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• Protein, polypeptid, bílkovina.

• Lineární polymer aminokyselin spojených peptidovými vazbami.

• Funkce: katalytická, regulační, transportní, zprostředkování pohybu, 
obranná, strukturální, zásobní.  
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Proteiny

3) Proteiny. Složení, struktura, funkce proteinů. Proteinogenní aminokyseliny. Nestandardní proteinogenní
aminokyseliny. Názvosloví aminokyselin, zkratky. Translace. Proteinové sekvence, databáze proteinů. Určování 
proteinové struktury, strukturní databáze proteinů. 



• Limitované množství proteinu (cena, dostupnost)

• Izolace nativních proteinů z přirozeného zdroje

• Kom€rčně dostupné proteiny

• Produkce rekombinantních proteinů v hostitelském organismu

Jak se chovají proteiny (v laboratoři)?



• Limitované množství proteinu (cena, dostupnost).

• In vitro mohou rychle ztrácet aktivitu (nutná správná sekundární, terciární a někdy i kvarterní 
struktura).

• Mohou být nestabilní (některé velmi nestabilní) mimo své optimální prostředí v buňce 
(organismu).

• Při teplotě 95 °C dochází k úplné denaturaci téměř všech proteinů během několika minut.     
K výrazné destabilizaci a denaturaci může ale docházet již za laboratorní teploty (25 °C).

• Proteiny jsou štěpeny proteasami (peptidasami). Optimum těchto enzymů je 37 °C, za nižší 
teploty se jejich aktivita snižuje (ale jsou aktivní i při 4 °C). Proteasy se do vzorku dostanou 
neopatrnou manipulací, nedostatečnou purifikací a jsou také produkovány mikroorganismy.

• Kontaminace vzorků (bakterie, plísně). 

…zlobí.

Jak se chovají proteiny (v laboratoři)?



• Proteiny jsou aktivní (a stabilní) v určitém rozmezí pH. 
A to může být pro některé proteiny velmi úzké… Fyziologické pH pro většinu proteinů je cca 
7,2-7,4. Silně kyselé nebo zásadité prostředí proteiny denaturuje.

Jak se chovají proteiny (v laboratoři)?

Pufr, tlumivý roztok, ústojný roztok, ústoj:
látka (směs látek) schopná udržovat stabilní pH po přídavku silné
kyseliny nebo zásady do systému.
Příklad: slabá kyselina/její sůl, HA/A-.
Pufry nesmí interagovat s proteiny nebo interferovat s jejich funkcí!



• Proteiny vyžadují pro svou aktivitu (a stabilitu) určitou  koncentraci „solí“ (iontová síla). 
Vysoká i nízká koncentrace solí může způsobovat agregaci a precipitaci. Proteiny většinou 
nejsou stabilní v čisté vodě.

• Při práci s nízkými koncentracemi proteinů (< 1 mg/ml) se může výrazně projevit ztráta
způsobená vazbou na stěny použité nádobky (zkumavky).

• Proteiny mohou být rovněž poškozeny mechanicky při příliš energickém míchaní nebo 
třepání! 

Jak se chovají proteiny (v laboratoři)?

Vortex



Jak pracovat s proteiny?

• Práce za vhodné teploty

• Minimalizace kontaminace vzorku (ochranné pomůcky)

• Inhibitory proteas

• Přídavek antibakteriálních látek

• Kontrolované prostředí – pufry o vhodném pH

• Optimalizovaná koncentrace „solí“

• Přídavek inertních proteinů, speciální materiály se sníženou vazbou proteinů

• Opatrná manipulace!

…opatrně.



Struktura
Funkce

Gen          Protein

Protein je správně sbalený, aktivní, v dostatečném množství a 
koncentraci

Optimální podmínky 

Práce s proteiny

Hydrofobní interakce?
Sirné (disulfidové) můstky?

Oligomerizace?
Nutné kofaktory?

Přirozené prostředí (kompartment)  v buňce?



