obrazku 2.3.



Vtom jdouce, trefime mezi jakési,
kteriZz plnou sin cifer majice, prebirali se v nich.

A: N&ktefri berouc z hromady, rozsazovali je;
B: jini zase prehr3lim shriiujic, na hromdadky kladli;
C: jini opét z té&ch hromddek dil ubirali a obzv14st’ sypali;
D: jini opét ty dily v jedno sndseli;
E: a jini zase to d&lili a rozndseli,
az sem se tomu jejich dilu podivil.
A: N&kteri berouc z
B: jini zase prehr3lim shriiujic
C: jini opét z té------- ch
D: jini opét ty
E: a jini zase to
A: hromad-------- y, rozsazova-li je
B: na hromdd-k------ y kladli
C: hromddek d--11 ubira-1i a obzvldst sypa--1li
D: d--ily v jedno s-ndseli
E: délili a roz------------------------- naseli

Obr. 2.5: Ukdzka zarovnania viacerych retazcov. Kazdy zarovndvany riadok (A — E) zastupuje
jednu proteinovu sekvenciu. Rovnaké znaky st zvyraznené a zarovnané pod sebou. Pri
zarovnani iba dvoch retazcov B a D by vzajomné poloha slov opét a zase bola nejednoznacna.
Retazec C toto zarovnanie spresnuje a dava slovo opét pred slovo zase. Text pochadza z Casti
Mezi aritmetiky z knihy Labyrint svéta a raj srdce od Jana Amosa Komenského [9].

textovym algoritmom, je mozné tento princip ukézat na retazcoch bez biologického kontextu
— ako je tomu na obréazku 2.5. Na vytvorenie zarovnania viacerych proteinovych sekvencii je
mozné pouzit ndstroj Clustal Omega [20]. Ukdzka vytvoreného zarovnania je na obrazku 2.6.

2.4 Siet sekvencnej podobnosti

Vzajomnu podobnost skupiny proteinovych sekvencii — sekvencény priestor — je mozné
vizualizovat pomocou siete sekvencnej podobnosti (v angli¢tine sequence similarity network,
skratka SSN). Uzly v grafe SSN zastupuju sekvencie a dizky hrén st tmerné k sekvencnej
podobnosti spojovanych uzlov. Podobné sekvencie su blizko seba, zatial ¢o vzdialenejsie
sekvencie su spojené dlhsou hranou alebo po prekroceni urcitého prahu nie st spojené vobec.
Na zlepsenie prehladnosti moze byt graf SSN pre pocetnt skupinu sekvencii zjednoduseny
tym, ze uzly budd zastupovat nielen jednu sekvenciu, ale zoskupenie velmi podobnych
sekvencii, ¢im sa zredukuje pocet uzlov v grafe. SSN poskytuje jasny vizualny pristup
na identifikovanie zhlukov velmi podobnych sekvencii a na rychle odhalenie vzdialenych
sekvencii. Ukazka grafu SSN je na obrazku 2.7.
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Obr. 2.6: Zarovnanie viacerych sekvencii zobrazené néstrojom Unipro UGENE [15].

Obr. 2.7: Graf siete sekvenénej podobnosti. Uzly reprezentuju proteinové sekvencie a dizky
hran st tmerné k sekvencnej podobnosti spojovanych uzlov.



Kapitola 3

Enzymy a overenie enzymatickej
funkcie

Tato kapitola predstavuje enzymy a popisuje sposob, na zaklade ktorého sa v tejto praci
overuje, ¢i pribuzny protein zdiela so znamym proteinom enzymaticki funkciu.

3.1 Enzymaticka funkcia

Proteiny s enzymatickou funkciou (enzymy) katalyzuju chemické reakcie v zivych organiz-
moch. Katalyzovand chemicka reakcia je transformacia substrdtu na produkt za pritomnosti
katalyzdtora. Katalyzator umoznuje alebo urychluje priebeh reakcie, pricom vystupuje z re-
akcie nezmeneny. Vzhladom k tomu, Ze enzymy nie st jedinou skupinou chemickych latok
sluziacich ako katalyzatory, sa na ich oznacenie pouziva tiez pojem biokatalyzdtory. Enzym je
mozné predstavit si ako dielniu na vyrobu produktu zo zdrojovej suroviny. Zdrojovi surovinu
(substrat) je potrebné najprv doviezt do dielne (enzymu), kde prebehne vyroba produktu,
ktory nasledne dielnu opusti.

Za funkciu kazdého enzymu st zodpovedné konkrétne aminokyseliny nazyvané esencidlne
rezidud. Esencidlne rezidua vytvaraju s premienanou latkou docasné vizby, ¢im na nu
spolo¢ne posobia. Napriklad, pre enzym s oznacenim DhIA st to aminokyseliny na poziciach
124, 125, 175, 260 a 289.

3.2 Overenie enzymatickej funkcie podobnych proteinov

Pribuzné proteiny — proteiny s podobnymi sekvenciami — moézu a nemusia mat rovnakt
funkciu. Naopak i vzdialené proteiny mozu mat rovnakd funkciu. Neexistuje ziadny prah
podobnosti sekvencii, pomocou ktorého je mozné bezpecne urcif, ¢i maji dva proteiny
rovnaki funkciu [8].

Na zistenie, ¢i dva proteiny maji rovnaki enzymatickd funkciu, je mozné overit pritom-
nost esencidlnych rezidui v skiimanej proteinovej sekvencii. Templdt je enzym so znamymi
poziciami esencidlnych rezidui. Kazdé esencidlne reziduum ma pri katalyze svoju Specificki
rolu. Tdto rolu mézu byt schopné plnit viaceré aminokyseliny. V zarovnani skiimanej sek-
vencie s templatom sa overi, ¢i na poziciach uréenymi esencidlnymi reziduami v template st
v skiimanej sekvencii vhodné aminokyseliny (3.1).



A T 1 B
—_ —

Obr. 3.1: Overenie pritomnosti esencidlnych rezidui. Zeleny obdlznik oznacuje templat
a modry obdlZnik skimant sekvenciu. Cervené znacky reprezentuju esencidlne rezidus.
V kroku A sa templat zarovna so skimanou sekvenciou. Vzniknuté medzery st oznacené
vodorovnymi ¢iarami uprostred sekvencii. V kroku B sa prenesi pozicie esencidlnych rezidui
z templatu na skiimantu sekvenciu. Ak st na tychto pozicidch v skimanej sekvencii vhodné
aminokyseliny, je skimand sekvencia oznacena ako domnely enzym.

V nastroji, ktory je vystupom tejto prace, sa tato metdda pouziva so zarovnaniami
dvoch sekvencii, rovnako ako aj so zarovnaniami viacerych sekvencii, kde je jeden templat
a niekolko skiimanych sekvencii.
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Kapitola 4

Proteinové databazy

Mnozstvo objavenych informacii o proteinoch kazdorocne rastie a rézne institicie tieto tdaje
zhriuju do databédz. Databazy obsahuju napriklad: (i) proteinové sekvencie, (ii) pozicie
esencidlnych rezidui, (iii) funkéné domény proteinov, (iv) trojrozmernt Struktiru proteinov,
(v) zaradenie do proteinovych rodin, (vi) popis alebo predikciu funkcie proteinov, (vii) odkazy
na podobné proteiny a (viii) prepojenia na iné databédzy. Proteinové databazy s verejne
dostupné a je mozné k nim pristupovat cez webové rozhranie alebo stiahnutim celej databézy
na disk.

Databaza NCBI nr (non-redundant) [17] zdruzuje proteiny z roznych databdz a vy-
skumov a usiluje sa o to, aby v nej bola kazda proteinova sekvencia iba raz, aby tato
databaza neobsahovala identické proteiny viackrat. NCBI nr obsahuje 265 miliénov prote-
inovych sekvencii (vydanie zo 4. 3. 2020). Nastroj BLAST umoznuje tito databdzu stiahnut
a vyhladavat v nej podobné sekvencie. Velkost databazy na disku je 206 GiB.

Databaza UniProtKB (UniProt Knowledgebase) [23] obsahuje popisy funkcii proteinov,
pozicie esencidlnych rezidui enzymov, zaradenie do proteinovej rodiny, funkéné domény
a dalsie informacie. Databdza UniProtKB je rozdelené na dve casti: (i) Swiss-Prot, kde st
anotécie o proteinoch skontrolované odbornikmi, a (ii) TrEMBL, kde st anotacie ziskané iba
vypoctovou charakterizaciou. Vo vydani 2020_ 02 obsahuje Swiss-Prot 562 tisic zdznamov,
zatial ¢co TrEMBL obsahuje 180 miliénov zaznamov. Tento nepomer poukazuje na doélezitost
vypoctovej analyzy proteinov. Obe casti databdzy UniProtKB st dostupné cez prehladné
webové rozhranie a tiez ako stibory vo formate XML, ktoré je mozné lahko spracovat a najst
v nich potrebné informaécie.

Databéza UniParc (UniProt Archive) je rovnako ako databaza UniProtKB spravovana
konzorciom UniProt. UniParc je archivom vsetkych verejne dostupnych proteinovych sek-
vencii na svete. Proteiny moézu pochédzat z roznych zdrojovych databaz. UniParc uklada
kazdu unikatnu sekvenciu iba raz a oznacuje ju identifikdtorom UPI. Identifikator UPI
sa nikdy nezmaze, nezmeni a ani nepriradi inej sekvencii. UniParc obsahuje iba samotné
sekvencie a odkazy na zdznamy zdrojovych databaz. Pri tychto odkazoch sa uchovava datum
prvého a posledného zaznamenania danej sekvencie v zdrojovej databaze. Vo vydani 2020 02
obsahuje UniParc 322 miliénov sekvencii.

Databaza Pfam [4] sa zameriava na proteinové rodiny. Proteinové rodiny si zastipené
zarovnaniami viacerych sekvencii (MSA) a skrytymi Markovovymi modelmi (HMM). Pro-
teiny s zlozené z jedného alebo viacerych funkénych regionov, ktoré sa nazyvaji domény.
Identifikovanim domén v proteinovych sekvenciach je mozné nahliadnut na funkciu proteinu.
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Kapitola 5

Navrh nastroja EnzymeMiner

Nastroj na vyhladavanie pribuznych enzymov je potrebné dosledne navrhnit. V oddiele 5.1
sa nachadza navrh vypoctového jadra, ktoré zabezpeci hlavni vypoctova cast nastroja.
Oddiel 5.2 predstavuje navrh uzivatelského rozhrania, pomocou ktorého méze uzivatel
(i) zadat ndstroju tlohy na vypocet a (ii) vyzdvihnit si vysledky zadanych tloh. Posledny
oddiel 5.3 popisuje navrhnutt architektiru pre nastroj EnzymeMiner.

5.1 Navrh vypoctového jadra

Navrh vypoctu vychddza zo skisenosti Loschmidtovych laboratérii s hladanim enzymovej
rodiny haloalkdn dehalogenaz [24]. Pracovny postup néstroja ma tri kroky: (i) vyhladavanie
homolégov, (ii) filtracia zalozend na esencidlnych reziduach, (iii) anotacia vyslednych sek-
vencii (5.1). Na vykonanie tychto tloh pozaduje vypoctové jadro dva rézne typy informécii:
(i) vstupné sekvencie, (ii) templaty esencidlnych rezidui. Vstupné sekvencie slizia ako sek-
vencie na vyhladdvanie homolégnych (pribuznych) sekvencii. Templaty esencidlnych rezidui,
definované ako dvojice proteinovej sekvencie a sady esencidlnych rezidui v tejto sekvencii,
umoznia nastroju vybrat spomedzi homolégov sekvencie s najvéicsou pravdepodobnostou en-
zymatickej funkcie. Kazdé esencidlne reziduum je definované nazvom, poziciou v proteinovej
sekvencii a mnozinou povolenych aminokyselin pre ttato poziciu.

V prvom kroku vyhladavania homolégov buda vstupné sekvencie pouzité ako vstup
pre nastroj PSI-BLAST [1] na vyhladdvanie v proteinovej databidze NCBI nr [17]. Ak
bude zadanych viacero sekvencii, vyhladavanie sa spusti pre kazdi sekvenciu zvlast. Umelé
proteinové sekvencie, Cize sekvencie s oznacenim artificial, synthetic construct, vector,
vaccinia virus, plasmid, halotag alebo replicon, sa odstrania, pretoze nepochadzaju z prirody
a neméa zmysel zaoberat sa nimi v tomto nastroji, ktory medzi proteinami predpoklada
prirodzeny vyvoj. EnzymeMiner zoradi vysledky nastroja PSI-BLAST podla hodnoty E-value
a do dalsich krokov posunie maximalne 10 000 najlepsich vysledkov. Dévod tohto obmedzenia
je zrejmy — prilis velké mnozstvo sekvencii by spomalilo vypocet a vyzadovalo by prilis vela
diskového priestoru. Konkrétne pouzitie nastroja vSak moze pozadovat vyssi limit pocétu
najlepsich vysledkov, aby sa mohli odhalit aj vzdialenejsie vysledky, a preto bude mozné
tento parameter nastavit podla potreby.

V druhom kroku filtracie zalozenej na esencidlnych rezidudch sa vysledky vyhladavania
homolégov prefiltruji pouzitim templatov esencidlnych rezidui. Po prvé, vysledné sekvencie
z predoslého kroku sa rozdelia do templatovych zhlukov. Kazdy zhluk bude obsahovat vsetky
sekvencie, ktoré sa s danym templatom zhodujui v esencidlnych reziduach. Esencidlne rezidua
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Obr. 5.1: Pracovny postup néastroja EnzymeMiner. Zékladné kroky postupu: (i) vyhladava-
nie homoldgov, (ii) filtracia zaloZend na esencidlnych reziduéch, (iii) anotacia vyslednych
sekvencii.

sa skontroluji pomocou parového zarovnania s templatom nastrojom USEARCH [3]. Ak sa
sekvencia zhoduje s viacerymi templatmi esencidlnych rezidui, bude priradena k templatu
s najvyssou sekvenc¢nou identitou. Po druhé, po rozdeleni sekvencii do zhlukov sa pre kazdy
zhluk skonstruuje zarovnanie viacerych sekvencii (MSA) néstrojom Clustal Omega [20]. MSA
dodatocne overi esencidlne rezidud vo vysledkoch, a to skontrolovanim prislusného stipca
v MSA. Sekvencie, ktoré sa nebudu zhodovat v esencidlnych reziduach s templatom, budua
zo zhluku odstranené. Po tretie, pre kazdy zhluk sa MSA skons$truuje znova a naposledy
sa skontroluju esencidlne rezidua. Tato druhd iterdcia filtrovania pomocou MSA spresni
zarovnanie tym, ze uz v nom nebudu divergentné sekvencie, ktoré mali vplyv na zarovnanie
v prvej iteracii.

