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Enzymy v praxiEnzymy v praxi

ččáástesteččnněě zmzmíínněěno jino jižž u pouu použžititíí imobilizovaných enzymimobilizovaných enzymůů
praktickpraktickéé vyuvyužžititíí majmajíí samozsamozřřejmejměě i volni volnéé enzymyenzymy

Enzymy pro molekulEnzymy pro molekuláárnrníí biologiibiologii

ppřřerueruššujujíí řřetetěězce DNA zce DNA čči RNAi RNA
spojujspojujíí řřetetěězce DNA zce DNA čči RNAi RNA
syntetizujsyntetizujíí novnovéé řřetetěězce DNA zce DNA čči RNAi RNA

ppřřididáávajvajíí nebo odstranebo odstraňňujujíí skupinu fosfskupinu fosfáátu na konctu na koncíích ch 
nukleových kyselinnukleových kyselin

ochraochraňňujujíí / povl/ povléékajkajíí / spl/ spléétajtajíí / rozpl/ rozpléétajtajíí řřetetěězec DNAzec DNA



2

Enzymy Enzymy ppřřerueruššujujííccíí DNA / RNADNA / RNA
endonukleasyendonukleasy
– restrikční 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

RestrikRestrikččnníí enzymyenzymy
degradadegradaččnníí enzymy, kterenzymy, kteréé reorganizujreorganizujíí a sta střřííhajhajíí DNA ve DNA ve 
specifických "stspecifických "střřihových" mihových" míístech = restrikstech = restrikččnníí mmíístasta
ttřři typy:i typy:
– I: náhodné štípání na nemethylovaných dsDNA délky 4 až 7 kbp
– II: štípají v dvojitě symetrické sekvenci dsDNA
– III: rozpoznávají specifické penta- nebo hexamerní cílové

sekvence v dsDNA, ALE štípají o 25 až 27 nukleotidů dále směrem 
k 3'-konci
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DNasy a RNasyDNasy a RNasy
DNasa IDNasa I
– degraduje DNA hydrolýzou vnitřních fosfodiesterových vazeb

fazolovfazolováá nukleasanukleasa
– vysoce specifická pro DNA nebo RNA postrádající uspořádanou 

strukturu
– hydrolyzuje ve směru 5' -> 3'

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

ExonukleasyExonukleasy
exonukleasa IIIexonukleasa III
– 3' -> 5' exonukleasová aktivita plus další tři aktivity, pouze na 

dsDNA, neúčinkuje na ssDNA
exonukleasa VII exonukleasa VII 
– účinkuje jak v 3' -> 5' tak v 5' -> 3' směru
– specifická pro jednořetězcové nukleové kyseliny
– neuvolňuje mononukleotidy

lambda exonukleasalambda exonukleasa
– účinkuje v 5' -> 3' směru, na dvouřetězcové nukleové kyseliny
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EndoEndo-- i exonukleasyi exonukleasy
nukleasa Bal31nukleasa Bal31
– vysoce specifická endodeoxynukleasová aktivita pro 

jednořetězcové DNA
– exonukleasová aktivita dokáže současně degradovat jak 3' tak 5'

konce DNA duplexu
nukleasa z Neurospora crassanukleasa z Neurospora crassa
– na ssDNA nebo RNA účinkuje jako endonukleasa
– na dsDNA a ssDNA účinkuje jako exonukleasa

Ligasy Ligasy -- spojovspojováánníí DNA / RNADNA / 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 syntetizujEnzymy syntetizujííccíí novnovéé vazby vazby 
kostry DNA a RNAkostry DNA a RNA

DNA polymerasa IDNA polymerasa I
velký fragment DNA polymerasy I (Klenowvelký fragment DNA polymerasy I (Klenowůův fr.)v fr.)
T4 DNA polymerasaT4 DNA polymerasa
modifikovanmodifikovanáá T7 polymerasaT7 polymerasa
Taq polymerasaTaq polymerasa
RNA polymerasaRNA polymerasa
– bakteriální
– z bakteriofága (T3, T7, SP6)

reversnreversníí transkriptasatranskriptasa
poly(A)poly(A)--polymerasapolymerasa
termintermináálnlníí deoxynukleotidyltransferasadeoxynukleotidyltransferasa
polynukleotidfosforylasapolynukleotidfosforylasa

Enzymy pEnzymy přřididáávajvajííccíí / odstra/ odstraňňujujííccíí
fosfoskupinu na koncfosfoskupinu na koncíích NAch NA

T4 polynukleotidkinasaT4 polynukleotidkinasa
alkalickalkalickáá fosfatasafosfatasa
kyselkyseláá pyrofosfatasa z tabpyrofosfatasa z tabáákuku
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Enzymy (a dalEnzymy (a dalšíší proteiny) co chrproteiny) co chráánníí, , 
rozvrozvííjjíí nebo zavinujnebo zavinujíí DNADNA