Práce s proteiny

Doba optimalizace

Šedivé 

vlasy

PLLSASIVSAPVVTSETYVD

IPGLYLDVAKAGIRDGKLQV

ILNVPTPY

Predikce 
vlastností a 
struktury

Struktura
Funkce

Gen          Protein

Protein je správně sbalený, aktivní, v dostatečném množství a 
koncentraci

Optimální podmínky 

Optimalizace 

Bioinformatika



CCTTTATTATCCGCTTCCATTGTTTCCGCTCCTGTTGTTACTTCCGAAACTTATGTTGATATTCCTGGTTTATATTTAGA

TGTTGCTAAAGCTGGTATTCGCGATGGTAAATTACAAGTTATTTTAAATGTTCCTACTCCTTATGCTACTGGTAATAATT

TTCCTGGTATTTATTTTGCTATTGCTACTAATCAAGGTGTTGTTGCTGATGGTTGTTTTACTTATTCCTCCAAAGTTCCT

GAATCCACTGGTCGCATGCCTTTTACTTTAGTTGCTACTATTGATGTTGGTTCCGGTGTTACTTTTGTTAAAGGTCAATG

GAAATCCGTTCGCGGTTCCGCTATGCATATTGATTCCTATGCTTCCTTATCCGCTATTTGGGGTACTGCTGCTCCTTCCT

CCCAAGGTTCCGGTAATCAAGGTGCTGAAACTGGTGGTACTGGTGCTGGTAATATTGGTGGTGGTGGTGAACGCGATGGT

ACTTTTAATTTACCTCCTCATATTAAATTTGGTGTTACTGCTTTAACTCATGCTGCTAATGATCAAACTATTGATATTTA

TATTGATGATGATCCTAAACCTGCTGCTACTTTTAAAGGTGCTGGTGCTCAAGATCAAAATTTAGGTACTAAAGTTTTAG

ATTCCGGTAATGGTCGCGTTCGCGTTATTGTTATGGCTAATGGTCGCCCTTCCCGCTTAGGTTCCCGCCAAGTTGATATT

TTTAAAAAATCCTATTTTGGTATTATTGGTTCCGAAGATGGTGCTGATGATGATTATAATGATGGTATTGTTTTTTTAAA

PLLSASIVSAPVVTSETYVDIPGLYLDVAKAGIRDGKLQVILNVPTPYATGNNFPGIYFA 

IATNQGVVADGCFTYSSKVPESTGRMPFTLVATIDVGSGVTFVKGQWKSVRGSAMHIDSY 

ASLSAIWGTAAPSSQGSGNQGAETGGTGAGNIGGGGERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAAN 

DQTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDQNLGTKVLDSGNGRVRVIVMANGRPSRLGSRQVDI 

FKKSYFGIIGSEDGADDDYNDGIVFL 

Predikce vlastností 
a struktury

Nukleotidová a proteinová 
sekvence hypotetických genů/proteinů 



Příklad 
Predikce posttranslačních

modifikací, lokalizace

Identifikován v transkriptomu
klíštěte

10) Sacharidy a lipidy. Struktura, význam a funkce. Bioinformatický potenciál sacharidů.
Glykoproteiny, jejich kódování v genomu.



Základní predikované vlastnosti proteinů

• Počet aminokyselin

• Pozitivně (Arg + Lys)/záporně (Asp + Glu) nabitá rezidua

• Molekulová hmotnost

• Izoelektrický bod

• Extinkční koeficient

• „Instability index“

• Poločas života

• GRAVY (Grand Average of Hydropathy) index

• „Aliphatic index“

Lokalizace proteinů
Predikce posttranslačních modifikací+



• Predikce/výpočet základních fyzikálně-chemických parametrů proteinu.

• Vychází pouze z aminokyselinové sekvence proteinu.

• ProtParam nebere v úvahu možné posttranslační modifikace (PTM) a 

oligomerizaci proteinů.

• Pro predikci PTM a oligomerizace existují specializované nástroje.

• Problematika PTM není stále plně dořešená, především u prokaryot. 

Příklad: ProtParam
https://web.expasy.org/protparam/



Příklad: ProtParam
https://web.expasy.org/protparam/

SKEPLRPRCRPINATLAVEKEGCPVCITVNTTICAGY

CPTMTRVLQGVLPALPQVVCNYRDVRFESIRLPGCPR

GVNPVVSYAVALSCQCALCRRSTTDCGGPKDHPLTCD

DPRFQDSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ

ProtParam nebere v úvahu možné posttranslační modifikace 

(PTM) a oligomerizaci proteinů.



Izoelektrický bod - pI

• Izoelektrický bod = pH, při kterém má protein nulový sumární náboj

• pI proteinu – výpočet na základě znalostí acidobazických vlastností aminokyselin - pK (D,E,Y,C,H,K,R) 

• Problémem jsou posttranslační modifikace!!!

