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Enzymy v praxiEnzymy v praxi

�� částečně zmíněno již u použití imobilizovaných enzym ůčástečně zmíněno již u použití imobilizovaných enzym ů

�� praktické využití mají samoz řejmě i volné enzymypraktické využití mají samoz řejmě i volné enzymy

Enzymy pro molekulEnzymy pro molekulární biologiiární biologii

�� přerušují řetězce DNA či RNApřerušují řetězce DNA či RNA
�� spojují řetězce DNA či RNAspojují řetězce DNA či RNA
�� syntetizují nové řetězce DNA či RNAsyntetizují nové řetězce DNA či RNA

�� přidávají nebo odstra ňují skupinu fosfátu na koncích přidávají nebo odstra ňují skupinu fosfátu na koncích 
nukleových kyselinnukleových kyselin

�� ochra ňují / povlékají / splétají / rozplétají řetězec DNAochra ňují / povlékají / splétají / rozplétají řetězec DNA
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Enzymy Enzymy přerušující DNA / RNApřerušující DNA / RNA
�� endonukleasyendonukleasy

– restrik ční endonukleasy, restriktasy (3 typy)
– deoxyribonukleasy (DNasy)

• DNasa I,  fazolová nukleasa (Phaseolus aureus, mung bean)
– ribonukleasy (RNasy)

• RNasa T1, U2, A, CL3, PhyM, B, H

�� exonukleasyexonukleasy
– exonukleasy III  a  VII
– lambda exonukleasa
– T7 gen 6 exonukleasa
– fosfodiesterasa z jedových žlaz (venom)
– fosfodiesterasa ze sleziny

�� endoendo-- a exonukleasya exonukleasy
– nukleasa Bal31
– nukleasa z Neurospora crasa
– nukleasy P1 a S1

Restrikční enzymyRestrikční enzymy

�� degrada ční enzymy, které reorganizují a st říhají DNA ve degrada ční enzymy, které reorganizují a st říhají DNA ve 
specifických "st řihových" místech = restrik ční místaspecifických "st řihových" místech = restrik ční místa

�� tři typy:tři typy:
– I: náhodné štípání na nemethylovaných dsDNA délky 4  až 7 kbp
– II: štípají v dvojit ě symetrické sekvenci dsDNA
– III: rozpoznávají specifické penta- nebo hexamerní c ílové 

sekvence v dsDNA, ALE štípají o 25 až 27 nukleotid ů dále sm ěrem 
k 3'-konci
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DNasy a RNasyDNasy a RNasy

�� DNasa IDNasa I
– degraduje DNA hydrolýzou vnit řních fosfodiesterových vazeb

�� fazolová nukleasafazolová nukleasa
– vysoce specifická pro DNA nebo RNA postrádající usp ořádanou 

strukturu
– hydrolyzuje ve sm ěru 5' -> 3'

�� RNasa HRNasa H
– specificky degraduje RNA řetězce v DNA:RNA heteroduplexech

ExonukleasyExonukleasy

�� exonukleasa IIIexonukleasa III
– 3' -> 5' exonukleasová aktivita plus další t ři aktivity, pouze na 

dsDNA, neú činkuje na ssDNA

�� exonukleasa VII exonukleasa VII 
– účinkuje jak v 3' -> 5' tak v 5' -> 3' sm ěru
– specifická pro jedno řetězcové nukleové kyseliny
– neuvol ňuje mononukleotidy

�� lambda exonukleasalambda exonukleasa
– účinkuje v 5' -> 3' sm ěru, na dvou řetězcové nukleové kyseliny
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EndoEndo-- i exonukleasyi exonukleasy

�� nukleasa Bal31nukleasa Bal31
– vysoce specifická endodeoxynukleasová aktivita pro 

jedno řetězcové DNA
– exonukleasová aktivita dokáže sou časně degradovat jak 3' tak 5'

konce DNA duplexu

�� nukleasa z Neurospora crassanukleasa z Neurospora crassa
– na ssDNA nebo RNA ú činkuje jako endonukleasa
– na dsDNA a ssDNA ú činkuje jako exonukleasa

Ligasy Ligasy -- spojování DNA / RNAspojování DNA / RNA

�� T4 DNA T4 DNA lligasigasa  a  T4 RNA T4 RNA lligasigasa  a  DNA DNA lligasigasa z a z EE .coli.coli
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Enzymy syntetizující nové vazby Enzymy syntetizující nové vazby 
kostry DNA a RNAkostry DNA a RNA

