Enzymy v praxi

= ¢aste€éné zminéno jiz u pouziti imobilizovanych enzym
= praktické vyuziti maji samoz Fejmé i volné enzymy

Enzymy pro molekularni biologii

= preruSuji Fetézce DNA ¢i RNA
= spojuji Fetézce DNA ¢i RNA
= syntetizuji nové Fetézce DNA €i RNA

= pridavaji nebo odstra nuji skupinu fosfatu na koncich
nukleovych kyselin

= ochra fiuji / poviékaji / splétaji / rozplétaji Fetézec DNA



Enzymy prerusujici DNA / RNA

= endonukleasy
— restrik éni endonukleasy, restriktasy (3 typy)
— deoxyribonukleasy (DNasy)
« DNasal, fazolova nukleasa (Phaseolus aureus, mung bean)
— ribonukleasy (RNasy)
¢ RNasaTl, U2, A, CL3, PhyM, B, H
= exonukleasy
— exonukleasy Il a VI
— lambda exonukleasa
— T7 gen 6 exonukleasa
— fosfodiesterasa z jedovych Zlaz (venom)
— fosfodiesterasa ze sleziny
= endo- a exomuikieasy
— nukleasa Bal31
— nukleasa z Neurospora crasa
— nukleasy P1 a S1

Restrikéni enzymy

= degrada €ni enzymy, které reorganizuji a st Fihaji DNA ve
specifickych "st Ffihovych" mistech = restrik €ni mista
" tFi typy:
— |: nahodné Stipani na nemethylovanych dsDNA délky 4 az 7 kbp
— |l Stipaji v dvojit & symetrické sekvenci dsDNA
— llIl: rozpoznavaji specifické penta- nebo hexamernic  ilové

sekvence v dsDNA, ALE Stipaji 0 25 az 27 nukleotid G dale sm érem
k 3'-konci
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DNasy a RNasy

* DNasall
— degraduje DNA hydrolyzou vnit  nich fosfodiesterovych vazeb
= fazolova nukleasa

— vysoce specificka pro DNA nebo RNA postradajici usp  ofadanou
strukturu

— hydrolyzuje ve sm éru5'-> 3'
= RNasaH
— specificky degraduje RNA Fetézce v DNA:RNA heteroduplexech

Exonukleasy

= exonukleasa lll

— 3'->5' exonukleasova aktivita plus dalSit  Fi aktivity, pouze na
dsDNA, neu €inkuje na ssDNA

» exonukleasa VIl
— U€inkuje jak v 3'->5'tak v5'->3"'sm éru
— specificka pro jedno Fetézcové nukleové kyseliny
— neuvol Auje mononukleotidy
* |lambda exonukleasa
— U€inkuje v5'->3' sm éru, na dvou Fetézcové nukleové kyseliny



Endo- i exonukleasy

* nukleasa Bal31
— vysoce specificka endodeoxynukleasova aktivita pro
jedno Fetézcové DNA
— exonukleasova aktivita dokdze sou €asné degradovat jak 3' tak 5'
konce DNA duplexu
* nukleasa z Neurospora crassa
— na ssDNA nebo RNA U éinkuje jako endonukleasa
— na dsDNA a ssDNA 0 ¢€inkuje jako exonukleasa

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

= DNA polymerasa |

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

= modifikovani T7 polymerasa

* Tag polymerasa

= RNA polymerasa

— bakterialni
— z bakteriofaga (T3, T7, SP6)

= reversni transkriptasa

= poly(A)-pmiymeressa

= termindlni deoxynukleotidyltransferasa
= polynukleotidfosforylasa

Enzymy pridavajici / 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

Jo e

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

* topoisomerasy

Enzymy v pramyslu

* v praxi vyuzivany od nepam éti (sou €ast biol. material 0)
alkoholové kvaseni (kvasinky), zm é&kéovani masa
(proteasy), srazeni kaseinu (chymosin z telecich zalud k)

pramyslové enzymy

— velkd moZstvi (tuny/rok)

— muZe byt i nizk4 éistota

— nizké cena (~$5-40 / kg) ... relativn & nizky zisk
specidlni enzynmy

— malé produkce (g az kg/rok)