DNA methylasyDNA methylasy
proteiny vproteiny váážžííccíí ssDNA nebo ssRNAssDNA nebo ssRNA
– RecA protein, SSB protein, Gen 32 protein

topoisomerasytopoisomerasy

Enzymy v organických rozpouEnzymy v organických rozpouššttěědlechdlech
voda je nevhodnvoda je nevhodnéé mméédium pro vdium pro věěttššinu reakcinu reakcíí organickorganickéé chemiechemie
mnohmnohéé reaktanty (kyslreaktanty (kyslíík, steroidy, lipidy) jsou mnohem rozpustnk, steroidy, lipidy) jsou mnohem rozpustněějjšíší v v 
organickorganickéém rozpoum rozpouššttěědledle
mnohmnohéé produkty jsou ve vodnprodukty jsou ve vodnéém prostm prostřřededíí labilnlabilníí
nadbytek vody (55,5 M koncentrace) nadbytek vody (55,5 M koncentrace) ččasto upasto upřřednostnednostníí hydrolytickhydrolytickéé
reakce proti jiným ureakce proti jiným užžiteiteččnněějjšíším procesm procesůůmm
– transesterifikační reakce esteras a lipas
– posun termodynamických rovnováh žádoucím směrem - enzym sám jako 

katalyzátor nemění velikost rovnovážné konstanty katalyzované reakce!
stabilizace stabilizace -- nehroznehrozíí mikrobimikrobiáálnlníí kontaminacekontaminace
velmi velmi ččasto zde enzym funguje v dvoufasto zde enzym funguje v dvoufáázovzovéém systm systéémumu
– usnadnění separačních kroků

polaritu prostpolaritu prostřřededíí charakterizuje particharakterizuje partiččnníí koeficient log Pkoeficient log P
– rozdělovací poměr daného rozpouštědla mezi oktanolem a vodou
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Enzymy v organických rozpouEnzymy v organických rozpouššttěědlechdlech
v zv záásadsaděě existujexistujíí dvdvěě momožžnosti:nosti:
ttéémměřěř bezvodý enzym je suspendovbezvodý enzym je suspendováán v organickn v organickéém rozpoum rozpouššttěědledle
– na jeho povrchu je velmi tenká vodná vrstvička

enzym je rozpuenzym je rozpuššttěěn v reverznn v reverzníích micelch miceláách tvoch tvořřených molekulami ených molekulami 
surfaktantu a kosurfaktantusurfaktantu a kosurfaktantu
– surfaktant: cetyltrimethylamonium bromide (CTAB), bis(2-ethylhexyl) 

sulfosukcinát Na (AOT), fosfatidylcholin, tetraethylenglycoldodecylether -
nachází se na rozhraní vodné
interfáze a org. rozpouštědla

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

Polarita prostPolarita prostřřededíí
aktivita enzymu je aktivita enzymu je úúmměěrnrnáá
polaritpolaritěě prostprostřřededíí vyjvyjááddřřenenéé
pomocpomocíí log Plog P

ve specive speciáálnlníích pch přříípadechpadech
mmůžůže být ue být užžiteiteččnnéé poupoužžíítt
ttěžěžkou vodu Dkou vodu D22OO

ppřřííklady log P proklady log P pro
nejnejččastastěěji pouji použžíívanvanáá
rozpourozpouššttěědladla

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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PrPrůůmyslovmyslovéé proteasyproteasy
 

Enzyme  Preferred cleavage sitesa 

(N-terminal C-terminal) 

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 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. 

ProteasyProteasy
jsou schopny katalyzovat vznik polymerjsou schopny katalyzovat vznik polymerůů z konc. roztokz konc. roztokůů bbíílkovin, lkovin, 
peptidpeptidůů nebo aminokyselin (plasteiny)nebo aminokyselin (plasteiny)
vyuvyužžíívváá se pro odbarvovse pro odbarvováánníí a odstrana odstraněěnníí ššpatnpatnéé chuti (sojovchuti (sojovéé
proteiny, biomasy)proteiny, biomasy)
synteticksyntetickéé vyuvyužžititíí ppřři tvorbi tvorběě peptidpeptidůů -- vyuvyužžititíí stereospecifity, omezenstereospecifity, omezeníí
nutnosti chrnutnosti chráánněěnníí postrannpostranníích skupinch skupin
– důležitá volba pH, vhodné další skupiny usnadňující precipitaci produktů
– kinetická kontrola - přenos skupiny ne na vodu, ale na alternativní AK 