�� DNA polymerasa IDNA polymerasa I
�� velký fragment DNA polymerasy I (Klenow ův fr.)velký fragment DNA polymerasy I (Klenow ův fr.)
�� T4 DNA polymerasaT4 DNA polymerasa
�� modifikovaná T7 polymerasamodifikovaná T7 polymerasa
�� Taq polymerasaTaq polymerasa
�� RNA polymerasaRNA polymerasa

– bakteriální
– z bakteriofága (T3, T7, SP6)

�� reversní transkriptasareversní transkriptasa
�� poly(A)poly(A)--polymerasapolymerasa
�� terminální deoxynukleotidyltransferasaterminální deoxynukleotidyltransferasa
�� polynukleotidfosforylasapolynukleotidfosforylasa

Enzymy přidávající / odstraňující Enzymy přidávající / odstraňující 
fosfoskupinu na koncích NAfosfoskupinu na koncích NA

�� T4 polynukleotidkinasaT4 polynukleotidkinasa
�� alkalická fosfatasaalkalická fosfatasa
�� kyselá pyrofosfatasa z tabákukyselá pyrofosfatasa z tabáku
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Enzymy (a další proteiny) co chrání, Enzymy (a další proteiny) co chrání, 
rozvíjí nebo zavinují DNArozvíjí nebo zavinují DNA

�� DNA methylasyDNA methylasy
�� proteiny vážící ssDNA nebo ssRNAproteiny vážící ssDNA nebo ssRNA

– RecA protein, SSB protein, Gen 32 protein

�� topoisomerasytopoisomerasy

Enzymy v prEnzymy v průmysluůmyslu

�� v praxi využívány od nepam ěti (sou část biol. materiál ů)v praxi využívány od nepam ěti (sou část biol. materiál ů)
�� alkoholové kvašení (kvasinky), zm ěkčování masa alkoholové kvašení (kvasinky), zm ěkčování masa 

(proteasy), srážení kaseinu (chymosin z telecích žalud ků)(proteasy), srážení kaseinu (chymosin z telecích žalud ků)

�� průmyslové enzymyprůmyslové enzymy
– velká možství (tuny/rok)
– může být i nízká čistota
– nízká cena (~$5-40 / kg) … relativn ě nízký zisk

�� sspeciální enzymypeciální enzymy
– malá produkce (g až kg/rok)
– vysoká čistota
– vysoká cena (~ $5 – 10 000 / g) … vysoký zisk

�� roční nárůst výroby a spot řeby oroční nárůst výroby a spot řeby o 1010--15%15%, hodnoty o, hodnoty o 44--5%5%
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Rozdělení dle účinkuRozdělení dle účinku

�� podle substrátupodle substrátu
– hydrolyzující proteiny 59%
– hydrolyzující sacharidy    28%
– hydrolyzující lipidy     3%
– speciální (bioanalýza, zdravotnictví, výzkum)  10%

 

Enzym 
 preferované místo štěpenía 

(N-konec C-konec) 

bromelain   -Lys Z; -Arg Z; -Phe Z; -Tyr Z 

chymotrypsin   -Trp Z; -Tyr Z; -Phe Z; -Leu Z 

papain  
 -Phe-AA Z; -Val-AA Z; -Leu-AA Z; -

Ile-AA Z 

pepsin   -Phe(or Tyr,Leu) Trp(or Phe,Tyr)- 

thermolysin   -AA Leu-; -AA Phe-; -AA Ile-; -AA
Val- 

trypsin   -Arg Z; -Lys Z 

a AA libovolné aminokyseliny, Z aminokyselina, ester nebo amidový 
zbytek. Místo štěpení platí pro purifikované enzymy. 

Průmyslové proteasyPrůmyslové proteasy
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ProteasyProteasy

�� jsou schopny katalyzovat vznik polymer ů z konc. roztok ů bílkovin, jsou schopny katalyzovat vznik polymer ů z konc. roztok ů bílkovin, 
peptid ů nebo aminokyselin (plasteiny)peptid ů nebo aminokyselin (plasteiny)

�� využívá se pro odbarvování a odstran ění špatné chuti (sojové využívá se pro odbarvování a odstran ění špatné chuti (sojové 
proteiny, biomasy)proteiny, biomasy)