— vysoka c¢istota

— vysoké cena (~ $5 — 10 000 / g) ... vysoky zisk

= roéni narast vyroby a spot Feby o 10-15%,, inodimaty @ 4-5%



Rozdeéeleni dle acinku

= podle substratu

— hydrolyzujici proteiny 59%
— hydrolyzujici sacharidy 28%
— hydrolyzuijici lipidy 3%

— specialni (bioanalyza, zdravotnictvi, vyzkum) 10%

Prumyslové proteasy

preferované misto $tépeni®

Enzym (N-konec —»C-konec)
bromelain -Lysiz; -Argiz; _pheiz; -Tyriz
chymotrypsin -TrpiZ; -TyriZ; -pheiz; -Leuiz
_ -Phe—AAiZ; -VaI-AAiZ; -Leu-AAiZ; -
papain |
lle-AA=Z
pepsin -Phe(or Tyr,Leu)iTrp(or Phe, Tyr)-

\ ! \ !

thermolysin -AA—Leu-; -AA—Phe-; -AA—lle-; -AA—
Val-

! !

trypsin -Arg—Z; -Lys—Z

@ AA libovolné aminokyseliny, Z aminokyselina, ester nebo amidovy
zbytek. Misto Stépeni plati pro purifikované enzymy.




Proteasy

jsou schopny katalyzovat vznik polymer 1 z konc. roztok u bilkovin,
peptid & nebo aminokyselin (plasteiny)

vyuZiva se pro odbarvovani a odstran  éni Spatné chuti (sojové
proteiny, biomasy)
syntetické vyuziti p Fi tvorb & peptid 0 - vyuZiti stereospecifity, omezeni
nutnosti chrdn éni postrannich skupin
— dulezita volba pH, vhodné dalsi skupiny usnad  fujici precipitaci produkt G
— kineticka kontrola - p  Fenos skupiny ne na vodu, ale na alternativni AK
nebo peptid, co je siln  &jSim nukleofilem nez voda:

u] H u] H u]
s = | | | +XH
R—C—X ERZYme Ry——C——x -enzyme Ry——C——enzyme
HyO lkH kp| Rz—NH;
o 0 H
I [
Ry—C—0H R;/—C—N—R;

Praci prostredky

4

biodetergenty — nmodanssppmanpp Fi nizSich teplotach se
stejnou U €innosti jako ,klasické” prost  Fedky

a-amylasy ... odstra novani Skrobového pojidla z
textilnich vlaken, v prost fedcich do automatickych my ¢éek

termostabilni, alkalické bakterialni  proteasy
lipasy — rozklad mastnoty



Kvasny pramysl - vyroba piva

pFidavky a-amylasy (hydrolyza 1,4- a-glukosidickych vazeb uvnit F
polysacharidové molekuly - zteltakovanaskgkobiepspsi filtitvaabetsb)st)
a B-amylasy (odst épuji maltosové jednotky z neredukujiciho konce
polysacharidu) - ddgrpddeealdeixinin U (vySSi podil alkoholu)

pFidavek pullulanasy (Stépeni a-1,6- vétveni Skrobu)
B-glukanasa - snizovani nezadouci viskozity beta glukan

glukoamylasa (odst épuje glukosy od neredukujiciho konce) -
odbouravani zbytkovych dextrin 1 v pivu - wyiESistuee i prokvaseni,
diabetické pivo

papain - enzymové stabilizatory piva (odstra fAovani chladovych
zakal) - bran éni vzniku polyfenolovych komplex U bilkovin, ale
nadm érné hydrolyza bilkovin nezadouci

Sacharidy ze Skrobu

Gpravy pH
brambory e l \

kuku Fice alkalické kyselé alkalické

|
Skrob
HCI
NaOH
pH 6.0-6.2 sacharifikace %

105 °C, 5-8 min
95 °C, 1-2 o pH 4.2-4.5 isomerisace Y

60°C
36-48 / 96 hadl PH78 /a0
60°C fiukimsa
0.3-3 hod

Enzym:  g-amylasa  Gukoaamyldasa .
+ pullulanasa  dlukosaissoRESSa




Mliékarenstvi
= mlé¢éné produkty

— chymosin (syfidlo)
sraZeni bilkoviny kaseinu po
jeho rozst épeni

— lipasy - zrani syr a,
specifickad v Gné a aroma

His Phe-Met Lys

C
98 105106 111

K-casein

Chymosin

His Phe Met Lys
Cc

98 105 106 111
para-k-casein glycomacropeptide

— B-galaktosidasy stépeni laktosy - vyroba delaktosovaného
miéka pro imbdéeeaneevesiiniod ikgpestodmessiirddiim obtiabtizim,
galaktosa a glukosa se metabolizuji snadno;

mléko pro vyrobu zmrzliny (zabran

Celulasy

éni krystalizace laktosy)

