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. Cile préace

Provést literarni reSerSi na téma penicilin G acylasa a jeji vlastnosti, pouZiti a
imobilizace.
=  Uréeni proteini v komerénim preparatu penicilin G acylasy a obou podjednotek

penicilin G acylasy.

Imobilizace penicilin G acylasy na neporézni magnetické nosice (mikrocastice).

= Stanoveni n€kterych vlastnosti volné a imobilizované penicilin G acylasy.



2. Uvod

Penicilin G acylasa je velmi dalezity enzym. V pramyslu a hlavné ve farmaceutickém se
pouZiva pro vyrobu 6-aminopenicilanové kyseliny z penicilinu G. ProtoZe jsou mikroorganismy
na penicilin G jiZ delSi dobu rezistentni, je toto antibiotikum uZ neuc¢inné pro 1ékaiské tcely a
6-aminopenicilanova kyselina slouzi k vyrobé mnoha novych pB-laktamovych antibiotik.
Penicilin G acylasa je ziskdvana z mnoha mikroorganismii, ale nejvice vyuZivanymi zdroji jsou
Escherichia coli a Bacillus megaterium. Tato prace je vénovana imobilizaci penicilin G acylasy
z Escherichia coli. V mensi mife je pouzivana penicilin G acylasa z mikroorganismu
Achromobacter. Penicilin G acylasa byla uz mnoha zptsoby imobilizovéna na rtizné nosice.
Mensi pozornost vSak byla vénovana neporéznim magnetickym nosi¢iim jakymi jsou napf.
magnetické mikro¢astice. Hlavni vyznam imobilizace enzymi na pevné nosiée spociva v jejich
opakovaném pouZiti, snadné manipulaci s enzymem a v neposledni fadé se imobilizaci mohou
zlepsit vlastnosti enzymt, jako je zvySeni termostability, zména optimalniho pH ¢i delsi doba
skladovani. Pouziti imobilizovanych enzymi v biotechnologickych procesech ma ptredevsim

velky ekonomicky pfinos.



3. Teoreticka cast




3. 1. Penicilin G acylasa

Penicilinacylasy (PA) jsou ve farmaceutickém primyslu dilezitymi enzymy. Hlavni
pramyslové pouziti je pro vyrobu 6-aminopenicilanové kyseliny (6-APA) a hydrolyzu dalSich
penicilinti, coz mize byt vyuzito v n€kolika biotechnologickych aplikacich jako v syntéze p3-
laktamovych antibiotik, syntéze peptidii nebo rozlieni racemati. Tato skupina enzymi je
rozdélena do tii podskupin v zavislosti na preferovaném substratu: penicilin V acylasy (PVA),
penicilin G acylasy (PGA) a ampicilinamidasy. PA patii do superrodiny N-koncovych hydrolas.
Nicméné penicilinacylasy nejsou jedinymi enzymy schopnymi syntetizovat [-laktamova
antibiotika. Prikladem mohou byt cefalosporinacylasy nebo hydrolasy esterd a-aminokyselin
z Xanthomonas citri a Acetobacter turbidans (Giordano et al., 2006). Nej¢astéji pouzivané PGA
v prumyslu pochazi z Escherichia coli kmene ATCC 11105, z Bacillus megaterium kmene
ATCC 14945 a z mutanti té€chto dvou kment (Rajendhran a Gunasekaran, 2004). V dnesni
dobé vzristd zajem také o PGA z mikroorganismu Achromobacter.

Penicilin G acylasa (PGA; EC 3.5.1.11) je hydrolyticky enzym, ktery plisobi na postranni
fetézce penicilinu G, cefalosporinu G a dalSich antibiotik. Hydrolyzou vznikaji meziprodukty
B-laktamovych antibiotik jako 6-APA nebo 7-aminodeacetoxycefalosporinova kyselina (7-
ADCA) spolu s fenyloctovou kyselinou (PAA) jako bé&Znym produktem (Obr.1l). Tyto
meziprodukty antibiotik se mohou stat stavebnimi kameny polosyntetickych antibiotik jako
penicilint (ampicilin, amoxicilin, cloxacilin a salbactum) a cefalosporinti (cefalexin, cefadroxil
a cefatoxim), které maji §ir$i inhibi¢ni profily a vys$§i G¢innost. BohuZel penicilin G acylasa neni
schopna snadno vytvafet 7-aminocefalosporinovou Kkyselinu (7-ACA) analogickou reakci
z cefalosporinu C. p-laktamovych antibiotik se v sou¢asné dobé proda asi za 15 miliard dolart a
tvofi asi 65 % celkového trhu s antibiotiky. Ro¢ni spotfeba PGA je odhadnuta asi na 10 — 30
miliond tun. ZvySeni produkce PGA také pomohl screening mikroorganismi, mistn¢ specificka
mutageneze, imobiliza¢ni techniky a Gpravy fermenta¢niho procesu (Chandel et al., 2008; Klei
et al., 1995). PGA, jejiz hlavni zdroj je z E. coli, byla objevena v 50. letech 20. stoleti. Enzym
byl imobilizovan na rizné materidly. Fyziologicka role PGA je nejasna, i kdyz bylo navrhnuto,
Ze by mohl byt zapojen do katabolismu fenyloctovych slou¢enin, kdy oddélené fenylacetylové
skupiny organismus pouZiva jako zdroj uhliku (Liljeblad a Kanerva, 2006; Giordano et al.,
2006).