�� syntetické využití p ři tvorb ě peptid ů syntetické využití p ři tvorb ě peptid ů -- využití stereospecifity, omezení využití stereospecifity, omezení 
nutnosti chrán ění postranních skupinnutnosti chrán ění postranních skupin
– důležitá volba pH, vhodné další skupiny usnad ňující precipitaci produkt ů

– kinetická kontrola - p řenos skupiny ne na vodu, ale na alternativní AK 
nebo peptid, co je siln ějším nukleofilem než voda:

Prací prostředkyPrací prostředky

�� biodetergenty biodetergenty –– možnost praní p ři nižších teplotách se možnost praní p ři nižších teplotách se 
stejnou ú činností jako „klasické“ prost ředky stejnou ú činností jako „klasické“ prost ředky 

�� αα--amylasyamylasy … odstra ňování škrobového pojidla z … odstra ňování škrobového pojidla z 
textilních vláken, v prost ředcích do automatických my čektextilních vláken, v prost ředcích do automatických my ček

�� termostabilní, alkalické bakteriální termostabilní, alkalické bakteriální proteasyproteasy
�� lipasy lipasy –– rozklad mastnotyrozklad mastnoty
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Kvasný průmysl Kvasný průmysl -- výroba pivavýroba piva

�� přídavky přídavky αα--amylasyamylasy ((hydrolýza 1,4hydrolýza 1,4-- αα--glukosidických vazeb uvnit ř glukosidických vazeb uvnit ř 
polysacharidové molekuly polysacharidové molekuly -- ztekucování škrobu, lepš í filtrovatelnost)ztekucování škrobu, lepší filtrovatelnost)
a a ββ--amylasyamylasy ((odšt ěpují maltosové jednotky z neredukujícího konce odšt ěpují maltosové jednotky z neredukujícího konce 
polysacharidupolysacharidu) ) -- degradace dextrin ů (vyšší podíl alkoholu)degradace dextrin ů (vyšší podíl alkoholu)

�� přídavek přídavek pullulanasypullulanasy (štěpení (štěpení αα--1,61,6-- větvení škrobu)větvení škrobu)
�� ββ--glukanasaglukanasa -- snižování nežádoucí viskozity beta glukan ůsnižování nežádoucí viskozity beta glukan ů

�� glukoamylasaglukoamylasa (odšt ěpuje glukosy od neredukujícího konce) (odšt ěpuje glukosy od neredukujícího konce) --
odbourávání zbytkových dextrin ů v pivu odbourávání zbytkových dextrin ů v pivu -- vyšší stupe ň prokvašení, vyšší stupe ň prokvašení, 
diabetické pivodiabetické pivo

�� papainpapain -- enzymové stabilizátory piva (odstra ňování chladových enzymové stabilizátory piva (odstra ňování chladových 
zákalů)zákalů) -- brán ění vzniku polyfenolových komplex ů bílkovin, ale brán ění vzniku polyfenolových komplex ů bílkovin, ale 
nadm ěrná hydrolýza bílkovin nežádoucínadm ěrná hydrolýza bílkovin nežádoucí

Sacharidy ze škrobuSacharidy ze škrobu

ztekuceníztekucení

sacharifikacesacharifikace

isomerisaceisomerisace

alkalickéalkalické kyselékyselé

úpravy pHúpravy pH

pHpH 3.53.5--4.24.2

pH 6.0pH 6.0--6.26.2

105105 ooCC,, 55--8 min8 min
9595 ooCC,, 11--2 2 hodhod pH 4.2pH 4.2--4.54.5

6060ooCC
3636--4848 // 96 96 hodhod

pH 7.8pH 7.8

6060ooCC
0.30.3--3 ho3 hodd

NaOHNaOH

NaOHNaOH

HClHCl

Enzym:Enzym: αα--amylasamylasaa gglulukkoamylasoamylasaa
+ + ppullulanasullulanasaa gglulukkososaaisomerasisomerasaa

bramborybrambory

kuku řicekuku řice

42% 42% 
frufrukktostosaa

alkalickéalkalické

škrobškrob
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MlékárenstvíMlékárenství
�� mléčné produkty mléčné produkty 

–– chymosinchymosin (syřidlo)(syřidlo)
srážení bílkoviny kaseinu posrážení bílkoviny kaseinu po
jeho rozšt ěpeníjeho rozšt ěpení

–– lipasylipasy -- zrání sýr ů,zrání sýr ů,
specifická v ůně a aromaspecifická v ůně a aroma

