
Molekulární biotechnologie č.6b

• Zvýšení produkce rekombinatního proteinu.



Další postupy vedoucí ke zvýšení produkce 

rekombinantního proteinu

• Jsou zaměřeny na  stabilitu proteinu



Cizorodé proteiny

• Se v heterologních buňkách vyskytují v malých 

množstvích

• Bývají degradovány proteázami



Degradaci proteinu lze zabránit

• Kovalentním připojením cizorodého proteinu k stabilnímu 

hostitelskému proteinu

• Touto kombinací – nazývanou fúzní protein – se ochrání 

klonovaný genový produkt před proteázami hostitelských 

buněk

• Klonované proteiny jsou odolné vůči degradaci 

proteolytickými enzymy, jsou-li součástí fúzního proteinu, 

zatímco samostatné proteiny jsou citlivé na proteolýzu 



Fúzní protein - definice

• Fúzní protein: hybridní produkt vznikající expresí 

sekvence vytvořené fúzí 2 genů technikami 

rekombinantní DNA



Fúzní proteiny

• Jsou konstruovány na úrovni DNA

• Ligací kódujících oblastí 2 genů

• Využívají se k tomu fúzní vektory



Schema klonovacího vektoru pro fuzní protein

• .



Fúzní protein jako finální produkt

• Může být vhodný pro další aplikace (např. v diagnostice)

• Nemusí být vhodný (např. pro klinické použití)



Odštěpení cílového proteinu od fúzního partnera

• Lze docílit specifickými proteázami

• Cílové místo rozpoznávané proteázami (např. 

aminokyseliny Ile-Glu-Gly-Arg rozpoznávané faktorem 

Xa) se připojuje k proteinu na úrovni DNA  (tzv. linker) a

tvoří součást fúzního vektoru

• Cílové místo rozpoznávané faktoremXa se v nativních 

proteinech vyskytuje vzácně a proto se s úspěchem 

používá ke štěpení fúzních proteinů.

• Obr.



Proteolytické štěpení fúzního proteinu faktorem Xa



Fúsní klonovací vektor pET 102

• Obsahuje štěpné místo  pro jinou proteinázu –

enterokinázu – která umožňuje odštěpit fúzního partnera



Fúzní proteiny mohou být použity

• Pro purifikaci proteinů

• Např. s využitím imunoafinitní purifikace

• Fúzní partner se nazývá markerový peptid



Imunoafinitní purifikace proteinu

• .



Příklad fuzních partnerů usnadňujících purifikaci cizích 

proteinů

• .



Speciální fúzní proteinové systémy

• Byly vyvinuty pro skríning cDNA knihoven, které 
obsahují velký počet klonů

• Umožňují vyhledávat vzácně exprimované, ale důležité 
proteiny kódované cDNA 

• Molekuly cDNA jsou klonovány do genů kódujících 
povrchový antigen fága M13 (gen kódující protein III) 
nebo do genů kódujících pili bakteriálních buněk

• Po transkripci a translaci je fúzní protein inkorporován do 
povrchových struktur fága nebo baktérie, kde je 
detekován imunologicky

• Obr. Rekombinantní fág M13



Rekombinantní fág M13 s fúzním proteinem



Zvýšení proteinové stability

• Lze docílit i přítomností vhodné AK na N terminálním 

konci proteinu

• Viz enzym beta-galaktozidáza a jeho stabilita v závislosti 

na aminokyselinách na N terminálním konci



Určitá aminokyselina na N konci zvyšuje životnost proteinů



Vhodné aminokyseliny

• Mohou být snadno inkorporovány do klonovaného 

proteinu tak, že se jejich sekvence přidá ke 

klonovanému genu 



Proteiny s dlouhou životností

• Se akumulují v buňkách a tím se zvyšuje výtěžek 

produktu

• Platí to jak u prokaryontních tak u eukaryontních 

proteinů



Stabilitu proteinů lze zvyšovat změnou oblastí PEST

• Jsou oblasti proteinu bohaté na prolin (P), glutamovou 

kyselinu (E), serin (S) a threonin (T)

• Určené často uvnitř buňky k degradaci

• Dají se změnit technikami genových manipulací (cílená 

mutageneze) a tak zvýšit stabilitu proteinu

• Změny AK nesmí ovlivnit funkci proteinu