= komplexni enzymovy systém katalyzujici hydrolyzu

celulosy

= celulasaz Trichoderma viridae = odbourani nativni

celulosy

= zpracovani celulosové suroviny (d Fevéné odpady,

odpadni papir)

= vyroba instatnich potravin (kava,

¢aj), digestiva pro

krmné sm ési, lepSi U €innost extrakce § t'av z rostlinnych

material U a ovoce
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Lipasy

postupna hydrolyza lipid

— triacylglyceroly - diacylglyceroly > monoacylglyceroly ->
glycerol + uvoln &éné mastné kyseliny

rychlost se postupn € sniZuje - ttaiiHycthaiizzn | e aitiira

heterogenni reakce (lipidy jsou nerozpustné ve vod &)

ovlivn éni chuti a v tiné potravina fskych vyrobk 0 (vyroba
syr u)
sou éast digestivnich p Fipravk 0

Enzymy v organickych rozpoustédlech

voda je nevhodné médium pro v étSinu reakci organické chemie

mnohé reaktanty (kyslik, steroidy, lipidy) jsou mno hem rozpustn &jSiv
organickém rozpoust édle

mnohé produkty jsou ve vodném prost  Fedi labilni

nadbytek vody (55,5 M koncentrace) €asto up Fednostni hydrolytické

— transesterifika €nireakce esteras a lipas

— posun termodynamickych rovnovah zadoucim sm érem - enzym sam jako
katalyzator nem éni velikost rovnovazné konstanty katalyzované reakc e!

stabilizace - nedinoaz innilikodiidddn idoondaniizaee
velmi €asto zde enzym funguje v dvoufazovém systému
— usnadn éni separa €nich krok 0
polaritu prost Fedi charakterizuje parti €ni koeficient log P
— rozd élovaci pom ér daného rozpoust édla mezi oktanolem a vodou

[Mataral

]
LogF =10 oF tan o
d g'”[ [Material, ] ]
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Enzymy v organickych rozpoustédlech

= v zasad é existuji dv & moZznosti:

édle

= témér bezvody enzym je suspendovan v organickém rozpoust
— na jeho povrchu je velmi tenké vodné vrstvi  €ka

= enzym je rozpust én v reverznich micelach tvo Fenych molekulami
ym | y

surfaktantu a kosurfaktantu

— surfaktant: cetyltrimethylamonium bromide (CTAB), b

is(2-ethylhexyl)
sulfosukcinat Na (AOT), fosfatidylcholin, tetraethyl englycoldodecylether -
nachéazi se na rozhrani vodné

interfaze a org. rozpoust édla (@ (b)

. [ 2 L ]
kosurfaktant (butanol, hexanol, e (RIS .
oktanol) - pokud je p Fitomen, .
tak modifikuje polaritu interfaze Interphase % E V-4
s 0°%¢ s

E el

e -
(2
P & g"& P
° /\ . *
Surfactant & ¢
Cosurfactant
- A4 s 1001
Polarita prostredi
- NPT 8 80 o
= aktivita enzymu je im érna 5 N
oW - , sy v Z o gol )
polarit & prost fedi vyjad fené | = .
. = .
pomoci log P Tal
& ! volny
P - 0, — = = imobiliz.
= ve specialnich p Fipadech K
muze byt uzite €né pouzit 465 & 5 1>
v~ LogP
téZkou vodu D ,0 -
‘Solvent ‘ LogP ‘Solvent ‘ LogP
‘Butanone ‘ 03 ‘1,1,1-trichlor0ethane ‘ 2.8
n pﬁ'klady |Og P pro ‘Ethyl acetate ‘ 0.7 ‘Carbon tetrachloride ‘ 2.8
Q57 s700 -7 , ‘Butanol ‘ 0.8 ‘Dibulylether ‘ 29
ne] caSteJI pOUZIVana ‘Dielhylether ‘ 0.8 ‘Cyclohexane ‘ 3.1
rOZp0U§t édla ‘Methylene chloride ‘ 14 ‘Hexane ‘ 35
‘Butyl acetate ‘ 17 ‘Petroleum ether (60-80) ‘ 35
‘Di-isopropyl ether ‘ 2.0 ‘Petroleum ether (80-100) ‘ 3.8
‘Benzene ‘ 2.0 ‘Dipenlylelher ‘ 39
‘Chloroform ‘ 2.2 ‘Heplane ‘ 4.0
‘Tetrachloroethylene ‘ 23 ‘Petroleum ether (100-120)‘ 4.3
‘Toluene ‘ 2.7 ‘Hexadecane ‘ 8.7
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Enzymy ve zdravotnictvi