– β--galaktosidasy galaktosidasy štěpení laktosy štěpení laktosy -- výroba delaktosovaného 
mléka pro intolerance vedoucí k gastrointestinálním obtížím, intolerance vedoucí k gastrointestinálním obtížím, 
galaktosa a glukosa se metabolizují snadno;galaktosa a glukosa se metabolizují snadno;
mléko pro výrobu zmrzliny (zabrán ění krystalizace laktosy)

CelulasyCelulasy

�� komplexní enzymový systém katalyzující hydrolýzu komplexní enzymový systém katalyzující hydrolýzu 
celulosycelulosy

�� celulasa z celulasa z Trichoderma viridaeTrichoderma viridae�� odbourání nativní odbourání nativní 
celulosycelulosy

�� zpracování celulosové suroviny (d řevěné odpady, zpracování celulosové suroviny (d řevěné odpady, 
odpadní papír)odpadní papír)

�� výroba instatních potravin (káva, čaj), digestiva pro výroba instatních potravin (káva, čaj), digestiva pro 
krmné sm ěsi, lepší ú činnost extrakce š ťáv z rostlinných krmné sm ěsi, lepší ú činnost extrakce š ťáv z rostlinných 
materiál ů a ovocemateriál ů a ovoce
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LipasyLipasy

�� postupná hydrolýza lipid ů postupná hydrolýza lipid ů 
– triacylglyceroly � diacylglyceroly � monoacylglyceroly �

glycerol + uvoln ěné mastné kyseliny

�� rychlost se postupn ě snižuje rychlost se postupn ě snižuje -- totální hydrolýza je obtížnátotální hydrolýza je obtížná
�� heterogenní reakce (lipidy jsou nerozpustné ve vod ě)heterogenní reakce (lipidy jsou nerozpustné ve vod ě)
�� ovlivn ění chuti a v ůně potraviná řských výrobk ů (výroba ovlivn ění chuti a v ůně potraviná řských výrobk ů (výroba 

sýrů)sýrů)
�� součást digestivních p řípravk ůsoučást digestivních p řípravk ů

Enzymy v organických rozpouštědlechEnzymy v organických rozpouštědlech

�� voda je nevhodné médium pro v ětšinu reakcí organické chemievoda je nevhodné médium pro v ětšinu reakcí organické chemie
�� mnohé reaktanty (kyslík, steroidy, lipidy) jsou mno hem rozpustn ější v mnohé reaktanty (kyslík, steroidy, lipidy) jsou mno hem rozpustn ější v 

organickém rozpoušt ědleorganickém rozpoušt ědle
�� mnohé produkty jsou ve vodném prost ředí labilnímnohé produkty jsou ve vodném prost ředí labilní
�� nadbytek vody (55,5 M koncentrace) často up řednostní hydrolytické nadbytek vody (55,5 M koncentrace) často up řednostní hydrolytické 

reakce proti jiným užite čnějším proces ůmreakce proti jiným užite čnějším proces ům
– transesterifika ční reakce esteras a lipas
– posun termodynamických rovnováh žádoucím sm ěrem - enzym sám jako 

katalyzátor nem ění velikost rovnovážné konstanty katalyzované reakc e!

�� stabilizace stabilizace -- nehrozí mikrobiální kontaminacenehrozí mikrobiální kontaminace
�� velmi často zde enzym funguje v dvoufázovém systémuvelmi často zde enzym funguje v dvoufázovém systému

– usnadn ění separa čních krok ů

�� polaritu prost ředí charakterizuje parti ční koeficient log Ppolaritu prost ředí charakterizuje parti ční koeficient log P
– rozd ělovací pom ěr daného rozpoušt ědla mezi oktanolem a vodou
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Enzymy v organických rozpouštědlechEnzymy v organických rozpouštědlech
�� v zásad ě existují dv ě možnosti:v zásad ě existují dv ě možnosti:
�� téměř bezvodý enzym je suspendován v organickém rozpoušt ědletéměř bezvodý enzym je suspendován v organickém rozpoušt ědle

– na jeho povrchu je velmi tenká vodná vrstvi čka

�� enzym je rozpušt ěn v reverzních micelách tvo řených molekulami enzym je rozpušt ěn v reverzních micelách tvo řených molekulami 
surfaktantu a kosurfaktantusurfaktantu a kosurfaktantu
– surfaktant: cetyltrimethylamonium bromide (CTAB), b is(2-ethylhexyl) 

sulfosukcinát Na (AOT), fosfatidylcholin, tetraethyl englycoldodecylether -
nachází se na rozhraní vodné
interfáze a org. rozpoušt ědla

