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Základy praktické bioinformatiky

Téma 4/10

Proteinová bioinformatika III

Cíle:

Student bude schopen porovnat sekvence dvou či více proteinů, určit míru 
identity, zobrazit jednoduchý fylogenetický strom vybraných proteinů a 
najít 3D strukturu a interakční partnery proteinu.



„Proteinová bioinformatika“
Vyhledávání AMK sekvencí

Analýza vlastností sekvencí (aminokyselinové složení, molekulová hmotnost, isoelektrický bod…)

Štěpení proteasami

Analýza hydrofobních segmentů, transmembránových úseků

Predikce funkce

3D-struktura, vizualizace

Vyhledání a porovnání podobných sekvencí

Evoluční příbuznost sekvencí

Vyhledání interakcí mezi proteiny

…

Hledání známých motivů



Párové porovnání (pairwise alignment)
Globální porovnání – porovná sekvence po celé délce

Lokální porovnání – porovná sekvence částečně v „nejpodobnější“ oblasti  (např pro 
vyhledání podobných domén, odhalení repetitivních sekvencí)

BLAST-součástí výstupu je párové porovnání (optimalizován na rychlost, ne přesnost)

Nevýhoda-ukáže jen jeden „nejlepší“ alignment



Stažení víc sekvencí najednou:



Stažení víc sekvencí najednou:



Needle

Párové porovnání - Globální



Needle

Párové porovnání - Globální

Nestejná délka:



Párové porovnání - Lokální



Párové porovnání – Lokální (vizualizace)

Velmi podobné proteiny – jen diagonála



Párové porovnání – Lokální (vizualizace)

Podobnější proteiny (kratší je na 
vodorovné ose – svislá část na 
diagonále= chybějící úsek)

Dvě „opakující“ se domény



Vyzkoušejte si porovnat 2 sekvence
Porovnejte váš (lidský) protein s homologním proteinem z myši (Mus musculus).  (DÚ)

Vyzkoušejte oba programy:

◦ Jaká je identita/similarita těchto dvou proteinů? 

→ globální porovnání

◦ Jak dlouhé je nejlepší lokální porovnání těchto dvou sekvencí?

→ lokální porovnání



Vyzkoušejte si BLAST/porovnání
BLASTp:

Existuje homologní protein také u rostlin? (např Arabidopsis thaliana, huseníček rolní)?
◦ jak je ten na tom s podobností?



Mnohonásobné porovnání 
(multiple sequence alignment)
= přepsání sekvencí, tak aby stejné aminokyseliny či oblasti byly srovnány pod sebou ve sloupcích

Získání sekvencí (např: porovnání různých isoforem, porovnání vícero výstupů z BLASTu..)

Vlastní porovnání (různé programy, různé matice, různé „výstupy“…)

Umožňuje fylogenetickou analýzu (fylogenetické stromy - evoluční příbuznost)



Alignment: MultAlin
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

Vyhledávání s různými prametry:
substituční matice: PAM/BLOSUM

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/




Alignment: NCBI/COBALT



„Evoluce v kostce“
▪Aminokyseliny mutují náhodně

▪Mutace jsou následně organismem akceptovány nebo odmítnuty

▪Pokud je to mutace škodlivá, je odmítnuta

▪ Vymizí z genomu

▪Mutace důležitých míst / pozic v proteinu (např. podílejících se na aktivním 
místě) jsou vždycky škodlivé

▪Významné pozice se snadno identifikují, protože nemutují!

▪Mnohonásobné porovnání umožňuje identifikovat tyto konzervované pozice



Ukázka aktivních míst: 
(The Serine Proteases Active Site)

Active Site



Alignment:  Clustal Omega

Všechny sekvence ve fasta formátu



Alignment:  Clustal Omega



Alignment:  Clustal Omega

Negativně nabité aminokyseliny 
(asparagová kys.-D, glutamová kys. – E)



Alignment:  Clustal Omega

(*) konzervované aminokyseliny
 (:) aminokyseliny s podobnou velikostí a hydrofobicitou
 (.) aminokyseliny s podobnou velikosti NEBO hydrofobicitou



Alignment:  Clustal Omega

„Newick“ formát

Zobrazený fylogenetický strom



Vyzkoušejte si porovnat sekvence 
uložené v minulém úkolu
Vyzkoušejte víc programů!