fibrinolyza - ctd#edé&oappadst éni krevnich srazenin,
plasmin, streptokinasa, utokkinaaa (aktivatory
plasminogenu)

cilena tvorba krevnich srazenin -  thrombin
travici enzymy
trypsin, papain, biworeklsin - €iSténi ran od hnisu

Enzymy jako cil lIé€iv

receptory vdzané na
enzymy (47 %) G-proteiny (GPCR)

\

™~ iontové

% \ \ kanaly
ostatni ' ] transportéry )
. . jaderné receptory hormonu
integriny
DNA

A. L. Hopkins and C. R. Groom, Nature Rev. Drug Discov. 1, 727-730 (2002)

dle Spiwok, Kodigek, VSCHT, Praha, webové materialy
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Vyvoj lééiv

= cile 1é Civ (targets — fiimdinyy and vatdidadion):

— biologické studie

— genomika, proteomika, transkriptomika ...
= |é¢iva mohou byt:
nizkomolekularni latky
syntetické nebo p Firodni slou €eniny
biopolymery (biotechnologicka Ié  ¢&iva)
protilatky, enzymy atd. a dalsi

knihovny sloucenin
kombinatoricka chemie
pfirodni latky
virtualni knihovny

miliony sloucenin

. SCREENING

»lead compounds*
slabé ligandy/inhibitory

stovky sloucenin

dalsi vybér ...

»lead compounds*
slabé ligandy/inhibitory

stovky slou&enin

“.i"c;fjndq‘fl‘o ”#*?lo ".”'aﬁ" lead optimization
~J4 ] ;ﬁ—ﬂn o o
o o o THe chemicka synthesa

o o aﬁn o kombinatoricka chemie
Mo B oflo oo

»drug candidate*
silné ligandy/inhibitory

desitky sloucenin

,»drug candidate*
silné ligandy/inhibitory

desitky sloucenin preklinické studie

testy na tkanovych kulturach
isolovanych organech
laboratornich zviratech

drug

jedna sloucenina

14



Klinické studie

= 1.faze

— podavani zdravym dobrovolnik  am (20 — 100)

— studium U €ink G na télesné funkce, vedlejSich a4 ¢ink 1,
— farmakokinetiky, ur €eni davkovani

= 2. faze

— podavani vybranym pacient am (stovky)
— ,blind“/,double blind“

— bezpeénost, U €innost, davka, farmakokinetika

= 3. faze

— podavani v étsi skupin é pacient G (stovky az tisice)
— srovnani se standardni terapif
— povolovaci Fizeni

= 4. faze

— zkouseni v praxi, dlouhodobé vyhodnocovani

Nejprodavaneéjsi v USA (2004

nazev I wiéinek il wroboe  mild USBDalok
1LIPITOR atorvastatin tuldgcy HMG-CoA nesblukteesn PFIZER 7.1
2ZOCOR  simvastatin  tulty HMG-CoA nestlukttesn MERCK 5.5

3 PREVACID lansoprazol
4 NEXIUM  esomeprazol
5 PROCRIT erythropoetin
6 ZOLOFT sertralin

7 PLAVIX  clopidogrel

8 apvARR Diskus fluticason

9 ZYPREXA olanzapin

10 ceLeBREX celecoxib

Zahloesk H+/K+-ATPasa
Zedhatdbk H+/K+-ATPasa
kkreatvdraaEPRPBR

deprese,obezita Serotonin titaasppoter
obéh.systtm ADP receptor

aattma gjuikalkant. rec.
Hidanza ssgoitonim-ddpaam. rec.
Z&néty COX-2

enzymy ...