V poslednom anotacnom kroku sa vysledné proteinové sekvencie oanotuji pouzitim
roznych databdz a prediktorov: (i) transmembranové regiény sa predikuji nastrojom
TMHMM [11], (ii) Pfam domény sa predikuji néastrojom InterProScan [16], (iii) anotacie
o zdrojovych organizmoch vyslednych proteinov sa ziskaji z databazy NCBI Taxonomy [5]
a z databézy NCBI BioProject [2], (iv) rozpustnost proteinu sa predikuje néstrojom SoluProt
(zatial nepublikovany nastroj Loschmidtovych laboratorii), (v) sekvencnd identita so vstup-
nymi sekvenciami, s ostatnymi vyslednymi sekvenciami alebo s dalsimi volitelnymi vstupnymi
sekvenciami sa vypocita nastrojom USEARCH [3], (vi) ddtum prvého zaznamenania (first
seen) sa zisti z databdzy UniParc a (vii) v pripade, ze mé sekvencia revidovany zaznam
v databaze Swiss-Prot, tak sa k vyslednej sekvencii priradi oznacenie tohto zaznamu.

Sekvencény priestor vyslednych sekvencii sa vizualizuje pouzitim sieti podobnosti repre-
zentativnych sekvencii (SSN, oddiel 2.4). Siete sa vygeneruji na roznych trovniach detailu.
Varianty s mensimi detailmi budt mat uzly znazornujice viacero sekvencii a uzly variantov
aby siet nebola prilis velka. Preto sa siete vygeneruju na rozlicnych prahoch zhlukovania
pouzitim nastrojov MMseqs2 [21] a Cytoscape [19]. SSN poskytne jasny vizudlny pristup
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Obr. 5.2: Navrh grafického uzivatelského rozhrania na zadanie vstupu pouzitim revidovanych
sekvencii z databdzy Swiss-Prot. Vstupné sekvencie mozu byt vybrané pouzitim: (i) tabulky
sekvencii, (ii) siete sekvenénej podobnosti, (iii) prahu sekvenc¢nej identity.

na identifikovanie zhlukov velmi podobnych sekvencii a na rychle odhalenie vzdialenych
sekvencii.

5.2 Navrh uzivatelského rozhrania

Nové tlohy moézu byt zadané z webového uzivatelského rozhrania. Nastroj EnzymeMiner
poskytne dva konceptualne odlisné spésoby, ako definovat vstup pre pracovny postup:
(i) pouzitim revidovanych sekvencii z databazy UniProtKB/Swiss-Prot [23] a (ii) pouZitim
vlastnych sekvencii. Moznost vybrat revidované sekvencie je vhodna pre uzivatelov, ktori
nemaji hibkovi znalost zaddvanej enzymatickej rodiny. Moznost zadat vlastné sekvencie
poskytuje plna kontrolu nad vstupom pre nastroj EnzymeMiner a je vhodnd pre uzivatelov,
ktori dobre poznaju zaddvani enzymaticki rodinu a chct nastroju zadat pokrocilé zaciatocné
informécie na ziskanie lepsich vysledkov. Posledna moznost je kombinacia oboch pristupov,
kde st najprv vybrané revidované sekvencie a nasledne ich uzivatel upravi. Uzivatel mo6ze
tiez vyuzit moznost nacitat si predpripraveny vzorovy vstup.

Revidované sekvencie z databazy Swiss-Prot

V zalozke Swiss-Prot sequences (5.2) mozu byt sekvencie ziskané na zdklade Enzyme
Commission (EC) ¢isla z databdzy Swiss-Prot. Po zadani tohto ¢isla sa zobrazi tabulka
vsetkych sekvencii danej EC skupiny a prislusna siet sekvenc¢nej podobnosti. Tabulka ma
Styri stlpce: (i) ndzov sekvencie (accession) odkazujici do databazy UniProt, (ii) pocet

14



esenciglnych rezidui, (iii) dizka sekvencie a (iv) sekvenény graf. Sekvenény graf ukazuje dve
dolezité vlastnosti sekvencie — pozicie esencidlnych rezidui a identifikované Pfam domény.
Esencialne rezidua st konkrétne jednotlivé aminokyseliny a Pfam domény st stvislé funkéné
regioény tvorené viacerymi aminokyselinami. Na zobrazenie iba riadkov so sekvenciami, ktort
maju urcitt Pfam doménu, mdze uzivatel vyuzit filtrovacie pole so zoznamom domén v EC
skupine. Prepinac¢ Show selected only zobrazi v tabulke iba uzivatelom vybrané sekvencie bez
ohladu na vybrané domény vo filtrovacom poli. Graf siete sekvencnej podobnosti znazornuje
sekvencny priestor vsetkych sekvencii v zadanej EC skupine. Uzly zastupuju Swiss-Prot
sekvencie. Dlzky hran st timerné k sekvenénej identite spojovanych uzlov. Podobné sekvencie
su blizko seba, zatial ¢o vzdialenejsie sekvencie nie st spojené vobec. Aktuédlne vybrané uzly
su farebne zvyraznené.

Vybrat Swiss-Prot sekvenciu ako vstupnil sekvenciu pre nastroj EnzymeMiner je mozné
tromi spésobmi: (i) vyber riadku v tabulke sekvencii, (ii) vyber uzlu v sieti sekvenénej
podobnosti alebo (iii) vyber zastupcov zhlukov uré¢enim prahu sekvencnej identity. Tlacidla
prahu sekvencnej identity vyberd zastupcov zhlukov vytvorenych zhlukovanim s danym
percentualnym prahom sekvencnej identity. Pomocou tejto funkcie moze uzivatel automaticky
vybrat malé mnozstvo sekvencii, ktoré pokryvaji cely sekvenény priestor zadanej EC skupiny.
Vsetky vybrané Swiss-Prot sekvencie si1 pouzité ako vstup na vyhladanie homolégov a s
tiez pouzité ako templaty esencidlnych rezidui pre filtracny krok navrhnutého pracovného
postupu. Na tpravu vybranych sekvencii a templatov esencidlnych rezidui méze uzivatel
prepniit uzivatelské rozhranie do zalozky Custom sequences a vyber si ru¢ne prisposobit.

Vlastné sekvencie

V zélozke Custom sequences (5.3) moze pouzivatel zadat vlastné vstupné sekvencie a templaty
esencidlnych rezidui. Na tejto stranke moze pouzivatel nahraf celé zadanie tilohy zo stuboru.
Sekvencie je mozné zadat vo formate FASTA vyplnenim vstupnych poli alebo nac¢itanim
zo suboru so sekvenciami. Sekvencie vo formate FASTA obsahuju: (i) hlavicku s ndzvom
reziduf sa vypliiaji tpravou tabulky.

Sekvencie zadané do pola Query sequences budi pouzité ako vstup na vyhladavanie ho-
molégov (pribuznych sekvencii). Nepovinné sekvencie zadané do pola Other known sequences
budt pouzité na vypocitanie identity s vyslednymi sekvenciami.

Templaty esencidlnych rezidui si zasadnymi zdrojmi informécii potrebnych vo filtra¢nom
kroku pracovného postupu nastroja. Vsetky vysledné sekvencie nastroja sa musia zhodovat
v esencidlnych rezidudch s aspon jednym templatom. Upravovatelna tabulka templatov ma
pre kazdy templét jeden riadok a pre kazdé esencidlne reziduum jeden stipec. Ndzvy sekvencie
(accessions) musia tvorit podmnozinu nézvov sekvencii zadanych vo vstupnych poliach
sekvencii. Nie kazda vstupna sekvencia musi byt templdtom, ale kazdy templat musi mat
sekvenciu v poli Query sequences alebo v poli Other known sequences. Okrem prvého stipca
(Accession) st nézvy stipcov uzivatelom definované ndzvy esencidlnych rezidui oznacujice
ich roly pri katalyze. Pod ndzvom esencialneho rezidua s ¢iarkou oddelené jednoznakové
znacky povolenych aminokyselin, ktoré st schopné plnit rolu esencidlneho rezidua. Tieto
aminokyseliny uzivatel vyberie pomocou modélneho okna zobrazeného po kliknuti na tlac¢idlo
Set residues. Riadky i stipce je mozné pridavat a odstranovat podla potreby. Vnutornu cast
tabulky predstavuju ¢iselné pozicie rezidua uréeného stipcom v sekvencii urcenej riadkom.
V pripade, ze v sekvencii nebude na zadanej pozicii jedna z povolenych aminokyselin, bude
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Job Input

Swiss-Prot sequences ‘ Custom sequences |
[ Upload input file ] [ Load example ]
Query sequences [ Upload FASTA ]
>Q6Q3H0
MINAIRTPDQRFSNLDQYPFSPNYLDDLPGYPGLRAHYLD LARVIA
PDFFGFGKSDKPVDEEDYTFEFHRNFLLALIERLDLRNIT| Allowed residues for Nucleophile [DPVTO
PAFSAFVTQPADGFTAWKYDLVTPSDLRLDQFMKRWAPTL \CIDIS
TEAISFWONDWNGOTFMAIGMKDKLLGPDVMYPMKALING| (JA (Jc (v (Owm (Jw

Or O« 0O 0OF O
Other known sequences Oy O Ov OF Ov FASTA

Sequences in FASTA format... O Je¢ (O« »Os (gr

canceL

A
Essential residue templates [ v Add sequence (row) ] [ > Add residue (column) ]
v Accession v Halide 1 X | v Enter name X | v Nucleophile| X | v Proton donor X |v
W, N W, N Set residues ® D, E
Q6Q3HO 125 175 124 260 X
Q73Y99 Enter position Enter position 123 250 X
Enter accession Enter position Enter position 114 138 X

Obr. 5.3: Néavrh grafického uzivatelského rozhrania na zadanie vlastnych vstupnych sekvencii
a templatov esencidlnych rezidui.
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Job Results

Job output information Download results

Job ID: example [ Result table (XLSX) ]
Job Title: Example [ Result table (TSV) ]
Status: Done ( Raw results )

Target selection table

[ Select all ][ Deselect all ][ Undo ][ Redo ] | Select primary domains... |v |
Minimum solubility Query identity range O=
Selected TFuII DatasetTExtra DomainT Organism TTemperatureT Salinity TBiotic ReI.T Disease TTransmembrane
. . |al
Accession G Kingdom | Solubility SETEIED Doma|.n Organism Ess.entlal |
query length annotation residues
WP_071575177.1 | D4z2G1_S1| B 0.9399 270 | Abhydrolase 1| Corynebacterium |-y | |
diphtheriae
Rhodococcus
- Y/
(] 3SKO_A D472G1_81 B 0.9393 311 Abhydrolase_1 NDWEH
rhodochrous 9
AGS48406.1 D472G1_S1 B 0.9357 290 Abhydrolase_1 | Rhodobacteraceae | NDWEH
O WP_003902310.1 | D4Z22G1_S1 B 0.925 292 Abhydrolase_1 | Renilla reniformis | NDWEH |
<] C ) 13

Obr. 5.4: Navrh grafického uzivatelského rozhrania na zobrazenie vysledkov tlohy.

uzivatel vyzvany na dpravu sekvencie, mnoziny povolenych aminokyselin alebo zadanej
pozicie.

Prechod z revidovanych sekvencii na vlastné sekvencie

Pri prechode zo zalozky Swiss-Prot sequences do zalozky Custom sequences, ak bolo zadané
EC ¢dislo a vybrana aspon jedna sekvencia, sa vybrané sekvencie automaticky prenest do
pola Query sequences, pole Other known sequences zostane prazdne a tabulka templatov
esencialnych rezidui sa vyplni podla vybranych sekvencii. Pre kazda sekvenciu sa vytvori
jeden riadok tabulky. Vsetky esencidlne rezidud vybranych sekvencii sa zdruzia podla nazvu
rezidua a vytvoria stipce tabulky. Povolené aminokyseliny sa automaticky nastavia ako
zjednotenie aminokyselin ndjdenych na danych poziciach v sekvencidch s tymto esencidlnym
reziduom.

Zhrnutie zadania tlohy

Po zadani tilohy pomocou revidovanych alebo vlastnych sekvencii sa uzivatelovi zobrazi
zhrnutie zadania tlohy, kde si méze zadanie stiahnut a ulozif na opatovné pouzitie v bu-
dtcnosti. Po kontrole zadania tlohy uzivatel spusti tlohu, ¢im sa dostane na vysledkovt
stranku nastroja.
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Vysledkova stranka

Vysledkova stranka (5.4) bude rozvrhnuta do styroch sekcii: (i) informdcie o tlohe, (ii) tlacidla
na stiahnutie, (iii) vysledkova tabulka a (iv) siet sekvencénej podobnosti.

Pri informéaciach o tlohe je zobrazeny identifikator dlohy, ndzov dlohy a aktualny stav
ulohy. Pomocou tlacidiel na stiahnutie je mozné stiahnuf vysledkovi tabulku vo formate
XLSX alebo vo forméte tabmi oddeleny text a tiez archiv so vSetkymi vystupnymi stibormi
z pracovného postupu vypoctového jadra.

Vysledkova tabulka (Target selection table) je najddlezitejsim komponentom vysledkov
nastroja EnzymeMiner. Tabulka zobrazuje vSetky domnelé enzymové sekvencie identifikované
nastrojom EnzymeMiner a poméha vybrat sekvencie na experimentalnu charakterizaciu.
Kazdy z deviatich harkov tabulky zobrazuje vysledky z roznych pohladov: (i) Harok Selected
zobrazuje vsetky sekvencie vybrané z jednotlivych harkov. Harok Selected obsahuje oproti
ostatnych harkom jeden stipec navyse, ktory zaznamendva dévod vybrania. Implicitne je
tento dovod nastaveny na nazov harku, v ktorom bola sekvencia vybrand, ale moze byt
volne zmeneny. (ii) Harok Full Dataset zobrazuje vsetky identifikované sekvencie. (iii) Harok
Extra Domain zobrazuje sekvencie s dodatoé¢nymi Pfam doménami, ktoré boli ndjdené
v sekvencii, ale nie st zadané v poli Primary domains. (iv) Harok Organism zobrazuje
sekvencie so zndmym zdrojovym organizmom. (v) Harok Temperature zobrazuje sekvencie
z organizmov s anotaciou optimdlnej teploty v databaze NCBI BioProject. (vi) Harok
Salinity zobrazuje sekvencie z organizmov s anotaciou salinity v databaze NCBI BioProject.
(vii) Harok Biotic Relationship zobrazuje sekvencie z organizmov s anotaciou biotického
vztahu v databdze NCBI BioProject. (viii) Harok Disease zobrazuje sekvencie z organizmov
s anotdciou ochorenia v databdze NCBI BioProject. (ix) Harok Transmembrane zobrazuje
sekvencie s transmembranovymi regiéonmi predikovanymi nastrojom TMHMM. Na zobrazenie
vyslednych sekvencii je mozné pouzit dvojaky filter: (i) nastavenie minimélnej solubility
proteinu a (ii) nastavenie rozsahu sekvencnej identity ku vstupnej sekvencii.