S CH
NH 3 OH H.N
@ CH, @ 2
N
o} H,0
o// coo
Penicilin G PAA 6-APA

Obr.1 P¥irozena reakce penicilin G acylasy (piepracovano podle Liljeblad a Kanerva, 2006).
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3. 1. 1. Vyskyt acylas

3.1.1. 1. Organismy

Penicilin G acylasy se vyskytuji v ptirodé v riznych mikroorganismech véetné bakterii,
aktinomycet, kvasinek a plisni (McLanahan, 2011). PVA, ktera preferuje hydrolyzu penicilinu
V, je knalezeni u mnoha mikroorganismi jako napt.: Achromobacter sp. NCIB 9424,
Actinoplanes sp., Bacillus. megaterium, Bacillus. sphaericus, Cryptococcus sp., Erwinia
aroideae, Fusarium sp., Micrococcus ureae, Penicillium chrysogenum, Pleurotus ostreatus,
Pseudomonas acidovorans, Rhodotorula glutinis nebo Streptomyces lavendulae (Skrob et al.,
2003). Penicilin G acylasu produkuje n€kolik mikroorganismu napt. Escherichia coli, Bacillus
megaterium, Arthrobacter viscous nebo Kluyvera citrophila (Massoliny et al., 2008). PGA
z gram-negativnich bakterii jako Escherichia coli, Kluyvera citrophila, Providencia rettgeri a
Alcaligenes faecalis se hromadi v periplasmatickém prostoru, zatimco PGA gram-pozitivnich
bakterii jako Arthrobacter viscosus a Bacillus megaterium je sekretovéana ven (Tab.1). Byla také
nalezena intracelularni PGA u Bacillus sp. (Rajendhran a Gunasekaran, 2004; Giordano et al.,
2006). Mikroorganismy vZzdy davaly piednost produkci riznych primarnich a sekundarnich
metabolitl z riznych zdroju sacharidi. Vysoké mnozstvi PGA je ziskavano fermenta¢nimi
procesy predevsim z mikroorganismi jako E. coli a B. megaterium. Napi. B-laktamové
antibiotikum ampicilin je produkovan z penicilinu G ziskaného z fermentace Penicillium
chrysogenum (Chandel et al., 2008; Barends et al., 2004).

Tab.1 Mikrobialni zdroje penicilin G acylasy (Rajendhran a Gunasekaran, 2004).

Organismus Lokace enzymu

Escherichia coli periplasmaticky
Kluyvera citrophila periplasmaticky
Providencia rettgeri periplasmaticky
Alcaligenes faecalis periplasmaticky
Arthrobacter viscosus extracelularni
Bacillus megaterium extracelularni
Bacillus sp. intracelularnt

-10 -



3.1. 1. 2. Mutace

Kromé& moznych mikroorganismu, které by mohly produkovat PGA, Ize zlepSit produkci
PGA i mutagenezi, klonovanim a expresi a optimalizaci parametri fermentace. Vhodné
mikroorganismy musi byt schopné ptezit v Sirokém rozsahu substratt s vysokym mnoZstvim
sacharidt a s malou nebo zadnou toxicitou pro produkt (Chandel et al., 2008). Geny kddujici
PGA byly klonovany a exprimovany svyznamnym zlepSenim transkripce, translace a
posttranskripénich proces. V enzymovém inZenyrstvi mize byt PGA upravena pro ziskani
konformacni stability a pozadované funkce (Rajendhran a Gunasekaran, 2004). Pro zvySeni
produktivity kment nesoucich pac gen byly pouzity konvencni mutagenni techniky. Na zakladé
hypersenzitivity k penicilinu G byly n&které mutantni kmeny izolovany a vybran byl nejlepsi
kmen, ktery mél vyssi aktivitu, nez kmen matetsky. K izolaci mutantti se pouziva médium, kde
jedinym zdrojem dusiku jsou amidy. Pii pouziti glukosy v kultivaénim médiu, byli izolovani
mutanti odolni vuci katabolické represi a s 8-20x vySSi produkci PGA. Podobné byl vybran i
hyperproduktivni mutant P. rettgeri ATTC 31052, ktery je rezistentni vii¢i sukcinatu. Umisténi
pac genu pod kontrolu silnym promotorem a vloZeni spaceru mezi vazebné misto ribosomu
(RBS) a start kodon, vedlo k zvy3eni efektivity transkripce a translace a k vyraznému zvyseni
produkce PGA. Spontanni mutace byly také ziskany pouzitim rtiznych amida jako zdroji dusiku
v médiu. Pro mutace byl dale také pouzit bakteriofdg (Rajendhran a Gunasekaran, 2004). U
mutantniho kmene E. coli (PCS 1R-102) byla pozorovéna vice nez tiikrat zvysena aktivita (231
pkat/mg) PGA sMNNG (N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin) oproti wild-typu (1,28
pkat/mg). Mistné fizena mutageneze byla také pouzita k Gprave rychlosti enzymové hydrolyzy a
syntézy [-laktamovych antibiotik. Mutageneze fenylalaninu na alanin v pozici 24 na f
podjednotce PGA u E.coli produkovala protein s vy$sim pomérem syntézy/hydrolyze (S/H),
s vySSi aktivitou acylasy a s vyssi odolnosti vuéi inhibici PAA. Mistné fizené mutageneze jsou
shrnuty v Tab.2. U mutaci je kone¢nym cilem vétSinou dosahnuti stabilniho produktu po
nékolik generaci modifikovanych mikroorganismi, coz je dulezité hlavné pro fermentacni
prumysl. PGA geny byly uspésné naklonovany a exprimovany v E. coli, A. viscosus, P. rettgeri,
K. citrophila, B. megaterium, Achromobacter xylosoxidans a A. faecalis. Bakterie nesouci
plasmid s genovou sekvenci pro acylasu z K.citrophila produkovala tticetkrat vice PGA neZ
rodi¢ovsky kmen. Dale byl také klonovan a exprimovan PGA gen z A. viscosus v E. coli a v B.
subtilis. Zde byla zaznamenana 72x zvySena aktivita PGA v intracelularnim prostoru E. coli a
extracelularnim prostoru B. subtilis. V druhu Bacillus se pii pouziti dvou po sob& jdoucich
fermentaénich médii zdvojndsobila produkce PGA. Pro zvySeni mnozstvi PGA
v intracelularnim prostoru byl také klonovan gen pro PGA z B. megaterium ATCC 14945 do E.
coli HB101. Jesté vy3si mnozstvi PGA vzniklo, kdyZ E.coli RE3 nesla rekombinantni plasmid
pKA 18. V tomto systému byla zaznamenana aktivita kolem 75 pkat/l a specifické aktivita asi

16,7 pkat/g bunééné susiny. Gen pro PGA byl exprimovan pod vlastnim promotorem v riiznych
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kmenech E.coli a maximalni aktivita (30,3 pkat/l) byla ziskana u E. coli DH5a. Nyni je i mozné
klonovat a exprimovat gen pod stabilnim vektorem. Rekombinantni plasmidy pRS11 (4,91
kbp), pRS 12 (4,91 kbp), pRS 2 (2,996 kbp) a pRS 3 (2,623 kbp), které nesou rezistenci pro
spectinomycin, byly nalezeny ve stabilnim stavu v 63. generaci E. coli. Stabilni rekombinantni
kmen tedy mtze zajistit jednodussi a levng&jsi zptisob pfemény sacharidii na PGA (Chandel et

al., 2008).
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Tab.2 Mistné Fizené mutace a upravena produkce penicilin G acylasy (Chandel et al., 2008).