• Použité hodnoty pK jednotlivých aminokyselin – různí autoři, různé podmínky, různé hodnoty…

• Vliv prostředí – sousední aminokyseliny, interakce (struktura proteinu)

https://web.expasy.org/protparam/



Izoelektrický bod - pI

• Izoelektrický bod = pH, při kterém má protein nulový sumární náboj

• pI proteinu – výpočet na základě znalostí acidobazických vlastností aminokyselin - pK (D,E,Y,C,H,K,R) 

• Problémem jsou posttranslační modifikace!!!

• Použité hodnoty pK jednotlivých aminokyselin – různí autoři, různé podmínky, různé hodnoty…

• Vliv prostředí – sousední aminokyseliny, interakce (struktura proteinu)

http://compbio.clemson.edu/PKAD-2/



Izoelektrický bod - pI

• Izoelektrický bod = pH, při kterém má protein nulový sumární náboj, rozpustnost proteinů je 
při pH = pI nejmenší!

pI

pHpH < <          pH
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+

H+

H+

H+

H+

H+

H+

-

OH-

OH-

OH-

OH-

OH-
H+



Izoelektrický bod - pI

• Izoelektrický bod = pH, při kterém má protein nulový sumární náboj, rozpustnost proteinů je 
při pH = pI nejmenší!

pI

pHpH < <          pH

? ?

pI

pHpH < <          pH



Extinkční koeficient 

• Extinkční (molární absorpční)
koeficienty závisejí na okolí 
chromoforu!

• ProtParam nebere v úvahu 
sekundární a terciární strukturu.

• Přesné extinkční koeficienty je nutné 
získat experimentálně.

280 nm



Extinkční koeficient 

• Predikovány dvě hodnoty (disulfidické můstky 
vs. bez disulfidických můstků).

• Poměrně spolehlivé pro proteiny obsahující 
tryptofan (absorbuje nejvíce, absorbance 
méně závislá na prostředí).

• Předpoklad: proteiny neobsahují jiný 
chromofor, který by absorboval při 280 nm.

• Proteiny bez Trp? Proteiny bez Trp, Tyr a 
disulfidových můstků? 



Extinkční koeficient 

http://nickanthis.com/tools/a205.html



Extinkční koeficient 

http://nickanthis.com/tools/a205.html



Jak stabilní je můj protein? 

• Stabilita in vivo

• Stabilita proteinu v buňce

• Degradace proteinů v buňce je aktivní proces 
(„udělej svoji práci a zmiz, ať nezavazíš“).

• „In-vivo half-life“ 

• Stabilita in vitro

• Stabilita proteinu ve zkumavce

• „Instability index“



• Stabilita in vivo

• Stabilita proteinu v buňce

Jak stabilní je můj protein? 

• N-koncové pravidlo

• Odhad – osekání sekvenční informace na jednu
aminokyselinu.

• Problém odštěpování iniciačního methioninu: která 
aminokyselina je ve skutečnosti první?

• Nástroje pro predikci odštěpení iniciačního 
methioninu.



Jak stabilní je můj protein? 

• Stabilita in vitro

• Stabilita proteinu ve zkumavce

• „Instability index“



Jak stabilní je můj protein? 

• Stabilita in vitro

• Stabilita proteinu ve zkumavce

• „Instability index“

RNasa A, stabilní protein,
4 disulfidické můstky



Jak stabilní je můj protein? 

• Stabilita in vitro

• Stabilita proteinu ve zkumavce

• „Instability index“



„Aliphatic index“/GRAVY

Aliphatic index

Grand average of hydropathy

Hydrofobní/hydrofilní proteiny?

Membránové proteiny?



„Aliphatic index“/GRAVY

Grand average of hydropathy

Hydrofobní/hydrofilní proteiny?

Membránové proteiny?

Aliphatic index



GRAVY
Protein 1:

DPIALTAAVGADLLGDGRPETLWLGIGTLLMLIGTFYFIVKGWGVTDKEAREYYSITILVPGIASAAYLSMFFGIGLTEVQVGSEMLDIYYARYADWLFTTPLLLLDLALLAKVDRVSIGTLVGV

DALMIVTGLVGALSHTPLARYTWWLFSTICMIVVLYFLATSLRAAAKERGPEVASTFNTLTALVLVLWTAYPILWIIGTEGAGVVGLGIETLLFMVLDVTAKVGFGFILLRSRAILGDTEAPEPS

AGAEASAAD Membránový protein

Protein 2:

KLAVYSTKQYDKKYLQQVNESFGFELEFFDFLLTEKTAKTANGCEAVCIFVNDDGSRPVLEELKKHGVKYIALRCAGFNNVDLDAAKELGLKVVRVPAYDPEAVAEHAIGMMMTLNRRIHRAYQR

