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Lenka Malinovská 
Protein 

RKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGV

KKPHRYRPGTVALREIRRYQKSTELLIR

KLPFQRLVREIAQDFKTDLRFQSSAVMA

LQEASEAYLVGLFEDTNLCAIHAKR  
? 



• Protein, polypeptid, bílkovina. 

• Lineární polymer aminokyselin spojených peptidovými vazbami. 

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

Proteiny 

NH2 COOH NH2 COOH + 

NH2 COOH N-konec C-konec 

MTWCKTMIDQGRSWPHCYYGMAA

DTYYKKLTPGHTQVGITILMGAC

GCCCGTGCRNMSDETGCWWCGTA

HSPGCTDEQLRCGLVCGT 

N 

C 

N             C, využíván 

jednopísmenný kód  



Proteinogení aminokyseliny 

• Stavební jednotky proteinů: a-L-aminokyseliny. 

• 20 standardních proteinogenních aminokyselin. 

• Alifatické (Gly, Ala, Val, Leu, Ile). 

• Sirné (Cys, Met). 

• S OH skupinou (Ser, Thr). 

• Kyselé a z nich odvozené (Glu, Gln, Asp, Asn). 

• Bazické (Lys, Arg). 
Aminokyseliny  

s podobnými vlastnostmi mohou 
plnit v proteinu stejné funkce – bývají 

vzájemně zastupitelné  

http://prowl.rockefeller.edu/


D-aminokyseliny 

• Bakterie – antibiotika, složka buněčných stěn (peptidoglykany) 

• Eukaryota - biologicky aktivní peptidy 

 

 

 

 

 

• Savci – D-Ser, D-Asp 

• D-aminokyseliny v potravě 

 
 

 
 



D-aminokyseliny 

• D-aminokyseliny v potravě 

 
 

 
 

D-Asn 
D-Asp 

D-Ala 
D-Ser 

D-Glu 



• Bakterie – antibiotika, složka buněčných stěn (peptidoglykany) 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

D-aminokyseliny 
„Indeed, one of the biggest mysteries 
concerning the origin of life is why L-
polypeptides were selected as proteins, 
while D-polypeptides were eliminated from 
primitive Earth.“ 

https://dbaasp.org/home 

Úkol 1: Najděte v databázi 
„Penicillin“. Jakou D-aminokyselinu 
obsahuje? Jak jsou D-aminokyseliny 
vyznačené v sekvenci?  



https://dbaasp.org/home 



D-peptidy 
https://www.lifetein.com/Peptide-
Synthesis-D-Amino-Acid.html 

Pin2 = Pandanin 2 

Pandinus imperator 



D-peptidy 
https://www.lifetein.com/Peptide-
Synthesis-D-Amino-Acid.html 



De novo design peptidů  

• Problémy AMP: degradace proteasami, toxické 
pro savčí buňky, produkce je drahá. 

• Design vhodných AMP: experimentální a 
výpočetní metody. 

• Mnoho různých nástrojů pro predikci 
antimikrobiální aktivity, toxicity a stability AMP. 

 

 
https://dbaasp.org/tools?page=linear-amp-prediction 

Úkol 2: Predikujte antimikrobiální aktivitu 
následujících peptidů vůči Staphylococcus 
aureus a Pseudomonas aeruginosa. 
 
FLPLIGRVLSGIL 
ALWKTLLKKVLKA 
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De novo design peptidů  

• Problémy AMP: degradace proteasami, toxické 
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https://dbaasp.org/tools?page=linear-amp-prediction 

Úkol 3: Predikujte případné cytotoxické 
účinky peptidů vůči savčím buňkám. 
 
FLPLIGRVLSGIL 
ALWKTLLKKVLKA 



De novo design peptidů  

https://server.wei-group.net/ToxIBTL/Server.html 



De novo design peptidů  

• Problémy AMP: degradace proteasami, toxické 
pro savčí buňky, produkce je drahá. 
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Úkol 4: Pokuste se „vylepšit“ antimikrobiální 
aktivitu následujících peptidů. 
 
ALLLIGGLVLSGIL 
FLDLIGGGVLSGIL 

https://aps.unmc.edu/design 



De novo design peptidů  



D-proteiny 

„Identification of drug candidates through mirror-image phage 
display and related screening technologies“ 

Phage display: vystavení peptidové sekvence na povrchu 
bakteriofágů, selekce peptidů na základě vazebných schopností 



• 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 a 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“. 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). 

    Řešení: přídavek „inertního“ proteinu (BSA), použití vhodného plastu a skla.  
 
 

 
 

Jak se chovají proteiny (v laboratoři)? 



Jak se chovají proteiny (v laboratoři)? 



Mikrozkumavky, 

zkumavky, 

špičky:  

doba plastová 



 
• Proteiny vyžadují pro svou aktivitu (a stabilitu) určitou  koncentraci „solí“. 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. 



Jak vybrat vhodné podmínky pro práci s 
proteinem? 