Organismus Misto mutace Uprava produkce PGA
Ser290 ZlepSeni aktivity PGA o (92%) u T289C, (85 %) u
T289S a (20 %) u T289G.
Ser290 nahrazeny Cys nebo Secys 20 % pokles mutovaného proteinu.
, Stonasobné ySent Keae/K, vaci glut I-L-
E. coli nahrazeni Phef71 Cys nebo Leu onasobne zvysSent Reat/Ba vuci giutary

leucinu.

Lys (K299) v aktivnim misté&

Dva mutanti (K299S; K2999Q) nevykazovali
aktivitu. Jeden mutant (K299H) mél velmi malou
aktivitu a celkovou ztratu aktivity (90 %).

K. citrophila

Transverze thyminu za guanin v pozici 1163

90 a 50 % ztrata PGA aktivity u penicilinu G a
fenylacetyl-L-leucinu.

Gly21

Akumulace prekurzoru v periplasmé.

serin v domnélém aktivnim misté

Pokles katalytické aktivity (kcat) s faktorem

vétSim neZz 10.

P. rettgeri

Metal4dO

Mutantni kmen Brol vykazoval jinou substratovou
specifitu stejnou se schopnosti mutanta
katalyzovat 6-bromohexanamid.

B. megaterium

LysPR427 a Lys B430

Mutant KB427A vykazoval velkou stabilitu
v organickych rozpousté&dlech. KR430A, KR430A/
KB427A vykazoval dobrou stabilitu

V rozpousStédlech a dobrou termostabilitu. Polocas

rozpadu KB427A a KP430A se zlep3il o 60% a 166%
ve srovnani s puavodni PGA.




3. 1. 1. 3. Zisk z téchto zdrojti

(penicilin G a V) se vyrabéji fermentaénimi postupy. Ale jako terapeuticky prostiedek se
ptirodni peniciliny pouZzivaji jen ziidka. Obvykle se vyuzivaji pro vyrobu 6-APA. Tyto nove
polosyntetické penicilanové derivaty maji lep$i vlastnosti (zvySeni stability, lepsi vstiebavani,
mén¢ nezadoucich UCink a také feSi problém mikrobidlni rezistence vicCi antibiotikiim).
K priprave téchto syntetickych derivath se jako katalyzator vyuziva PGA. Penicilin G acylasy se
ziskavaji z riznych zdrojt, riznymi purifikaénimi postupy (Rajendhran a Gunasekaran, 2004).
Oddéleni extracelularnich enzymi od neZadoucich bilkovin je jednodussi, nez oddéleni enzymu
vytvoieného uvnitf bunéénych organel. V minulych letech byla pro fermentace pouZita
rekombinantni E. coli, B. megaterium a A. viscosus spoleéné se sacharosou a glukosou jako
zdroji sacharidti. Tento proces byl jednoduchy, ale pro své systémové specifické pozadavky a
vysokou cenu sacharidi neefektivni. To pfispélo k vysoké cené¢ PGA. Vysoké ceny PGA
vyftesilo aZz klonovani a exprese PGA genl v riznych hostitelich. U E. coli je gen pro PGA
exprimovan do periplasmatického prostoru, proto vytvafeni znaéného mnoZzstvi biomasy béhem
fermentace vede k zvySeni produkce PGA. Pro zvySeni biomasy a tudiZ i PGA je u fermentace
doporucena nizsi koncentrace substratu. Vzhledem ke klesajici produktivité a vysokému podilu
lidské prace se tyto procesy nedoporucuji pro priamyslovy provoz. Pro primysl lze vyuZzit
kontinualni fermentaci. Ta je ale nidchylna na kontaminaci a ma rtzna specifickd omezeni. Za
pouziti permeabilizace bun€k z A. faecalis 0,3 % (w/v) cetyltrimethylamoniumbromidem bylo
extrahovano 7,5x vice PGA. Pfi pouziti monolitické kolony u surového extraktu z Penicillium
chrysogenum NRRL 1951 a P. purpurogenum obsahujici metakryoylantipyrin, byla navratnost
pfi 10 nasobném c¢isténi 90 % a pii 35 ndsobném Cisténi 89 %. Pii fermentaci je vzdy dulezity
vhodny zdroj uhliku a dusiku. Optimalizace fermenta¢niho media pro PGA je uvedena v Tab.3.
(Chandel et al., 2008). Piidavek sacharosy nebo glycerolu v médiu vyrazné sniZzuje agregaci
proenzymu v periplasmatickém  prostoru. Sacharosa nebo glycerol se akumuluji
Vv periplasmatickém prostoru a maji pozitivni vliv na sloZeni a rozpustnost proteind a tim zvySuji
tvorbu PGA. Pro uvolnéni mnoha rekombinantnich proteini zbunék se pouziva skupinu
proteint mezi néz patii i Bakteriocin uvolnujici protein (BRP). Po expresi brp genu se u E. coli
stava bunécna sténa permeabilni a periplazmatické proteiny jsou uvoliovany do média. Exprese
brp usnadiuje uvolnéni az 40 % overexprimovanych PGA (Rajendhran a Gunasekaran, 2004).
Pro ekonomickou produkci B-laktamovych antibiotik je potfeba purifikovat velkd mnoZzstvi
PGA za co nejnizsi cenu. Pro tento Gcel bylo pouzito nékolik purifikaénich metod, mezi néz
patii pseudoafinitni chromatografie (ligand je selektivné vazan pro drzeni enzymu nebo jinych
proteint), vodné dvoufézové systémy, hydrofébni chromatografie a afinitni chromatografie
s imobilizovanym kovem (IMAC). Pro purifikaci PGA byl nejlepsi IMAC. IMAC je

chromatograficka metoda, kde na pevny povrch jsou aplikovana chelatac¢ni ¢inidla, ktera
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imobilizuji kovové ionty jako Cu®*, Zn®* nebo AI*, které interaguji svymi nevazebnymi
volnymi elektronovymi pary s aminokyselinami (donory elektrontl) na proteinu (His, Cys, Trp,
Asp nebo Glu). Na zakladé¢ IMAC byla vytvofena afinitni membrana s imobilizovanym kovem
(IMAM) a stala se tak nejslibngjsi metodou purifikace. IMAM zvladne asi 9 purifikaci s 90,25
% navratnosti PGA. U IMAM metody byla pouZita regenerovana celulosovd membrana
(médium, kde je nejvétsi Sance, Zze se aminokyseliny budou vazat s chelatorem) s vazanou

iminodioctovou kyselinou (IDA) jako chelatorem (McLanahan, 2011).
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Tab.3 Optimalizace fermenta¢niho média a parametry pro tupravu produkce penicilin G acylasy (Chandel et al., 2008).