TRDANFSLEGLTGFTMYGKTAGVIGTGKIGVAMLHILKGFGMRLLAFDPYPSAAALELGVEYVDLPTLFSESDVISLHCPLTPENYHLLNEAAFDQMKNGVMIVNTSRGALIDSQAAIEALKNQK

IGSLGMDVYENERDLFFEDKSNDVIQDDVFRRLSACHNVLFTGHQAFLTAEALTSISQTTLQNLSNLEKGETCPNELV Cytoplasmatický protein

Protein 2Protein 1



GRAVY



Predikce lokalizace 

• Predikce lokalizace proteinů v buňce (prokaryotická, eukaryotická).

• Lokalizace proteinů napomáhá určení (ověření) jejich funkce. 

• Vypovídá o předpokládaných vlastnostech proteinů (cytoplasmatické  x  membránové).

Gardy et al., 2006

Yu et al., 2010



Predikce lokalizace 

• Predikce lokalizace proteinů v buňce (prokaryotická, eukaryotická).

• Lokalizace proteinů napomáhá určení (ověření) jejich funkce. 

• Grampozitivní/Gramnegativní bakterie/eukaryotické buňky 

Cytoplasma

Cytoplasmatická 

membrána

Buněčná stěna

Periplasmatický 

prostor Periplasmatický 

prostor

Vnější membrána



Cytoplasma

Cytoplasmatická 

membrána

Buněčná stěna

Periplasmatický 

prostor Periplasmatický 

prostor

Vnější membrána

Predikce lokalizace 

• Predikce lokalizace proteinů v buňce (prokaryotická, eukaryotická).

• Lokalizace proteinů napomáhá určení (ověření) jejich funkce. 

• Grampozitivní/Gramnegativní bakterie/eukaryotické buňky 



Predikce lokalizace 

• Predikce lokalizace proteinů v buňce (prokaryotická, eukaryotická).

• Lokalizace proteinů napomáhá určení (ověření) jejich funkce. 

• Grampozitivní/Gramnegativní bakterie/eukaryotické buňky 

https://psort.org/



• Sekvenční podobnost proteinům se známou funkcí (lokalizací)

• Sekundární struktura – transmembránové helixy

• Analýza specifických motivů v sekvenci

• Signální peptidy



https://psort.org/

• Predikce lokalizace proteinů v eukaryotických buňkách 
(živočichové, rostliny, houby).

• Mnohem více možných lokalizací proteinů!



https://psort.org/

• Predikce lokalizace proteinů v eukaryotických buňkách 
(živočichové, rostliny, houby).

• Mnohem více možných lokalizací proteinů!



Predikce – signální sekvence/peptidy

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0

https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/



Proteom a proteomika

• Proteom – soubor všech forem proteinů existujících v buňce (organismu, biologickém vzorku)               
v určitém čase a za určitých podmínek.

• Proteomika – studium proteomů.

• Proteomika – věda zabývající se komplexní analýzou proteinů (identifikace, exprese, charakterizace).

• Proteomika – analýza proteinů ve velkém rozsahu (struktura, funkce, interakce). 

• Proteomika – vyžaduje separační techniky, hmotnostní spektrometrii, bioinformatiku, databáze genů 
a proteinů.



• Proteom – soubor všech forem proteinů existujících v buňce (organismu, biologickém vzorku)               
v určitém čase a za určitých podmínek.

Množství kovalentních forem proteinů přesahuje množství proteinů predikovaných z DNA (genom).

Proteomy jsou složitější než genomy.

1 genom – mnoho proteomů. 

• 1 gen může být exprimován ve více než 20 různých variantách proteinu. Například α1-antitrypsin se 
může vyskytovat ve 22 různých formách. 

• 25 000 genů – 0,5 - 1 milion proteinů.  

Proteom a proteomika



• Proteom – soubor všech forem proteinů existujících v buňce (organismu, biologickém vzorku)               
v určitém čase a za určitých podmínek.

Množství kovalentních forem proteinů přesahuje množství proteinů predikovaných z DNA (genom).

Proteomy jsou složitější než genomy.

1 genom – mnoho proteomů. 

• Navýšení kódovací kapacity genomu: alternativní sestřih, 
posttranslační modifikace (PTM).

Proteom a proteomika



Posttranslační modifikace

• Posttranslační modifikace – kovalentní modifikace proteinů po transkripci DNA a translaci RNA.