• Informace o homologních proteinech (z literatury, od kolegů) 

• Zkušenosti a/nebo metoda pokus-omyl 

• Testování a výběr nejlepších podmínek – ideální je použití high-throughput metody, malá množství proteinu 

 
 

 
 

Vliv pH na vazebné vlastnosti lektinů, bakalářská práce, Barbora Mikšátková 



• Informace o homologních proteinech (z literatury, od kolegů) 
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• Testování a výběr nejlepších podmínek – ideální je použití high-throughput metody, malá množství proteinu 

 
 

 
 

Jak vybrat vhodné podmínky pro práci s 
proteinem? 

Vliv pH na vazebné vlastnosti lektinů, bakalářská práce, Barbora Mikšátková 



• Informace o homologních proteinech (z literatury, od kolegů) 

• Zkušenosti a/nebo metoda pokus-omyl 

• Testování a výběr nejlepších podmínek – ideální je použití high-throughput metody, malá množství proteinu 

 
 

 
 

Jak vybrat vhodné podmínky pro práci s 
proteinem? 

http://bic.ceitec.cz/cs/ 



Fluorescence 

fluorofor 

Opticky zjasňující  
prostředky 

Je fyzikální jev při kterém dochází vyzařování „světla“ látkou, která předtím pohltila elektromagnetické záření 

emitované záření excitační záření 



nanoDSF 

Vnitřní fluorescence proteinů (aromatických aminokyselin) v UV oblasti (λ = 300-360 nm) 

Fenylalanin (Phe, F) Tyrosin (Tyr, Y) Tryptofan (Trp, W) 



nanoDSF 

Vnitřní fluorescence proteinů (aromatických aminokyselin) v UV oblasti (λ = 300-360 nm) 
 

Mění se v závislosti na okolí aromatických aminokyselin 
 

W, Y, F jsou hydrofobní a typicky se nacházejí uvnitř proteinů 
 

Se zvyšující se teplotou dochází k denaturaci proteinu  
 
  

rozvolnění struktury  
 
 

expozici W, Y, F na povrch 
 
 

změny ve fluorescenci 
 teplota  

www.nanotempertech.com 



nanoDSF v praxi 

www.nanotempertech.com 

Protein v testovaném pufru  
(testovaných pufrech)  

Nasaju do kapiláry 48 kapilár na 1 měření 



nanoDSF v praxi 

www.nanotempertech.com 

Prometheus 



Uchovávání proteinů 

www.piercenet.com 

• Lyofilizace – mrazová sublimace. 

• Odstranění vody ze zmraženého vzorku za sníženého tlaku. 

• Nedostatek vody zabraňuje růstu mikroorganismů a inhibuje enzymy 
(proteasy). 

• Nepoškozuje vzorek v takovém rozsahu jako jiné způsoby dehydratace 
(vysoká teplota, vysoušedla). 

• Jednoduchá rehydratace. 
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Uchovávání proteinů 

www.piercenet.com 

Sterilní zkumavky, sterilizace filtrací.  
Inhibitory proteas. 

Kryoprotektanty zabraňují tvorbě 
krystalků ledu a poškození proteinu. 

Nutné připravit několik alikvotů (částí 
zásobního roztoku) proteinu. 

Proteiny mohou být  lyofilizací 
nebo zamražením nevratně 

poškozeny!  