Organismus

Optimalizace/Optimalni parametry

Aktivita penicilin G acylasy

Mutantni kmen E.
coli EP1 (pGL-5)

Zdroje uhliku: glukosa, sorbitol,

glycerol, PAA

Koncentrace bunék — 162 g mokré vahy/l. 2,4x vySSi ve srovnhani
S puvodnim provozem. Specifickad aktivita PGA (0,62 pkat/g mokré
vahy).

Bacillus megaterium
ATCC 14945

Zdroje uhliku a dusiku

Maximum aktivity PGA — 2,3 upkat/l pri pouziti kaseinového
hydrolyzéatu doplnéného 0,6 1 alkalasy a syrovatky.

Bacillus megaterium
ATCC 14945

Inokulac¢ni faze zrani a

inokulac¢ni velikost

Koncentrace spér — 1,5.107 spor/ml a maximum aktivity PGA pf#i
kli¢eni béhem 24 a 72 hodin.

Izolovany Bacillus
sp.-

Dil¢i provedeni na druhé urovni
se sedmi komponenty

Dvoukrokova optimalizace média vyustila v dvojnasobné zvySeni
aktivity PGA.

Bacillus sp.

Sacharosa, PAA a trypton

X <

2x vySSi aktivita PGA nez p#i produkci na zédkladnim médiu

PGA z K. citrophila
exprimovana v E.
coli

TB médium (Trypton, kvasinkovy

extrakt a glycerol), doplnéné
IPTG (isopropylthio-p-D-
galaktosidem)

Faktor 2,4 zvySil aktivitu PGA.

B. megaterium
ATCC14945

Roztok vitaminu

7-nasobné zlep3eni aktivity PGA. Ca?* (2,5 mM) 2,6 x zvy3il
specifickou aktivitu PGA. Vyména pfirodniho signdlniho peptidu
1,7 x zvySila aktivitu v mist& extraceluldrni lipasy Lip A.

B. megaterium ATCC
14945

Kultivace za pouziti volnych
aminokyselin a syrovatkou
obohacené médium

Maximum aktivity PGA — 3,7 pkat/ml, pri poziti koncentrace
biomasy 5,5 g/1 béhem kultivace.

B. subtillis WB 600
(PMAS)

Produkce PGA u kultury za pouziti

Skrobu jako zdroje uhliku.

5-nasobné zvySeni aktivity PGA (32,7 npkat/ml) b&hem krmeni na
hydrolyzovaném Skrobu a tryptonu v médiu. Mira produktivity —
0,33 pkat/1/h.




3. 1. 2. Vlastnosti PGA

3. 1. 2. 1. Molekularni biologie penicilin G acylasy

Hotovému enzymu ptredchazi jeho vznik, ktery obvykle jako vétSina peptidd spociva na
molekulérnich mechanismech bunky. Prekurzor penicilin G acylasy je u E. coli kddovéan pac
genem (piistupové ¢islo AF109125) a je v cytoplasmé produkovan jako jeden fetézec obsahujici
846 aminokyselin. Mechanismus autoproteolytického procesu je slozity, ale nékolika studiemi
byl uveden moZzny postup aktivace enzymu.  Prekurzor PGA  obsahuje
dvacetiSestiaminokyselinovou signélni sekvenci a peptidové raménko sloZzené z54
aminokyselin. Signalni sekvence slouzi k translokaci proenzymu do periplasmy, zatimco
sekvence raménka, ktera je mezi obéma podjednotkami, blokuje aktivni misto a ovlivituje také
koneéné skladani enzymu. Transkripce genu je indukovana PAA a regulovana cyklickym AMP
(cCAMP) receptorovym proteinem (CRP) v zavislosti na zdroji uhliku. Pac gen obsahuje 2460bp,
véetné 150bp esencialni sekvence pro transkripéni regulaci CRP. V nepfitomnosti CRP nebo pfi
deleci DNA-CRP vazebného mista je exprese prekurzoru velmi sniZena, coZ vede
k pfesvédéeni, 7e CRP je aktivator proteinové transkripce. Posttransla¢ni Gpravy zalinaji
St€penim signalniho peptidu po translokaci membranou (McVey et al., 2001; McLanahan,
2011). Toto $t€peni za¢ina odstranénim raménka mezi o a p podjednotkou, coZ je neobvyklé pro
bilkoviny prokaryotického pivodu. Pro ziskani aktivniho periplasmatického enzymu je nutné
také usp&$né zpracovani a zformovani of-heterodimeru (Klei et al., 1995). Prvni S$tépeni
odstrani 26 aminokyselinovou signalni sekvenci a pro vytvoreni zralého enzymu jsou nezbytna
nejméné dalsi Ctyti proteolyticka §tépeni. Jedno z téchto St€peni zahrnuje Stépeni vazby Thr263-
Ser264 k odkryti katalytického Ser264. Stépeni Thr263-Ser264 vazby vyUsti v odstranéni
vazajiciho peptidu, odhaleni primarni aminoskupiny Serf1 (Serf264 ve struktute prekurzoru) a
ve formovéani aktivniho centra PGA. V periplasmé nastava soucasné s autoproteolytickym
$tépenim a procesem skladani enzymu ivazba vapniku na enzym. Pro néhled do procesu
aktivace byla vytvofena fada mutanti prekurzoru enzymu. Mutantni proenzym byl pak
purifikovan imunoafinitni chromatografii za pouZziti imobilizovanych monoklonalnich protilatek
vici PGA. Thr263 hraje dulezitou roli pfi rychlosti autoproteolytické reakce (McLanahan,
2011). Signalni sekvence Fidi transport PGA do periplasmatického prostoru zatimco peptidové
raménko zajistuje spravné skladani polypeptidu pred St€penim, pfi némz vznika zraly enzym
(McVey et al., 2001). Regulace syntézy PGA byla studovana hlavné u E. coli. Do syntézy PGA
jsou zapojeny tfi hlavni regulaéni mechanismy: katabolickd represe, indukce PAA a
termoregulace Obr.2. Exprese genu pac u wild-typu E. coli je vyvolana PAA a potlaena
glukosou. Tyto dvé latky maji vliv na genovou expresi Vv Urovni transkripce. Indukéni