Siet sekvencnej podobnosti znazornuje sekvencény priestor identifikovanych sekvencii.
Zhluky podobnych sekvencii, rovnako ako vzdialené sekvencie, m6zu byt jednoducho iden-
tifikované. Vzhladom k tomu, zZe vyslednych sekvencii mézu byt tisice, kazdy uzol mdze
reprezentovat viacero blizkych sekvencii, ¢o prispieva k prehladnosti a znizuje poziadavky
na vykon pri zobrazovani.

5.3 Architektiara nastroja

Mnoho krokov v ramci pracovného postupu je vypoctovo naro¢nych, a preto vyzaduje néstroj
architektiru sitt na mieru. Nastroj EnzymeMiner ma viacvrstvovu architektiaru, kde kazda
vrstva m4 Specificky tcel a zodpovednost (5.5).

Vigpoctové jadro realizuje hlavny pracovny postup nastroja (5.1). Jadro prijima tlohy
z databazy a ziskava prislusné stubory z disku. Pre kazdu ilohu jadro vytvori a naplanuje
niekolko vypoctovych modulov, ktoré implementujt jednotlivé kroky pracovného postupu,
pricom nezévislé moduly s spustené sibezne. Na vypocet neobycéajne naroénych procedir
vyuzivaju moduly jadra Vypoctovy cluster, ktory pouzitim svojich zdrojov spracuje zadand
tlohu. To znamena, Ze je potrebné rozliSovat tri r6zne vypoctové jednotky (5.6): (i) uzivatelom
zadand uloha pre vypoctové jadro, (ii) moduly jadra spravované vypoctovym jadrom
a (iii) dlohy spravované vypoc¢tovym clustrom.

Ulohové rozhranie zapuzdruje pracu s databdzou a pracu so stbormi do jednej vrstvy.
Toto rozhranie zabezpecuje konzistenciu medzi databdzou a sibormi a umoznuje (i) pridat
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Obr. 5.5: Viacvrstvova architektira navrhnuté pre nastroj EnzymeMiner.

VYPOCTOVY CLUSTER

|A1] [a2] |B1][B2]| B3] C-1
A A A A A A

| ModulA | | ModuB | | ModuC |
1 1 1

| Uloha jadra |

VYPOCTOVE JADRO

Obr. 5.6: Vypoctové jednotky néastroja EnzymeMiner. Tri typy vypoctovych jednotiek:
(i) dlohy jadra, (ii) moduly jadra a (iii) dlohy vypoétového clustra.



nové tlohy do databdzy a ulozit vstupné subory, (ii) stiahnut stav tlohy a vysledky ulohy
a (iii) ziskat Statistiku uzivatelského vyuzivania nastroja.

Webovy server nastroja je standardny webovy server obsluhujici uzivatelské poziadavky
klientov. Na tiito obsluhu vyuZiva tiez sluzby Ulohového rozhrania. S Webovym serverom tizko
spojena Webovd aplikdcia vytvara grafické uzivatelské rozhranie navrhnuté v oddiele 5.2.
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Kapitola 6

Implementacia nastroja
EnzymeMiner

Nastroj EnzymeMiner mé netrividlnu architektiru viacerych vrstiev, kde kazda vrstva
m4 svoj ucel a zodpovednost (oddiel 5.3). Vypoctové jadro, databaza, tlohové rozhranie
a webovy server su spustené a prepojené systémom Docker.

Vijpoctovy cluster pouziva na planovanie iloh Portable Batch System (PBS) a je spravo-
vany Loschmidtovymi laboratériami. Vygpoctové jadro (oddiel 6.1), implementované v jazyku
Java, zabezpecuje hlavny vypocet nastroja. Databdza MyS@QL uchovava informécie o tlohach
pre vypoctové jadro. Ulohové rozhranie (oddiel 6.2) je implementované v jazyku Java ako
HTTP aplikacné rozhranie pomocou frameworku Spring Boot. Webovy server spusteny cez
Node.js, ako jediny verejne pristupny server nastroja z Internetu, podava sibory potrebné
na zobrazenie webovej aplikacie a slizi ako brana k tlohovému rozhraniu. Webovd aplikdicia
(oddiel 6.3) je implementovand ako jednostrdnkové aplikdcia v systéme React s vyuzitim
spravcu stavu Redux. Zdrojové siibory implementécie a skripty pre vypoctovy cluster st
prilozené elektronicky a ich prehlad je uvedeny v prilohe C.

6.1 Implementacia vypoctového jadra

Vypoctové jadro realizuje hlavny pracovny postup nastroja (oddiel 5.1), komunikuje s databa-
zou a suborovym systémom a vyuziva sluzby vypoctového clustra. Jadro je implementované
v jazyku Java s pouzitim frameworku Loschmidtovych laboratorii. Zoznam parametrov,
ktoré je mozné nastavit pre vypocet tlohy, je uvedeny v prilohe A.

Framework Loschmidtovych laboratorii

Implementacia vypoc¢tového jadra pouziva framework Loschmidtovych laboratérii (dalej
ako framework), v spolupréaci s ktorymi tento projekt vznikol. Tento framework Struktiruje
vypocetny problém (dlohu) do modulov a zabezpecuje zdkladnii spoloéni funkcionalitu
pre bioinformatické néstroje, a to napriklad: (i) pldnovanie tloh, (ii) riadenie zavislosti
medzi modulmi, (iii) komunikécia s databazou, (iv) komunikacia s vypoctovym clusterom,
(v) vytvorenie diskového priestoru pre tlohu, (vi) symbolické nézvy pre stbory zdielané
medzi modulmi a (vii) e-mailové notifikdcie o zmene stavu tlohy. Programator s pouzitim
frameworku potrebuje uz iba (i) navrhnif a implementovat moduly, (ii) urcit vstupné
a vystupné sibory modulov a (iii) uréit zavislosti medzi modulmi.
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Obr. 6.1: Graf zavislosti modulov jadra. Modul sa neméze zacat vykonavat, kym nie st
uspesne dokoncené vsetky moduly zobrazené nad danym modulom v grafe zavislosti.

Vo vysledku jadro funguje nasledovnym spdsobom: (i) jadro néjde v databaze novi
tlohu, (ii) precita si Specifikdciu tlohy (vstupné stbory a parametre), (iii) vytvori pracovni
adresarovi Struktiru na disku pre tdto nova tlohu, (iv) skopiruje vstupné stbory do
vytvorenej adresarovej Struktiry, (v) naplanuje spustenie vypocetnych modulov a (vi) po
dokonceni vsetkych modulov ulozi do databazy informaciu, ze tiloha je dokoncend, alebo,
v pripade zlyhania nejakého modulu, Ze vypocet tlohy zlyhal.

Moduly a zdielané stibory

Vypocet jadra je rozdeleny do dvandstich modulov (obrazok 6.1), ktoré implementuju tri
kroky pracovného postupu: (i) vyhladavanie homolégov, (ii) filtracia a (iii) anotécie vysledkov.
Kazdy z modulov ma na disku svoj priestor, ale vSetky moduly mézu takisto pristupovat
k zdielanej zlozke, odkial ziskaju vstupné sibory a kam ulozia svoje vystupné subory. Zoznam
vsetkych zdielanych siborov je v tabulke 6.1. Jeden symbolicky nazov siboru méze zastupovat
skupinu suborov, a to tym, ze skuto¢nd cesta k stboru je parametrizovand. Napriklad,
skutoéna cesta pre pair_filter_cluster je pair_filter/cluster_${number}.fa; pri
ziskavani stiboru je nutné zadat hodnotu parametra number.

Modul Homology Search

Modul Homology Search vyhladéva v databaze NCBI nr [17] podobné proteinové sekvencie
ako vstupné sekvencie, a to pomocou nastroja PSI-BLAST [1].

Predspracovanie vstupnych siborov zahina odstranenie anotacii z hlavi¢iek vstupnych
sekvencii, pridanie pripony k identifikdtorom vstupnych sekvencii a prevod sekvencii na velké
pismend. Kazda sekvencia zo siboru queries sa ulozi do samostatného suboru. Pre kazdy
samostatny sibor s jednou sekvenciou sa spusti nastroj PSI-BLAST, ktorého vystupny sibor
obsahuje zoznam identifikatorov najdenych sekvencii. Po dokonceni vsetkych samostatnych
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Symbolicky nazov

Vstupné stbory

Popis

user_queries
user_known_sequences

user_catalytic_aas

Predspracované vstupné sibory

vstupné sekvencie na vyhladdvanie homolégov (FASTA)
vSetky vstupné (zndme) sekvencie (FASTA)

tabulka templatov esencidlnych rezidui

queries

known_sequences
input_annotations

catalytic_aas

predspracované vstupné sekvencie na vyhladavanie homologov
(FASTA)

predspracované vsetky vstupné sekvencie (FASTA)
anotacie z hlaviciek vstupnych sekvencii

tabulka templatov esencidlnych rezidui

Vyhladavanie homolégnych sekvencii

segs_blast
seqs_blast_pdb_accessions
seqs_blast_alternative_accessions

seqs_blast_annotations

Parové filtrovanie

néjdené podobné sekvencie (FASTA)
identifikdatory PDB struktur ndjdenych sekvencii
alternativne identifikdtory najdenych sekvencii

anotacie z hlaviciek najdenych sekvencii

templates
pair_filter_cluster_count

pair_filter_cluster *

MSA filtrovanie

sekvencie templdtov (FASTA)
pocet zhlukov z parového filtrovania

zhluky z parového filtrovania

msa_filter_a_cluster_count
msa_filter_a_cluster *

msa_filter_a_positions *

msa_filter_b_cluster_count
msa_filter_b_cluster *

msa_filter_b_positions *

accessions

alternative_accessions

identified_targets_templates

identified_targets
identified_targets_gz

identified_targets_residue_acids

pocet zhlukov z prvej iterdcie MSA filtrovania
zhluky z prvej iterdcie MSA filtrovania

pozicie esencidlnych rezidui templatov v zarovnani ich zhlukov
z prvej iterdcie MSA filtrovania

pocet zhlukov z druhej iteracie MSA filtrovania
zhluky z druhej iteracie MSA filtrovania

pozicie esencidlnych rezidui templatov v zarovnani ich zhlukov
z druhej iterdcie MSA filtrovania

identifikatory vyslednych vyfiltrovanych sekvencii
alternativne identifikatory vyslednych sekvencii
mapovanie vyslednych sekvencii na ich templaty
vysledné sekvencie (FASTA)

vysledné sekvencie (FASTA, GZIP)

aminokyseliny na pozicidch esencidlnych rezidui vo vyslednych
sekvenciach

Tabulka 6.1: Stibory zdielané medzi modulmi vypoctového jadra. Nazvy oznacené hviezdickou
su parametrizované.
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Symbolicky nazov

Celkové zarovnanie

Popis

overall_alignment_table
overall_alignment_success
identified_targets_residue_acids_extra

identified_targets_msa

tabulka pozicii esencidlnych rezidui celkového zarovnania
uspech celkového zarovnania (yes alebo no)
esencialne rezidua najdené vdaka celkovému zarovnaniu

celkové zarovnanie vsetkych vyslednych sekvencii

Anotéacie
pfam informécie o Pfam doménach vyslednych sekvencii
soluprot rozpustnost vyslednych sekvencii predikovand nastrojom

transmembrane_prediction

closest_known

closest_all

closest_query

tax_mapping
taxonomy

extremophilicity

Siet sekvencnej podobnosti

SoluProt

predikované transmembranové regiony vyslednych sekven-
cii

identitou najblizsie vstupné (zndme) sekvencie k vysled-
nym sekvenciam

identitou najblizsie vysledné sekvencie k vyslednym
sekvenciam

identitou najblizsie vstupné sekvencie, ktoré boli pouzité
ako vstup pre vyhladdvanie, k vyslednym sekvenciam

mapovanie sekvencii na organizmy
nazvy organizmov vyslednych sekvencii

informécie o organizmoch z databdzy Bioproject

identified_targets_lengths
network_options
network_nodes_edges *
network_cluster *

network_session *

Vysledkova tabulka

pocet aminokyselin vyslednych sekvencii

dostupné varianty siete

siet sekvencnej podobnosti (JSON)

reprezentanti a ¢lenovia zhlukov na vytvorenie siete

siet sekvencnej podobnosti vo forméate pre Cytoscape [19]

result_table

vysledkova tabulka (JSON)

Tabulka 6.1: Stbory zdielané medzi modulmi vypoctového jadra. Nazvy oznacené hviezdickou
su parametrizované (pokracovanie tabulky).
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Halide 1 [NW] Nucleophile [D] Halide 2 [W]
D472G1_S1 38 108 109
P22643_S2 125 124 175

Tabulka 6.2: Pozicie esencidlnych rezidui v sekvencidch templatov esencidlnych rezidui.
Hlavicka obsahuje nazvy rezidui a pismend v hranatych zatvorkach oznacujui povolené
aminokyseliny, ktoré mozu plnit rolu esencidlneho rezidua. V prvom stipci st identifikitory
sekvencii templatov. Cisla oznac¢uju pozicie aminokyselin v sekvencidch templatov.

vyhladévani sa zoznamy identifikatorov najdenych sekvencii zlicia a néstrojom FASTAcmd
sa ziskaju sekvencie vo formate FASTA. Ak hlavicka sekvencie obsahuje informaciu, ze
protein je umelo vytvoreny, alebo ak sekvencia obsahuje nezndmu aminokyselinu, tak sa
tato sekvencia odstrani. Hlavicky sekvencii mézu obsahovat viacero identifikatorov sekvencie
a dalsie pozndamky (anotéacie). Primarny identifikdtor sa urci tymto spdsobom:

e ak je sekvencia zhodnd s nejakou vstupnou sekvenciou, tak primarny identifikator je
identifikator vstupnej sekvencie,

e inak, ak hlavicka sekvencie obsahuje identifikator PDB struktury, tak priméarny identi-
fikator je tento identifikdtor PDB struktury,

e inak je primarny identifikdtor ten identifator, ktory je uvedeny v hlavicke ako prvy.