Posttranslační modifikace – probíhají i u prokaryot

Posttranslační modifikace jsou prováděny enzymy. Enzymy rozeznávají specifické signály –
aminokyselinové sekvence v proteinech. Identifikace těchto sekvenčních motivů umožňuje predikci 
PTM. 

Člověk: 500 proteinkinas, 150 proteinfosfatas, 500 proteas.

5 % genomu vyšších eukaryot – zapojení do PTM.

• Klasifikace posttranslačních modifikací – typ modifikované 
aminokyseliny, podle modifikujícího enzymu, reverzibilita modifikací.



Posttranslační modifikace - typy

DOI: 10.1002/anie.200501023



Posttranslační modifikace - příklady

• Kovalentní připojení malé molekuly 
(funkční skupiny):

• Fosforylace (serin, threonin, tyrosin, 
histidin, arginin, lysin), aktivace/inhibice 
enzymů. Nejstudovanější PTM. 

• Glykosylace (N-glykosylace, O-glykosylace, 
GPI kotva, C-mannosylace). 

• S-nitrosylace (cystein). Neenzymatické 
připojení NO. Vazba je labilní, náročná 
experimentální identifikace!

• Kovalentní připojení acylových řetězců:

• Kovalentní připojení malých proteinů: 

• Ubikvitinace (lysin). Regulace 
odbourávání proteinů, regulace funkce 
proteinů.

Met-Gly-X-X-X-
Ser/Thr



Posttranslační modifikace - význam

• Ovlivňují 3D a 4D strukturu proteinů, 
aktivitu a funkci (rozpustnost, stabilita, 
interakce, vypnuto/zapnuto).

• Mohou ovlivňovat lokalizaci proteinu           
v buňce (prenylace a jiné – připojení 
hydrofobní skupiny umožňuje lokalizaci   
do membrány).

• Tvorba disulfidických můstků může být 
nezbytná pro správné sbalení proteinů.

• Význam pro imunitní systém – glykosylace.



Posttranslační modifikace - příklady

• Kovalentní připojení malé molekuly 
(funkční skupiny):

• Fosforylace (serin, threonin, tyrosin, 
histidin, arginin, lysin), aktivace/inhibice 
enzymů. Nejstudovanější PTM. 

https://info.gbiosciences.com/blog/protein-phosphorylation-natures-favorite-way-of-decorating-proteins

• Ovlivňují 3D a 4D strukturu proteinů, 
aktivitu a funkci (rozpustnost, stabilita, 
interakce, vypnuto/zapnuto).



Posttranslační modifikace - význam

DOI 10.1007/s10545-015-9851-7



Posttranslační modifikace - význam

DOI 10.1007/s10545-015-9851-7



Posttranslační modifikace - význam

https://omim.org

OMIM databáze – geny a geneticky 
podmíněné choroby 



Posttranslační modifikace - význam
https://omim.org



Posttranslační modifikace - databáze

https://awi.cuhk.edu.cn/dbPTM/index.php



Posttranslační modifikace
Predikce

• Posttranslační modifikace jsou prováděny enzymy. Enzymy rozeznávají specifické signály –
aminokyselinové sekvence v proteinech. Identifikace těchto sekvenčních motivů umožňuje 
predikci PTM.    

• Problémy predikce:

• Může být těžké vytvořit „průměrný“ sekvenční motiv vhodný pro predikci.

• Proteiny jsou modifikovány různými enzymy s různou specifitou.

• Vliv okolních aminokyselin – ovlivnění náboje, hydrofility části proteinu v kontaktu                    
s enzymem.

• Vliv 3D/4D struktury.



Posttranslační modifikace

Experimentální 
identifikace (LC, MS) 

Predikce

Experimentální 
identifikace/ ověření PTM.
Databáze PTM.
Databáze modifikovaných 
proteinů. 

Predikce PTM na základě homologie.
Predikce na základě sekvenčních motivů.

Predikce PTM

Vyhodnocování experimentálních dat



https://services.healthtech.dtu.dk/

DTU - Technical University of Denmark



https://services.healthtech.dtu.dk/

DTU - Technical University of Denmark

Expert Protein Analysis System
http://www.expasy.org



Základní predikované vlastnosti proteinů

9) Predikce 2D, 3D a 4D struktury proteinů. Souřadnice. Formáty. Vizualizační nástroje. 

RKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGV

KKPHRYRPGTVALREIRRYQKSTELLIR

KLPFQRLVREIAQDFKTDLRFQSSAVMA

LQEASEAYLVGLFEDTNLCAIHAKR



Použitá a doporučená literatura