mechanismus PAA je nejasny, ale ziejmé funguje pies pac-specificky receptorovy protein,
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kodovany pacR genem, ktery je lokalizovan uvnitf pac strukturniho genu a transkribovéan
Vopacném sméru nez gen pac. Pro indukci pomoci PAA neni tedy dilezitda pfitomnost
kompletniho pac genu. Katabolicka represe mize byt vysvétlena pfitomnosti domnélého CRP-
vazajiciho mista v protisméru pac genu. Kromé toho je CRP protein pfimo zapojen v indukci
pomoci PAA a expresi pac genu. PGA je b&ézné produkovana v optimalni teploté od 24 -30 °C.
Na produkei aktivniho enzymu se podili teplotné citlivé proteolytické procesy. Neschopnost
kment produkovat aktivni enzym pii vysoké teploté je ziejmé zpuisobena Spatnym skladanim.
Zpracovani PGA je analogické ke zpracovani nékterych zvitecich peptidovych preprohormont,
coZ je u bakterii neobvyklé (Rajendhran a Gunasekaran, 2004). Propeptid penicilin G acylasy
z Providencia rettgeri je proteolyticky stejné zpracovan jako propeptid penicilin G acylasy
z Escherichia coli a Kluyvera citrophila (Klei et al., 1995). Syntéza PGA je u K. citrophila také
vyvolana PAA a potla¢ena glukosou a podobné regulovand jako u E. coli. U P. rettgeri neni gen
pac indukovan PAA a nedochazi zde ke katabolické represi glukosou, ale C4-dikarboxylovou
kyselinou z TCA cyklu (napt.: sukcinat, fumarat, malat). Tvorba PGA u A. faecalis, A. viscosus
a B. megaterium je indukovana také PAA, ale nedochazi zde k regulaci katabolickou represi.
Teplotné zavisla syntéza byla pozorovana u vSech organismi. Mnoho proteinit je u E .coli
exportovano pfes vnitini membranu pomoci Sec translokasy. Sec systém rozeznd signalni
peptidy, které maji podobnou sekvenci, ale spoleéné fyzikalnéchemické vlastnosti. Kratké tseky
s aromatickymi a kladn¢ nabitymi zbytky u zralé ¢asti signalniho fetézce jsou rozpoznany SecB
Saperonem a dale zpracovany Sec translokasou. Saperon zde poméhéa spravnému sloZeni a
Vv translokaci enzymu. SecB je hlavni slozkou podilici se na translokaci mnoha sekrecnich a
periplasmatickych proteinti. SecB Saperon pomaha také skladat aktivni PGA. Zvyseni exprese
SecB vSak nezvySuje produkci PGA, ale spiSe minimalizuje vznik inkluznich télisek
v cytoplasmé, zceho vyplyva, ze SecB S§aperon U¢inné¢ translokuje proenzym do
periplasmatického prostoru. Druha proteinova sekre¢ni draha je znama jako dvouargininova
translokacni draha (TAT). Tato draha je zcela nezavisla na Sec. Signalni peptid pro TAT drahu
musi mit dva argininy vloZzené do SRRXFLK signalniho peptidu. Signalni sekvence pro
proenzym PGA u E. coli ma dva argininy oddélené jednim asparaginem a nepiipomind tak TAT
rozpoznavajici motiv. Tato sekvence zde vSak efektivné zprostiedkovava translokaci pites TAT
drahu. Kvyrazné ztraté aktivnich PGA dochazi v disledku intracelularni proteolyzy.
V cytoplasmé je tak az 90% proenzymu degradovano. Proto je vynos PGA regulovén na
posttranskrip¢ni tirovni dvéma konkurenénimi procesy: intracelularni proteolyzou proenzymu a
aktivni translokaci a zranim PGA Obr.3 (Rajendhran a Gunasekaran, 2004). VySe uvedené
informace plati pro penicilin G acylasu z E. coli, ktera je také nejlépe prostudovana a poskytuje
tak nejvice molekuldrné biochemickych informaci o PGA. V experimentalni ¢4sti byla pouzita
PGA pravé z tohoto mikroorganismu. PGA z Achromobacter se jen v malé mife 1isi od PGA

ostatnich mikroorganismu. Struktura PGA z A. xylosoxidans obsahuje signalni sekvenci, ob&
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podjednotky i spojovaci peptid mezi nimi. Signalni peptid obsahuje 21 aminokyselin a uréuje
tak umisténi enzymu do periplasmatického prostoru. Podjednotka o obsahuje 247 aminokyselin
a podjednotka B 557 aminokyselin (Cai et al., 2004). U Achromobacter sp. CCM 4824 probiha
syntéza enzymu do cytoplasmy. Tento mikroorganismus je striktné aerobni, obsahuje vice jak
jeden bi¢ik a je negativni v Gramové barveni. Idedlni teplota pro jeho rust je 37 — 42 °C
(Plhackova et al., 2003).

CRP CRP -35 -10 RBS pac strukturni gen
s H HHFHH 3
+]—>
Indukce PAA
Represe glukosou —\ Transkribce

\\\\
\_/_/ mMRNA

i Translace
s [ «a | c | 8 | preproPGA
Odstranéni signalniho peptidu a
transport do periplasmy Translokace

o | c | B | proPGA

Odstranéni spojovaciho peptidu a zréni i

[« | B8 ] PcA

Obr. 2 Genetickéa organizace pac genu a kroky v syntéze PGA u E. coli (pfepracovano podle

Rajendhran a Gunasekaran, 2004).
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extraceIAuIérni PGA

Permeabilizace buriky

aktivhi PGA

Proces (proteolyticky nebo
autokatalyticky ?)

inkluzni téliska « prolADGA » proteolyticka degradace

‘ Translokace (TAT nebo Sec ?)
inkluzni téliska < preproPGA » proteolyticka degradace

Transkribce a translace

pac gen Cytoplasma

Periplasma

Obr.3 Posttransla¢ni upravy pri produkci PGA v E. coli. Tvorba inkluznich télisek a
proteolytickd degradace prekurzoru PGA v cytoplasmé a periplasmé snizuje mnozstvi aktivni

PGA (ptepracovano podle Rajendhran a Gunasekaran, 2004).