Expert Protein Analysis System 
 

http://www.expasy.org 

https://www.sib.swiss/ 

Práce s proteiny 



Expert Protein Analysis System 
 

http://www.expasy.org 



CCTTTATTATCCGCTTCCATTGTTTCCGCTCCTGTTGTTACTTCCGAAACTTATGTTGATATTCCTGGTTTATATTTAGA

TGTTGCTAAAGCTGGTATTCGCGATGGTAAATTACAAGTTATTTTAAATGTTCCTACTCCTTATGCTACTGGTAATAATT

TTCCTGGTATTTATTTTGCTATTGCTACTAATCAAGGTGTTGTTGCTGATGGTTGTTTTACTTATTCCTCCAAAGTTCCT

GAATCCACTGGTCGCATGCCTTTTACTTTAGTTGCTACTATTGATGTTGGTTCCGGTGTTACTTTTGTTAAAGGTCAATG

GAAATCCGTTCGCGGTTCCGCTATGCATATTGATTCCTATGCTTCCTTATCCGCTATTTGGGGTACTGCTGCTCCTTCCT

CCCAAGGTTCCGGTAATCAAGGTGCTGAAACTGGTGGTACTGGTGCTGGTAATATTGGTGGTGGTGGTGAACGCGATGGT

ACTTTTAATTTACCTCCTCATATTAAATTTGGTGTTACTGCTTTAACTCATGCTGCTAATGATCAAACTATTGATATTTA

TATTGATGATGATCCTAAACCTGCTGCTACTTTTAAAGGTGCTGGTGCTCAAGATCAAAATTTAGGTACTAAAGTTTTAG

ATTCCGGTAATGGTCGCGTTCGCGTTATTGTTATGGCTAATGGTCGCCCTTCCCGCTTAGGTTCCCGCCAAGTTGATATT

TTTAAAAAATCCTATTTTGGTATTATTGGTTCCGAAGATGGTGCTGATGATGATTATAATGATGGTATTGTTTTTTTAAA 

PLLSASIVSAPVVTSETYVDIPGLYLDVAKAGIRDGKLQVILNVPTPYATGNNFPGIYFA 

IATNQGVVADGCFTYSSKVPESTGRMPFTLVATIDVGSGVTFVKGQWKSVRGSAMHIDSY 

ASLSAIWGTAAPSSQGSGNQGAETGGTGAGNIGGGGERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAAN 

DQTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDQNLGTKVLDSGNGRVRVIVMANGRPSRLGSRQVDI 

FKKSYFGIIGSEDGADDDYNDGIVFL  

Predikce vlastností Nukleotidová a proteinová  
sekvence hypotetických genů/proteinů  



Příklad 1 



Subcel lular

Local ization

A0A1L6CXU2 144 15424.71 5.43 8480 28.09 Stable 94.93 -0.013 Cytoplasm Cel lular Process

D9QD65 114 11830.05 4.95 15470 15.91 Stable 145.35 1 175 Cyt. Membrane Cel lular Process

D9QD66 259 28688.72 10.85 87805 38.93 Stable 132.47 0.874 Cyt. Membrane Cel lular Process

A0A1L3KSD4 189 19817.07 4.27 22460 26.68 Stable 78.47 -0.279 Cyt. Membrane Cel lular Process

D9QD72 223 24778.46 8.51 13410 50.79 Unstable 65.74 -0.835 Cyt. Membrane Metabol ism

D9QD92 317 34853.13 4.28 36900 54.75 Unstable 75.65 -0.51 Cytoplasm Cel lular Process

D9QD94 176 19506.58 8.74 30940 46.27 Unstable 94.83 0.212 Cyt. Membrane Cel lular Process

D9QDI6 84 9267.63 8.66 7115 42.76 Unstable 75.48 -0.308 Cytoplasm Cel lular Process

D9QDJ9 556 61675.71 4.76 96870 35.15 Stable 80.45 -0.393 Cytoplasm Virulence

A0A0E3N3X9 106 11231.76 4.71 4470 12.58 Stable 94.62 0.182 Cytoplasm Cel lular Process

D9QDM2 180 19919.07 5.69 19605 36.73 Stable 100.17 0.014 Cyt. Membrane Cel lular Process

D9QDM3 300 32616.31 7.62 86775 36.00 Stable 107.90 0.666 Cyt. Membrane Cel lular Process

D9QDM9 74 8634.95 4.58 2980 60.19 Unstable 81.76 -0.446 Cytoplasm Cel lular Process

D9QDN0 153 16678.22 6.28 13980 22.29 Stable 113.40 0.116 Cyt. Membrane Metabol ism

D9QDN1 176 19175.82 4.88 31970 41.84 Unstable 89.32 -0.18 Cytoplasm Metabol ism

D9QDN2 295 32513.52 9.00 42315 48.82 Unstable 100.95 -0.107 Cytoplasm Metabol ism

D9QDS0 189 20508.19 4.21 23950 34.34 Stable 98.47 0.074 Cytoplasm Cel lular Process

D9QDT9 518 55588.43 4.93 61310 34.02 Stable 78.90 -0.323 Cel l  Wal l Metabol ism

D9QDU3 281 29782.02 8.92 57410 38.51 Stable 119.18 0.746 Cyt. Membrane Metabol ism

D9QDV0 253 29432.13 4.87 44015 39.78 Stable 78.93 -0.383 Cytoplasm Information

D9QDV3 207 22233.93 4.19 48595 43.96 Unstable 92.90 0.149 Cytoplasm Cel lular Process

D9QDW7 477 48187.87 5.81 44920 17.05 Stable 102.70 0.237 Cyt. Membrane Information

D9QDY6 166 17814.82 8.80 13980 19.86 Stable 103.49 0.388 Cyt. Membrane Cel lular Process

D9QDZ4 64 6543.50 4.86 2980 30.64 Stable 99.37 0.516 Extracel lular Cel lular Process

D9QE21 96 10681.79 9.45 1547 13.01 Stable 137.29 0.958 Cyt. Membrane Metabol ism

D9QE28 167 17712.91 4.36 15470 26.72 Stable 92.87 0.006 Cytoplasm Metabol ism

D9QE51 193 21446.27 9.87 33585 42.29 Unstable 111.71 0.338 Cyt. Membrane Metabol ism

D9QE89 317 33259.96 6.44 42065 36.21 Stable 71.07 -0.252 Cel l  Wal l Metabol ism

D9QE91 344 37037.72 5.40 50990 37.97 Stable 80.00 -0.179 Cyt. Membrane Metabol ism

