
Molekulární biotechnologie č.9 

Cílená mutageneze a proteinové inženýrství 



Gen kódující jakýkoliv protein 

• lze izolovat z přírody,  

• klonovat, 

• exprimovat  v hostitelském organismu. 

• rekombinantní protein purifikovat a vyrábět komerčně 



Přirozeně se vyskytující proteiny 

• se jen vzácně hodí přímo pro průmyslové aplikace 

• Např. enzym alfa-amyláza (využíván pro průmyslovou 
produkci alkoholu ze škrobu) byl izolován z Bacillus 
stearothermophilus. 

• Je stabilní při vysokých teplotách (vyskytuje se v horkých 
pramenech nad 90º C) 

 

 



Průmyslově je využíváno  

• Asi 20 enzymů 

• Z mnoha tisíc enzymů, které byly studovány a popsány 



Příklad komerčně využívaných enzymů (Glick a spol.2011) 



Přirozená aktivita enzymů obvykle není vhodná pro 

specifické funkce in vitro 

 

• Průmyslové procesy probíhají za vysoké teploty  

•  a v přítomnosti organických rozpouštědel, které enzymy 

denaturují 

• Extrémofilní organismy enzym nemusejí produkovat 



Ve většině případů 

• Je třeba proteinový produkt vylepšovat 

• tj. zavádět do proteinů cílené změny  

• Za účelem produkce enzymu s předem určenými 

vlastnostmi 

• Zabývá se tím proteinové inženýrství 

 

 



Definice 

• Proteinové inženýrství: Vytváření proteinů s novými 

vlastnostmi pomocí metod genového inženýrství (s 

využitím technologie rekombinantní DNA) 

 

• Genové inženýrství: Vytváření rekombinantních molekul 

DNA představujících pozměněné nebo nové geny a 

nebo nové kombinace genů a jejich zavádění do 

genomu organismů s cílem pozměnit jejich vlastnosti. 



Proteinové inženýrství 

• Využívá technik rekombinantní DNA a cílenou 

mutagenezi 

• k změně proteinů na úrovni DNA. 

• Využívá možnosti specificky měnit aminokyseliny s cílem 

získat proteiny s vlastnostmi vhodnými pro průmyslové a 

další (např. terapeutické) aplikace 

• (Provádět změny proteinů na úrovni DNA je jednodušší 

než provádět přímé změny proteinů) 



Pomocí technologie rekombinantní DNA se dá ovlivňovat 

• Vazba substrátu k enzymu (Michaelisova konstanta) 

• Rychlost konverze substrátu na produkt 

• Teplotní stabilita enzymu 

• Optimální pH enzymu 

• Aktivita enzymu v nevodných rozpouštědlech 

• Úpravy enzymu tak, aby nevyžadoval kofaktor 

• Omezení nežádoucích vedlejších enzymatických aktivit 

• Zvýšení rezistence k proteázám 

• Změna regulace syntézy enzymu (proteinu) 



Mutageneze in vitro 

• Postupy, jimiž se mění primární struktura izolovaných 

molekul DNA  

• Mutageneze in vitro náhodná – postupy, při nichž se na 

náhodném místě izolované molekuly DNA mění její 

primární struktura 

• Mutageneze místně cílená – technika mutageneze in 

vitro, při níž se do izolované molekuly DNA vnáší mutace 

do přesně určeného místa  



Mutageneze řízená oligonukleotidem  

• Místně cílená mutageneze  

• technika mutageneze in vitro, při níž se do izolované 

molekuly DNA vnáší mutace do přesně určeného místa 

pomocí  oligonukleotidu 

 

 



Mutageneze řízená oligonukleotidem vyžaduje znalost 

• sekvence nukleotidů oblasti DNA kódující kodon, který 

chceme změnit 

• záměnu aminokyseliny, kterou chceme provést 

• např. záměnu sekvence ATT (isoleucin) za CTT (leucin)  



Mutageneze řízená oligonukleotidem – záměna ATT 

(isoleucin) za CTT (leucin) (Glick a spol.2003) 



Pro oligonukleotidem řízenou 

mutagenezi 

• Lze využít plasmidovou DNA 

•  metodu PCR 



Oligonukleotidem řízená mutageneze s využitím 

plasmidové DNA  (Glick a spol.2003) 



Oligonukleotidem řízená mutageneze s využitím PCR 

(Glick a spol.2003) 



Proteinové inženýrství využívá 

• cílených změn v aminokyselinách proteinů, které 

ovlivňují vlastnosti proteinů 



Přidání disulfidických vazeb 

• Zvyšuje termostabilitu proteinu a 

• Odolnost k denaturaci organickými rozpouštědly 

• Disulfidické vazby vznikají mezi AK cys 

• Např. 6 variant lysozymu, v němž 2,4 nebo 6 AK bylo 

zaměněno cysteinem, čímž v proteinu vznikly 1,2 nebo 3 

disulfidické vazby 

• Nejoptimálnější varianta (D) byla určena experimentálně.  