– kosurfaktant (butanol, hexanol,
oktanol) - pokud je p řítomen, 
tak modifikuje polaritu interfáze

Polarita prostředíPolarita prostředí

�� aktivita enzymu je úm ěrnáaktivita enzymu je úm ěrná
polarit ě prost ředí vyjád řenépolarit ě prost ředí vyjád řené
pomocí log Ppomocí log P

�� ve speciálních p řípadechve speciálních p řípadech
může být užite čné použítmůže být užite čné použít
těžkou vodu Dtěžkou vodu D 22OO

�� příklady log P propříklady log P pro
nejčastěji používanánejčastěji používaná
rozpoušt ědlarozpoušt ědla

volnývolný
imobiliz.imobiliz.

Solvent  LogP Solvent  LogP 

Butanone  0.3 1,1,1-trichloroethane 2.8 

Ethyl acetate 0.7 Carbon tetrachloride  2.8 

Butanol  0.8 Dibutyl ether 2.9 

Diethyl ether  0.8 Cyclohexane  3.1 

Methylene chloride  1.4 Hexane 3.5 

Butyl acetate  1.7 Petroleum ether (60-80) 3.5 

Di-isopropyl ether  2.0 Petroleum ether (80-100) 3.8 

Benzene  2.0 Dipentyl ether 3.9 

Chloroform  2.2 Heptane 4.0 

Tetrachloroethylene  2.3 Petroleum ether (100-120) 4.3 

Toluene  2.7 Hexadecane  8.7 
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Enzymy ve zdravotnictvíEnzymy ve zdravotnictví

�� fibrinolýzafibrinolýza -- cílené rozpoušt ění krevních sraženin,cílené rozpoušt ění krevních sraženin,
plasminplasmin, , streptokinasastreptokinasa, , urokinasaurokinasa (aktivátory (aktivátory 
plasminogenuplasminogenu))

�� cílená tvorba krevních sraženin cílená tvorba krevních sraženin -- thrombinthrombin
�� trávicí enzymy trávicí enzymy 
�� trypsin, papain, trypsin, papain, bromelainbromelain -- čištění ran od hnisučištění ran od hnisu

EnzymyEnzymy jakojako ccílíl léčivléčiv

dle Spiwok, Kodíček, VŠCHT, Praha, webové materiály
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Vývoj léčivVývoj léčiv
�� cíle lé čiv (cíle lé čiv (targetstargets –– findingfinding andand validationvalidation):):

– biologické studie
– genomika, proteomika, transkriptomika …

�� léčiva mohou být:léčiva mohou být:
– nízkomolekulární látky
– syntetické nebo p řírodní slou čeniny
– biopolymery (biotechnologická lé čiva)
– protilátky, enzymy atd. a další

�� SCREENINGSCREENING

další výběr …další výběr …
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Klinické studieKlinické studie
�� 1. fáze1. fáze

– podávání zdravým dobrovolník ům (20 – 100)
– studium ú činků na tělesné funkce, vedlejších ú činků,
– farmakokinetiky, ur čení dávkování

�� 2. fáze2. fáze
– podávání vybraným pacient ům (stovky)
– „blind“/„double blind“
– bezpečnost, ú činnost, dávka, farmakokinetika

�� 3. fáze3. fáze
– podávání v ětší skupin ě pacient ů (stovky až tisíce)
– srovnání se standardní terapií
– povolovací řízení

�� 4. fáze4. fáze
– zkoušení v praxi, dlouhodobé vyhodnocování

Nejprodávanější v USA Nejprodávanější v USA (2004)(2004)

názevnázev látkalátka ú činek  účinek  cíl                           cíl                           výrobce      výrobce      mldmld USD/rokUSD/rok

