Enzymy v praxi
= ¢aste€né zminéno jiz u pouziti imobilizovanych enzymu
= praktické vyuziti maji samoziejmé i volné enzymy

Enzymy pro molekularni biologii

= prerusuji Fetézce DNA ¢i RNA
= spojuji retézce DNA ¢i RNA
= syntetizuji nové Ffetézce DNA ¢i RNA

= pridavaji nebo odstranuji skupinu fosfatu na koncich
nukleovych kyselin

= ochranuji / povlékaiji / splétaji / rozplétaji retézec DNA




Enzymy prerusujici DNA / RNA

= endonukleasy
— restrikéni endonukleasy, restriktasy (3 typy)
— deoxyribonukleasy (DNasy)
* DNasa l, fazolova nukleasa (Phaseolus aureus, mung bean)
— ribonukleasy (RNasy)
* RNasa T1, U2, A, CL3, PhyM, B, H
= exonukleasy
— exonukleasy Ill a VII
lambda exonukleasa
T7 gen 6 exonukleasa
fosfodiesterasa z jedovych zlaz (venom)
fosfodiesterasa ze sleziny
= endo- a exonukleasy
— nukleasa Bal31
— nukleasa z Neurospora crasa
— nukleasy P1 a $1

Restrikéni enzymy

= degradac€ni enzymy, které reorganizuji a strihaji DNA ve
specifickych "stfihovych” mistech = restrikéni mista

= tFi typy:
— |: ndhodné stipani na nemethylovanych dsDNA délky 4 az 7 kbp
— |I: Stipaji v dvojité symetrické sekvenci dsDNA
— lll: rozpoznavaji specifické penta- nebo hexamerni cilové

sekvence v dsDNA, ALE stipaji o 25 az 27 nukleotid( dale smérem
k 3'-konci

A—G—C—T—T—
| —— s — A — G — O ——T——T—— ¢ Hindlll
| | ‘ ‘ —_— + J —
J—T—T—C—G—A—A—

§—T—T—C—G—A




DNasy a RNasy

= DNasal
— degraduje DNA hydrolyzou vnitinich fosfodiesterovych vazeb
= fazolova nukleasa

— vysoce specificka pro DNA nebo RNA postradajici usporadanou
strukturu

— hydrolyzuje ve sméru 5' -> 3'
= RNasa H
— specificky degraduje RNA retézce v DNA:RNA heteroduplexech

Exonukleasy

= exonukleasa lll

— 3'-> 5' exonukleasova aktivita plus dalsi tfi aktivity, pouze na
dsDNA, neuéinkuje na ssDNA

= exonukleasa Vi
— uc€inkuje jak v 3' -> 5" tak v 5' -> 3' sméru
— specificka pro jednoretézcové nukleové kyseliny
— neuvolifiuje mononukleotidy
= |ambda exonukleasa
— u€inkuje v 5' -> 3' sméru, na dvouretézcové nukleové kyseliny




Endo- i exonukleasy

= nukleasa Bal31
— vysoce specificka endodeoxynukleasova aktivita pro
jednoretézcové DNA
— exonukleasova aktivita dokaze soué¢asné degradovat jak 3' tak 5'
konce DNA duplexu
= nukleasa z Neurospora crassa
— na ssDNA nebo RNA ucinkuje jako endonukleasa
— na dsDNA a ssDNA ucinkuje jako exonukleasa

Ligasy - spojovani DNA / RNA
= T4 DNA ligasa T4 RNA ligasa DNA ligasa z E .coli
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Enzymy syntetizujici noveé vazby
kostry DNA a RNA

= DNA polymerasa |

velky fragment DNA polymerasy | (Klenowuv fr.)
= T4 DNA polymerasa

= modifikovana T7 polymerasa

= Taq polymerasa

= RNA polymerasa
— bakterialni
— z bakteriofaga (T3, T7, SP6)

= reversni transkriptasa

= poly(A)-polymerasa

= terminalni deoxynukleotidyltransferasa
= polynukleotidfosforylasa

Enzymy pfidavajici / odstranujici
fosfoskupinu na koncich NA

= T4 polynukleotidkinasa
= alkalicka fosfatasa
= kysela pyrofosfatasa z tabaku




Enzymy (a dalsi proteiny) co chrani,
rozviji nebo zavinuji DNA

= DNA methylasy

= proteiny vazici ssDNA nebo ssRNA
— RecA protein, SSB protein, Gen 32 protein

= topoisomerasy

Enzymy v organickych rozpoustédlech

= voda je nevhodné médium pro vétsinu reakci organické chemie

= mnohé reaktanty (kyslik, steroidy, lipidy) jsou mnohem rozpustnéjsi v
organickém rozpoustédle

= mnohé produkty jsou ve vodném prostiedi labilni

= nadbytek vody (55,5 M koncentrace) ¢asto uprednostni hydrolytické

— transesterifikacni reakce esteras a lipas

— posun termodynamickych rovnovah zadoucim smérem - enzym sam jako
katalyzator neméni velikost rovnovazné konstanty katalyzované reakce!