Ak hlavicka sekvencie obsahuje identifikdtor PDB struktiry, je tento identifikdtor ulozeny
do siboru seqs_blast_pdb_accessions. VSetky alternativne identifikdtory sekvencie sa
ulozia do stboru seqs_blast_alternative_accessions. Anotécie z hlaviciek sekvencii sa
ulozia do suboru seqs_blast_annotations. Nakoniec, ndjdenym sekvenciam sa nahradi
hlavicka ich primérnym identifikdtorom sa ulozia sa do stboru seqs_blast.

Modul Pair Filter

Modul Pair Filter odstrani z najdenych sekvencii tie sekvencie, ktoré podla parového
zarovnania nezdielaji esencidlne rezidua so ziadnym templatom esencidlnych rezidui.

Zo siboru known_sequences sa vyselektuji sekvencie templatov a ulozia sa do stiboru
templates. Templdty st urcené tabulkou templatov esencidlnych rezidui (6.2) v stbore
catalytic_aas. Nastroj USEARCH [3] vytvori parové zarovnanie kazdej ndjdenej sekvencie
(segs_blast) s kazdym templatom. V kazdom zarovnani sa zistuje, ¢i na poziciach urcenymi
esencidlnymi reziduami templatu st v skiimanej sekvencii povolené aminokyseliny. Na to je
potrebné previest cisté pozicie rezidui z tabulky templdtov na zarovnané pozicie rezidui —
pozicie rovnakych aminokyselin, ktoré st od ¢istych pozicii vacsie o pocet medzier vliozenych
zarovnanim.

Pre kazdy templat je inicializovany zhluk a dany templat je do tohto zhluku vlozeny.
Ak sa skiimana sekvencia zhoduje v esencidlnych reziduach aspon s jednym templdatom, je
zachovand a vlozena do zhluku tohto templatu, inak je odstranend. Ak sa skimand sekvencia
zhoduje s viacerymi templatmi, je vlozend do zhluku templatu, s ktorym méa najvacsiu
identitu. Vytvorené zhluky sa ulozia do siborov pair_filter_cluster.
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Modul MSA Filter

Modul MSA Filter vytvori z templatovych zhlukov zarovnanie viacerych sekvencii (v anglic-
tine multiple sequence alignment, skratka MSA) a odstrani zo zhlukov tie sekvencie, ktoré sa
podla zarovnania zhluku nezhoduja s templatom v esencidlnych reziduach. Toto filtrovanie
sa vykonava v dvoch iteraciach.

Templatové zhluky vytvorené v modul Pair Filter obsahuju jeden templat a sekvencie,
ktoré sa podla parového filtrovania zhoduju s tymto templatom v esencidlnych reziduach. Pri
zarovnani celého zhluku je vSak mozné, ze vzdjomné poloha medzi templdtom a sekvenciou
zhluku bude ind nez pri parovom zarovnani (oddiel 2.3).

Na zarovnanie zhlukov sa pouzije nastroj Clustal Omega [20] a zistia sa zarovnané pozicie
esencidlnych rezidui v templatoch, ktoré sa ulozia do siborov msa_filter_a_positions.
Po odstraneni s templatom sa nezhodujicich sekvencii zo zhlukov sa zhluky ulozia ako
nezarovnané do suborov msa_filter_a_cluster. Z tychto prefilrovanych zhluky opéat vy-
tvoria zarovnania, zarovnané pozicie esencidlnych rezidui v templatoch sa ulozia do stiborov
msa_filter_b_positions a po odstraneni nezhodujicich sa sekvencii sa tentokrat zarov-
nané zhluky — s vlozenymi medzerami — ulozia do siborov msa_filter_b_cluster.

Vsetky sekvencie v tychto podruhykrat prefiltrovanych zhlukov st oznacené ako vy-
sledné proteinové sekvencie a ulozia sa do siboru identified_targets. Identifikdtory
sekvencii sa ulozia do siboru accessions a alternativne identifikdtory sa ulozia do siboru
alternative_accessions. Priradenie vyslednych sekvencii k templatom sa uchova v su-
bore identified_targets_templates. Do siiboru identified_targets_residue_acids
sa ulozia konkrétne aminokyseliny, ktoré boli najdené vo vyslednych sekvencidch na poziciach
esencidlnych rezidui.

Modul Overall Alignment

Modul Owerall Alignment vytvara celkové spoloéné zarovnanie vsetkych templatovych
zhlukov. Celkové zarovnanie sa moze, ale nemusi podarit. Predpoklad tspesného zarovnania
je rovnaké poradie esencidlnych rezidui s rovnakym nazvom vo vsetkych templatoch.

Poradie zlucovania zhlukov je dané vzdialenostou medzi zhlukmi. Blizke zhluky — tie
s podobnejsimi sekvenciami — st zltcené ako prvé. Vzdialenost zhlukov je urcena ako
priemernd identita parového zarovnania medzi sekvenciami zhlukov. Na zistenie vzdialenosti
sa nezarovnavaju vsetky sekvencie, ale iba 100 ndhodnych sekvencii z kazdého zhluku.

Tabulka vzdialenosti uchovava vzdialenosti vsetkych dvojic zhlukov. Zhluky st na
zaciatku ziskané zo siborov msa_filter_b_cluster. Dvojica zhlukov s najmensou vzdia-
lenostou sa zluci do jedného nového zhluku. Zarovnania tychto dvoch zhlukov sa spolu
zarovnaju (zlucia) pomocou néastroja Clustal Omega [20]. Z tabulky vzdialenosti sa odstrania
zaniknuté zhluky, vlozi sa novy zhluk a vypocitaju sa pren vzdialenosti k ostatnym zhlukom.
Tento proces zlucovania sa opakuje, kym nezostane nakoniec iba jeden vysledny zhluk so
vsetkymi sekvenciami.

Celkové zarovnanie je uspesné vtedy, ak pre kazdé esencidlne reziduum plati, ze ak sa
nachadza vo viacerych templatoch, tak v celkovom zarovnani je vo vsetkych templatovych
sekvenciach na rovnakej pozicii. Tym, zZe je esencidlne reziduum vsetkych templatov na
rovnakej pozicii, je toto reziduum na rovnakych poziciach vo vSetkych vyslednych sekvenciach.
Pomocou tspesného celkového zarovnania je mozné odhalit vo vyslednych sekvenciach
dodatoc¢né esencidlne rezidud, ktoré nemé ich templat, ale mé ich iny templat.

Do stiboru overall_alignment_table sa ulozi tabulka pozicii esencidlnych rezidui
v celkovom zarovnani. Uspech celkového zarovnania (yes alebo no) sa zaznali do st-
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boru overall_alignment_success. Aminokyseliny na pozicidach esencidlnych rezidui vy-
slednych sekvencii, ktoré boli ndjdené vdaka celkovému zarovnaniu, sa ulozia do stiboru
identified_targets_residue_acids_extra. Samotné celkové zarovnanie sa ulozi do su-
boru identified_targets_msa.

Anotacné moduly

Modul Pfam predikuje pomocou nastroja InterProScan [16] Pfam domény vo vyslednych
sekvenciach.

Modul SoluProt predikuje pomocou vlastného nastroja Loschmidtovych laboratérii
rozpustnost vyslednych proteinov.

Modul Transmembrane Prediction predikuje pomocou nastroja TMHMM [11] transmem-
branové regiény sekvencii.

Modul Identity hlada ku kazdej vyslednej sekvencii pomocou nastroja USEARCH [3]
identitou najblizsie sekvencie z troch skupin: (i) vSetky vstupné sekvencie, (ii) vSetky vstupné
sekvencie, ktoré boli pouzité ako vstup pre vyhladdvanie pribuznych sekvencii, a (iii) vSetky
vysledné sekvencie.

Modul Bioproject Loader prevadza databdzu NCBI BioProject [2] z formatu XML do
forméatu TSV (tabmi oddelené hodnoty).

Modul Tazonomy zisti, z akych organizmov pochadzaji vysledné proteinové sekvencie,
a najde informécie o tychto zdrojovych organizmoch. Prepojenie medzi identifikatormi
sekvencii a organizmami je z databazy NCBI Taxonomy [5] a informécie o organizmoch
pochadzajt z databazy NCBI BioProject.

Modul Network

Modul Network vytvara siete sekvencnej podobnosti pre vysledné sekvencie (SSN, oddiel 2.4).
Najprv sa urcia vzdialenosti medzi kazdou dvojicou sekvencii a potom sa pre rézne varianty
siete urc¢i, ktoré sekvencie v nich budu zobrazené.

Vsetky dvojice vyslednych sekvencii sa zarovnaji nastrojom MMseqs2 [21]. Na zadklade
ziskangch hodnét podobnosti sekvencii (bitscore) a dizok sekvencii (leny, lens) sa vypodita
skére na dlzku hrany (score). Aby neboli vzdialené sekvencie (uzly) v grafe spojené dlhymi

.....

hrany je ziskany zo zdrojovych suborov nastroja EFI-EST [6, 14]:

score = —logyg(leny * leng) + bitscore * log; 2

Vzhladom k tomu, Ze vyslednych sekvencii moézu byt tisice, nie je vzdy potrebné zobra-
zovat kazdu sekvenciu ako samostatny uzol. Varianty siete zdruzuju skupinu podobnych
sekvencii do jedného uzlu a st identifikované percentudlnymi sekvenénymi identitami. V mo-
dule Network je implementovanych devét variantov s identitami v rozsahu 10 % az 90 %.
Pre kazdy variant néstroj MMseqs2 rozradi vSetky vysledné sekvencie do zhlukov tak, ze
vsetky sekvencie v kazdom zhluku zdielaju s reprezentantom zhluku identitu dand variantom.
Varianty s po¢tom zhlukov (uzlov) va¢sim nez 800 sa vyradia. Pre kazdy zo zvysnych va-
riantov sa vytvori popis grafu vo formate XGMML zalozenom na XML. Do grafov sa vlozia
uzly pre reprezentantov zhlukov a hrany spajajice tieto uzly s vypocitanym skére na dizku
hrany. Néstroj Cytoscape [19] z popisov grafov vytvori rozmiestnenie grafu v dvojrozmernom
priestore na zdklade dizok hran — uzlom sa uréia stradnice z a y. V{sledné rozmiestnené
siete z vystupu nastroja Cytoscape sa prevedu z formatu XML do forméatu JSON.
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Informacie o pocte uzlov a hran dostupnych sieti sa ulozia do siiboru network_options.
Rozmiestnené siete sekvenénej podobnosti sa ulozia do stiborov network_nodes_edges.
Reprezentanti a clenovia zhlukov sekvencii sa ulozia do stiborov network_cluster. Vystupné
subory nastroja Cytoscape vo formate ZIP sa ulozia do siiborov network_session.

Modul Result

Modul Result zhrnuje vysledné sekvencie a ich anotacie do vysledkovej tabulky, ktora sa
ulozi do stiboru result_table. Jednotlivé polia tabulky pre vysledné sekvencie st zobrazené
v tabulke 6.3.

6.2 Implementacia tlohového rozhrania

Ulohové rozhranie poskytuje webovému serveru pristup k databdze a siborovému systému.
Ulohové rozhranie mé HTTP koncové body (URL adresy) na zadanie dloh pre vypoctové
jadro, na prevzatie vysledkov uloh a na ziskanie Statistiky uzivatelského pouzivania nastroja.
Okrem toho, tlohové rozhranie slizi ako server na podéavanie vstupnych siborov pre vy-
po¢tové jadro. Ulohové rozhranie je implementované v jazyku Java s pouzitim frameworku
Spring Boot. Vsetky koncové body st zobrazené v tabulke 6.4.

6.3 Implementacia webovej aplikacie

Webova aplikacia je implementovana ako jednostrankova aplikacia v systéme React v jazyku
TypeScript, co je rozsireny JavaScript so statickym typovanim. Na spravu globalneho stavu
aplikdcie sa pouziva kniznica Redux a na pracu s URL adresou kniznica React Router.

React vyuziva deklarativny pristup ku generovaniu a zmene obsahu webovej stranky.
Programétor definuje struktiru stavu aplikacie a usporiadanie komponentov, pricom ich
zobrazenie je zavislé na stave. React sa stard o to, aby obsah stranky (DOM) bol automaticky
zmeneny po zmene stavu aplikdcie. Zmenou stavu je mozné dynamicky menit obsah stranky
bez komunikacie so serverom, ¢o vsak mé za néasledok to, ze URL adresa v prehliadaci
je vzdy rovnaka. Specifikdcia HTML5 definuje rozhranie na pracu s histériou prehliadaca
History API, ¢o vyuziva kniznica React Router na zmenu URL adresy.

Kniznica Redux podporuje znovupouzitelnost zobrazovacich komponentov a oddeluje ich
od funkcionality. Zobrazovacie komponenty si parametrizované — zobrazuji obsah podla
hodnoét parametrov bez znalosti pévodu tychto hodnot. Parametre moézu byt data, ale
i referencie na funkcie. Tym padom moéze mat zobrazovacia komponenta pre tlac¢idlo ako
parameter funkciu, ktora sa ma zavolat pri stlaceni tlacidla, bez toho, aby bolo telo tejto
funkcie v komponente definované.

Programéator si ma urcit stromovu struktiaru globalneho stavu a udalosti meniace tento
stav. Kontajnery urc¢uji hodnoty parametrov pre zobrazovacie kompontenty. Kontajnery
ziskavaju data zo stavu aplikdcie a poskytuju zobrazovacim kompontentom funkcie na
vyvolanie udalosti meniacich stav. Reducer obsluhuje udalosti a ako jediny meni globalny
stav aplikdcie. Reducer méze poverit diel¢ie reducery obsluhou udalosti pre podstromy stavu.

