Ziskani enzymu

» zdroje enzymu

* izolace a purifika€ni postupy
* uchovavani a stabilizace

» komercéni dodavatelé

e studium struktury

Zdroje enzymu
* enzym lze ziskat z jakéhokoliv organismu

e z cca 100 enzymi pouzivanych primyslové
pochazi pres 50% z plisni a kvasinek, 30% z
bakterii, 8% z zivocichll a 4% z rostlin

» proc¢ se preferuji mikrobialni zdroje
— levnéjsi produkce
— lepsi kontrola a predpovéditelnost obsahu enzymu

— snazsi ziskani surového materialu o konstantnim
slozeni

— v zivo€iSném a rostlinném materialu je vice
Skodlivych slozek (proteasy, inhibitory, fenolické
slozky)

» snahy o zlepseni pouzitim tkarnovych kultur




Nejbézna&jsi

enzymy

+++>100; ++>10; +> 1; - <1 tun/rok

Lt Rozsah
Enzym EC dislo Zdroj extra PouZziti
produkce
cel.

Zivnodisny pivod

katalasa 1.11.1.6 jatra 1 - potraviny
chymotrypsin 34.21.1 pankreas E - kiiZe

lipasa 3.1.1.3 pankreas E - potraviny
syFidlo 3.4.234 Zaludek telat (slez) E + syry

trypsin 34.214 pankreas E - kiize

aktinidin 3.4.22.14 kiwi E - potraviny
o-amylasa 3.2.1.1 slad E T pivo
-amylasa .2.1. sla =P ivo

B-amyl: 3.2.1.2 lad E pi

bromelain 34224 ananasovy latex E - pivo

b-glukanasa 3.2.1.6 slad E ++ pivo

ficin 3.4.22.3 fikovnikovy latex E - potraviny

lipoxygenase 1.13.11.12 sojové boby 1 - potraviny

papain 3.4.222 papajovy latex E ++ maso

Nejbéznéjsi enzymy
Intra/
Enzym EC ¢islo Zdroj extra mezsah Pouziti
cel produkce

bakterialni
a-amylasa 3.2.1.1 Bacillus E +++ Skrob
p-amylasa 3.2.1.2 Bacillus E + Skrob
asparaginasa 3.5.1.1 Escherichia coli 1 - zdravotnictvi
glukosaisomerasa 5.3.1.5 Bacillus 1 ++ fruktosovy sirup
penicilinamidasa 3.5.1.11 Bacillus 1 - 1é¢iva
proteasa 3.4.21.14 Bacillus E Stalaty detergenty
pullulanasa 3.2.1.41 Klebsiella E - Skrob
z kvasinek
invertasa 3.2.1.26 Saccharomyces I/E - sladkosti
laktasa 3.2.1.23 Kluyveromyces I/E - mlééné produkty
lipasa® 3.1.1.3 Candida E - potraviny
rafinasa® 3.2.1.22 Saccharomyces 1 - potraviny




Nejbé2néjsi enzymy

Lt Rozsah
Enzym EC ¢islo Zdroj extra produkee Pouziti
cel.
z plisni
a-amylasa 3.2.1.1 Aspergillus E ++ pedeni
aminoacylasa 3.5.1.14 Aspergillus I lé¢iva
glukoamylasa 3.2.1.3 Aspergillus E +++ Skrob
katalasa 1.11.1.6 Aspergillus 1 potraviny
celulasa 3.2.1.4 Trichoderma E odpady
dextranasa 3.2.1.11 Penicillium E potraviny
glukosaoxidasa 1.1.3.4 Aspergillus 1 potraviny
laktasa 3.2.1.23 Aspergillus E :rl:s::fm
lipasa 3.1.1.3 Rhizopus E potraviny
syFidlo 3.4.23.6 Mucor miehei E ++ syry
pektinasa 3.2.1.15 Aspergillus E ++ napoje
pektinlyasa 4.2.2.10 Aspergillus E napoje
proteasa 3.4.23.6 Aspergillus E + pedeni
rafinasa 3.2.1.22 Mortierella 1 potraviny