3. 1. 2. 2. Struktura

Penicilin G acylasa (PGA) (Obr.4) patii do superrodiny N-koncovych nukleofilnich
hydrolas sloZzenych ztypické dvojvrstvy B-listh vmezefenych mezi a-Sroubovice, coZ
predstavuje Ctyfi vrstevnata katalyticky aktivni afjfo-jadra tvofena dvéma antiparalelnimi f-
listy zabalenymi proti sobé a které jsou z jedné strany pokryté vrstvou antiparalelnich o-
Sroubovic (Obr.5). N-koncové nukleofilni hydrolasy sdileji stejnou strukturu kolem aktivniho
mista a jsou obvykle syntetizovany jako prekurzorové proteiny, kde posttranslaénimi
autokatalytickymi procesy je vytvafen zraly protein s aktivnim katalytickym mistem na novém
N konci. Nemaji katalytickou triadu, ale N-koncovy serin je aktivovan molekulou vody. Aktivni
enzym vzniké z jednoho peptidového prekurzoru tim, Ze se z proenzymu odstrani spojovaci
peptid (30 — 50 aminokyselin) a vytvoii se heterodimer z a a B podjednotek s nukleofilnim N-
koncem. Enzym podporuje nukleofilni Gtok na karbonylovy uhlik amidové nebo esterové
vazby. N-terminalni konec B-fetézce je tvofen vétsinou serinem, threoninem nebo cysteinem,
ktery ptisobi jako nukleofil, jak v reakci tvorby molekuly enzymu, tak v hydrolyze substratu.
Nukleofilita hydroxylové nebo thiolové skupiny téchto zbytka je posilena v obecné katalyze N-
terminalnimi ¢astmi molekuly. V PGA je N-koncovym nukleofilnim zbytkem Serfl

s nukleofilitou k Oy zesilenou jeho aminoskupinou. Tato superrodina enzymu sdili kromé
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procesu vzniku také podobnou tercialni strukturu (McLanahan, 2011; Rajendhran a
Gunasekaran, 2004; Barends et al., 2004; Chandel et al., 2008; Giordano et al., 2006). Urc¢eni
struktury penicilin G acylasy pomohlo ke zvy3eni pouZivani tohoto enzymu v enzymovych
vyrobnich procesech. Struktura mohla byt pouZita k odvozeni dalsich B-laktamovych antibiotik
a zménam enzymu, jenZ by produkoval jind antibiotika, pro ktera jesté nebyla vyvinuta
rezistence. Pro vytvafeni mutantd PGA se zvySenou tGrovni produkce tohoto enzymu bylo nutné
znat zpusob, jakym se amino-p-laktamy a antibiotické produkty vaZi na acylenzym. BohuZel
vazebna kapsa pro B-laktamové jadra nesla jasné odlisit v krystalové strukture wild-typu PGA.
Byly v8ak vytvoteny krystalové struktury se substratem, coz vedlo k navrhim mutaci aktivniho
mista PGA (Barends et al., 2004). VétSina struktur byla ziskana rengenostrukturni analyzou
(vétSinou za piitomnosti ligandu). Nelze v8ak vytvofit enzym-B-laktamové komplexy, protoze
rozpustnost B-laktamového jadra je podobna s rozpustnosti PGA, takZe jejich kokrystalizace je
neproveditelna stejn€ jako namaceni proteinovych krystalll s témito jadry. Obejit tento problém
lze vyfteSit namacenim krystalti z neaktivnich mutantii (ziskanych fizenou mutagenezi) s napf.
penicilinem nebo ptirodniho enzymu s modifikovanym inertnim substratem. Byly studovany

wild-tipy i mutanti enzymu (Giordano et al., 2006).

Obr.4 Struktura penicilin acylasy z inaktivniho mutanta E. coli v komplexu s penicilinem.

Penicilin je znazornén ¢arkami a kulickami (Barends et al., 2004).
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Obr.5 Charakteristickd struktura N-koncovych nukleofilnich hydrolas se serinem

v aktivnim misté znazornéném ¢arkami a kuli¢kami (McLanahan, 2011).

Zraly PGA je 86 kDa heterodimer s podjednotkou a (209 aminokyselin) a B (557
aminokyselin), které¢ jsou vazany tésné u sebe nekovalentnimi silami. Dva fetézce tvoii
pyramidalni strukturu, kde uvnitt pyramidy je hydrofobni aktivni misto slozené s né€kolika
hydrofébnich aminokyselin obou podjednotek a stdva se tak velice specifickym pro
fenylacetylovou skupinu penicilinu G (McLanahan, 2011). Struktury sruznymi substraty
ukézaly jednu piiblizné hydrofobni kdnickou drazku, kterd pojme fenylacetylové ¢asti ligandd.
Vice aminovych zbytkl lezi v oteviené Casti drazky a jsou obklopeny nékolika pol&rnimi
aminokyselinovymi zbytky. U vazebného mista PGA bylo zjisténo, ze se sklada ze ti hlavnich
oblasti, které jsou zodpovédné za rozezndni ligandu: katalyticky zbytek Serf1, oxyanionovy
otvor (stabilizuje negativni naboj, ktery je na karboxylové skupiné ligandu) tvoteny GInp23,
AlaPB69, Asnp241 a hydrofobni kapsa, které je schopna pojmout lipofilni skupiny (Massoliny et
al., 2008). Mistn¢ specificka mutace PGA umoznila identifikaci dulezitych aminokyselin
Vreakci enzymu a vazbé substratu Tab.4 (Rajendhran a Gunasekaran, 2004). Krystalova
struktura Asnf241 Ala oxyanionové diry mutantniho enzymu byla uréena v nativni formé a
v komplexu s penicilinem G a penicilin G sulfoxidem. Asnf241 ma dulezitou roli v udrZzovani
geometrie aktivniho mista a k vazbé substratu. Proto byla vytvofena struktura wild-typu enzymu
s pomalu zpracovavajicim se substratem (penicilin G sulfoxidem) (McVey et al., 2001). Aktivni
misto PGA je hluboké kapsa, kterd je lemovana hlavné zbytky aromatickych aminokyselin a
hydrofobnich postranni fetézcu, které jsou zapojené do vazby substratu (Obr.6). Tyto
hydrofobni zbytky tvoii misto pro navazani acylové skupiny a jsou hlavni pfi¢inou substratové
specifity PGA. Vazba substratu zplsobuje konformaéni zmény stérickou interakci mezi
substratem a Pheal46, ktera posunuje enzym do oteviené konformace s nizSi energii.