D9QE95 313 34589.40 5.63 39420 26.41 Stable 99.33 -0.093 Cyt. Membrane Cel lular Process

D9QEA2 241 26061.98 5.64 41160 41.84 Unstable 98.88 0.211 Cyt. Membrane Metabol ism

A0A1L6CSV7 218 24583.59 6.23 39085 34.78 Stable 103.72 -0.028 Cytoplasm Metabol ism

D9QEB2 181 20396.52 5.13 28990 55.88 Unstable 122.87 0.262 Cyt. Membrane Metabol ism

D9QEB3 183 20040.61 10.53 26470 36.22 Stable 113.61 0.233 Cyt. Membrane Cel lular Process

D9QEB4 153 16571.14 11.03 12490 55.95 Unstable 93.01 -0.087 Cytoplasm Cel lular Process

D9QEB5 68 7170.63 9.62 1490 30.69 Stable 146.32 0.946 Cyt. Membrane Metabol ism

D9QEB6 112 11812.43 4.74 7450 33.37 Stable 112.32 0.185 Cytoplasm Cel lular Process

- AI     GRAVY Protein Function

Table S2: Theoretical prediction of Physicochemical Parameters, Subcellular Localization and Protein Function for 172 HP

UNIPROT ID Nº of AA MW IP EC II

Predikce základních 
fyzikálně-chemických 

vlastností proteinů  



Základní predikované vlastnosti proteinů 

• Počet aminokyselin 

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

• Molekulová hmotnost 

• Izoelektrický bod 

• Extinkční koeficient 

• „Aliphatic index“ 

• „Instability index“ 

• GRAVY (Grand Average of Hydropathy) index 

• Poločas života 

 

 

• Agregace proteinů 

• Termostabilita – teplotní stabilita 

• Posttranslační modifikace 

 

 

 

• Peptidy: hydrofobicita, hydrofobní 
moment, „angle subtended by charged 
residues“  

 

 

 

 



• 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 dořešená, především u prokaryot.  

 

 

Příklad: ProtParam 

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



Příklad: ProtParam 

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

KITCQGDKYSLPEVAAGQQTFKLMQDVRRLQIPSTVVEPQ

DTLFSDCSPTGNCPKCRIPIRCPYKTERCDVKFHYFYIMP

MTQIALDGGYCLNHNQDIICARHKFENKFANKSRDMNHMM

MKLLIYQPEVAVHHDEELASGLQPSVARRMVTTSMVHLRD

HKYGIMNDNTNFEMNCFFYGGHEGTFAHYECGPYFSAQIS  

Úkol 5: Určete základní fyzikálně-
chemické parametry tohoto proteinu 
 



Izoelektrický bod - pI  

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

Protein 1: 
PTEFLYTSKIAAISWAATGGRQQRVYFQDLNGKIREAQRGGDNPWTGGSSQNVIGEAKLFSPLAAVTWKSAQGIQIRVYCVNKDNILSEFVYDGSK

WITGQLGSVGVKVGSNSKLAALQWGGSESAPPNIRVYYQKSNGSGSSIHEYVWSGKWTAGASFGSTVPGTGIGATAIGPGRLRIYYQATDNKIREH

CWDSNSWYVGGFSASASAGVSIAAISWGSTPNIRVYWQKGREELYEAAYGGSWNTPGQIKDASRPTPSLPDTFIAANSSGNIDISVFFQASGVSLQ

QWQWISGKGWSIGAVVPTGTPAGW 

 

Protein 2: 
ATQGVFTLPANTFGVTAEFANESSGTQTVNVLVNNETAATFSGQSTNNAVIGTQVENSGSSGKVQVQVSVNGRPSDLVSAQVILTNELNFALVGSE

DDGTDNDYNDAVVVINWPLG  

 

Protein 3: 
SSVQTAATSWGTVPSIRVYTANNGKITERCWDGKGWYTGAFNEPGDNVSVTSWLVGSAIHIRVYASTGTTTTEWCWDGNGWTKGAYTATN 

 

 

Úkol 6: Student potřeboval pro následné experimenty imobilizovat 3 proteiny na matrici 
(karboxymethylovaný dextran). Nechtělo se mu ptát se na radu  kolegů a tak proteiny 
rozpustil v doporučovaném komerčním pufru (10 mM octan sodný, pH 5,0) a provedl 
imobilizace. U proteinů 1 a 3 byla úspěšná, u proteinu 2 naprosto selhala. „Proč?“, ptá se 
zoufalý student.  



Izoelektrický bod - pI  

Úkol 6: Student potřeboval pro následné experimenty imobilizovat 3 proteiny na matrici 
(karboxymethylovaný dextran). Nechtělo se mu ptát se na radu  kolegů a tak proteiny 
rozpustil v doporučovaném komerčním pufru (10 mM octan sodný, pH 5,0) a provedl 
imobilizace. U proteinů 1 a 3 byla úspěšná, u proteinu 2 naprosto selhala. „Proč?“, ptá se 
zoufalý student.  