Vyroba enzymu

» previada nékolik mikrobt, dlouho znamé a
pouzivané, produkce optimalizovana mutaci a
selekci

» prednostné extracelularni a konstitutivni
— event. levna a rychla indukce

* bezpeéné kmeny, vysoka produkce enzymu

e pohled uzivatelu
— dulezita stala a znama aktivita
— snadna skladovatelnost (lab. teplota, chladnicka)
— proces purifikace druhotny
— nepritomnost interferujicich slozek
— bezpecéna manipulace




Producenti enzymi musi zviadat:

* hledani novych a vylepsenych enzymi

» fermentacni procesy produkujici enzymy
» purifikaci enzymt v priimyslovém méritku
« pfFipravu a baleni enzymii k prodeji

» spolupraci se zakazniky

» vyjednavani s regulaénimi organy

Hledani novych enzymi

* pri hledani zadané aktivity se prohledavaji
mikrobialni kultury, ziskané obvykle z pudy,
kompostu nebo kalil nachazejicich se v
pritomnosti potencialniho substratu

* metody bioinformatiky - prohledavani
genovych knihoven na vyskyt sekvenci
kodujicich podobné enzymy

* lze upravovat vlastnosti stavajicich enzymu
metodami proteinového inzenyrstvi (cilena
mutace vedouci k vyssi aktivité nebo zadané
specifité)




Material pro ziskani enzymu
 zjisténi velikosti pritomné aktivity v riznych
slozkach materialu

— intra / extracelularni u mikrobta a tkanovych kultur,
cast rostliny nebo zivocicha) - z éeho vychazet
— v které fazi ristu je nejvyssi aktivita
— kriterium porovnavani - specificka aktivita
* prvni krok - prevedeni enzymu do vodného
prostiedi z pevhého materialu (za chladu,

vhodny pufr, desintegraéni metody)
 dalsi kroky - frakcionace

Vychozi koncentrat

rostlinné buriky mikrobialni rostlinny
¢ast organismu ferm?ntace
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Desintegrace bunék
< potiebné usili zavisi na typu organismu a ¢aste¢né i na jeho
fyziologii

— nékdy staci pouze osmoticky Sok (zména iontové sily prostredi) -
zivocisné bunky, G- bakterie

— rezistentni - kvasinky, sinice, mycelia, nékteré G+ bakterie (toleruji az
2 MPa osm. tlaku, "jako beton")

¢+ ultrazvuk (ozvucovani pii 18 kHz - 1 MHz)

— rychly sin. pohyb hlavice generatoru v kapaliné, maly rozsah (pod 50
um), velké zrychleni (az 80000 g), nastava kavitace - mikrobublinky,
tlakové viny v dusledku jejich kolapsu az 300 MPa, buinky narusuje
také stfizna sila

— nékteré enzymy konformacné labilni

— mohou vadit i vznikajici radikalové formy kysliku

+ vysokotlaké homogenizatory (Manton-Gaulin)

— pumpa vytlacuje bunéénou suspenzi ventilem
s malym otvorem, tlak pfes 150 MPa, pratok
az 10 m3/h

Desintegrace bunék

¢ kuliékové mlyny (kulicky 0,2 az 1 mm, ocel nebo sklo - Ballotini)
— narazy na kuli¢ky, gradienty stfiznych sil
— vhodnéjsi pro vétsi buinky, méné pro mensi bakterie

+ mrazové lisovani (X-press, French press)

— zmrazena bunécna pasta se pod vysokym tlakem (150 az 230 MPa)
protlacuje uzkym otvorem

— desintegraci plisobi zmény objemu a faze (mikrokrystalky ledu)
— vhodné pro termolabilni enzymy
— obtizné pouziti pro masovou produkci

s lytické metody

— efektivni, nenakladné - osmoticky Sok, zmrazovani / rozmrazovani,
studeny Sok, vysusovani a lyofilizace, enzymova (lysozym na G+
bakterie) nebo chemicka (kyseliny, baze, detergenty, rozpoustédia,
chaotropni Cinidla) lyze