1 LIPITOR     1 LIPITOR     atorvastatinatorvastatin tuky             tuky             HMGHMG--CoACoA reduktasa  reduktasa  PFIZERPFIZER 7.17.1
2 ZOCOR      2 ZOCOR      simvastatinsimvastatin tuky             tuky             HMGHMG--CoACoA reduktasa      reduktasa      MERCKMERCK 5.55.5
3 PREVACID 3 PREVACID lansoprazollansoprazol žaludek        žaludek        H+/K+H+/K+--ATPasaATPasa TAP PHARMA TAP PHARMA 4.04.0
4 NEXIUM     4 NEXIUM     esomeprazolesomeprazol žaludek       žaludek       H+/K+H+/K+--ATPasaATPasa ASTRAZENECA ASTRAZENECA 3.63.6
5 PROCRIT   5 PROCRIT   erythropoetinerythropoetin krvetvorba  EPOR krvetvorba  EPOR JOHNSON & J. JOHNSON & J. 3.33.3
6 ZOLOFT    6 ZOLOFT    sertralinsertralin deprese,obezitadeprese,obezita serotonin serotonin transportertransporter PFIZERPFIZER 3.03.0
7 PLAVIX     7 PLAVIX     clopidogrelclopidogrel oběh.systémoběh.systém ADP receptor ADP receptor BRISTOLBRISTOL--MYERS  2.9MYERS  2.9
8 8 ADVAIR DISKUSADVAIR DISKUS fluticasonfluticason astma            astma            glukokortglukokort. . recrec.  .  GLAXO GLAXO 2.82.8
9 ZYPREXA  9 ZYPREXA  olanzapinolanzapin hlava             serotoninhlava             serotonin--dopamdopam. . recrec. . ELI LILLY ELI LILLY 2.72.7
10 10 CELEBREX   CELEBREX   celecoxibcelecoxib zán ěty           záněty           COXCOX--22 PFIZER PFIZER 2.72.7

enzymy …enzymy …
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TrendyTrendy
�� enzymy stále z ůstávají v pop ředí zájmu biotechnologieenzymy stále z ůstávají v pop ředí zájmu biotechnologie
�� relativn ě málo enzym ů se produkuje ve velkém (relativn ě málo enzym ů se produkuje ve velkém (> kg> kg) a ve stavu ) a ve stavu 

vhodném pro pr ůmyslové nasazenívhodném pro pr ůmyslové nasazení
�� novénové enzymy se hledají z p řírodních zdroj ů a enzymy se hledají z p řírodních zdroj ů a selekcíselekcí existujících existujících 

mikrobiálních kmen ůmikrobiálních kmen ů

�� průmyslov ě průmyslov ě rozší řenérozší řené enzymy nachází další enzymy nachází další nové aplikacenové aplikace
�� novénové enzymy jsou enzymy jsou navrhoványnavrhovány metodami molekulového modelování, metodami molekulového modelování, 

bioinformatickými technikami a genetickým a protein ovým bioinformatickými technikami a genetickým a protein ovým 
inženýrstvíminženýrstvím

�� jsou navrhovány a syntetizovány nové jsou navrhovány a syntetizovány nové organické katalyzátoryorganické katalyzátory s s 
využitím "využitím " enzymologického" knowenzymologického" know--howhow

�� začínají se prosazovat i složit ější enzymové začínají se prosazovat i složit ější enzymové komplexykomplexy

"Nepřirozené" substráty"Nepřirozené" substráty
�� mnohé enzymy nejsou zcela specifické pro své p řirozené substrátymnohé enzymy nejsou zcela specifické pro své p řirozené substráty
�� některé mohou katalyzovat i reakce neodpovídající jej ich za řazeníněkteré mohou katalyzovat i reakce neodpovídající jej ich za řazení

– např. v nep řirozeném prost ředí dvou fází (org. rozpoušt ědla)
– lipasa (hydrolasa) v nevodném prost ředí funguje jako transesterasa
– řada oxidas m ůže jako akceptor místo kyslíku využívat širokou škál u 

jiných oxidant ů (benzochinon, ferricinium, ferrikyanid, …)

�� acetylcholinesterasaacetylcholinesterasa -- p říprava Lpříprava L--karnitinukarnitinu
– syntetická racemická sm ěs acetyl-DL-karnitinu, z ní se D-anomer

enzymaticky zhydrolyzuje
– směs acetyl-L-karnitinu a D-karnitinu se separuje na i onexu
– acetyl-L-karnitin je biologicky aktivní stejn ě jako L-karnitin

– ač je rychlostní konstanta pro acetyl-D-karnitin 10 4x nižší než pro 
acetylcholin, výt ěžnost je stejná (acetylcholin p ři nadbytku inhibuje…)
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„Nové“ enzymy „Nové“ enzymy -- požadavkypožadavky