Nosič Nosič Nosič 

1 3 

OK 

OK KO 



Izoelektrický bod – pI  

http://isoelectricpointdb2.mimuw.edu.pl/ 



Izoelektrický bod – pI  

http://isoelectricpointdb2.mimuw.edu.pl/ 

Úkol 7: Jsou v databázi také proteiny z koronavirů? 



Extinkční koeficient  

• Extinkční 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  

https://spin.niddk.nih.gov/clore/Software/A205.html 



Extinkční koeficient  

https://spin.niddk.nih.gov/clore/Software/A205.html 



Extinkční koeficient  

Peptid 1: 
AQQGVFTLP 

 

Peptid 2: 
NESEMELEMAKNAMELEPEPR 

 

 

Peptid 3: 
ELGKTNMSDFGHACPTRQELDFASIPQTVCHSDFGHLK 

 

 

Peptid 4: 
AWQGWVFTLP 

 

 

Peptid 5: 
ELGKTNMSDFGHAWCPTRQELDFASIPQTVCHSDFGHLK 

 

 

 

 

 
Úkol 8: Predikujte extinkční koeficienty peptidů při 280 a 205 nm.  

https://spin.niddk.nih.gov/clore/Software/A205.html 



Extinkční koeficient  http://bestsel.elte.hu/extcoeff.php 



Extinkční koeficient  

Peptid 1: 
AQQGVFTLP 

 

Peptid 2: 
NESEMELEMAKNAMELEPEPR 

 

 

Peptid 3: 
ELGKTNMSDFGHACPTRQELDFASIPQTVCHSDFGHLK 

 

 

 

 

 

 

 

Úkol 9: Predikujte extinkční koeficienty peptidů při 214 a 205 nm.  

http://bestsel.elte.hu/extcoeff.php 



Extinkční koeficient  



https://www.creative-proteomics.com/pronalyse/extinction-coefficient-determination.html 

https://jordilabs.com/lab-
testing/problems-we-
solve/protein-
analysis/protein-
extinction-coefficient/ 



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“ 

 



Jak stabilní je můj protein?  

• Stabilita in vivo 

 

• Stabilita proteinu v buňce 

 

 

 

 

 

 
• 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 vivo 

 

• Stabilita proteinu v buňce 

 

 

 

 

 

 

Protein 1: 
MERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAANDQTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDQNL

GTKVLDSGNGRVRVIVMANGRPSRLGSRQVDIFKKSYFGIIGSEDGADDDYND

GIVFLNWPLG 

 

Protein 2: 
ERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAANDQTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDQNLG

TKVLDSGNGRVRVIVMANGRPSRLGSRQVDIFKKSYFGIIGSEDGADDDYNDG

IVFLNWPLG 

 

Úkol 10: Predikujte in vivo half-life následujících proteinů: 

Úkol 11: Odštěpuje se u proteinu 1 iniciační methionin? 



Jak stabilní je můj protein?  

http://terminus.unige.ch/ 

https://bioweb.i2bc.paris-saclay.fr/terminator3/ 

Protein 1: 
MERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAANDQTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDQNL

GTKVLDSGNGRVRVIVMANGRPSRLGSRQVDIFKKSYFGIIGSEDGADDDYND

GIVFLNWPLG 

 

Protein 2: 
ERDGTFNLPPHIKFGVTALTHAANDQTIDIYIDDDPKPAATFKGAGAQDQNLG

TKVLDSGNGRVRVIVMANGRPSRLGSRQVDIFKKSYFGIIGSEDGADDDYNDG

IVFLNWPLG 

 

Úkol 10: Predikujte in vivo half-life následujících proteinů: 

Úkol 11: Odštěpuje se u proteinu 1 iniciační methionin? 



„N-terminomics“ 

„N-terminomics is a rapidly evolving branch of proteomics that encompasses the study 
of protein N-terminal sequence. A proteome-wide collection of such sequences has 
been widely used to understand the proteolytic cascades and in annotating the 
genome. Over the last two decades, various N-terminomic strategies have been 
developed for achieving high sensitivity, greater depth of coverage, and high-
throughputness.“ 

• N-terminální posttranslační 
modifikace ovlivňují stabilitu 
proteinů. 

• Modifikace (např. acetylace), 
odštěpení iniciačního methioninu, 
odštěpení signálního peptidu.    

• Analýza pomocí MS – 
bioinformatické nástroje pro analýzu 
dat.   

• Bioinformatické nástroje pro predikci 
modifikací. 

• Databáze věnované „terminálním“ 
modifikacím. 

 

 

 

https://topfind.clip.msl.ubc.ca/home/index 

https://www.expasy.org/resources/myristoylator 



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 disulfidové můstky 



Jak stabilní je můj protein?  