+ tepelné pusobeni
— muze odstranit nezadouci proteiny (zdenaturuji a vysrazi se)




Nebezpedi pri desintegraci bunék

« teplo
— chladit; pfidat enzymovy substrat ¢i analog, polyoly
o stFizné sily
e proteasy
— zrychlena prace, chlazeni, inhibitory, nadbytek inertni bilkoviny
. pH
— pouziti pufru, pridat substrat ¢i analog, polyoly
« chemické faktory

— vadi detergenty a rozpoustédla, rostlinné polyfenoly inhibuji
(adsorbenty - polyvinylpyrrolidon, redukce - askorbat)

+ oxidace

— pridat redukéni ¢inidla - askorbat, dithiothreitol
e pénéni
» tézké kovy (ionty - zelezo, méd, nikl)

— pridat chelataéni €inidla - EDTA

Precipitace

« efektivni precipitace malych fragmenta
bunék nesnadna - zvétsSeni velikosti
— koagulaci (odstranéni el. naboje, pH zména)

— flokulaci (prida se vhodny nosny material, na
ktery se agreguji opac¢né nabité ¢astice) napi. na
DEAE celulose, jednorazové pouziti

» separace - centrifugace nebo filtrace




Centrifugace

» separace (sediment / supernatant) na zakladé velikosti ¢astic a
rozdilné hustoty

» laboratorni centrifugy - vykyvné nebo uhlové rotory, vysoka thlova
rychlost w, velky polomér otacéenir, ale maléa kapacita a dlouha
sedimentaéni vzdalenost

» pramyslové centrifugy

— kontinualni plnéni, kontinualni odebirani supernatantu, riizné zptisoby
odebirani sedimentu

— preferovany pro ziskavani sedimentu s enzymem, Setrné - minimalni
pénéni (nebezpeci inaktivace)

Prumyslova centrifugace

vyrobci:
Penwalt (a), Westfalia a
Alpha-Laval (c)

typické rychlosti:

(a) 50000 g (100 g),
16000 g (az 5 kg)

(b) 3000 g (semi/diskont.)

(c) 8000 g

T

kal

(a) tubularni - dlouha draha umozni vycereni

(b) kontinualni spiralova - Sroub (jina rychlost) posouva sediment po povrchu

(c) kontinualni multikomorova - paralelni disky poskytnou velkou vyéefovaci
schopnost pri kratké sedimentac¢ni draze




separace na zakladé velikosti ¢astic
¢ ucéinnost limituji:
— tvar a stlacitelnost ¢astic (blokovani filtru)
— viskosita kapalné faze
nastfik — aplikovatelny pietlak
« rotacni vakuovy filtr

Filtrace

l Y i.l'::i',::. ‘.:':.

fitraCni | | [ LLLLLLL LLLLLLLLLY
kolacé
"dead end” a "cross-flow"
zpusoby filtrace

Pro¢ se enzymy purifikuji

e studium déja v bunce - rekonstrukce metabolickych
a regulaénich drah in vitro

» studium prabéhu reakce, kinetiky, regulace, ...

* vyzkum odchylek od normalniho metabolismu ¢€i
regulaéniho procesu - abnormalni enzymy (mutace,
onemocnéni)

» cileny navrh lé€iv na zakladé znamé 3D struktury
enzymu

» praktické pouziti jako biokatalyzatory ¢i v mediciné

potifebna mira istoty samozrejmé zavisi na dané
aplikaci




Purifikace enzymu

* mirou Cistoty enzymu je specificka aktivita (a,), ktera narasta v

prabéhu purifikacniho procesu

» obecné se z vychoziho materialu (frakce 0) purifikacnimi kroky
(srazeni, extrakce, chromatografie, aj.) ziskavaji dalSi frakce (N)