„pokročilejší“ fylogenetické porovnávání



„pokročilejší“ fylogenetické porovnávání



„ještě pokročilejší“ fylogenetické porovnávání
program MEGA (nutná instalace)



3-D struktura proteinů: PDB

UKÁZKA



3-D struktura proteinů: PDB



3D struktura „vypočítaná“ Alphafold



Alphafold



Barva ukazuje spolehlivost: pLDDT

Alphafold



Cesta ke struktuře přes Uniprot:



Podívejte se po 3D struktuře:
- Vyzkoušejte si PDB databázi

- Vyzkoušejte Alphafold

- Podívejte se do Uniprotu



Multifunkční proteiny: moondb



Fosforylace proteinů:PhosphoSite



Enzymová datbáze: Brenda



Interakce proteinů



Interakce proteinů



Podívejte se do vybraných databází
Je váš protein multifunkční?

Má typická fosforylační místa?

Má nějaké interakční partnery?

Je váš protein enzym? Jaké má enzymové číslo (E.C.x.x.x.x)? (DÚ)



DÚ4: porovnávání proteinů, 3D struktury
Pracujte s „vaším“ genem/proteinem/enzymem (př. NQO1)

1) Porovnejte „váš“ protein se „stejným“ proteinem z myši – párové porovnání. Jaká je identita 
těchto dvou sekvencí? Proběhlo porovnání celé délky sekvence?

2) Vytvořte mnohonásobné porovnání všech sekvencí z minulého úkolu (DÚ3) + vystřihněte 
„evoluční strom“

3) Má váš protein nějaké isoformy? Porovnejte je…

4) Byla určena 3D struktura vašeho proteinu? Vystřihněte jednu na ukázku.

5) Je váš protein enzym? Jaké má enzymové číslo (EC)? 



Příklad řešení
Porovní proběhlo v celém rozsahu obou proteinů.



shrnutí I - Rešeršní projekt: NQO1
Vyhledejte dostupné informace o NQO1, získejte co nejvíce literárních, sekvenčních, případně i 
strukturních a dalších údajů o tomto genu/proteinu.

Nalezněte podobné sekvence a porovnejte je na proteinové úrovni.

• NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa / reference

• Protein: NP_000894, P15559 / 274 AMK; 30,8 kDa; trypsin štěpí 33x (59AMK nejdelší peptid)…

• Flavodoxinová doména ,  N-terminální signální peptid

• Rozpustný protein 

• Podobné proteiny vyhledány, FASTA soubory uloženy 

• Sekvence porovnány (evoluční strom)

• 3D struktura



EMBL-EBI Training (interaktivní kurzy)





Procvičování (proteinová část)

Zjistěte kolik existuje lidských homologů proteinu CYP3A4.

Řešení:



Procvičování (proteinová část)

Zjistěte kolik existuje lidských homologů proteinu CYP3A4.

sekvence



Procvičování (proteinová část)

Zjistěte kolik existuje lidských homologů proteinu CYP3A4.

sekvence



Procvičování (proteinová část)
Pracujte s následující sekvencí peptidu (Moodle-procvičování)

1) Identifikujte příslušný protein, zapište přístupový kód referenční sekvence.

2) Jaká je molekulová hmotnost tohoto peptidu? Jaká je molekulová hmotnost celého identifikovaného proteinu?

3) Obsahuje celý identifikovaný protein signální peptid nebo transmembránové úseky?

4) Kde je tento protein v buňce lokalizován?

VTNLFILNLAISDLLVGIFCMPITLLDNIIAGWPFGNTMCKISGLVQGISVAASVFTLVA 

IAVDRFQCVVYPFKPKLTIKTAFVIIMIIWVLAITIMSPSAVMLHVQEEKYYRVRLNSQN 

KTSPVYWCREDWPNQEMRKIYTTVLFANIYLAPLSLIVIMYGRIGISLFRAAVPHTGRKN 

QEQWHVVSRKKQKIIKMLLIVALLFILSWLPLWTLMMLSDYADLSPNELQIINIYIYPFA 

HWLAFGNSSVNPIIYGFFNENFRRGFQEAFQLQLCQKRAKPMEAYALKAKSHVLINTSNQ



řešení
1) Identifikujte příslušný protein, zapište přístupový kód referenční sekvence.→BLASTp



řešení

2) 34,42kDa

→ SMS Suite: Protein Molecular Weight

2) Jaká je molekulová hmotnost tohoto peptidu?



řešení

3) ne, ano (6xTM)

→ různé programy (SignalP, TMHMM, topcons…)

3) Obsahuje celý identifikovaný protein signální peptid nebo 

transmembránové úseky?



řešení

4) Na membráně buňky

→ UNIPROT (Q9Y5X5 · NPFF2_HUMAN)

4) Kde je tento protein v buňce lokalizován?
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