Vlastnosti lysozymu s různým počtem cys a jeho variant 

(Glick a spol.2003) 



Disulfidické vazby 

• Ovlivňují stabilitu proteinu 



Protein, který obsahuje 2 disulfidické můstky (Glick a 

spol.2003) 



Disulfidické vazby se dají se využít 

• i k jiným účelům (např. příprava dimerické 

RNázy) 

• Která se dobře renaturuje z inklusních 

tělísek 

 



Příprava dimerické pankreatické RNázy (Glick a spol.2003) 



Renaturace dimerické RNázy izolované z inkluzních tělísek 

(Glick a spol.2003) 

. 
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Získání nejlepší varianty proteinu 

• Nemusí být jednoduché 

• Musí se hledat zkusmo 

• Využívá se predikce struktury proteinu modelováním s 

využitím výpočetní techniky 



Využívají se různé záměny aminokyselin 

 

• které vedou  

• ke zvýšení stability proteinu za vyšší 

teploty 

• K odolnosti vůči proteolýze 

• K omezení tvorby dimerů (když jsou 

nežádoucí) 



Záměna asparaginu za jinou aminokyselinu 

• Za vyšší teploty podléhají deaminaci asparagin  a 

glutamin za vzniku kyseliny asparagové a glutamové 

• Tyto změny obvykle vedou ke ztrátě aktivity enzymu 

• Proto se asp a glu zaměňují za jiné AK 

• Např. u enzymu triosofosfátisomerázy 



V případě enzymu triosofosfátisomerázy vedla záměna asp 

a glu 

• K zvýšení termostability 

• K odolnosti vůči proteolýze 

 



Snížení počtu sulfhydrylových skupin záměnou cysteinu za 

serin 

• Vedlo ke zvýšení aktivity proteinu a ke zvýšení jeho 

stability při dlouhodobém uchovávání 

• Při produkci lidského beta-interferonu v E. coli  

 



V E. coli měl protein interferon beta 

• pouze 10% aktivitu  

• díky tvorbě inaktivních dimerů díky cys 

• Využilo se toho, že ser a cys jsou 

strukturně identické molekuly  

• Záměnou  cys  za ser došlo k omezení 

tvorby dimerů 

• A zvýšení aktivity proteinu 

 



Omezení tvorby dimerů záměnou cys za ser (Glick a 

spol.2003) 



Přímé zvyšování enzymové aktivity 

• Vyžaduje znalost geometrie aktivního místa enzymu 

• Může se modifikovat specifita vazby enzymu na substrát 

• Např. u enzymu tyrosyl-tRNA syntetáza Bacillus 

staerothermophilus 



Zvyšování enzymové aktivity (Glick a spol.2003) 



V biotechnologii můžeme využívat  

• I geny organismů, které neumíme kultivovat 

• Využívají se k tomu poznatky metagenomiky   



Metagenomika  

• Metagenomika: aplikace genomiky na nekultivovatelné 

mikroorganismy 

• Nekultivovatelných mikroorganismů je většina (99%) a 

jsou potenciálním zdrojem průmyslově využitelných 

enzymů 

• Geny kódující tyto enzymy můžeme klonovat, aniž 

bychom kultivovali organismus 

• (Genomika: vědní oblast molekulární biologie zabývající 

se molekulární organisací a strukturou genomu) 

 



Z určitého vzorku 

• půda, gastrointestinální trakt, žaludek přežvýkavců, 

mraveniště termitů, vzorky sedimentů, mořská voda, 

nafta, potraviny, bioreaktory  

• můžeme izolovat DNA (bez kultivace buněk) a tu 

analyzovat  



Metagenom 

• Izolované genomy (DNA) všech organismů v určitém 

vzorku prostředí v určité době  



Postupy metagenomové analýzy 

• Izolace DNA ze vzorků prostředí a její štěpení 

nukleázami 

• Klonování DNA ve vhodném vektoru (plasmidy, kosmidy, 

BAC vektory) 

• Transformace do odpovídajících buněk E. coli a 

konstrukce metagenomové banky (knihovna) 

• Sekvenční analýza klonů  

• Vyhledávání v databázích – in silico analýza 

• Funkční analýza klonů 



Knihovna metagenomová 

• Soubor klonovaných fragmentů  připravených štěpením 

DNA izolované z určitého vzorku prostředí v určité době 



Obr. Konstrukce a skríning metagenomové knihovny 

• Obr. 



Metoda CIP 

• K odlišení populace metabolicky aktivních 

a neaktivních buněk 