« pro kvantitativni hodnoceni se pro kazdou frakci provede jeji
charakterizace - experimentalné se uréi mnozstvi (objem V),
celkova aktivita (ay) a hmotnost bilkoviny (my)

« nasledné se spocitaji pro kazdou frakci:

specificka aktivita a, y = ay/m)
vytézek = (ay/a,)-100%
stuperi precisténi = a, \/a; ,

» vysledek purifikace se pak prehledné
zobrazi ve formé purifikaéni tabulky

frakce,

l purifikaéni krok 1
frakce,

v
frakcey

l

Cisty enzym

Priklad purifikaéni tabulky

Purif. krok Objem | Celk. Celk. Spec. | VytéZek | Stupen

aktivita | protein | aktivita precisténi
(ml) (nkat) (mg) | (nkat/mg) (%)

Hruby extrakt 500 3000 15000 0.2 100 -

Srazeni siranem 100 2400 4000 0.6 80 3.0

ammonnym

lonexova 45 1440 500 29 48 14.5

chromatografie

Gelova filtrace 50 1000 125 8 33 40.0

« celk. aktivita maze i "narast" - odstranéni inhibitoru

¢ kontrola cistoty - SDS PAGE
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Purifikaéni kroky

* precipitacni metody
e separace na zakladé velikosti
* separace na zakladé naboje

» separace na zakladé specifické interakce s
jinou biomolekulou

jiné principy

Precipitace (srazeni)

» frakcionace solemi
— obvykle na pocatku purifikace - zmensi se objem
— principem pokles rozpustnosti bilkovin s naruastajici iontovou
silou, log(rozpustnosti proteinu) ~ iont. sile
* pouziva se siran amonny
— dobfe tolerovan, postupné zvySovani koncentrace - udava se ve
stupni nasyceni (0 az 1), max. rozpustnost 41.4 az 43.85 hm% (0
az 30 °C), precipitat se odcentrifuguje, pak se pokracuje dale
— nizka teplota, pH blizko isoelektrickému bodu enzymu
(nejmensi rozpustnost)
» organicka rozpoustédla
— vhodné pro velkoobjemové procesy
— misitelna s vodou - ethanol, methanol, propanol, aceton, dioxan

— principem snizeni dielektrické konstanty prostiredi, odstrani se
povrchova voda proteinu

— velmi peclivé drzet nizkou teplotu, jinak denaturace
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Tepelna denaturace

* lze pouzit, pokud dany enzym je tepelné stabilnéjsi nez
balastni bilkoviny, které zdenaturuji a vysrazi se

» stabilizace enzymu - pfidani substratu, koenzymu ¢i
kompetitivniho inhibitoru

* nékolikaminutové zahrati na 50 az 60 °C, pak rychlé
ochlazeni a odstredéni balastu, pripadné odstranéni
inhibitoru dialysou

* neni univerzalné pouzitelna
» ekonomicky vyhodna metoda

Fazova separace
* nékteré polymery jsou ve vodném prostredi navzajem
"nekompatibilni", coz vede k separaci dvou vodnych fazi
- vyuzitelné pro separaci bilkovin

priklady: dextran/PEG, hydroxypropylovany skrob/PEG

faze vznikaji pri prekroceni kritickych koncentraci obou
polymert (napf. 2%dextran T500/10% PEG4000, prvni tvori
hydrofilni dolni hustsi fazi, druhy lehéi hydrofobnéjsi horni fazi)
polymery maji stabilizaéni u€inek na proteiny

rychla separace, mirné podminky

vhodné pro pramyslové pouziti, kontinualni aplikaci, separaci od
bunécnych fragmentt

» po prechodu enzymu do PEG faze a jejim oddéleni se
provede dalsi fazova separace s konc. roztokem soli €i
dalSim polymerem