= stabilizace - nehrozi mikrobialni kontaminace
= velmi €asto zde enzym funguje v dvoufazovém systému
— usnadnéni separacnich kroku
= polaritu prostredi charakterizuje partiéni koeficient log P
— rozdélovaci pomér daného rozpoustédla mezi oktanolem a vodou
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Enzymy v organickych rozpoustédlech

= v zasadé existuji dvé moznosti:
= témér bezvody enzym je suspendovan v organickém rozpoustédle
— na jeho povrchu je velmi tenka vodna vrstvicka
= enzym je rozpustén v reverznich micelach tvorenych molekulami
surfaktantu a kosurfaktantu

— surfaktant: cetyltrimethylamonium bromide (CTAB), bis(2-ethylhexyl)
sulfosukcinat Na (AOT), fosfatidylcholin, tetraethylenglycoldodecylether -

nachazi se na rozhrani vodné
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Prumyslové proteasy

Enzyme Preferr_ed cleavage sitesa_
(N-terminal —mC-terminal)

Bromelain -LysiZ; -Arg iz; -Pheiz; -TyriZ

Chymotrypsin -Trpiz; -TyriZ; -PheiZ; -LeuiZ

Papain Z—Phe-AAiZ; -VaI-AAiZ; -Leu-AAiZ; -Ile-AAi

Pepsin -Phe(or Tyr,Leu)—Trp(or Phe, Tyr)-

Thermolysin | aa¥) ey, -AAiPhe-; -AAiIIe-; -AAiVaI-

Trypsin -Arg iZ; -Lys iZ
@ AA represents any amino acid residue and Z represents amino acid residues,
esters or amides. The cleavage sites (—) are those preferred by the pure
enzyme; crude preparations may have much broader specificities.

Proteasy

= jsou schopny katalyzovat vznik polymerii z konc. roztokt bilkovin,
peptidi nebo aminokyselin (plasteiny)

= vyuziva se pro odbarvovani a odstranéni Spatné chuti (sojové
proteiny, biomasy)
= syntetické vyuziti pfi tvorbé peptidl - vyuziti stereospecifity, omezeni
nutnosti chranéni postrannich skupin
— dulezita volba pH, vhodné dals$i skupiny usnadiujici precipitaci produktt
— kineticka kontrola - prenos skupiny ne na vodu, ale na alternativni AK
nebo peptid, co je silnéjSim nukleofilem nez voda:
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Enzymy v potravinarstvi

= pekarstvi - obilniny a tedy i mouka obsahuji Sirokou Skalu enzymu
dulezitych pro proces peceni - isoenzymy a-amylas, pullulanasy,
isoamylasy, proteasy, lipoxygenasy, lipasy, esterasy a fosfatasy
— konverze Skrobu na jednodussi cukry, jejich vyuziti kvasnicemi
pak produkuje CO, - textura peciva
— a-amylasy se pridavaji k mouce - zlepseni kvality tésta a nasledné i
chleba, prodlouzeni trvanlivosti
= kvaseni - vyroba zejm. piva
pridavky a- a B-amylasy - degradace dextrinti, vyssi podil alkoholu
pridavek pullulanasy - §tépeni a-1,6- vétveni Skrobu
B-glukanasa - snizovani nezadouci viskozity beta glukant

papain - branéni vzniku polyfenolovych komplext bilkovin, ale nadmérna
hydrolyza bilkovin nezadouci

Dalsi enzymoveé procesy

His Phe-Met Lys

= sacharifikace skrobu N I ©
98 1051086 111
— glukoamylasy, a-amylasa x-casein
Chymosin

= mlééné produkty T
— chymosin (syfidlo) N I C

s¥eni bilkovi K . 98 105 106 111
_Srazenl vl . OVII‘,ly R para-k-casein glycomacropeptide
jeho rozstépeni

— lipasy - zrani syrt,
specificka viné a aroma

— b-galaktosidasy

— Stépeni laktosy - intolerance vedouci k gastrointestinalnim
obtizim, galaktosa a glukosa se metabolizuji snadno




Trendy

= enzymy stale zlstavaji v popredi zajmu biotechnologie

= relativné malo enzymu se produkuje ve velkém (> kg) a ve stavu
vhodném pro primyslové nasazeni

= nové enzymy se hledaji z pfirodnich zdrojl a selekci existujicich
mikrobialnich kmen

= pramyslové rozSifené enzymy nachazi dal$i nové aplikace

= nové enzymy jsou navrhovany metodami molekulového modelovani,
bioinformatickymi technikami a genetickym a proteinovym
inzenyrstvim

