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Štěpení proteasami

http://web.expasy.org/peptide_cutter/

Peptide Cutter



Štěpení proteasami

Vkládat „čistou“sekvenci
(ne fasta formát)



Štěpení proteasami



Štěpení proteasami-PeptideCutter

„defaultní“ nastavení



Štěpení proteasami-PeptideCutter

Konkrétní enzym 

Co štěpí přesně jednou?



Štěpení proteasami-PeptideCutter



Štěpení proteasami-PeptideCutter

Hledání nejdelšího peptidu po štěpení jedním enzymem



Štěpení proteasami-PeptideCutter

Hledání nejdelšího peptidu po štěpení

největší číslo



Vyzkoušejte si PeptideCutter

Analyzujte si „svou vlastní“ 
sekvenci

• Štěpí nějaký enzym pouze jedenkrát? (-vyzkoušejte štěpení všemi (default nastavení)
(nebo: Vyberte pouze enzym, který štěpí jedenkrát.)

• Jak dlouhý je nejdelší vzniklý peptid po štěpení trypsinem? (omezte štěpení pouze na Trypsin, 
zaškrtněte si tabulku s „počtem aminokyselin“)



Základy praktické bioinformatiky

Téma 3/10

Proteinová bioinformatika II

Cíle:

Student bude schopen odhalit typické domény a transmembránové úseky
v zadané sekvenci proteinu. Bude schopen vyhledat podobné sekvence a
na základě podobnosti bude schopen odhadnout funkci neznámého
proteinu.



shrnutí  - 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)… 



„Proteinová bioinformatika“
Vyhledávání AMK sekvencí

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

Štěpení proteasami

Analýza hydrofobních segmentů, transmembránových úseků

Predikce funkce (sekundární + terciární struktury

3D-struktura, vizualizace

Vyhledání a porovnání podobných sekvencí

Evoluční příbuznost sekvencí

…

Hledání známých motivů



Proteiny sekundární struktura
- díky nekovalentním interakcím (lokálně mezi blízkými atomy)

antiparalelní β-list

paralelní β-list







CATH - vyzkoušejte
- podívejte se jaké číslo „nadrodiny“ (superfamily) váš protein – hledání pomocí zkratky (nebo ID)

- podívejte se do jaké skupiny patří váš protein – hledání ve „stromě“ - browse

NQO1: 



Proteiny terciární struktura
- kombinace sekundárních struktur – trojrozměrná konformace

- nekovalentní interakce mezi vzdálenými atomy → proteinové domény – typické motivy



Hledání známých motivů
Sekvenční motivy, signální peptidy, místa posttranslačních modifikací ..

◦ Databáze známých motivů

NCBI/CDD

SMART

EMBL/InterPro

Pfam

SEKVENCE➪STRUKTURA➪FUNKCE



Pfam (bývalá databáze známých motivů - čísla PF…)



InterPro



Hledání známých motivů-CD (NCBI)



Hledání známých motivů-CD (NCBI)



Hledání známých motivů-SMART



Hledání známých motivů-SMART



Hledání známých motivů-SMART



Hledání známých motivů-SMART



Hledání známých motivů-InterPro (2023)



Hledání známých motivů-InterPro (2023)



Praktická ukázka
- otevřete si soubor/stránku s vaší sekvencí 

- otevřete si odkazy (každý v novém okně) a hledejte sekvenční motivy

- porovnejte výstupy z jednotlivých programů



Hledání signálních peptidů
Signální peptid pro ER: 15-60 aminokyselin na N-konci proteinů

https://www.khanacademy.org/science/biology/gene-expression-central-dogma#central-dogma-transcription



Hledání signálních peptidů
SignalP



Hledání signálních peptidů
SignalP

protein nemá signální peptid

protein MÁ signální peptid
(s určitou pravděpodobností)



Hledání signálních peptidů



Praktická ukázka
-podívejte se, jestli váš protein obsahuje signální peptid

- pokud nemáte, můžete se podívat jak to vypadá se sekvencí O60656



„Proteinová bioinformatika II“
Vyhledávání AMK sekvencí

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

Štěpení proteasami

Analýza hydrofobních segmentů, transmembránových úseků

Predikce funkce, hledání známých motivů a signálních peptidů

3D-struktura, vizualizace

Vyhledání a porovnání podobných sekvencí

Evoluční příbuznost sekvencí

…



Predikce transmembránových úseků
Hydrofobicita aminokyselin
◦ různé programy – různé algoritmy výpočtů - různé výstupy