» polymer Ize vhodné modifikovat ligandem - afinitni
fazové separace
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Chromatografické postupy

e pouziva se vzorek v kapalné fazi

* nejCastéjsi ionexova, afinitni a gelova permeacni
chromatografie (pouziti vtomto poradi)

* nosi¢ nesouci vhodné funkéni skupiny, funguje jako
napln kolony (i membranové varianty, pripadné
kompaktni porézni monoliticky material)

* hnaci silou pretlak (nizkotlaké a HPLC varianty,
velikosti €astic 50 - 150 um, resp. 4 - 6 um)

» z kolony vytékaji postupné jednotlivé frakce

* hodnoceni dle absorbance pii 280 nm (koncentrace
bilkoviny), dale se hleda aktivita ve frakcich

» automatizovany systém, véetné sbérace frakci

Chromatograficky systém

» nastiik vzorku (2-polohovy ventil se smy¢€kou)

« zasobnik(-y) mobilni faze (zakladni pufr, eluéni
pufr)

* pumpy (peristaltické, linearni vysokotlaké,
muze stacit i hydrostaticky tlak)

* michac¢ gradientu

e separacni kolona

» detektor (UV/VIS, absorbance, méné casto
fluorescence)

» sbhérac frakci
* Fidici poc€ita€ a software
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lonexova chromatografie

e enzymy v rostoku maji naboj dle svého isoelektrického bodu pl a
pH prostredi (pH<pl pozitivni, pH>pl negativni) a budou se tedy
vazat na povrch s opaénym nabojem

< reverzibilni proces, ovliviiuje pH a iontova sila (zvyseni normalné
slouzi pro eluci), eluce nahlou zménou pufru nebo gradientem

* nosice na bazi pryskyfric, celulosy a jejich derivatt, zesiténa
agarosa (Sepharose), Trisacryl, HEMA, polystyren

¢ nesouci nabité skupiny
katex: -SO;-, -OPO,;, -COO- anex: -N*HR,, -N*R,

* prumyslové pouziti je éasto vsadkové misto kolonového

— opatrné michat

e ulohu hraji porozita, mechanicka odolnost, vazebna kapacita

« stiedni ucinnost, typické precisténi 3x

« dodavatelé: Pharmacia, BioRad, Tesek, ...

Afinitni chromatografie

« viceméné specificka interakce enzymu s ligandem (substrat,
inhibitor, kofaktor, ...) imobilizovanym na nosi¢i
* dnes Siroka Skala technik
* i méné specifické varianty:
— barviva podobna NAD* pro purifikaci dehydrogenas
— HIC, hydrofobni interakce (imobilizované kratké methylenové retézce,
napr. C8, nebo fenyl), vhasi se enzym ve vysoké konc. soli (po
vysrazeni), eluuje se poklesem iontové sily, zménou pH ¢i gradientem
org. rozpoustédla
— IMAC "immobilized metal affinity chromatography” - imobilizovany
chelat (NTA, nitrilotriacetic acid) navaze ionty Ni2+, které pak z druhé
strany vytvari komplex s His skupinami enzymu (vyuziva se u
rekombinantné pripravovanych enzymii nesoucich na konci uméle
pridané His zbytky (oligohistidine tag)
— boronatova afinitni chromatografie - interakce imobilizované kyseliny
borité se sacharidovymi zbytky - glykosylované enzymy

« vysoka purifikaéni u€innost (az 1000x precisténi, typicky 10x)
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Princip afinitni chromatografie

1. naneseni vzorku na matrici

wropléchnuti
i

[N

Metaloafinitni chromatografie

o o
~ / (]
I, N—-M--|OH2
H /M NTA-lyzin
STO OH,
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Boronatova afinitni chromatografie

* matrice s imobilizovanou kyselinou aminofenylboritou,
pripadné aminofenyl-3,5-diboritou

* vznika komplex se slou¢eninami obsahujicimi diolové
uskupeni - typické pro sacharidy