nebo peptid, co je silnějším nukleofilem než voda:
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Enzymy v potravinEnzymy v potravináářřstvstvíí
pekapekařřstvstvíí -- obilniny a tedy i mouka obsahujobilniny a tedy i mouka obsahujíí šširokou irokou šškkáálu enzymlu enzymůů
ddůůleležžitých pro proces peitých pro proces peččeneníí -- isoenzymy isoenzymy αα--amylas, pullulanasy, amylas, pullulanasy, 
isoamylasy, proteasy, lipoxygenasy, lipasy, esterasy a fosfatasyisoamylasy, proteasy, lipoxygenasy, lipasy, esterasy a fosfatasy
– konverze škrobu na jednodušší cukry, jejich využití kvasnicemi 

pak produkuje CO2 - textura pečiva
– α-amylasy se přidávají k mouce - zlepšení kvality těsta a následně i 

chleba, prodloužení trvanlivosti
kvakvaššeneníí -- výroba zejm. piva výroba zejm. piva 
– přídavky α- a β-amylasy - degradace dextrinů, vyšší podíl alkoholu
– přídavek pullulanasy - štěpení α-1,6- větvení škrobu
– β-glukanasa - snižování nežádoucí viskozity beta glukanů
– papain - bránění vzniku polyfenolových komplexů bílkovin, ale nadměrná

hydrolýza bílkovin nežádoucí

DalDalšíší enzymovenzymovéé procesyprocesy

sacharifikace sacharifikace šškrobukrobu
– glukoamylasy, a-amylasa

mlmlééččnnéé produkty produkty 
– chymosin (syřidlo)

srážení bílkoviny kaseinu po
jeho rozštěpení

– lipasy - zrání sýrů,
specifická vůně a aroma

– b-galaktosidasy
– štěpení laktosy - intolerance vedoucí k gastrointestinálním 

obtížím, galaktosa a glukosa se metabolizují snadno



10

TrendyTrendy
enzymy stenzymy stáále zle zůůststáávajvajíí v popv popřřededíí zzáájmu biotechnologiejmu biotechnologie
relativnrelativněě mmáálo enzymlo enzymůů se produkuje ve velkse produkuje ve velkéém (m (> kg> kg) a ve stavu ) a ve stavu 
vhodnvhodnéém pro prm pro průůmyslovmyslovéé nasazennasazeníí
novnovéé enzymy se hledajenzymy se hledajíí z pz přříírodnrodníích zdrojch zdrojůů a selekca selekcíí existujexistujííccíích ch 
mikrobimikrobiáálnlníích kmench kmenůů
prprůůmyslovmyslověě rozrozšíšířřenenéé enzymy nachenzymy nacháázzíí daldalšíší novnovéé aplikaceaplikace
novnovéé enzymy jsou navrhovenzymy jsou navrhováány metodami molekulovny metodami molekulovéého modelovho modelováánníí, , 
bioinformatickými technikami a genetickým a proteinovým bioinformatickými technikami a genetickým a proteinovým 
ininžženýrstvenýrstvíímm
jsou navrhovjsou navrhováány a syntetizovny a syntetizováány novny novéé organickorganickéé katalyzkatalyzáátory s tory s 
vyuvyužžititíím "enzymologickm "enzymologickéého" knowho" know--howhow
zazaččíínajnajíí se prosazovat i slose prosazovat i složžititěějjšíší enzymovenzymovéé komplexykomplexy

"Nep"Nepřřirozenirozenéé" substr" substráátyty
mnohmnohéé enzymy nejsou zcela specifickenzymy nejsou zcela specifickéé pro svpro svéé ppřřirozenirozenéé substrsubstráátyty
nněěkterkteréé mohou katalyzovat i reakce neodpovmohou katalyzovat i reakce neodpovíídajdajííccíí jejich zajejich zařřazenazeníí
– např. v nepřirozeném prostředí dvou fází (org. rozpouštědla)
– lipasa (hydrolasa) v nevodném prostředí funguje jako transesterasa
– řada oxidas můž jako akceptor místo kyslíku využívat širokou škálu 

jiných oxidantů (benzochinon, ferricinium, ferrikyanid, …)
acetylcholinesterasa acetylcholinesterasa -- ppřřííprava Lprava L--karnitinukarnitinu
– syntetická racemická směs acetyl-DL-karnitinu, z ní se D-anomer 

enzymaticky zhydrolyzuje
– směs acetyl-L-karnitinu a D-karnitinu se separuje na ionexu
– acetyl-L-karnitin je biologicky aktivní stejně jako L-karnitin