Webova aplikicia implementuje uzivatelské rozhranie navrhnuté v oddiele 5.2. Hlavné
komponenty st zobrazené na obrazku 6.2. Zadanie tlohy pouzitim revidovanych sekvencii
umoznuje komponent EcNumber (obr. 6.3), pre vlastné sekvencie je komponent Manual
(obr. 6.4). Zhrnutie zadania tlohy je implementované v komponente Summary a vysledkovi
stranku pre tspesne dokoncenii tilohu zobrazuje komponent FinishedJob, kde je vysledkova
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Nazov pola

Popis

accession

annotation
gi
domains

soluprot

transmembrane

closestQuery
identityClosestQuery
closestKnown
identityClosestKnown
closestAll
identityClosestAll

organism
kingdom
salinity
optimumTemp
tempRange
bioticRel

disease

erTemplate
residueMap

catalyticResidues

upi
firstSeen
swissprot
structure
sequence

sequencelLength

identifikator sekvencie
anotacie z hlavicky sekvencie

identifikator sekvencie GI

Pfam domény
rozpustnost podla nastroja SoluProt

transmembranovy regién

identifikator najblizsej vstupnej vyhladavacej sekvencie

percentudlna identita s najblizSou vstupnou vyhladdvacou sekvenciou
identifikdtor najblizSej vstupnej sekvencie

percentualna identita s najblizSou vstupnou sekvenciou

identifikator najblizsej vyslednej sekvencie

percentudlna identita s najblizSou vyslednou sekvenciou

nazov zdrojového organizmu

riSa zdrojového organizmu (B pre baktérie, E pre eukaryoty)
anotacia zdrojového organizmu salinity

anotacia zdrojového organizmu optimum temperature
anotacia zdrojového organizmu temperature range

anotacia zdrojového organizmu biotic relationship

anotacia zdrojového organizmu disease

identifikator templatu sekvencie
priradenie aminokyselin ndzvom esencidlnych rezidui

aminokyseliny na poziciach esencidlnych rezidui spojené do jedného
retazca (napriklad NDWEH)

UPI - identifikdtor zdznamu v databdze UniParc [23]

datum prvého zaznamenania sekvencie podla databazy UniParc
identifikdtor v databdze revidovanych sekvencii Swiss-Prot [23]
identifikdtor PDB sStruktiry

sekvencia — refazec vsetkych aminokyselin

dizka sekvencie — pocet aminokyselin

Tabulka 6.3: Polia vysledkovej tabulky vytvorenej v module Result.
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URL adresa

Trieda EcNumberController

Popis koncového bodu

/ecNumberOptions

/ecNumber

Trieda NewJobController

nasepkavac¢ dostupnych hodnot pri zadavani EC ¢isla s pouzitim
kniznice Apache Lucene

sekvencie z databazy Swiss-Prot pre zadané EC ¢islo

/addNewJob

Trieda FilesController

vlozZenie novej tlohy pre vypoctové jadro

/files/{jobId}/{filename}

Trieda CreatedJobController

podavanie vstupnych stiborov vypoctovému jadru

/jobInfo

/getResultTable

/getExtraDomainSheetRows

/getResultTableXlsx
/getResultTableTsv
/getNetworkOptions
/getNetwork
/getNetworkSession
/getResultZip
/getInputFile

/countJobs

Trieda PiwikController

informécie o stave tlohy

vysledkova tabulka vo formate JSON na zobrazenie vo webovej
aplikacii

¢isla riadkov na zobrazenie v harku Extra Domain po zmene
primarnych domén

vysledkova tabulka vo formate XLSX

vysledkova tabulka vo formate TSV

dostupné varianty siete sekvencnej podobnosti

sief na zobrazenie vo webovej aplikacii

siet na zobrazenie nastrojom Cytoscape

vSetky vystupné stibory vypoctového rozhrania v archive ZIP
subor na opatovné zadanie tlohy

pocet vsetkych vlozenych tloh pre vypoctové jadro

/visitorsCount

pocet navstevnikov webovej aplikdcie — funkcionalita spravovana
Loschmidtovymi laboratériami

Tabulka 6.4: Koncové body tlohového rozhrania. Koncovy bod je HT'TP zdroj adresovatelny
URL adresou. Koncové body si1 v tabulke rozdelené podla tried, v ktorych st implementované.
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Page

Input
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EcNumber

Manual

ResidueTable

[
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Job

FinishedJob
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|
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SwissprotTable

DomainSelect

NetworkGraph
Wrapper

ResultTable
Control

ResultTable
Tabs

ResultTable

ResultTable
BottomControl

JobNetwork
Graph

Obr. 6.2: Strom hlavnych komponentov.

tabulka (obr. 6.5). Vsetky tieto logické komponenty maji zobrazovaci komponent s priponou
Component a kontajner s priponou Container.

Na stréanke pre zadanie tlohy pouzitim revidovanych sekvencii (obr. 6.3) sa vyuziva stav
na uchovanie vyberu sekvencii. Na zaklade stavu sa zobrazuju riadky tabulky ako vybrané
a uzly siete sa farebne zvyraznuji. Vyber sekvencii je uchovany v stavovom objekte ako
pole identifikdtorov sekvencii a meni sa: (i) vyberom riadku v tabulke, (ii) kliknutim na
uzol v sekvencnej sieti, (iii) uréenim sekvencnej identity zhlukov a (iv) tlacidlami Select all
a Deselect all.

Na stréanke pre zadanie ulohy pouzitim vlastnych sekvencii (obr. 6.4) sa overuje, ¢i
su v templatovych sekvencidch na zadanych poziciach esencialnych rezidui povolené ami-
nokyseliny. Po kazdej zmene poli pre sekvencie sa skontroluje format zadanych sekvencii
a unikatnost ich identifikatorov. Tato kontrola sa deje najviac raz za jednu sekundu. Vy-
uziva sa na to oneskorené vykonavanie, zname ako metoda debounce. Pri kontrole sekvencii
sa sekvencie prevedu do formy asociativneho pola, kde je kluc¢om identifikdtor sekvencie
a hodnotou retazec aminokyselin. To sa vyuzije pri kontrole pozicii v tabulke templatov.

Vysledkova tabulka (obr. 6.5) je najzlozitejsia cast webovej aplikacie. Tabulka umoznuje
uzivatelovi filtrovat a zoradzovaf vysledky réznymi sposobmi tak, aby si mohol ¢o najlepsie
vytipovat proteinové sekvencie, ktorych enzymatické funkcie podrobi laboratérnemu overe-
niu. Vybrané sekvencie sa ukladaji do tloziska localStorage, ¢im zostan vybrané aj po
obnoveni stranky. Stav vysledkovej tabulky tvori: (i) zoznam vybranych riadkov, (ii) vyber
harku, (iii) obdobie prvého vlozenia sekvencii do databazy, (iv) minimélna rozpustnost,
(v) rozsah sekvencnej identity k vyhladdvacim vstupnym sekvencidm, (vi) primarne domény
a (vii) nastavenie prepinacov na vylicenie sekvencii. Tym, ze React zabezpecuje determinis-
tické vykreslovanie jedine na zaklade stavu, je velmi jednoduché stav verzovat a pomocou
tlacidiel Undo a Redo umoznit uzivatelovi vracat a obnovovat vykonané zmeny.
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JOB INPUT

Swiss-Prot sequences @ ‘ Custom sequences @
| 3.8.1.5 - Haloalkane dehalogenase. (33) | Load example
Select sequences from table @ Select sequences from similarity network @

Accession ER@ Length Sequence plot @ o

o
O moatLserct 3 296 — N | . .
L ]
O mikist 3 300 B N | 1 ®e
[ L] -

O asusss 3 300 — | ¢ .

J Bosys1 3 302 S 11 .

O Bzriue 3 297 [ 11 L4

O sarre0 3 301 s

L] 5
X »
O een3se 3 302 I T
11 s

O ciaras 3 300 N | . e

[ pazze1 5 296 [ — 1 * @

O roascz2 3 293 B 1 o

O poascs 3 293 B 1 L e

[ Poasca 3 293 [ N | e

[ paasas 5 310 [ I B

B = s 04 11 1 Select representative sequences of clusters @

4 »

Selected 0 of 33 1to140f33 Page 1of3 > 2|
| Filter sequences by Pfam domains... |

Select all | Deselect all B Show selected only
B Advanced options

Obr. 6.3: Zadanie tlohy pouzitim revidovanych sekvencii z databazy Swiss-Prot. Po zadani
EC disla sa zobrazi tabulka sekvencii a sekven¢nd sief (SSN). Tabulka a siet st medzi sebou
prepojené — vyberom riadku v tabulke sa zafarbi prislusny uzol v sieti a kliknutim na uzol
sa vyberie jeho riadok v tabulke.



JOB INPUT

Swiss-Prot sequences @ [ Custom sequences @ ‘

Upload input file 7]

Query sequences @ Upload FASTA

Sequences in FASTA format...

A

Other known sequences (optional) @ Upload FASTA

Sequences in FASTA format...

A

Essential residue templates @ Add protein (row) § Add residue (column)

Accession Enter name

Set residues @

Enter accession Enter position

M Advanced options

Obr. 6.4: Zadanie tlohy pouzitim vlastnych sekvencii. Tabulka templatov esencidlnych rezidui
mé pre kazdy templat jeden riadok a pre kazdé esencidlne reziduum jeden stipec. Vnitro
tabulky tvoria pozicie esencidlnych rezidui v templatoch. Templdtom mdze byt ktorakolvek zo
zadanych sekvencii. Webova aplikécia overi pritomnost povolenych aminokyselin v templatoch
na zadanych pozicidch esencidlnych rezidui. Povolené aminokyseliny sa nastavuju v druhom
riadku pomocou tlacidla Set residues.
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Select all J§ Deselect all First seen @ | E date [ || L: date [ |
00

0. 0 100

Minimum solubility @ @ Query identity range @ @ L3

Primary domains @ | PFO0S6T (Abhydrolase_T) X x| v |

Selected | Full Dataset | Extra Domain Organism Temperature Salinity Biotic Relationship Disease Transmembrane 3D Structure Network
Accession Annotation First seen Closest query Identity closest query Kingdom Solubility Sequence le
[ 2PSD_A Chain A, Crystal Struct... 2007-05-23 D4Z72G1_51 415 E 0.9735 318 =
|:| 2PSF_A Chain A, Crystal Struct... 2007-05-23 D4Z2G1_51 415 E 09615 310
|:| 2PSl_A Chain A, Crystal Struct... 2007-06-06 D4Z2G1_51 415 E 09614 319
|:| 2PSH_A Chain A, Crystal Struct... 2007-06-06 D4Z2G1_51 412 E 0.9586 319
|:| WP_071575177.1 haloalkane dehalogen... 2016-04-06 D4Z2G1_51 T0.8 B 0.9399 270
|:| 3SKO_A Chain A, structure of ... 2012-06-22 D4Z2G1_51 46.2 B 05393 311
|:| 4BRZ_A Chain A, Haloalkane D... 2014-05-09 D4Z2G1_51 617 09357 290
|:| AG548406.1 haloalkane dehalogen... 2014-05-19 D4Z2G1_51 613 B 0925 292
|:| WP_003902310.1 haloalkane dehalogen... 2009-01-17 D422G1_51 693 B 09219 300
|:| 4C6H_A Chain A, Haloalkane D... 2014-05-09 D472G1_51 615 09202 291
|:| 20VE_A Chain A, Crystal Struct... 2008-10-13 D472G1_51 695 B 0.9187 297
|:| 202H_A MULTISPECIES: haleal... 1996-11-01 D472G1_51 693 B 0917 300
|:| WP_057342388.1 haloalkane dehalogen... 2015-03-28 D472G1_51 689 B 09162 300
|:| CMBE5140.1 haloalkane dehalogen... 2015-03-28 D472G1_51 679 B 09141 275
|:| 1CH_A Chain A, PROTEIN (HA... 2003-03-27 P22643 52 99.7 B 09136 310
|:| WP_055370782.1 haloalkane dehalogen... 2015-03-28 D472G1_51 693 B 09134 300 -
1 3
Number of rows: 3903

Exclude: M transmembrane sequences@ _ M extra domain sequences @ _ M Swiss-Prot sequences @ [RBIVIIEGRENEIVIRS 6]

Obr. 6.5: Vysledkova tabulka tspesne dokoncenej tlohy. Héarky slizia ako pohlady na
vysledky. Kazdy harok zobrazuje ini podmnozinu vysledkov.
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Kapitola 7

Overenie nastroja na haloalkan
dehalogenazach

Funk¢nost vytvoreného nastroja bola overend na enzymatickej rodine haloalkan dehalogenaz.
Nastroj identifikoval 7 433 sekvencii patriacich do tejto rodiny. Pri praktickom pouziti si
uzivatel z tychto vyslednych sekvencii na zdklade anotéacii vyberie sadu sekvencii, ktoré
podrobi experimentalnemu overeniu funkcie v laboratériu. Vypocet trval 36 CPU hodin
a vSetky vysledné stbory maju velkost 3 GB. Stubory zdielané medzi modulmi jadra sa
dostupné v elektronickej prilohe (C) v adresari Overenie nastroja.

Rodina haloalkdan dehalogenaz

Haloalkdn dehalogenazy (EC ¢islo 3.8.1.5, skratka HLD) st enzymy, ktoré katalyzuji zmenu
haloalkdnu (halogénalkdnu) a vody na alkohol a halid (halogén). Ako halid sa oznacuji
chemické prvky fluér, chlér, brom, jéd a astat. Dehalogendzy umoznuja rozklad niektorych
toxickych latok znecistujicich zivotné prostredie na produkty, ktoré toxické uz nie su.
Zjednoduseny vzorec chemickej reakcie katalyzovanej HLD:

HLD

haloalkédn + HyO alkohol + halid

Vstupné subory

Medzi haloalkidn dehalogenazami boli identifikované tri podrodiny: HLD-I, HLD-II a HLD-III.
Vstupny siibor vyhladavacich sekvencii user_queries preto obsahuje po jednom zastup-
covi z kazdej podrodiny, aby boli vo vysledkoch zahrnuté pribuzné sekvencie vsetkych
znamych druhov dehalogendz. Su to proteiny s oznac¢enim DhlA (HLD-I), LinB (HLD-II)
a DrbA (HLD-III). Okrem tychto sekvencii boli ako templaty pouzité dalsie tri sekvencie,
po jednej z kazdej podrodiny. St to proteiny s oznac¢enim DmbB, DhaA a DmbC a sa
v siibore user_known_sequences. Oba tieto vstupné stibory st uvedené v prilohe B. Pozicie
esencidlnych rezidui sa v tabulke 7.1.