�� stabilita (teplotní, v rozpoušt ědlech)stabilita (teplotní, v rozpoušt ědlech)
�� substrátová specifitasubstrátová specifita
�� schopnost katalysovat jiné reakceschopnost katalysovat jiné reakce
�� schopnost fungovat jako sou část biosensor ůschopnost fungovat jako sou část biosensor ů

�� alergo / imunogenicitaalergo / imunogenicita
�� dalšídalší

Enzymy z extremofilních organismůEnzymy z extremofilních organismů
�� termotermo-- a hypertermofilnía hypertermofilní

– Aeropyrum pernix K1, Aquifex aeolicus VF5, Archaeog lobus fulgidus DSM4304,
– Chlorobium tepidum TLS, Idiomarina loihiensis L2TR,
– Methanobacterium thermoautotrophicum delta H, Metha nococcus jannaschii 

DSM2661,
– Methanopyrus kandleri AV19, Picrophilus torridus DS M 9790, Pyrobaculum 

aerophilum IM2,
– Pyrococcus abyssi GE5, Pyrococcus furiosus DSM 3638 , Pyrococcus horikoshii 

shinkaj OT3,
– Sulfolobus solfataricus P2, Sulfolobus tokodaii str ain 7,
– Symbiobacterium thermophilum IAM14863, Thermoanaero bacter tengcongensis 

MB4(T),
– Thermococcus kodakarensis KOD1, Thermoplasma acidop hilum DSM 1728,
– Thermoplasma volcanium GSS1, Thermosynechococcus el ongatus BP-1,
– Thermotoga maritima MSB8, Thermus thermophilus HB27 , Thermus thermophilus 

HB8
�� psychrofilnípsychrofilní

– Colwellia psychrerythraea 34H, Desulfotalea psychro phila LSv54, Methanogenium 
frigidum,

– Methanococcoides burtonii, Pseudoalteromonas halopl anktis,
– Photobacterium profundum SS9

�� halofilníhalofilní
– Haloarcula marismortui ATCC 43049, Halobacterium sp . NRC-1

�� radioresistentníradioresistentní
– Deinococcus radiodurans R1
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Enzymové inženýrstvíEnzymové inženýrství
�� lze vylepšit nebo zm ěnit řadu vlastnostílze vylepšit nebo zm ěnit řadu vlastností
�� výt ěžek enzymu z produk čního organizmuvýt ěžek enzymu z produk čního organizmu

– z pomalu rostoucího mikroba, z rostliného materiálu  nebo živo čišné 
tkán ě se naklonuje do rychle a snadno rostoucího bezpe čného 
produk čního mikrobiálního kmenu

– zvýší se po čet kopií genu, co enzym kóduje

�� proteinové inženýrstvíproteinové inženýrství
– izoluje se požadovaný enzym, ur čí se charakteristiky, složení akt. místa
– porovná se s informacemi v databázích, navrhne se l epší struktura
– site-directed mutagenesis, nový enzym, pokud není l epší, pokra čuje se

Cílená mutace (siteCílená mutace (site--directed mutagenesis)directed mutagenesis)
�� nahrazování 1 nebo více aminokyselin ve struktu ře enzymu, probíhá nahrazování 1 nebo více aminokyselin ve struktu ře enzymu, probíhá 

v následných krocíchv následných krocích
�� cílené plánování zm ěn cílené plánování zm ěn -- modelování struktury enzymu a modelování struktury enzymu a 

potenciálních substrát ů, informace o podobných enzymech z DBpotenciálních substrát ů, informace o podobných enzymech z DB
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SubtilisinSubtilisin

�� nativní (WT)nativní (WT)

�� mutacemutace
I 107 GI 107 G

�� Rhennecker, Biochem. Rhennecker, Biochem. 
32 (1993) 1199.32 (1993) 1199.

�� další mutacedalší mutace
�� Ballinger, Biochem. Ballinger, Biochem. 

35 (1996) 13579.35 (1996) 13579.