– ač je rychlostní konstanta pro acetyl-D-karnitin 104x nižší než pro 
acetylcholin, výtěžnost je stejná (acetylcholin při nadbytku inhibuje…)
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Enzyme engineeringEnzyme engineering
lze vyleplze vylepššit nebo zmit nebo změěnit nit řřadu vlastnostadu vlastnostíí
výtvýtěžěžek enzymu z produkek enzymu z produkččnníího organizmuho organizmu
– z pomalu rostoucího mikroba, z rostliného materiálu nebo živočišné

tkáně se naklonuje do rychle a snadno rostoucího bezpečného 
produkčního mikrobiálního kmenu

– zvýší se počet kopií genu, co enzym kóduje
proteinovproteinovéé ininžženýrstvenýrstvíí
– izoluje se požadovaný enzym, určí se charakteristiky, složení akt. místa
– porovná se s informacemi v databázích, navrhne se lepší struktura
– site-directed mutagenesis, nový enzym, pokud není lepší, pokračuje se

SiteSite--directed mutagenesisdirected mutagenesis
nahrazovnahrazováánníí 1 nebo 2 aminokyselin ve struktu1 nebo 2 aminokyselin ve struktuřře enzymu, probe enzymu, probííhháá v v 
nnáásledných krocsledných krocííchch
ccíílenlenéé plpláánovnováánníí zmzměěn n -- modelovmodelováánníí struktury enzymu a struktury enzymu a 
potencipotenciáálnlníích substrch substrááttůů, informace o podobných enzymech z DB, informace o podobných enzymech z DB
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synteticksyntetickéé poly / oligomery vykazujpoly / oligomery vykazujííccíí enzymovou aktivitu enzymovou aktivitu -- synzymysynzymy
majmajíí mmíísto vsto váážžííccíí substrsubstráát a katalyticky aktivnt a katalyticky aktivníí skupinyskupiny
– první se vytváří rel. snadno, druhé je mnohem náročnější
– často je vzorem přechodový stav očekávaný v plánované reakci

katalýza odpovkatalýza odpovííddáá saturasaturaččnníí MM kinetice:MM kinetice:

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

nněěkterkteréé synzymy jsou pouze derivatizovansynzymy jsou pouze derivatizovanéé proteinyproteiny
– přidáním [Ru(NH3)5]3+ k myoglobinu (přenašeč kyslíku) - naváží se na 3 

povrchové histidinové zbytky - se získá umělá askorbátoxidasa
zcela umzcela uměělléé synzymysynzymy
– polyglutamová kyselina - esterasová aktivita - hydrolyzuje 4-

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

vytváří hydrofobní komůrku 0,5 až 1 nm širokou a 0,7 nm hlubokou, místo 
jednoho C-6 hydroxylu se přidal pyridoxal - vznikla transaminasa

Synzymy Synzymy -- umuměělléé enzymyenzymy

Abzymy Abzymy -- katalyticky aktivnkatalyticky aktivníí protilprotiláátkytky
protilprotiláátky vytvotky vytvořřenenéé proti analogproti analogůům pm přředpokledpokláádandanéého pho přřechodovechodovéého ho 
stavu ostavu oččekekáávanvanéé reakcereakce
napnapřř. fosfon. fosfonáátovtovéé estery estery RR--POPO22--OROR'' jsou stabilnjsou stabilníí analogy analogy 
ppřřechodovechodovéého stavu pho stavu přři hydrolýze karboxyesteri hydrolýze karboxyesterůů
– protilátky připravené proti této sloučenině fungují jako esterasy
– Km v mikromolární oblasti, zrychlení reakce až o tři řády oproti 

nekatalyzované reakci

MolekulMolekuláárnrníí otiskyotisky
MIPs, molecularly imprinted polymers MIPs, molecularly imprinted polymers -- analog panalog přřechodovechodovéého stavu ho stavu 
je obklopen strukturou polymeru pje obklopen strukturou polymeru přři jeho vznikui jeho vzniku
– polymer poskytne vhodné skupiny vytvářející vazebné a katalyticky 

aktivní zbytky
– poté se vymyjí templátové molekuly

velmi stabilnvelmi stabilníí, odoln, odolnéé ppřři vysokých teploti vysokých teplotááchch
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ZZÁÁVVĚĚRR
enzymovenzymováá technologie prochtechnologie procháázzíí ffáázzíí zralosti a evolucezralosti a evoluce
– zralost - existuje teorie popisující fungování enzymů a vztahy 

mezi funkcí a primární strukturou a 3D-konfigurací
– evoluce - existují široké možnosti vývoje užitečných procesů a 

materiálů využívajících získané vědomosti
budoucnost enzymbudoucnost enzymůů je jasnje jasněě pozitivnpozitivníí
– mnohem širší nasazení
– objevy nových enzymů
– vylepšování existujících enzymů
– katalýza nových reakcí

enzymologie startuje novenzymologie startuje novéé obdobobdobíí
enzymových technologienzymových technologiíí