Hladanie podobnych sekvencii

Pri vyhladédvani podobnych proteinov bolo najdenych 9 784 sekvencii. Tabulka 7.2 zobrazuje
zastupenie jednotlivych podrodin. Sekvencie najdené pre viaceré vyhladavacie sekvencie st
priradené k tej najblizsej podla hodnoty E-value.
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Templat nucleophile acidl acid2 base halidel halide2 halide3

D DE DE H HNQWY HNQWY HNQWY
DhlA 124 - 260 289 - 125 175
DmbB 123 - 250 279 - 124 164
LinB 108 132 - 272 38 109 -
DhaA 106 130 - 272 41 107 -
DrbA 139 - 272 300 71 140 -
DmbC 109 - 238 267 43 110 -

Tabulka 7.1: Pozicie esencialnych rezidui v sekvencidch templatov esencidlnych rezidui.
Hlavicka obsahuje nazvy rezidui a pismena pod nimi oznacuji povolené aminokyseliny, ktoré
mozu plnit rolu esencidlneho rezidua. V prvom stipei st identifikdtory sekvencif templétov.
Cisla oznacujii pozicie aminokyselin v sekvenciach templétov.

Sekvencia Podrodina Sekvencii Podiel

DhIA HLD-I 3292 33,6 %

LinB HLD-II 2 416 24,7 %

DrbA HLD-III 4 076 41,7 %
by 9 784

Tabulka 7.2: Zasttipenie podrodin vo vysledkoch hladania podobnych sekvencii.
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Templat Sekvencii Podrodina Sekvencii Ubytok
Pocet Podiel Pocet Podiel

DhlA 457
HLDI 2089 28,1% 1203 365%

DmbB 1 632

LinB 1159
HLD-II 2175 293 % 241 100 %

DhaA 1016

DrbA 2 193
HLD-III 3169 42,6 % 907 223 %

DmbC 976
¥ 7 433 2351 24,0 %

Tabulka 7.3: Vysledky filtracie. Z kazdej podrodiny boli pouzité dva templaty. V druhom
stlpci je uvedeny pocet vyslednych sekvencii v templatovych zhlukoch a v §tvrtom stipci
je ich stdet pre podrodinu. Posledné dva stipce zobrazujt tbytok oproti po¢tu ndjdenych
sekvencii (tabulka 7.2).

Filtracia

Pri parovom filtrovani sa ndjdené sekvencie priradia k templatom. Tie sekvencie, ktoré sa
nezhoduji so ziadnym templadtom, si vylicené. Z 9 784 néjdenych sekvencii sa priradilo
k siestim templatom 7 542 sekvencii a 2 242 sekvencii bolo parovym filtrom vylacenych.
Zarovnanim zhlukov sa v MSA filtri odstranilo v prvej iteracii 107 sekvencii a v druhej
iteracii dalsie dve sekvencie z podrodiny HLD-I. Vysledny pocet domnelych najdenych
dehalogenéz je 7 433. Celkovo bolo filtrovanim vylacenych 24 % z najdenych sekvencii.
Rozdelenie vyslednych sekvencii medzi templatmi je zobrazené v tabulke 7.3.

Celkové zarovnanie

Pozicie esencidlnych rezidui v templatovych zhlukov st v tabulke 7.4. Za vyrazne odlisné
pozicie zhluku pre templat DhaA moéze sekvencia s oznacenim OQO00754.1 s nezvycajnou
dizkou 3 372 aminokyselin. Celkové zarovnanie bolo Uspesné — vSetky rezidud su vo vsetkych
templatoch na rovnakych pozicidch (7.5). Pomocou celkového zarovnania bolo identifikova-
nych 636 dodatocnych esencidlnych rezidui v 622 sekvencidch. Dodatocné esencidlne rezidua
sekvencie su tie, ktoré templat sekvencie nemad, ale ma ich templat iného zhluku a boli
identifikované v celkovom zarovnani.

Analyza vyslednych sekvencii

Sekvencna podobnost medzi 7 433 sekvenciami je pouzitim siete sekvencnej podobnosti
(SSN) vizualizovana na obrazku 7.1, kde je tiez mozné Tahko identifikovat vstupné sekvencie
a podrodiny.

Kazdy rok st do proteinovych databaz vkladané nové sekvencie, pricom tento rast ma
exponencidlny charakter. To, kolko sekvencii bolo prvykrat zaznamenanych v jednotlivych
rokoch, je zobrazené na obrazku 7.2. Vzhladom k sttpajicej tendencii objavovanych prote-
inovych sekvencii mé vytvoreny nastroj EnzymeMiner velky potencial, pretoze opatovné
spustenie tloh moéze poukazat na nové pozoruhodné sekvencie.
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Templat nucleophile acidl acid2 base halidel halide2 halide3

DhIA 397 - 627 659 - 398 494
DmbB 661 - 964 1002 - 662 772
LinB 495 522 - 735 405 496 -
DhaA 3 440 3 465 - 36564 3359 3 441 -
DrbA 519 - 769 805 359 520 -
DmbC 571 - 833 870 451 972 -

Tabulka 7.4: Pozicie esencidlnych rezidui v samostatnych templatovych zhlukoch po MSA
filtrovani. Vsetky sekvencie v jednotlivych zhlukov maji esencidlne rezidud na tychto
poziciach.

Templat nucleophile acidl acid2 base halidel halide2 halide3

DhIA 3 810 - 4301 4370 - 3 811 3 980
DmbB 3 810 - 4301 4370 - 3 811 3 980
LinB 3 810 3 869 - 4370 3607 3 811 -
DhaA 3 810 3 869 - 4370 3607 3 811 -
DrbA 3 810 - 4301 4370 3607 3 811 -
DmbC 3 810 - 4301 4370 3607 3 811 -
U 3 810 3869 4301 4370 3607 3 811 3 980

Tabulka 7.5: Pozicie esencidlnych rezidui v celkovom zarovnani.

Archaea Baktérie Eukaryoty )y
39 7213 126 7378

Tabulka 7.6: Zastupenie risi zdrojovych organizmov. Celkovy stcet nie je rovny celkovému
poctu vyslednych sekvencii (7 433), pretoze nie pre kazdi sekvenciu je mozné ndjst zdznam
v databaze NCBI Taxonomy.

Termofilné Psychrofilné Mierne halofilné Extrémne halofilné

9 55 113 21

Tabulka 7.7: Poéty zdrojovych organizmov s extrémnymi vlastnostami.
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Obr. 7.1: Siet sekvencnej podobnosti vyslednych proteinovych sekvencii. Jednotlivé podrodiny
HLD tvoria vizualne identifikovatelné zhluky. Templaty st farebne zvyraznené a vyhladavacie
sekvencie maju vacsi uzol. Na tomto obrazku je zobrazeny variant siete s identitou 50 %,
ktory obsahuje 216 uzlov prepojenych 4 713 hranami.
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Obr. 7.2: Graf poc¢tu vyslednych sekvencii prvykrat zaznamenanych (first seen) v jednotlivych
rokoch. Datumy su ziskané z databazy UniParc [23].
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Kapitola 8

Zaver

Proteinové databédzy rastt rychlym tempom, zatial co klasické biochemické metdédy nie su
schopné charakterizovat toto mnozstvo proteinov v adekvatnom case. Tato praca sa preto
zameriava na vyhladavanie pribuznych enzymov, a to s ohladom na ich esencidlne rezidud.
Vytvoreny nastroj EnzymeMiner ziskava pre vysledné enzymy anotacie, na zaklade ktorych
sa pouzivatel rozhodne, ktoré proteiny podrobi experimentalnemu overeniu v laboratériu,
ktoré potvrdi alebo vyvrati katalytickd funkciu daného proteinu. Webové rozhranie nastroja
je verejne dostupné na adrese https://loschmidt.chemi.muni.cz/enzymeminer/. Néastroj
bol publikovany’ v odbornom ¢asopise Nucleic Acids Research (impakt faktor 11,147). Clanok,
ktorého som zdielanym prvym autorom, je pripojeny v prilohe D.

Existujticim pristupom na ziskavanie pribuznych proteinov bez znalosti trojrozmernej
struktury je vyhladdvanie proteinov v databdzach, napriklad pomocou nastroja BLAST
alebo cez webové rozhrania dostupnych databdz. Ziskané proteiny je vSak casto potrebné
podrobit dalsim analyzam. Pri enzymoch je mozné zohladnit tiez pozicie esencialnych rezidui.
Prave to je v tejto praci hlavnym principom pri vyhladavani pribuznych enzymov.

Hlavnym prinosom néstroja EnzymeMiner vytvoreného v tejto praci oproti existujicim
pristupom je flexibilita vstupu a interaktivna prezentacia vysledkov bohatd na anotécie.
Pouzivatel moze zadat vliastné sekvencie a vlastny popis esencidlnych rezidui na vyhladavanie
specifickych enzymatickych rodin alebo podrodin. Vystupom néastroja je vysledkova tabulka
s moznostou oznacovania, ktord obsahuje sekvencie s anotaciami rozdelené do harkov podla
roznych kritérii. Tato tabulka poméaha vybrat réznorodiu sadu sekvencii na laboratornu
charakterizaciu. Dva klacové uprednostiiovacie kritéria st: (i) predikovand rozpustnost
a (ii) sekvencnd identita k vyhladavacim sekvencidm doplnend interaktivnou sietou sek-
vencnej podobnosti zobrazenou priamo vo webovom rozhrani, ktord moéze byt pouzita na
najdenie rozmanitych sekvencii. Nastroj EnzymeMiner je univerzalny néastroj pouzitelny pre
akukolvek enzymatick( rodinu. Redukuje ¢as potrebny na zber dat, viackrokovi analyzu
a uprednostnenie vyslednych sekvencii z dni na hodiny. Vsetky funkcie nastroja a potrebné
nastroje su integrované do serverového riesenia a na pouzivanie nastroja nie si potrebné
ziadne externé nastroje. Vypocet tlohy moéze trvat niekolko hodin az dni v zavislosti na
zadanom vstupe a vytazeni vypoctovych prostriedkov.

Néstroj EnzymeMiner je zlozeny z niekolkych funkénych jednotiek spojenych do robust-
nej architektiury (kapitola 5). Vypoctové jadro realizuje hlavny pracovny postup néstroja,
prijima tlohy z databézy, na naro¢né operacie vyuziva vypoctovy cluster a uklada vysledné
subory na disk. Vypoctové jadro sa skladd z troch krokov: (i) vyhladévanie pribuznych
proteinovych sekvencii, (ii) filtracia sekvencii pomocou enzymovych templétov esencidlnych
rezidui a (iii) anotdcia vyslednych enzymov. Anotacie zahrnuji informécie o zdrojovych
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organizmoch, predikované domény, predikciu rozpustnosti a vizualizaciu sekven¢ného pries-
toru pomocou siete sekven¢nej podobnosti (SSN). Ulohové rozhranie zapuzdruje pracu
s databazou a pracu so sibormi do jednej vrstvy a umoznuje pridavat nové tlohy a stahovat
vysledky dokoncenych tloh. Webovd aplikdcia vytvara webové uzivatelské rozhranie umoz-
nujice (i) zadat novi tlohu pomocou revidovanych sekvencii z databdzy Swiss-Prot alebo
pomocou vlastnych sekvencii a (ii) zobrazit vysledky v interaktivnej vysledkovej tabulke
prepojenej so sietou sekvenénej podobnosti vyslednych enzymov.

Funkéné jednotky boli implementované vhodnymi technolégiami s ohladom na najnovsie
trendy a udrzatelnost (kapitola 6). Vypoctové jadro, databaza, ilohové rozhranie a webovy
server su spustené a prepojené systémom Docker. Vypoctové jadro zabezpecujice hlavny
vypocet nastroja je implementované v jazyku Java vo frameworku Loschmidtovych laboratérii.
Ulohové rozhranie je implementované v jazyku Java ako HTTP aplikaéné rozhranie pomocou
frameworku Spring Boot. Webovy server je spusteny cez Node.js, podédva siibory potrebné
na zobrazenie webovej aplikicie a slizi ako brana k tlohovému rozhraniu. Webovd aplikicia
je implementovana ako jednostrankova aplikicia v systéme React s vyuzitim spravcu stavu
Redux.

Funkcénost vytvoreného nastroja bola overena na enzymatickej rodine haloalkian dehalo-
genaz (kapitola 7). Na spustenie tlohy sa pouzili tri vyhladavacie sekvencie a Sest templatov,
rovnomerne z kazdej z troch podrodin haloalkdn dehalogenaz. Pocet vyslednych sekvencii
bol 7 433, z ¢oho takmer 1 800 sekvencii bolo prvykrat zaznamenanych v roku 2019. Vypocet
trval 36 CPU hodin a vygeneroval data s velkostou 3 GB.

Na dalsi rozvoj nastroja EnzymeMiner st v ponuke tri vylepSenia: (i) predikcia tercidrne;
(priestorovej) struktiry vyslednych sekvencii, (ii) automatické periodické vyhladavanie —
nastroj bude spustat analyzu periodicky a bude informovat uzivatela o novych sekvenciach,
ktoré boli ndjdené od posledného vyhladavania, a (iii) inteligentny sprievodca nastavenia
filtracnych kritérii vo vysledkovej tabulke.
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Priloha A

Pokrocilé nastavenia ulohy

V tejto prilohe si uvedené parametre ovplyvinujice vypocet tlohy rozdelené do troch skupin:
vyhladavanie, filtracia a vizualizacia. Pri kazdom parametri je zobrazeny (i) ndzov uvedeny vo
webovom rozhrani, (ii) klu¢ (identifikdtor) pouzity v implementdcii, (iii) implicitnd hodnota
a (iv) popis parametra. Implementacia vypoc¢tového jadra je predstavend v oddiele 6.1.

Vyhladavanie

Nazov: E-value

KTaé: evalue

Hodnota: 1e-20

Popis: Pocet ocakavanych vysledkov, ktoré sa ndjdu pri ndhodnom vyhladavani

Nazov:

KTac:

Hodnota:

Popis:

Nazov:

KTaé:

Hodnota:

Popis:

Nazov:

KTac:

Hodnota:

Popis:

v databédze danej velkosti. Hodnota E-value je ohodnotenim podobnosti ndjdenej
sekvencie s vyhladavacou sekvenciou. Toto nastavenie urcuje maximalnu hodnotu
E-value, ktori méze mat najdena sekvencia.

Inclusion E-value threshold
inclusion_ethresh
1e-20

Hranica statistickej vyznamnosti na zahrnutie sekvencie do modelu pouzivanom
nastrojom PSI-BLAST pri vykondvani dalsej iteracie vyhladavania.