Konformaé¢ni zména se tyka posunuti zbytkd Phea146 a Argal45 od aktivniho mista asi 0 3A a
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8A. Vazba penicilinu G tedy probihd pfes mechanismus, ktery rozsiii usti a otevie tak aktivni
misto. Kromé toho, dulezitou roli v navazani substratu hraji také aromatické zbytky Phep71 a
Phea146, které jsou spojené s iontem vapniku typickou koordina¢ni geometrii. Enzym vyuZiva
vapenatych iontll vazanych na okraji aktivniho mista k pomoci pfi vytvafeni struktury vazebné
kapsy. Zbytky fetézce p (Phe71, Asp73, Val75 a Asp76), které koordinuji vapenaty ion, jsou
soucasti regionu B-smycky. Tento vapenaty ion drzi obé podjednotky u sebe. Pheald6 se
nachazi na zacatku smycky, ktera se rozsifuje i na Glua152 a ptispiva prostiednictvim a-fetézce
ke koordinaci vapenatého iontu (Obr.7) (McVey et al., 2001; McLanahan, 2011). Substrat se
vaze s Phef24, Serp67 a Phep57 vodikovou vazbou (Obr.8). V katalyze penicilinu G hraji
kli¢ovou roli asparaginové zbytky. Katalyticky vyznamné aminokyseliny jsou uvedeny v Tab.5.
Zbytek Serfl na N-konci B fetézce v aktivnim misté funguje nejen jako nukleofil, ale i jako
katalytickd baze pro zvySeni nukleofility. Nukleofilita N-koncového Serfl je zesilena také
vlastni a-aminoskupinou a je posunuta Asnf241 a tvoii tak katalyticky potencial serinového
zbytku (McLanahan, 2011). Tetrahedralni meziprodukt je stabilizovan interakci samidy
hlavniho fetézce Gln 23, Ala P69 a s N° Asnf241 a vytvati oxyanionovou diru. Vazebné misto
substratu bylo identifikovano pomoci ptitomnosti reakénich produktl. PAA se vaze v piesné
definované kapse tvofené obéma podjednotkami enzymu. Tato kapsa odpovida S1 mistu u
proteinas. Komplex s PAA byl vysledkem namaceni krystalu s penicilin G sulfoxidem (PGSO),
ktery byl popsan jako nehydrolyzovatelny substratovy analog pro PGA. Ve skute¢nosti je PGSO
Spatny substrat pro PGA s aktivitou mensi neZ 1 % oproti PG. Pouze chemicky rozdil mezi PG a
PGSO je v oxidaci atomu siry thiazolidinového kruhu a PGA maé srovnatelnou afinitu k obéma
témto substratim. Oxidace siry je zodpovédna za dramaticky pokles enzymové aktivity bez
ztréty afinity. Strukturdlni a kinetické studie s riznymi analogy PAA vedly ke dvéma modeltiim
vazby ligandi. Jednou je silna vazba molekul, ktera je stejna jako u PAA a druhou je vazba
analogt s jejich fenylovymi skupinami, kdy dojde k posunuti 0 1 A a tudiZ k Zadnému kontaktu
s oxyanionovou dirou. Navic pozice téchto ligandi byla spojena s pohybem Argal45S and
Phea146. Tyto dva zbytky lezi na konci 16tiaminokyselinového zbytku a-Sroubovice (al31 —
a146) pierusenou uzlem (¢ =116°a y = 65°) mezi zbytky Meta142 a Alaal43, které jsou

umistény na zadni strané S1 specifické kapsy. Uzel destabilizuje konec Sroubovice, coz
zpusobuje dvé energeticky vyhodné konformace. Pohyb téchto zbytkl spojeny se slabou vazbou
ligandu zpuisobi omezené rozbaleni Sroubovice, tzv ,,coil* (civka) konformaci odlisnhou od
Sroubovicové konformace u PAA. Nékteré zbytky kolem aktivniho mista vykazuji v pozicich
zna¢nou flexibilitu. Enzymova aktivita mize byt tedy dana témito alternativnimi konformacemi
(McVey et al., 2001).
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Tab.4 Efekt mistné Fizené mutace na zpracovani a aktivitu PGA (Rajendran et al., 2004).

Mutanti PGA Efekt(y)

E. coli

A235P akumulace meziproduktu, normalni aktivita

A236P akumulace meziproduktu, normalni aktivita

T289S pokles ucinnosti procesu, zachovani 85 % aktivity

T289G akumulace prekurzoru ve velkém mnozstvi, zachovani 20 %
aktivity

T289C pokles u&innosti procesu, zachovani 92 % aktivity

S290T Zzadné zpracovani

S290R Zzadné zpracovani

S290G Zzadné zpracovani

$290C normalni zpracovani, zadna aktivita

359D schopnost hydrolyzovat ftalyl-L-leucin jako novy
substrat, ale neschopnost hydrolyzovat penicilin G