* moznost purifikace glykoproteint

OH

I 4

B<OH
OH—\Q/OH—\Q/

NH

*

Gelova permeaéni chromatografie

» "size exclusion" chromatography, "gel filtration"

e separace na zakladé velikosti biomolekul
— vétsi molekuly projdou matrici rychleji - nevliezou se do péra a
nejsou tedy zdrzovany
* materialy:
— zesitované dextranové gely (Sephadex G, Pharmacia)
— zesit'ovany polyakrylamid (Bio-Gel P, BioRad)
— zesit'ovana agarosa (Sepharose CL, Superose, Pharmacia)
— smés PAG a agarosy (Ultrogel AcA, LKB Instruments)

— ethylenglykol methakrylaty (Fractogel HW, Toyo Soda Co. -
TSK)
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"Nacvik" purifikace enzymu

 http://home2.btconnect.com/agbooth/archive
IswingPP/ProtLab.html

« program Proteins.COM (DOS okno ve
Windows)

Inaktivace enzymu

» oddisociovani koenzymu

» disociace podjednotek u oligomernich enzymu

» agregace (mohou vzniknout intermolekulové S-S mistky)

* nevratné konformaéni zmény

» adsorpce na povrch pouzivanych nadob

» stfizné sily vznikajici pfri proudéni (ztrata aktivni
konformace)

e zmény primarni struktury

— hydrolysa peptidové vazby
oxidace -SH skupin nebo indolového kruhu Trp, redukce S-S
chemicka modifikace -SH skupin v aktivnim misté
deaminace Asn
autoinaktivace pfi katalyse (vznikajici volné radikaly)
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Uchovavani enzymu

» 2zakoncentrovani ziredéného enzymu
— ultrafiltrace - tlakova filtrace pres ultrafiltr vhodné porosity (aby
enzym neprotekl) - systémy Amicon, centrifugacni mikrofiltry
— osmotické zahusténi - roztok enzymu v dialyzaéni trubici se obsype
vhodnym akvacidem - odnima vodu (napf. PEG)

+ stabilizaéni postupy

— cilem je zachovat aktivni konformaci a zabranit rozvinuti, agregace
¢i zménam v kovalentni struktuie

— vyssi koncentrace enzymu

— vysoka koncentrace neutralni soli - stabilizace hydrofobnich
interakci (chaotropni efekt - naruseni struktury obalové vody) -
siran ammony, hydrogenfosfore¢nan draseiny

— polyoly - glycerol (chrani i pred vznikem krystalkt ledu za nizkych
teplot), sorbitol, manitol - snizuji aktivitu vody, vytvafi ochranny
obal

— hydrofilni polymery - polyvinylpyrrolidon, PVA,
hydroxypropylcelulosa - "compartmnetalisation"” - nadhrada
vzajemnych interakci vazbou na polymer

— kovalentni derivatisace - napf. u proteas se blokuji lysiny - mensi
autolyza

Ochrana enzymu

* chranéni -SH skupin - 2-merkaptoethanol, cystein,
dithiothreitol (Clelandovo ¢inidlo), dithioerythritol

» chranéni pred proteinasami -
fenylmethylsulfonylfluorid a EDTA

» antimikrobialni prostredky (azid)

» prevedeni do suchého stavu - lyofilisace
— odstrani se soli dialysou
— vysuseni zmrazeného roztoku ve vakuu (mrazova sublimace)

* "lepSi" enzymy

zdrojem isolace termofilni organismy

imobilisace

chemicka modifikace

proteinové inzenyrstvi (cilena zaména aminokyselin)
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Kontrola ¢istoty

» elektroforesa za nativnich podminek - jedina
zéna

« SDS PAGE - urci se podjednotkové slozeni a
molekulové hmotnosti

» 2D elektroforesa - kombinace isoelektrické
fokusace (urceni pl) a SDS PAGE (Mr)

» jeden pik pri gelové permeaéni chromatografii

 malé enzymy - hmotnostni spektrum (MALDI
TOF)

» frakcionace proteasou a MS spektrum
vzniklych stépu
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