Number of iterations

num_iterations

2

Pocet iteracii vyhladdvania néstrojom PSI-BLAST.

Maximum number of hits
max_best_hits
10000

Ohranicenie poctu vysledkov vyhladavania. Vsetky sekvencie najdené nastrojom
PSI-BLAST sa zoradia a dalsej analyze st podrobené iba najlepsie vysledky.
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Nazov: Artificial tags
KTaé: artificial.tags

Hodnota: artificial, synthetic construct, vector, vaccinia virus, plasmid, halotag, replicon

Popis: Vsetky sekvencie s tymito znackami v popise st vylicené.

Filtracia

Nazov: Minimum identity

KTac: min_identity

Hodnota: 25

Popis: Prah minimaélnej sekvencnej identity. VSetky vysledné sekvencie musia maft

prahovu sekvencéni identitu s aspon jednou vyhladavacou sekvenciou. Identita
je vypocitand globalnym zarovnanim (Needleman-Wunsch).

Nazov: Clustal iterations

Khaé: clustalo_iter

Hodnota: 3

Popis: Pocet iteracii pri konstrukcii zarovnania viacerych sekvencii nastrojom Clustal
Omega.

Vizualizacia

Nazov: Score threshold

Klaé: score_cutoff

Hodnota: 40

Popis: Minimalne skére na vlozenie hrany do grafu siete sekvencénej podobnosti.
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Priloha B

Ukazka vstupnych stiborov

Ukézka proteinovych sekvencii pouzitych na overenie nastroja (kapitola 7). VSetky stibory
zdielané medzi modulmi jadra si dostupné v elektronickej prilohe (C) v adresari Overenie
ndstroja.

Stbor user_queries

Sekvencie pouzité pri vyhladavani sekvencii z rodiny haloalkan dehalogendz.

>Dh1A
MINAIRTPDQRFSNLDQYPFSPNYLDDLPGYPGLRAHYLDEGNSDAEDVFLCLHGEPTWS
YLYRKMIPVFAESGARVIAPDFFGFGKSDKPVDEEDYTFEFHRNFLLALTERLDLRNITL
VVQDWGGFLGLTLPMADPSRFKRLIIMNACLMTDPVTQPAFSAFVTQPADGFTAWKYDLV
TPSDLRLDQFMKRWAPTLTEAEASAYAAPFPDTSYQAGVRKFPKMVAQRDQACIDISTEA
ISFWQNDWNGQTFMAIGMKDKLLGPDVMYPMKALINGCPEPLEIADAGHFVQEFGEQVAR
EALKHFAETE

>LinB
MSLGAKPFGEKKFIEIKGRRMAYIDEGTGDPILFQHGNPTSSYLWRNIMPHCAGLGRLIA
CDLIGMGDSDKLDPSGPERYAYAEHRDYLDALWEALDLGDRVVLVVHDWGSALGFDWARR
HRERVQGIAYMEAIAMPIEWADFPEQDRDLFQAFRSQAGEELVLQDNVFVEQVLPGLILR
PLSEAEMAAYREPFLAAGEARRPTLSWPRQIPIAGTPADVVAIARDYAGWLSESPIPKLF
INAEPGALTTGRMRDFCRTWPNQTEITVAGAHFIQEDSPDEIGAATAAFVRRLRPA

>DrbA
MSCRLSSNRRGSSKLAAMTNLASDLFPHPSSELSIDGHTLRYIDTAASSDIPSSAVGSSD
GEPTFLCVHGNPTWSFYYRRIIERYGKQQRVIAVDHIGCGRSDKPSEDEFPYTMAAHRDN
LIRLVDELDLKNVILIAHDWGGAIGLSAMHARRDRLAGIGLLNTAAFPPPYMPQRIAACR
MPVLGTPAVRGLNLFARAAVTMAMSRTKMKPDVAAGLLAPYDNWKNRVAIDRFVRDIPLN
DSHPTMKTLRQLESDLPDLASLPISLIWGMKDWCFRPECLRRFQSVWPDAEVTELATTGH
YVIEDSPEETLAAIDSLLARVKERIGAA
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Stbor user_known_sequences

Stubor user_known_sequences obsahuje okrem vyhladévacich sekvencii nasledovné sekvencie,
ktoré st pouzité ako templaty esencidlnych rezidui.

>DmbB

MDVLRTPDSRFEHLVGYPFAPHYVDVTAGDTQPLRMHYVDEGPGDGPPIVLLHGEPTWSY
LYRTMIPPLSAAGHRVLAPDLIGFGRSDKPTRIEDYTYLRHVEWVTSWFENLDLHDVTLF
VQDWGSLIGLRIAAEHGDRIARLVVANGFLPAAQGRTPLPFYVWRAFARYSPVLPAGRLV
NFGTVHRVPAGVRAGYDAPFPDKTYQAGARAFPRLVPTSPDDPAVPANRAAWEALGRWDK
PFLAIFGYRDPILGQADGPLIKHIPGAAGQPHARIKASHFIQEDSGTELAERMLSWQQAT

>DhaA
MSEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYLWRNIIPHVAPSHR
CIAPDLIGMGKSDKPDLDYFFDDHVRYLDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNP
ERVKGIACMEFIRPIPTWDEWPEFARETFQAFRTADVGRELIIDQNAFIEGALPKCVVRP
LTEVEMDHYREPFLKPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEAYMNWLHQSPVPKLLFW
GTPGVLIPPAEAARLAESLPNCKTVDIGPGLHYLQEDNPDLIGSEIARWLPAL

>DmbC
MSIDFTPDPQLYPFESRWFDSSRGRIHYVDEGTGPPILLCHGNPTWSFLYRDIIVALRDR
FRCVAPDYLGFGLSERPSGFGYQIDEHARVIGEFVDHLGLDRYLSMGQDWGGPISMAVAV
ERADRVRGVVLGNTWFWPADTLAMKAFSRVMSSPPVQYAILRRNFFVERLIPAGTEHRPS
SAVMAHYRAVQPNAAARRGVAEMPKQILAARPLLARLAREVPATLGTKPTLLIWGMKDVA
FRPKTIIPRLSATFPDHVLVELPNAKHFIQEDAPDRIAAAIIERFG
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Priloha C

Sprievodca elektronickou prilohou

Elektronicka priloha obsahuje nasledujice adresare:

e Text BP — Text tejto prace vo formate PDF a zdrojové stbory pre systém TEX.

e Overenie nastroja — Stibory zdielané medzi modulmi vypoctového jadra (tabulka 6.1)
pre haloalkdn dehalogendzy (kapitola 7), prepojenie medzi symbolickymi a skuto¢nymi
nazvami siborov vo formate XML a pouzitd konfigurdcia tlohy vo formate XML.

e EnzymeMiner HPC scripts — Skripty na spustenie tloh pre vypoctovy cluster.
e EnzymeMiner Core — Zdrojové subory vypoctového jadra (oddiel 6.1).

¢ EnzymeMiner Commons — Zdrojové sibory zdielané medzi vypoctovym jadrom
a tlohovym rozhranim.

e EnzymeMiner Backend — Zdrojové stbory tlohového rozhrania (oddiel 6.2).
e EnzymeMiner Client — Zdrojové sibory webovej aplikicie (oddiel 6.3).

e EcNumber Loader — Skripty v jazyku Python na spracovanie dat pre EC skupiny
proteinov. Ziskané data sa pouzivaji vo webovom rozhrani na vyber revidovanych
sekvencii. Skripty v tomto adresari extrahuju z databazy Swiss-Prot EC skupiny,
sekvencie patriace do jednotlivych EC skupin a pozicie esencidlnych rezidui. Pfam
domény sa vo vSetkych sekvenciach uréia nastrojom InterProScan. Pre kazda EC
skupinu sa vytvori siet sekvencnej podobnosti (SSN) a identifikuji sa reprezentativne
sekvencie s roznymi prahmi sekvencénej podobnosti.

e Swiss-Prot — Prevod databazy Swiss-Prot z formatu XML do formatu SQLite 3.

e UniParc — Prevod databdzy UniParc z formatu XML do formatu SQLite 3.
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Priloha D

Clanok v ¢asopise Nucleic Acids
Research

Odborny c¢asopis Nucleic Acids Research (NAR) publikuje vysledky $pickového vyskumu
nukleovych kyselin a proteinov. Impakt faktor ¢asopisu NAR je 11,147. Clanok s ndzvom
,2EnzymeMiner: automated mining of soluble enzymes with diverse structures, catalytic
properties and stabilities® bol vypracovany pod vedenim timu Loschmidtovych laboratoérii
a bol zverejneny 11. 5. 2020.
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ABSTRACT

Millions of protein sequences are being discovered
at an incredible pace, representing an inexhaustible
source of biocatalysts. Despite genomic databases
growing exponentially, classical biochemical char-
acterization techniques are time-demanding, cost-
ineffective and low-throughput. Therefore, computa-
tional methods are being developed to explore the
unmapped sequence space efficiently. Selection of
putative enzymes for biochemical characterization
based on rational and robust analysis of all available
sequences remains an unsolved problem. To address
this challenge, we have developed EnzymeMiner—a
web server for automated screening and annotation
of diverse family members that enables selection
of hits for wet-lab experiments. EnzymeMiner priori-
tizes sequences that are more likely to preserve the
catalytic activity and are heterologously expressible
in a soluble form in Escherichia coli. The solubil-
ity prediction employs the in-house SoluProt predic-
tor developed using machine learning. EnzymeMiner
reduces the time devoted to data gathering, multi-
step analysis, sequence prioritization and selection
from days to hours. The successful use case for the
haloalkane dehalogenase family is described in a
comprehensive tutorial available on the EnzymeM-
iner web page. EnzymeMiner is a universal tool ap-
plicable to any enzyme family that provides an inter-
active and easy-to-use web interface freely available
at https://loschmidt.chemi.muni.cz/enzymeminer/.

INTRODUCTION

There are currently >259 million non-redundant protein
sequences in the NCBI nr database (release 2020-02-10)
(1). Despite their enormous promise for biological and
biotechnological discovery, experimental characterization
has been performed on only a small fraction of the avail-
able sequences. Currently, there are about 560 000 protein
sequences reliably curated in the UniProtKB/Swiss-Prot
database (release 2020_01) (2).

The low ratio of characterized to uncharacterized se-
quences reflects the sharp contrast in time-demanding/low-
throughput biochemical techniques versus fast/high-
throughput next-generation sequencing technology.
Although more efficient biochemical techniques employing
miniaturization and automation have been developed
(3-5), the most widely used experimental methods do not
provide sufficient capacity for biochemical characterization
of proteins spanning the ever-increasing sequence space.
Therefore, computational methods are currently the only
way to explore the immense protein diversity available
among the millions of uncharacterized sequence entries.

Two different computational strategies are generally used
for exploration of the unknown sequence space. The first
strategy takes a novel uncharacterized sequence as input
and predicts functional annotations. The method involves
annotating the unknown input sequences by predicting pro-
tein domains (6), Enzyme Commission (EC) number (7)
or Gene Ontology terms that are a subject of the initia-
tive named the Critical Assessment of Functional Anno-
tation (8). These methods are often universal and applica-
ble to any protein sequence. However, they often lack speci-
ficity as the automatic annotation rules or statistical mod-
els need to be substantially general. A significant advantage
of these methods is their seamless integration into available
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databases. Submission of a query sequence to a database
is sufficient, with no need for running computation- and
memory-intensive bioinformatics pipelines locally. A model
example of this approach is the automatic annotation work-
flow of the UniProtK B/TrEMBL database (2).

The second strategy takes a well-known characterized se-
quence as an input and applies a computational workflow,
typically based on a homology search, to identify novel un-
characterized entries in genomic databases that are related
to the input query sequence (5,9). The homology search is
often followed by a filtration step, which checks the essen-
tial sequence properties, e.g. domain structure or presence
of catalytic residues. The main advantage of these methods
is the higher specificity of the analysis. A disadvantage is
that it may be complicated to apply the developed work-
flow to protein families other than those for which it was
designed. Moreover, these workflows typically require run-
ning complex bioinformatics pipelines and are usually not
available through a web interface.

The fundamental unsolved problem is how to deal with
the overwhelming number of sequence entries identified by
these methods and select a small number of relevant hits
for in-depth experimental characterization. For example, a
database search for members of the haloalkane dehaloge-
nase model family using the UniProt web interface yields
3598 sequences (UniProtKB release 2020_01). It is impos-
sible to rationally select several tens of targets for experi-
mental testing without additional bioinformatics analyses
to help prioritize such a large pool of sequences.

To address the challenge of exploring the unmapped en-
zyme sequence space and rational selection of attractive tar-
gets, we have developed the EnzymeMiner web server. En-
zymeMiner identifies novel enzyme family members, com-
prehensively annotates the targets and facilitates efficient
prioritization and selection of representative hits for experi-
mental characterization. To the best of our knowledge, there
is currently no other tool available that allows such a com-
prehensive analysis in a single easy-to-run integrated work-
flow on the web.

MATERIALS AND METHODS

EnzymeMiner implements a three-step workflow: (i) ho-
mology search, (ii) essential residue based filtering and (iii)
hits annotation (Figure 1). To execute these tasks, the server
requires two different types of input information: (i) query
sequences and (ii) essential residue templates. The query se-
quences serve as seeds for the initial homology search. The
essential residue templates, defined as pairs of a protein se-
quence and a set of essential residues in that sequence, allow
the server to prioritize hits that are more likely to display the
enzyme function. Therefore, the essential residues may be
the catalytic and ligand- or cofactor-binding residues that
are indispensable for proper catalytic function. Each essen-
tial residue is defined by its name, position and a set of al-
lowed amino acids for that position.

In the first homology search step, a query sequence is used
as a query for a PSI-BLAST (10) two-iteration search in
the NCBI nr database (1). If more than one query sequence
is provided, a search is conducted for each sequence sepa-
rately. Besides a minimum E-value threshold 10~2°, the PSI-

BLAST hits must share a minimum of 25% global sequence
identity with at least one of the query sequences. Artifi-
cial protein sequences, i.e. sequences described by the term
artificial, synthetic construct, vector, vaccinia virus, plas-
mid, halotag or replicon, are removed. EnzymeMiner sorts
the PSI-BLAST hits by E-value and passes a maximum of
10,000 best hits to the next steps in the workflow. The de-
fault parameters for the homology search step, as well as the
other steps, can be modified using advanced options in the
web server.