➢Předpověď topologického uspořádání (odhad, které části budou v cytoplazmě a které venku)

sbalený „naskrz membránou“



Predikce transmembránových úseků
Profil - Hydrofobicity aminokyselin

Window size: 19 (21)

Window size: 9Window size: 21



Predikce transmembránových úseků
Profil - Hydrofobicity aminokyselin

Window size: 19 (21)

Window size: 21 Cut off: 1.5 (1.6)

dostatečně velké „okno“, které pojme 
dostatek aminokyselin pro průchod 
membránou v podobě helixu



TMHMM Desaturasa AM158251 (lišaj tabákový)

Desaturasa lidská SCD



Phobius



Predikce transmembránových úseků (SCD)



CCTOP



CCTOP



TOPCONS



PROTTER-obrázek!
-pracuje s daty z UniProt

(nepočítá sám)



PROTTER-obrázek!
-pracuje s daty z UniProt

(nepočítá sám)

-zadává se přístupový kód:

UGT1A6 (P19224 )

Desaturasa (O00767)

(prepro) insulin (P01308)



PROTTER-obrázek!



Predikce transmembránových úseků

ProtScale

TMHMM

Phobius…

TOPCONS

CCTOP

➢ Vyzkoušet více programů!



Praktická ukázka
- otevřete si soubor/stránku s vaší sekvencí 

- otevřete si odkazy (každý v novém okně) a zjistěte zda je to rozpustný protein, případně kolik 
má předpovězených transmembránových úseků

- pokud nemáte TM úsek, můžete se podívat opět na sekvenci O60656



„Proteinová bioinformatika“
Vyhledávání AMK sekvencí

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

Štěpení proteasami

Analýza hydrofobních segmentů, transmembránových úseků

Predikce sekundární struktury

3D-struktura, vizualizace

Vyhledání a porovnání podobných sekvencí

Evoluční příbuznost sekvencí

…

Hledání známých motivů



Hledání podobnosti / porovnávání (alignment)

Podobnost (similarity) x homologie

BLAST: Basic Local Alignment and Search Tool

Hledá podobné sekvence z vybraných databáze pomocí krátkých „slov“ (sekvencí vytvořených ze 
zadané sekvence), s využitím „substituční matice“, která udává míru důležitosti rozdílných 
aminokyselin v zadané sekvenci a vyhledané sekvenci

„Leucin je podobnější Isoleucinu než Histidinu“

BLAST je součástí téměř všech dostupných databází (včetně genomových).



NCBI/BLASTp http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


NCBI/BLASTp

http://www.youtube.com/watchBLAST

Enter accession number(s), gi(s) or FASTA sequence(s)

http://www.youtube.com/watch


NCBI/BLASTp

Na začátku to ukazuje toto:…..trpělivost



NCBI/BLASTp

E-value (expectancy)
Odkazy



pro DÚ-3: „větší výstřižek“ = informativnější



NCBI/BLASTp

E-value (expectancy)

Odkazy



NCBI/BLASTp

√

√

√

→upravit uložené sekvence, tak aby v názvu byl jenom organismus



NCBI/BLAST-podobné sekvence u jednoho org.



Uniprot/BLAST https://www.youtube.com/watch?v=UPaConHNP7E



Uniprot/BLAST



Vyzkoušejte si BLAST
Uložte si pět sekvencí z různých organismů ve FASTA formátu (do poznámkového bloku).

- identifikátor ve fasta formátu upravte jen na organismus (vhodné pro porovnávání v příští lekci)

→upravit uložené sekvence, tak aby v názvu byl jenom organismus



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

• Cytosolický/Extracelulární (Rozpustný) protein 

• Podobné proteiny vyhledány, FASTA soubory uloženy, sekvence porovnány



DÚ3: analýza proteinů
Pracujte s „vaším“ genem/proteinem/enzymem (př. NQO1)

1) Zjistěte kolikrát bude vaše celá sekvence štěpena trypsinem

2) Obsahuje váš protein nějaké typické motivy? (vytřihněte výstup z jednoho programu) 

3) Je to transmembránový protein? ( -II- )

4) Má signální peptid? ( -II- )

5) Vyberte pět podobných sekvencí (vyhledaných BLASTem) z jiných organismů – uložte si sekvence

yhledejte podobné referenční sekvence jen u Homo sapiens – kolik sekvencí bylo nalezeno?

(je třeba zaškrtnout prohledávání „Refseq_protein“ a omezit na Homo sapiens/human/)

-počet se ukáže po zaškrtnutí „ALL“

➢vše zpracujte do wordu/pdf



Příště:

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…
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