• Stabilita in vitro 

 

• Stabilita proteinu ve zkumavce 

 

 

 

 

 

 

 

• „Instability index“ 

 



Agregace proteinů 

• Agregace proteinů = shlukování proteinů 

• Agregace proteinů in vitro vs. in vivo 

 

• Agregace in vitro může být způsobena poškozením proteinů – narušení prostorového uspořádání 
(struktury), odhalení hydrofobních částí proteinu. Nevhodné pracovní podmínky, mechanické 
poškození. 

 

• Agregace in vivo – hromadění špatně sbaleného proteinu (mutace) 

• Špatně sbalené proteiny – neurodegenerativní choroby 

 

• Vysoká koncentrace proteinu v bakteriální buňce - problémy při produkci rekombinantních 
proteinů (inkluzní tělíska) 

 

 



Agregace proteinů 

• Agregace in vivo – hromadění špatně sbaleného proteinu (mutace) 

• Špatně sbalené proteiny – neurodegenerativní choroby 

 

 

Jan Konvalinka, Jana Peichlová |  1. 1. 2002  |  Vesmír 81, 11, 2002/1 



Agregace proteinů 

• Agregace in vivo – hromadění špatně sbaleného proteinu (mutace) 

• Špatně sbalené proteiny – neurodegenerativní choroby 

 

 

Jan Konvalinka, Jana Peichlová |  1. 1. 2002  |  Vesmír 81, 11, 2002/1 



Agregace proteinů  

•  „Aggregation propensity prediction“ 

• Choroby způsobené mutovaným proteinem 

• Predikce ze sekvence/ predikce ze struktury 

 

 



•  „Aggregation propensity prediction“ 

• Choroby způsobené mutovaným proteinem 

• Predikce ze sekvence/ predikce ze struktury 

 

 

Agregace proteinů  



Protein 1: 
SDVDIEAQDAGQTLVQVISIPSGETWVAIQLPSQYRYFDFVFENVSPTSSGSVLVA

QMAPQSGGVYGSNYSGSGWGNDLGGGGFYGYSEAKWMCLWPANRSGPSSKTGLYGT

CKLMNLNQSSAVPSVTSNLFAPTAYKNEPGYANVGGCCQKIRGLASSIQFAFALAG

GNVPQNTDTFNGGTIKVYGWN  

 
Protein 2: 
LVIVDAVTLLSAYPEASRDPAAPTVIDGRHLYVVSPGDAAQLGHNDSRLFTGLSPG

DQLHLRETALALRAEVSVLFIRFALKDAGIVAPIELEVRDAATAVPDADDLLHPSC

RPLKDHYWRSDVLAAGATTCTADFAVCDRDGTVSGYFRWETSIEIAGSQPDTKQPG

FKPSS 

 

Protein 3: 
PLLSASIVSAPVVTSETYVDIPGLYLDVAKAGIRDGKLQVILNVPTPYATGNNFPG

IYFAIATNQGVVADGCFTYSSKVPESTGRMPFTLVATIDVGSGVTFVKGQWKSVRG

SAMHIDSYASLSAIWGTAAPSSQGSGNQGAETGGTGAGNIGGGG 

 

Protein 4: 
ADSQTSSNRAGEFSIPPNTDFRAIFFANAAEQQHIKLFIGDSQEPAAYHKLTTRDG

PREATLNSGNGKIRFEVSVNGKPSATDARLAPINGKKSDGSPFTVNFGIVVSEDGH

DSDYNDGIVVLQWPIG 

Úkol 12: Otestujte studované proteiny a predikujte, zda 
obsahují úseky náchylné k agregaci. 

https://waltz.switchlab.org/index.cgi 

Agregace proteinů  



Jak pracovat s proteiny? 

• Práce za vhodné teploty 

 
 

 
 

teplota  

• Nejlepší podmínky vybíráme a stabilitu proteinu často posuzujeme s využitím Tm (melting 

temperature, teplota tání, 50% proteinu je denaturováno). 
 

 
 
 



Predikce Tm 

http://tm.life.nthu.edu.tw/ 1ril 
3oeq 



Predikce Tm 

http://tm.life.nthu.edu.tw/ 

Protein 1: 
ATQGVFTLPANTRFGVTAFANSSGTQTVNVLVNNETAATFSGQSTNNAVIGT

QVLNSGSSGKVQVQVSVNGRPSDLVSAQVILTNELNFALVGSEDGTDNDYND

AVVVINWPLG  

 

Protein 2: 
ADSQTSSNRAGEFSIPPNTDFRAIFFANAAEQQHIKLFIGDSQEPAAYHKLT

TRDGPREATLNSGNGKIRFEVSVNGKPSATDARLAPINGKKSDGSPFTVNFG

IVVSEDGHDSDYNDGIVVLQWPIG 

 

Protein 3: 
LVIVDAVTLLSAYPEASRDPAAPTVIDGRHLYVVSPGDAAQLGHNDSRLFTG

LSPGDQLHLRETALALRAEVSVLFIRFALKDAGIVAPIELEVRDAATAVPDA

DDLLHPSCRPLKDHYWRSDVLAAGATTCTADFAVCDRDGTVSGYFRWETSIE

IAGSQPDTKQPGFKPSSDRNGNFSLPPNTAFKAIFYANAADRQDLKLFIDDA

PEPAATFVGNSEDGVRLFTLNSKGGKIRIEASANGRQSATDARLAPLSAGDT

VWLGWLGAEDGADADYNDGIVILQWPIT 

 

 

Úkol 13: Predikujte Tm uvedených proteinů. 
 