In the second essential residue based filtering step, the ho-
mology search hits are filtered using the essential residue
templates. First, the hits are divided into template clusters.
Each cluster contains all hits matching essential residues of
a particular template. Essential residues are checked using
global pairwise alignment with the template calculated by
USEARCH (11). When multiple essential residue templates
match, the hit is assigned to the template with the highest
global sequence identity. Second, for each cluster, an ini-
tial multiple sequence alignment (MSA) is constructed us-
ing Clustal Omega (12). The MSA is used to revalidate the
essential residues of identified hits by checking the corre-
sponding column in the MSA. Sequences not matching es-
sential residues of the template are removed from the clus-
ter. Third, the MSA is constructed again for each template
cluster and the essential residues are checked for the last
time. The final set of identified sequences reported by En-
zymeMiner contains all sequences left in the template clus-
ters.

In the third annotation step, the identified sequences
are annotated using several databases and predictors: (i)
transmembrane regions are predicted by TMHMM (13),
(i1) Pfam domains are predicted by InterProScan (14), (iii)
source organism annotation is extracted from the NCBI
Taxonomy (15) and the NCBI BioProject database (16),
(iv) protein solubility is predicted by the in-house tool
SoluProt for prediction of soluble protein expression in Es-
cherichia coli and (v) sequence identities to queries, hits
or other optional sequences are calculated by USEARCH
(11). SoluProt is based on a random forest regression model
that employs 36 sequence-based features (https://loschmidt.
chemi.muni.cz/soluprot/). It has been shown to achieve an
accuracy of 58%, specificity of 73% and sensitivity of 44%
on a balanced independent test set of 3788 sequences (Hon
et al., manuscript in preparation). Alternative solubility pre-
diction tools are summarised in a recently published review
(17). It is not advised to use the solubility score for other
expression systems because it was trained solely on E. coli
data. We expect further intensive development of protein
solubility predictors in coming years and will ensure that
the solubility score in the EnzymeMiner stays at the cutting-
edge in terms of its accuracy and reproducibility.

The sequence space of the identified hits is visualized us-
ing representative sequence similarity networks (SSNs) gen-
erated at various clustering thresholds using MMseqs2 (18)
and Cytoscape (19). SSNs provide a clean visual approach
to identify clusters of highly similar sequences and rapidly
spot sequence outliers. SSNs proved to facilitate identifica-
tion of previously unexplored sequence and function space
(20). The SSN generation method used in EnzymeMiner
is inspired by the EFI-EST tool (21). The minimum align-
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Figure 1. The EnzymeMiner workflow. The workflow consists of three distinct steps: (i) sequence homology search, (ii) filtration of functional sequences,
and (iii) annotation of hits. These steps are executed consecutively and automatically. EnzymeMiner has only two required inputs: (i) query sequences, and
(i1) essential residue templates. The Other sequences are optional inputs that allow EnzymeMiner to calculate the sequence identity between these sequences
and all the hits. Input files are highlighted by a white background, tools and databases have a light blue background, outputs are highlighted by a yellow

background.

ment score to include an edge between two representative
sequences in an SSN is 40.

DESCRIPTION OF THE WEB SERVER
Job submission

New jobs can be submitted from the EnzymeMiner home-
page. EnzymeMiner provides two conceptually different
ways to define the input of the workflow: (i) using cu-
rated sequences from the UniProtKB/Swiss-Prot database
and (il) using custom sequences. We recommend the
UniProtKB/Swiss-Prot option for users who do not have
in-depth knowledge of the enzyme family. In contrast, the
Custom sequences tab gives full control over the EnzymeM-
iner input—query sequences and essential residue templates
are specified manually by the user. This is recommended for
users who have good knowledge about the enzyme family
and want to provide additional starting information to ob-
tain refined results. The last option is a combination of both
approaches, where Swiss-Prot sequences can be pre-selected
first and then the input can be modified in the Custom se-
quences tab.

In the Swiss-Prot sequences tab (Figure 2A), sequences
from the Swiss-Prot database can be queried by Enzyme
Commission (EC) number. As a result, a table of all se-
quences annotated by the EC number and corresponding
SSN is generated. The table has four columns: (i) sequence
accessions hyperlinked to the UniProt database, (ii) number
of essential residues, (iii) sequence length and (iv) sequence
plot. The sequence plot summarizes two important features
of the sequence — positions of essential residues and identi-
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fied Pfam domains. The positions of essential residues are
obtained from the Swiss-Prot database. The SSN visualizes
the sequence space of all the sequences in the current EC
group. Nodes represent Swiss-Prot sequences, whereas edge
lengths are proportional to the pairwise sequence identities.
Similar sequences are close to each other, whereas more dis-
tant sequences are not connected at all.

There are three strategies possible for selecting Swiss-Prot
sequences as the EnzymeMiner query: (i) select a row from
the sequence table, (ii) select a node in the SSN and (iii)
select cluster representatives by defining a sequence iden-
tity threshold. The sequence identity threshold buttons se-
lect cluster representatives at the given percentage thresh-
old. Using this feature, the user can automatically select a
small set of sequences that cover the whole known sequence
space of the current EC group. All selected Swiss-Prot se-
quences are used as a query in the homology search step
and also as essential residue templates for the filtration step.
To modify the selected sets of queries and essential residue
templates, the user can switch to the Custom sequences tab
and refine the selection manually.

EnzymeMiner results

The results page is organized into four sections: (i) job in-
formation box, (i) download results box, (iii) target selection
table and (iv) sequence similarity network.

In the job information box, the user can find the job ID,
title, start time and status of the job. There is also a rerun
button for rerunning the same analysis without the need for
re-entering the same input. This feature is handy for peri-
odically mining new sequences as the sequence databases
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Figure 2. The EnzymeMiner graphical user interface showing example inputs and results for the haloalkane dehalogenase family (EC 3.8.1.5). (A) Inputs
based on curated sequences from the UniProtKB/Swiss-Prot database. The input sequences can be selected using: (i) the sequence table, (ii) the SSN or (iii)
the sequence identity threshold. (B) Target selection table. The table is organized into eleven sheets that summarize the results from different perspectives.
The table can be filtered using solubility and identity sliders, and transmembrane and extra domain exclusion switches.

grow. For example, there are hundreds of new hits for the
haloalkane dehalogenase family every year. In the down-
load results box, the user can download the results table in
XLSX format or tab-separated text format. A ZIP archive
containing all output files from the EnzymeMiner workflow
can also be downloaded.

The target selection table is the most important compo-
nent of the EnzymeMiner results (Figure 2B). It presents
all the putative enzyme sequences identified by EnzymeM-
iner and helps to select targets for experimental character-
ization. The table is organized into eleven sheets summa-
rizing the results from different perspectives. (i) The Se-
lected sheet shows all the sequences selected from individ-
ual sheets. It contains an extra column to track the argu-
ment used for the selection. By default, it is prefilled by
the name of the sheet from which the sequence was se-
lected, but it can be freely changed. (ii) The Full Dataset
sheet shows all identified sequences. (iii) The Extra domain
sheet shows sequences with extra Pfam domains found in
the sequence but not listed in the Primary domains selec-
tion box. (iv) The Organism sheet shows sequences with
known source organisms. (v) The Temperature sheet shows
sequences from organisms having extreme optimum tem-
perature annotation in the NCBI BioProject database, in-
cluding sequences from thermophilic or cryophilic organ-
isms. (vi) The Salinity sheet shows sequences from organ-
isms having extreme salinity annotation in the NCBI Bio-
Project database. (vii) The Biotic Relationship sheet shows
sequences from organisms having biotic relationship anno-
tation in the NCBI BioProject database. (viii) The Disease
sheet shows sequences from organisms having disease an-
notation in the NCBI BioProject database. (ix) The Trans-
membrane sheet shows sequences with transmembrane re-
gions predicted by the TMHMM tool. (x) The 3D Struc-
ture sheet shows sequences with an available 3D structure in

the Protein Data Bank (22). (xi) The Network sheet shows
sequences clustered into a selected sequence similarity net-
work node.

There are four options for filtering the identified se-
quences displayed in the target selection table. The first op-
tion is the minimum solubility slider. Sequences with lower
predicted solubility will be hidden. We recommend setting
the solubility threshold to >0.5 to increase the probabil-
ity of finding soluble protein expression in E. coli. We do
not recommend to set the solubility threshold too high be-
cause of possible trade-off between enzyme solubility and
activity (23). The second option is the identity range bar.
Only sequences with identity to query sequences in the spec-
ified range will be visible. The third option is to exclude
transmembrane proteins. We recommend removing these
sequences as they are usually difficult to produce and tend
to have lower predicted solubility. The fourth option is to
exclude proteins with an extra domain. Extra domains are
defined as domains found in the sequence but not listed in
the Primary domains selection box. We recommend avoid-
ing sequences with extra domains, but these sequences may
also show interesting and unusual biological properties. The
selection table can be sorted by clicking on a column header.
Holding ‘Shift’ while clicking on the column headers allows
sorting by multiple columns.

The SSN visualizes the sequence space of all identified
sequences. Both clusters of similar sequences and sequence
outliers can be easily identified. As there might be thou-
sands of sequences, the sequences are clustered at the iden-
tity threshold and only an SSN of the representative se-
quences is shown for performance reasons. Sequences hav-
ing greater sequence identity are consolidated into a sin-
gle metanode. Edges indicate high sequence identity be-
tween representative sequences of the connected metanodes.
Clicking on a metanode displays the Network sheet showing
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which sequences are represented by a particular metanode.
The SSN can be downloaded as a Cytoscape session file for
further analysis and custom visualization. Networks clus-
tered at different identities are available. The numbers of
nodes and edges are indicated for each identity threshold.
The SSN is interactively linked to the target selection table.
All nodes representing selected sequences are automatically
highlighted in the SSN.

Target selection

The target selection table and SSN facilitate the selection
of a diverse set of soluble putative enzyme sequences for
experimental validation. First, we recommend setting the
maximum sequence identity to queries to 90%. This will re-
move all hits that are very similar to already known proteins.
Second, we recommend selecting a few sequences from in-
dividual sheets to cover different phyla from the domains
Archea, Bacteria and Eukarya. The most exciting enzymes
might be from extremophilic organisms. Third, the SSN can
be used to check that the selection covers all sequence clus-
ters. Fourth, users can select sequences from all subfamilies
of the enzyme family of interest. The members of different
subfamilies can be easily recognized by the Closest query or
Closest known column in the selection table (note: requires
representative sequences of subfamilies as job input). Fifth,
the available filtering options can be used to (i) prioritize se-
quences with the highest predicted solubility, (ii) prioritize
sequences with known tertiary structures, (iii) eliminate pro-
teins with predicted transmembrane regions and (iv) elimi-
nate sequences with extra domains.

EXPERIMENTAL VALIDATION OF THE EnzymeMiner
WORKFLOW

The EnzymeMiner workflow has been thoroughly experi-
mentally validated using the model enzymes haloalkane de-
halogenases (5). The sequence-based search identified 658
putative dehalogenases. The subsequent analysis prioritized
and selected 20 candidate genes for exploration of their pro-
tein structural and functional diversity. The selected en-
zymes originated from genetically unrelated Bacteria, Eu-
karya and, for the first time, also Archaea and showed novel
catalytic properties and stabilities. The workflow helped to
identify novel haloalkane dehalogenases, including (i) the
most catalytically efficient enzyme (kca/Ko5s = 96.8 mM~!
s~1), (ii) the most thermostable enzyme showing a melt-
ing temperature of 71°C, (iii) three different cold-adapted
enzymes active at near to 0°C, (iv) highly enantioselective
enzymes, (v) enzymes with a wide range of optimal opera-
tional temperature from 20 to 70°C and an unusually broad
pH range from 5.7-10 and (vi) biocatalysts degrading the
warfare chemical yperite and various environmental pol-
lutants. The sequence mining, annotation, and visualiza-
tion steps from the workflow published by Vanacek and co-
workers (5) were fully automated in the EnzymeMiner web
server. The successful use case for the haloalkane dehaloge-
nase family is described in an easy-to-follow tutorial avail-
able on the EnzymeMiner web page. Additional extensive
validation of the fully automated version of EnzymeMiner,
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experimentally testing the properties of another 45 genes of
the haloalkane dehalogenases, is currently ongoing in our
laboratory.

CONCLUSIONS AND OUTLOOK

The EnzymeMiner web server identifies putative members
of enzyme families and facilitates their prioritization and
well-informed manual selection for experimental character-
ization to reveal novel biocatalysts. Such a task is difficult
using the web interfaces of the available protein databases,
e.g. UniProtKB/TrEMBL and NCBI Protein, since addi-
tional analyses are often required. The major advantage of
EnzymeMiner over existing protein sources is the flexibility
of input and concise annotation-rich interactive presenta-
tion of results. The user can input custom queries and a cus-
tom description of essential residues to focus the search on
specific protein families or subfamilies. The output of En-
zymeMiner is an interactive selection table containing the
annotated sequences divided into sheets based on various
criteria. The table helps to select a diverse set of sequences
for experimental characterization. Two key prioritization
criteria are (i) the predicted solubility score, which can be
used to prioritize the identified sequences and increase the
chance of finding enzymes with soluble protein expression,
and (ii) the sequence identity to query sequences comple-
mented with an interactive SSN displayed directly on the
web, which can be used to find diverse sequences. Addition-
ally, source organism and domain annotations help to select
sequences with diverse properties. EnzymeMiner is a uni-
versal tool applicable to any enzyme family. It reduces the
time needed for data gathering, multi-step analysis and se-
quence prioritization from days to hours. All the EnzymeM-
iner features are implemented directly on the web server and
no external tools are required. The web server was opti-
mized for modern browsers including Chrome, Firefox and
Safari. An EnzymeMiner job can take a few hours or days to
compute, depending on the current load of the server. In the
next EnzymeMiner version, we plan three major improve-
ments. First, we will implement automated tertiary struc-
ture prediction based on homology modeling and threading
for all identified sequences. The structural predictions will
allow subsequent analysis of active site pockets/cavities and
access tunnels. Structural features will significantly enrich
the set of annotations and help to identify additional at-
tractive targets for experimental characterization. Second,
we will implement automated periodical mining. When en-
abled, EnzymeMiner will rerun the analysis periodically
and inform the user about novel sequences found since the
last search. Finally, we will implement a wizard for auto-
mated selection of hits based on input criteria provided by
a user.
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