Cyproase 1 Cyproase 1 …… ccyclophilin z E.coli (A91S, F104H, N106D)yclophilin z E.coli (A91S, F104H, N106D)

�� mutace poblíž peptidmutace poblíž peptid--vážícího místa vytvo řila triádu podobnou vážícího místa vytvo řila triádu podobnou 
serinovým proteinasámserinovým proteinasám

�� endopeptidasa, št ěpí před prolinovým zbytkem endopeptidasa, št ěpí před prolinovým zbytkem 
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Náhodné mutace Náhodné mutace –– kombinatorický přístupkombinatorický přístup

�� errorerror--prone PCR prone PCR –– „chybující …“„chybující …“

�� ze získané knihovny sekvencí se screeningem naleznou ze získané knihovny sekvencí se screeningem naleznou 
vylepšené varianty enzymuvylepšené varianty enzymu

DNA shufflingDNA shuffling

�� náhodné náhodné 
kombinování kombinování 
sekvencí z sekvencí z 
původních gen ůpůvodních gen ů

�� genová knihovnagenová knihovna
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Nalezení vhodného kandidátaNalezení vhodného kandidáta

�� screeningscreening

nebonebo

�� selekceselekce

Počítačové metody „in silico“Počítačové metody „in silico“
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�� syntetické poly / oligomery vykazující enzymovou ak tivitu syntetické poly / oligomery vykazující enzymovou ak tivitu -- synzymysynzymy
�� mají místo vážící substrát a katalyticky aktivní sk upinymají místo vážící substrát a katalyticky aktivní sk upiny

– první se vytvá ří rel. snadno, druhé je mnohem náro čnější
– často je vzorem p řechodový stav o čekávaný v plánované reakci

�� katalýza odpovídá satura ční MM kinetice:katalýza odpovídá satura ční MM kinetice:

synzym + Ssynzym + S (synzym(synzym--S S kkomplex)omplex) synzym + Psynzym + P

�� některé synzymy jsou pouze derivatizované proteinyněkteré synzymy jsou pouze derivatizované proteiny
– přidáním [Ru(NH 3)5]3+ k myoglobinu (p řenašeč kyslíku) - naváží se na 3 

povrchové histidinové zbytky - se získá um ělá askorbátoxidasa

�� zcela um ělé synzymyzcela um ělé synzymy
– polyglutamová kyselina - esterasová aktivita - hydrol yzuje 4-

nitrofenylacetát, pH optimum 5,3, KM = 2 mM
– cyklodextriny (toroidní molekuly ze 6 až 10 1,4-D-g lukosových jednotek, 

vytvá ří hydrofobní kom ůrku 0,5 až 1 nm širokou a 0,7 nm hlubokou, místo 
jednoho C-6 hydroxylu se p řidal pyridoxal - vznikla transaminasa

Synzymy Synzymy -- umělé enzymyumělé enzymy

Abzymy Abzymy -- katalyticky aktivní protilátkykatalyticky aktivní protilátky

�� protilátky vytvo řené proti analog ům předpokládaného p řechodového protilátky vytvo řené proti analog ům předpokládaného p řechodového 
stavu o čekávané reakcestavu o čekávané reakce

�� např. fosfonátové estery např. fosfonátové estery RR--POPO22--OROR'' jsou stabilní analogy jsou stabilní analogy 
přechodového stavu p ři hydrolýze karboxyester ůpřechodového stavu p ři hydrolýze karboxyester ů

– protilátky p řipravené proti této slou čenině fungují jako esterasy
– Km v mikromolární oblasti, zrychlení reakce až o t ři řády oproti 

nekatalyzované reakci

Molekulární otiskyMolekulární otisky
�� MIPs, molecularly imprinted polymers MIPs, molecularly imprinted polymers -- analog p řechodového stavu analog p řechodového stavu 

je obklopen strukturou polymeru p ři jeho vznikuje obklopen strukturou polymeru p ři jeho vzniku
– polymer poskytne vhodné skupiny vytvá řející vazebné a katalyticky 

aktivní zbytky
– poté se vymyjí templátové molekuly

�� velmi stabilní, odolné p ři vysokých teplotáchvelmi stabilní, odolné p ři vysokých teplotách
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ZÁVĚRZÁVĚR
�� enzymová technologie prochází fází zralosti a evoluceenzymová technologie prochází fází zralosti a evoluce

– zralost - existuje teorie popisující fungování enzym ů a vztahy 
mezi funkcí a primární strukturou a 3D-konfigurací

– evoluce - existují široké možnosti vývoje užite čných proces ů a 
materiál ů využívajících získané v ědomosti

�� budoucnost enzym ů je jasn ě pozitivníbudoucnost enzym ů je jasn ě pozitivní
– mnohem širší nasazení
– objevy nových enzym ů

– vylepšování existujících enzym ů

– katalýza nových reakcí

�� enzymologie startuje nové období enzymologie startuje nové období 
enzymových technologiíenzymových technologií