TAP PHARMA 4.0
ASTRAZENECA 3.6
JODHNEEIDNSEJ. 3.3

PRRARR 3.0
BEFRE T -MYERS 2.9
GGAARO 2.8
BEL LYY 2.7

PFIZER 2.7

15



Monoaminoxidasa (MAO) OH OH g)a(:iiace
EC 1.4.3.4 HO HO o
leCba depresi +H,0+0,— + NH, + H,0,

HO HO l
NH,

noradrenalin
a dalsi monoaminy

H
Isocarboxazid

"“ANH §
© 2 ©\/ “NH

Phenelzine

\
N-O

2

Tranylcypromine

synapse

inhibice monoaminoxidasy
(amfetaminy, tranylcypromin,
moklobemid, selegilin)

+~—__ blokovani receptoru

bl ° (kokain, amfetaminy)
[
. ®
agonista receptoru —i L
posilovani sinalu (sympatomimetika)
lécba depresi, |&écba parkinsonovy chroby,
nosni kapky, 1é&ba hypotenze cilova burika

16



synapse |

antagonista receptoru o .. .0 ® o
(a-blokatory, -blokatory) @ ® —e>e— %

zeslabovani sinalu (sympatolytika)
|&Eba hypertenze a arytmie, I€ky na uklidnéni
cilova burka

0 Donepezil
Acetylcholinesterasa
EC 3.1.1.7 ~o

Rivastigmine

Galantamine

17



synapse |

cholinacetyl-

@ o © o \transferasa

agonisty receptoru

° e © inhibitory
—a_ © ° acetylcholinesterasy
receptor
S L i ° =
posilovani sinalu (parasympatomimetika) antagonisty @ L ®
Alzheimerova nemoc

[
receptoru o o ‘=: ® .I.. L |

zeslabovani sinalu (parasympatolytika)
Zaludetni viedy, vySetfeni oci,

|é€ba bronchitidy, proti zvraceni,

léky na uklidnéni

Angiotensin converting enzyme (ACE)

EC 3.4.151
angiotensinogen bradykininogen
l Renin Kallikrein
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu
angiotensin | bradykinin
ACE
inakt. pept.

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe
angiotensin I

vazba na angiotensinovy
receptor

/

zuzovani cév, rust krevniho tlaku



ACE inhibitory

ICs,
5.6 M (serovy ACE) NH,

70 uM (jedvinovy ACE)

@AI

Lisinopril Ot

O

g i

Trandolapril

HMG-CoA reduktasa EC 1.1.1.34
- HSCoA -

Q O OH O OH
)J\ e

Ac-CoA

HMG-CoA 2 NADH 2 NAD+ Mmelvalonat \

\
\

)LAO,,O“O

,L |sopentenyl-PP

O. ”,O\ H/O
: : farnesyl-PP
Simvastatin
PTIRS
/ \ cholesterol
1HW9 “.

steroly ‘ 0
HO



Cykloxygenasa (COX) EC 1.14.99.1 0

Prostaglandin-

0 : . .
endoperoxidsynthasa Arachidonova kyselina

dioxygenasa a peroxidasa
zaroven l
Oy \:/\/\,<O_
| o
G\/W Prostaglandin G2
O AN
Isoenzymy :
- COX-1 — Zaludek, ledviny OOH
- COX-2 — tkané se zanétem l
(XL w"'\:/\/\<o_
| G\/WV\O Prostaglandin H2
<« QO = \
/ OH \'
prostaglandiny
neselektivni (COX-1 & COX-2)
[0}
Cykloxygenasa @\)H;H
neselektivni (COX-1 & COX-2) /1
b (¢}

kyselina
acetylsalicylova

. 0.0
Diclofenac
IS5
300 nM (COX-1)
18 nM (COX-2)
NH

Hem

ICsp
2.6 M (COX-1)
1.5 uM (COX-2)

Ibuprofen
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Dihydrofolat reduktasa EC 1.5.1.3

H
HZN\(/N N
H,N N
N\\ H N
N g
N

H N
OH HN
o, R
HN - o
0 HN _
o
o o

zT

OH " HN
NADP* NADPH + H* B
o Yo

H,N

‘ Y

N
@ ; Pt

g I
\©\W f methotrexat

ucinky: protinadorové (acute lymphoblastic leukemia a dalsi)
imunosupresivni (revmatismus a jina autoimunni onemocnéni)

