Enzymove inzenyrstvi



Jak ziskat enzym s novymi vlastnostmi?

- hledani novych zdroju
organismy z novych zdroju
extremofilni mikroorganismy (psychrofilni, termofilni,
hypertermofilni, halofilni, barofilni, ...)
genomoveé projekty
metagenomika

- enzymove inzenyrstvi
,medium engineering”
chemickeé modifikace
racionalni metody
metody rizené evoluce

selekce vs. screening
saturacni mutagenese
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medium engineering
Enzymy v nevodnem prostredi

- organické rozpoustédla, DMSO, DMF
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Chemické modifikace
- imobilisace
- pegylace

- ,chemicka glykosylace”
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Racionalni metody

Glykosidasy

Glykosynthasy



Racionalni metody

Cyclophilin (1LOP) ,Cyproasa”“ 1
E.coli cyclophilin A91S, F104, N106D

Nature 1998, 391, 301-304.



Kombinatorické metody
- chemicka mutagenese
- error-prone PCR

- kmeny s oslabenymi
opravnymi mechanismy

- DNA-shuffling
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Kombinatorické metody

- screening — high-throughput screening (HTS),
fluorescene-activated cell sorting (FACS),
screening na miskach

- selekce — vystaveni selekénim tlakum,
phage display



Kombinatorické metody

Phage display — jak udélat z DNA-polymerasy RNA-polymerasu
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Kombinatorické metody
Zvyseni stability a ,rozpustnosti“ proteinu
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Kombinatorické metody
Thymidinkinasa z viru Herples Simplex (HSV-TK)
- ,Suicide gene” spolu s acyklovirem, ganciklovirem
- mozny ,bezpecnostni gen” pri genovych terapiich
a allogenni transplantaci kostni drene
- neni mozné pouzit pro lécbu HIV, protoze antivirotika
(napf. AZT) pusobi podobné jako ganciklovir a spol.

HSV1-TK + HSV2-TK
DNA-shuffling i
desitky tisic klonu
Robotizovany HTS i

enzym 32x méneé citlivy kK AZT nez HSV1-TK,
ale aktivni na ganciklovir

Nat. Biotechnol. 1999, 17, 259-264.
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