= jsou navrhovany a syntetizovany nové organické katalyzatory s
vyuzitim "enzymologického" know-how

"Nepfirozené" substraty
= mnohé enzymy nejsou zcela specifické pro své pfirozené substraty
= nékteré mohou katalyzovat i reakce neodpovidajici jejich zarazeni
— napf. v nepfirozeném prostredi dvou fazi (org. rozpoustédia)
— lipasa (hydrolasa) v nevodném prostiedi funguje jako transesterasa
— Fada oxidas muz jako akceptor misto kysliku vyuzivat Sirokou $kalu
jinych oxidantii (benzochinon, ferricinium, ferrikyanid, ...)
= acetylcholinesterasa - pfiprava L-karnitinu
— synteticka racemicka smés acetyl-DL-karnitinu, z ni se D-anomer
enzymaticky zhydrolyzuje
— smés acetyl-L-karnitinu a D-karnitinu se separuje na ionexu
— acetyl-L-karnitin je biologicky aktivni stejné jako L-karnitin
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— ac je rychlostni konstanta pro acetyl-D-karnitin 10%x nizsi nez pro
acetylcholin, vytéznost je stejna (acetylcholin pfi nadbytku inhibuje...)
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Enzyme engineering
= |ze vylepSit nebo zménit fadu vlastnosti
= vytézek enzymu z produkéniho organizmu

— z pomalu rostouciho mikroba, z rostliného materialu nebo zivocisné

tkané se naklonuje do rychle a snadno rostouciho bezpe¢ného

produkéniho mikrobialniho kmenu
— zvysi se pocet kopii genu, co enzym kéduje
= proteinové inzenyrstvi

— izoluje se pozadovany enzym, ur€i se charakteristiky, slozeni akt. mista
— porovna se s informacemi v databazich, navrhne se lepsi struktura
— site-directed mutagenesis, novy enzym, pokud neni lepsi, pokracuje se
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MolecUlar madeling

Site-directed mutagenesis

= nahrazovani 1 nebo 2 aminokyselin ve struktufe enzymu, probiha v

naslednych krocich

= cilené planovani zmén - modelovani struktury enzymu a
potencialnich substratt, informace o podobnych enzymech z DB
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Synzymy - umélé enzymy
= syntetické poly / oligomery vykazujici enzymovou aktivitu - synzymy
= maji misto vazici substrat a katalyticky aktivni skupiny
— Casto je vzorem prechodovy stav o¢ekavany v planované reakci
= katalyza odpovida saturaéni MM kinetice:

synzym +S == (synzym-S komplex) —» synzym + P

= nékteré synzymy jsou pouze derivatizované proteiny
— pfidanim [Ru(NH,);]** k myoglobinu (pfenase¢ kysliku) - navazi se na 3
povrchové histidinové zbytky - se ziska uméla askorbatoxidasa
= zcela umélé synzymy
— polyglutamova kyselina - esterasova aktivita - hydrolyzuje 4-
nitrofenylacetat, pH optimum 5,3, K, =2 mM
— cyklodextriny (toroidni molekuly ze 6 az 10 1,4-D-glukosovych jednotek,
vytvari hydrofobni komtrku 0,5 az 1 nm Sirokou a 0,7 nm hlubokou, misto
jednoho C-6 hydroxylu se pridal pyridoxal - vznikla transaminasa

Abzymy - katalyticky aktivni protilatky

= protilatky vytvorené proti analogiim predpokladaného prechodového
stavu oéekavané reakce
= napr. fosfonatové estery R-PO,-OR’ jsou stabilni analogy
prechodového stavu pfi hydrolyze karboxyestert
— protilatky pripravené proti této slouc¢eniné funguiji jako esterasy

— K, v mikromolarni oblasti, zrychleni reakce az o tfi fady oproti
nekatalyzované reakci

Molekularni otisky
= MIPs, molecularly imprinted polymers - analog pfechodového stavu
je obklopen strukturou polymeru pfi jeho vzniku
— polymer poskytne vhodné skupiny vytvarejici vazebné a katalyticky
aktivni zbytky
— poté se vymyji templatové molekuly
= velmi stabilni, odolné pfi vysokych teplotach
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ZAVER

= enzymova technologie prochazi fazi zralosti a evoluce
— zralost - existuje teorie popisujici fungovani enzymua a vztahy
mezi funkci a primarni strukturou a 3D-konfiguraci
— evoluce - existuji Siroké moznosti vyvoje uzitecnych procesu a
materialli vyuzivajicich ziskané védomosti
= budoucnost enzymil je jasné pozitivni
— mnohem Sirsi nasazeni
— objevy novych enzymu
— vyleps$ovani existujicich enzymu
— katalyza novych reakci

= enzymologie startuje nové obdobi
enzymovych technologii
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