Dihydrofolat reduktasa

methotrexat
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Trendy

enzymy stale z ustavaji v pop Fedi zajmu biotechnologie
relativn @ malo enzym U se produkuje ve velkém (> kg) a) eevaaiavu
vhodném pro pr amyslové nasazeni

nové enzymy se hledaji z p Firodnich zdroj U a selekci existujicich
mikrobialnich kmen 1

pramyslov & rozsifené enzymy nachazi dalSi nové aplikace

nové enzymy jsou navrhovany metodami molekulového modelovani,
bioinformatickymi technikami a genetickym a protein ovym
inZenyrstvim

jsou navrhovany a syntetizovany nové  organické katalyzatory s
vyuZzitim " enzymologického" know-mww

zacinaji se prosazovat i slozit &jSi enzymové komplexy

"Neprirozené" substraty

mnohé enzymy nejsou zcela specifické pro své p  Firozené substraty
nékteré mohou katalyzovat i reakce neodpovidajici jej  ich zafazeni
— napf. v nepfirozeném prost fedi dvou fazi (org. rozpoust édla)
— lipasa (hydrolasa) v nevodném prost  fedi funguje jako transesterasa
— fFada oxidas m Gze jako akceptor misto kysliku vyuZivat Sirokou Skal u
jinych oxidant @ (benzochinon, ferricinium, ferrikyanid, ...)
acetylcholinesterasa - p pfiprava L-kemittimu
— synteticka racemickd sm és acetyl-DL-karnitinu, z ni se D-anomer
enzymaticky zhydrolyzuje
— smeés acetyl-L-karnitinu a D-karnitinu se separuje nai  onexu
— acetyl-L-karnitin je biologicky aktivni stejn & jako L-karnitin

a 0

cH Hzt::——t|:|:—t:JH CH. HL—C—0H
CH—N+—CH,—CH © + H0 CH,——h+—CH,—CH, o

o, o—cl—ct—b - (|3,+: CH Ho+—c:—|::|—:,

— ac je rychlostni konstanta pro acetyl-D-karnitin 10 “x niZ8i neZ pro
acetylcholin, vyt éznost je stejna (acetylcholin p i nadbytku inhibuje...)
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»sNOVé“ enzymy - pozadavky

= stabilita (teplotni, v rozpoust édlech)

= substratova specifita

= schopnost katalysovat jiné reakce

= schopnost fungovat jako sou €ast biosensor U
* alergo / imunogenicita

» dalsi

Enzymy z extremofilnich organismu
*  termo- a Hyenttenmflmi

— 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
MBA4(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

= psychrofilni
— Colwellia psychrerythraea 34H, Desulfotalea psychro  phila LSv54, Methanogenium
frigidum,

— Methanococcoides burtonii, Pseudoalteromonas halopl anktis,
— Photobacterium profundum SS9
= halofilni
— Haloarcula marismortui ATCC 43049, Halobacteriumsp . NRC-1
= radioresistentni
— Deinococcus radiodurans R1
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Enzymové inzenyrstvi
Ize vylepsSit nebo zm énit Fadu vlastnosti
vytéZzek enzymu z produk éniho organizmu

— z pomalu rostouciho

mikroba, z rostliného materialu nebo Zivo ¢iSné

tkan é se naklonuje do rychle a snadno rostouciho bezpe  €ného
produk éniho mikrobialniho kmenu

— zvySi se po ¢et kopii

proteinové inZzenyrstvi

genu, co enzym koéduje

— izoluje se pozadovany enzym, ur €i se charakteristiky, slozeni akt. mista

— porovna se s informacemi v databazich, navrhne se |
— site-directed mutagenesis, novy enzym, pokud neni |

epsi struktura
epsi, pokra Cuje se
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Cilena mutace (site-directed mutagenesis)

nahrazovani 1 nebo vice aminokyselin ve struktu

v naslednych krocich

fe enzymu, probihd

cilené planovani zm én - modelovani struktury enzymu a

potencidlnich substrat

u, informace o podobnych enzymech z DB
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Subtilisin

= npativni (WT)

* mutace
1107 G

= Rhennecker, Biochem.

32 (1993) 1199.