(Protein 1: termostabilní; Protein 2: „normální“; 
Protein 3: moc nevydrží) 
  



Termostabilita  

http://service.tartaglialab.com/update_submission/551650/28c833ad26 

„The Thermometer web server is fast 
and for a 50-residue-long protein, 
results are available to the user in 
about 4 minutes, while for a protein 
of average size (250 resides) the 
waiting time is of nearly 20 minutes. 
Moreover, the webserver is user-
friendly and can be run without any a 
priori knowledge on theoretical or 
computational biology. We believe 
Thermometer can contribute to better 
understanding thermal stability and 
we hope that it could be useful in a 
number of practical applications.“ 

The weighted average 

of the 10 closest 
proteins is: 58.31 



Termostabilita  

http://service.tartaglialab.com/update_submission/551650/28c833ad26 

„The Thermometer web server is fast 
and for a 50-residue-long protein, 
results are available to the user in 
about 4 minutes, while for a protein 
of average size (250 resides) the 
waiting time is of nearly 20 minutes. 
Moreover, the webserver is user-
friendly and can be run without any a 
priori knowledge on theoretical or 
computational biology. We believe 
Thermometer can contribute to better 
understanding thermal stability and 
we hope that it could be useful in a 
number of practical applications.“ 

Úkol 13: Vyzkoušejte si predikci 
termostability pro tyto dva 
proteiny.  

1ril 

3oeq 



„Aliphatic index“ 
Termostabilita  

Aliphatic 
index 

• Termostabilní proteiny – využití v průmyslu 

• Termostabilní proteiny – proteiny z extremofilních organismů, proteinové inženýrství 

• Využití bioinformatiky – predikce stabilizujících mutací 

• Srovnání s proteiny z termofilních organismů 

• Sekvenční/strukturní úroveň 

 



Termostabilita  



„Meltome“  

https://meltomeatlas.proteomics.wzw.tum.de/master_meltomeatlasapp/ 



„Meltome“  

https://meltomeatlas.proteomics.wzw.tum.de/master_meltomeatlasapp/ 

Úkol 14: Porovnejte Tm proteinu 
GAPDH u člověka a myši. 



GRAVY  

Grand average of hydropathy 

Hydrofobní/hydrofilní proteiny? 

Membránové proteiny? 



GRAVY  

Hydrofobní/
hydrofilní 
proteiny? 

Hydrofobní/h
ydrofilní 
proteiny? 



GRAVY  
Protein 1: 
DPIALTAAVGADLLGDGRPETLWLGIGTLLMLIGTFYFIVKGWGVTDKEAREYYSITILVPGIASAAYLSMFFGIGLTEVQVGSEMLDIYYARYADWLFTTPLLLLDLALLAKVDRVSIGTLVGV

DALMIVTGLVGALSHTPLARYTWWLFSTICMIVVLYFLATSLRAAAKERGPEVASTFNTLTALVLVLWTAYPILWIIGTEGAGVVGLGIETLLFMVLDVTAKVGFGFILLRSRAILGDTEAPEPS

AGAEASAAD Membránový protein 

 

Protein 2: 
KLAVYSTKQYDKKYLQQVNESFGFELEFFDFLLTEKTAKTANGCEAVCIFVNDDGSRPVLEELKKHGVKYIALRCAGFNNVDLDAAKELGLKVVRVPAYDPEAVAEHAIGMMMTLNRRIHRAYQR

TRDANFSLEGLTGFTMYGKTAGVIGTGKIGVAMLHILKGFGMRLLAFDPYPSAAALELGVEYVDLPTLFSESDVISLHCPLTPENYHLLNEAAFDQMKNGVMIVNTSRGALIDSQAAIEALKNQK

IGSLGMDVYENERDLFFEDKSNDVIQDDVFRRLSACHNVLFTGHQAFLTAEALTSISQTTLQNLSNLEKGETCPNELV  Cytoplasmatický protein 

Protein 2 Protein 1 

Úkol 15: Ověřte, že se skutečně jedná 
o membránový a cytoplasmatický 
protein. 



Hydrofobicita  

• Hydrofobicita aminokyselin – minimálně 98 
(2016) stupnic hydrofobicity, velmi rozdílné 
(různé způsoby určení hodnot). 
 

• Hydrofobicita využívána pro predikci 
vlastností proteinů: membránové 
proteiny/části proteinů, sekundární 
struktura, folding proteinů, rozpustnost. 
 