= dalSi mutace

= Ballinger, Biochem.
35 (1996) 13579.

sukcinyl—Xxx—AIa—Pro—Phe—Sp-niiroanilinid

ZSNHO._0
j)H N B NH \i
lle107 Xxx — pouze hydrofobni
sukcinyI—Xxx—AIa—Pro—Phe—‘Xp-nitroanilinid
“SNHO._O
jH N B NH \i
Gly107 Xxx - §irsi specifita

sukcinyI—Xxx—AIa—Yyy—Zzz—{;-nilroaniIinid

ZSNHOL_.O
5 mutaci OH N s k1 \/L
N62D/G166D
mutace Y104, )
1107 a L126
za kys. AK
Aktivita furinu (,,furilisin®)

Cyproase 1 ... cyclophilin z E.coli (A91S, F104H, N106D)

Cyclophilin
(1LOP)

Cyproase

~srs 2

= mutace pobliZ peptid-v&&Zibihonfsistaytytyo fila triadu podobnou
serinovym proteinasam
= endopeptidasa, St épi pred prolinovym zbytkem
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Nahodné mutace - kombinatoricky pristup

= error-gmame PR — , athytijjidi ...~
primery

o 00
®
@ [
®

= ze ziskané knihovny sekvenci se screeningem naleznou
vylepSené varianty enzymu

DNA shuffling

= nahodné

kombinovani
sekvenci z l nukleasy, sonikace atd.

pavodnich gen u

= genova knihovna

l DNA-polymerasa
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Nalezeni vhodného kandidata

" screening
isolace ° screening
nebo e
s selekce selekéni
° tlak o ©® ©
— ® o @
(N X
® ®
® — ® — e

e
afinitni selekce

Pocitacové metody ,,in silico*

N4
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Synzymy - umeélé enzymy
= syntetické poly / oligomery vykazujici enzymovou ak tivitu - synzymy
= maji misto vazici substrat a katalyticky aktivni sk upiny

— cCasto je vzorem p fechodovy stav o €ekavany v planované reakci
= katalyza odpovida satura €éni MM kinetice:

synzym +S == (&ymzym-S koonpdey) —» ssymEymM+HP

= nékteré synzymy jsou pouze derivatizované proteiny
— pfidanim [Ru(NH ;)5]3* k myoglobinu (p FenaSe € kysliku) - navazi se na 3
povrchové histidinové zbytky - se ziska um  éla askorbatoxidasa
= zcela um élé synzymy
— polyglutamova kyselina - esterasova aktivita - hydrol yzuje 4-
nitrofenylacetat, pH optimum 5,3, K,,=2 mM
— cyklodextriny (toroidni molekuly ze 6 az 10 1,4-D-g  lukosovych jednotek,

vytva Fi hydrofobni kom trku 0,5 aZz 1 nm Sirokou a 0,7 nm hlubokou, misto
jednoho C-6 hydroxylu se p Fidal pyridoxal - vznikla transaminasa

Abzymy - katalyticky aktivni protilatky

= protilatky vytvo Fené proti analog tum p fedpokladaného p Fechodového
stavu o €ekavané reakce
= napf. fosfonatové estery R-PO,-OR' jsou stabilni analogy
pfechodového stavu p Fi hydrolyze karboxyester U
— protilatky p Fipravené proti této slou €enin & funguji jako esterasy

— K., v mikromolarni oblasti, zrychleni reakce az ot i Fady oproti
nekatalyzované reakci

Molekularni otisky
= MIPs, molecularly imprinted polymers - analoglpg p fechodového stavu
je obklopen strukturou polymeru p i jeho vzniku
— polymer poskytne vhodné skupiny vytva  fejici vazebné a katalyticky
aktivni zbytky
— poté se vymyji templatové molekuly
= velmi stabilni, odolné p Fi vysokych teplotach
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= enzymova technologie prochazi fazi zralosti a evoluce

— zralost - existuje teorie popisujici fungovani enzym u a vztahy
mezi funkci a primarni strukturou a 3D-konfiguraci

— evoluce - existuji Siroké moznosti vyvoje uzite  €nych proces U a
material 0 vyuzivajicich ziskané v édomosti
= budoucnost enzym 1 je jasn & pozitivni
mnohem SirSi nasazeni
objevy novych enzym 1
vylepSovani existujicich enzym 1
katalyza novych reakci

= enzymologie startuje nové obdobi
enzymovych technologii
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