• Různé parametry založené na hydrofobicitě 
aminokyselin (např. GRAVY). 

 

• Hydrofobní moment – vzájemné prostorové 

rozložení hydrofilních a hydrofobních postranních 

řetězců jednotlivých aminokyselin v sekvenci, je 

závislý na sekundární struktuře daného peptidu. 

 

• „Hydrofobní parametry“ – využívány pro popis a 

predikci vlastností peptidů (částí proteinu). 

 

• Parametry související s interakcemi s membránami 

(antimikrobiální peptidy). 

 

 

 

 



Hydrofobicita  

• Hydrofobicita aminokyselin – minimálně 98 
(2016) stupnic hydrofobicity, velmi rozdílné 
(různé způsoby určení hodnot). 
 

• Hydrofobicita využívána pro predikci 
vlastností proteinů: membránové 
proteiny/části proteinů, sekundární 
struktura, folding proteinů, rozpustnost. 
 

• Různé parametry založené na hydrofobicitě 
aminokyselin (např. GRAVY). 

 

• Hydrofobní moment – vzájemné prostorové 

rozložení hydrofilních a hydrofobních postranních 

řetězců jednotlivých aminokyselin v sekvenci, je 

závislý na sekundární struktuře daného peptidu. 

 

 

 

 

 

„Helical Wheel“ 

https://doi.org/10.1074/jbc.M102865200 



Hydrofobicita  

• Hydrofobicita aminokyselin – minimálně 98 
(2016) stupnic hydrofobicity, velmi rozdílné 
(různé způsoby určení hodnot). 
 

• Hydrofobicita využívána pro predikci 
vlastností proteinů: membránové 
proteiny/části proteinů, sekundární 
struktura, folding proteinů, rozpustnost. 
 

• Různé parametry založené na hydrofobicitě 
aminokyselin (např. GRAVY). 

 

• Hydrofobní moment – vzájemné prostorové 

rozložení hydrofilních a hydrofobních postranních 

řetězců jednotlivých aminokyselin v sekvenci, je 

závislý na sekundární struktuře daného peptidu. 

 

 

 

 

 

„Helical Wheel“ 



Hydrofobicita  

 

 

 

 

• „Angle subtended by charged residues“  

 

 

 

 

 

DOI: 10.5772/38023 

„It was observed that analogues with large angles show 
greater antibacterial action, for example, MIC value 
against E. coli decreased to eight times when the angle 
is increased from 120° (Figure 2A) to 180° (Figure 2B). 
However, these analogues showed larger hemolytic 
activity than magainin 2.“ 

https://doi.org/10.3329/dujps.v20i3.59806 



„Helical Wheel“ 
  

http://lbqp.unb.br/NetWheels/ 

Úkol 16: Pohrajte si s nástrojem 
NetWheels. Vytvořte diagram pro 
peptidy: 
 
FLPLIGRVLSGIL 
ALWKTLLKKVLKA 
 
 
 



„Helical Wheel“ 
  

Volitelný úkol: Vytvořte si model 
peptidu… 
 

https://www.ibg.kit.edu/protein_origami/?page=index 



Hydrofobicita  

• Hydrofobicita aminokyselin – minimálně 98 
(2016) stupnic hydrofobicity, velmi rozdílné 
(různé způsoby určení hodnot). 
 

• Hydrofobicita využívána pro predikci 
vlastností proteinů: membránové 
proteiny/části proteinů, sekundární 
struktura, folding proteinů, rozpustnost. 
 

• Různé parametry založené na hydrofobicitě 
aminokyselin (např. GRAVY). 

 

• Parametry související s interakcemi s membránami 

(„penetration depth, tilt angle“). 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1007/s00232-022-00224-2 



• 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 - 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 
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 

• Problémy při identifikaci posttranslačních modifikací: 

 modifikovaná je jen frakce proteinu (nízká koncentrace, nutné citlivé metody), kovalentní 
vazba PTM je labilní – nemusí vydržet zpracování vzorku a analýzu. 

 

• Identifikace a analýza PTM: kombinace LC a MS analýzy. 



Posttranslační modifikace 

Experimentální 
identifikace  

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 

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



Posttranslační modifikace - štěpení 

https://web.expasy.org/peptide_cutter/ 

Protein 1 
MANLGCWMLVLFVATWSDLGLCKKRPKPGGWNTGGSRY

PGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQP

HGGGWGQPHGGGWGQGGGTHSQWNKPSKPKTNMKHMAG

AAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPIIHFGSDYEDRYYRE

NMHRYPNQVYYRPMDEYSNQNNFVHDCVNITIKQHTVT

TTTKGENFTETDVKMMERVVEQMCITQYERESQAYYQR

GSSMVLFSSPPV ILLISFLIFLIVG  

PRIO_HUMAN 

Úkol 17:  Predikujte potenciální 
místa štěpení v uvedeném 
proteinu. 
 



Použitá a doporučená literatura 