K299H snizené zpracovani, zachovani 10 % aktivity

K299S Zzadné zpracovani

K299Q Zzadné zpracovanit

Foal46A 3-nasobné zvySeni afinity pro 6-APA, zvy3eni pomé&ru S/H

Fol4d6L 3-nasobné zvySeni afinity pro 6-APA, zvySeni pomé&ru S/H

Fal4d6W 4-ndsobné sniZeni poméru S/H

reld6y snizeni hodnoty K, v hydrolyze NIPAB, 40-nasobné snizeni
poméru S/H

Rol145L 3-nasobné vy3s3i K, v hydrolyze NIPAB, zvy3eni pom&ru S/H

Ral145C 6-nasobné vy3s3i K, v hydrolyze NIPAB, zvy3eni poméru S/H

Ra145K 2-nasobné& vys33i K, v hydrolyze NIPAB, zvy3eni poméru S/H

NR241A naruSené zpracovani, zadna aktivita

FR24L vyS8Si K; v hydrolyze NIPAB, zvy3$eni pom&ru S/H

FR24A vyS8Si hodnota K; v hydrolyze NIPAB, zvy$eni pom&ru S/H

RR2631I akumulace proPGA prekurzoru v periplasmé

RB263T akumulace proPGA prekurzoru v periplasm&, VvySSi K, v
hydrolyze NIPAB

RE263N akumulace proPGA prekurzoru v periplasm&, vy33i K, v
hydrolyze NIPAB

RB263K 50 % akumulace pro PGA, vySSi K, v hydrolyze NIPAB

FR71C zvysSeni specifické aktivity pro glutaryl-L-leucin

FR71L zvysSeni specifické aktivity pro glutaryl-L-leucin

K. citrophila

M168A snizeni specifity pro penicilin G

M168V zmé?a_z_a Sroubovice na B list, sniZeni specifity pro
penicilin G

G310E akumulace prekurzoru v periplasmé

S$290C zadna aktivita

F360V moznost hydrolyzy adipyl-L-leucinu, ztrata 90 % aktivity
v hydrolyze penicilinu G

P. rettgeri

Ma140L zvysSeni specifické aktivity pro 6-bromohexanamid
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B. megaterium

()23
-\

KR427A vys stabilita v organickych rozpoudtédlech

vySSi stabilita v organickych rozpoudté&dlech a vy$3i

KR430A I
P termostabilita

vySSi stabilita v organickych rozpoudté&dlech a vy33i

KRp427A/ KB430A L
P / KB termostabilita

NIPAB = 2-nitro-5-[(fenylacetyl)amino]benzoovad kyselina, chromogenni
substrat pro PGA

Phe146:A

Obr.7 Diilezité zbytky p¥i koordinaci Ca®* iontu (McLanahan, 2011).
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Phe57:B Ser67:B

Ser1:B

Phe24:B

Penicillin G

Obr.8 Diilezité zbytky vazajici substrat Phef24, Phef57 a Serp67 a katalyticky Serfl

v komplexu s penicilinem G v aktivnim misté PGA (McLanahan, 2011).

Tab.5 Katalyticky diileZité aminokyselinové zbytky u PGA (McLanahan, 2011).

i} Blizko _ Oxyanionova Vazba Koordinace
Nukleofi | ] Blizko Ny Y . e
nukleofilu dira substratu Ca“" ionu
Phep71
AspfR73
AlaB69 Phep24
Asnf3241 ValR75
Serpl Glnp23 AsnP241 PheR57
Glnp23 AspfR76
Glnp23 Serpo6’7
Pheal46
Glual52

Popis struktury je veénovan inaktivnimu PGA mutantu (Asnf241 na Ala) a jejich
komplextim s PG a PGSO a struktufe wild-typu PGA ve vysokém rozliseni 1,3 A a jeho
komplexu s PGSO. Pii mutaci Serfl byl produkovan inaktivni enzym. Jeho vyména za Ala
vedla k akumulaci prekurzoru. Asnf241 je soucasti oxyanionové diry, kde vyrovnava negativni
naboj tetrahedralniho meziproduktu. Mutace Asnp241 za Ala méla na proces maly vliv, ale
snizila katalytickou aktivitu o ¢tyfi fady, ktera byla méfena pomoci chromogeniho substratu N-
(3-karboxy-4-nitrofenyl)fenylacetamidu. Struktura té€chto mutanti byla srovnana se strukturou
wild-typu (McVey et al., 2001). Na Obr.9 a 10 je zobrazena struktura jak proenzymu tak PGA.
Prekurzor (Obr.9) je tvofen 4 zietelnymi ¢astmi: signalni sekvence s 26 aminokyselinami, o-

podjednotka (al - 0209), spojovaci peptid (zbytky 210 — 263) a B-podjednotka (B1 — B557).
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Studium prekurzori ze ¢tyf gram negativnich a dvou gram pozitivnich bakterii ukazalo, Ze
Ser290 je plné konzervovan. Mezi druhy je silné konzervovan Lysp299, véetné PGA z E. coli
W. Lys299 a Ser290 jsou kritické zbytky pro autokatalyticky proces prekurzoru PGA. Jsou také
pravdépodobné zodpovédné za pH zavislou aktivaci autokatalytického procesu v periplasmé
(McLanahan, 2011).

Obr.9 Sekundarni struktura prekurzoru PGA. Signalni sekvence je zobrazena modie,
sekvence linkeru zelené (blokujici aktivni misto) a sekvence aminokyselin a podjednotky
Cervené a P podjednotky zluté. Zbytek v aktivnim misté (Serfl) je zbarven cervenofialoveé

(McLanahan, 2011).
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Obr.10 Struktura zralé PGA zobrazujici a podjednotku ¢ervené a f podjednotku Zluté.

Zbytek v aktivnim miste (Serp1) je zbarven cervenofialové (McLanahan, 2011).

Krystalova struktura z E. coli byla ziskana v rozliseni 1,3 A. V nedavné dobé byla uréena
také PGA z Providencia rettgeri s rozlidenim 2,5 A. Struktura wild-typu PGA (WT) byla uréena
z monoklinické krystalové formy za piitomnosti ethylenglykolu, kdy dochazelo k lepSi difrakci
nez u triklinické formy. Udaje potiebné pro rozlieni 1,3 A byly ziskany z jediného krystalu pii
100 K. Vyssi rozliseni umoznilo urcit dvé piekryvajici se podkonformace pro postranni fetézce
Phep71 a Pheal46. Tyto aromatické zbytky a jejich dvé pozice hraji vyznamnou roli ve vazbé
substratu a pritomnost alternativnich souvisejicich konformaci ukazuje na vlastni flexibilitu a
koordinovany pohyb mezi témito dvéma zbytky. I kdyz jsou tyto fenylalaninové zbytky B71 a
a146 umistény na jinych podjednotkach, je mezi nimi strukturni vazba pomoci vapenatého ionu
s typickou koordinaéni geometrii. Krystalova struktura nevazebného mutanta (MUT) je velmi
podobna WT. Alaninova mutace na pozici f241 vSak zpusobuje konformacni zmény v jeho
okoli. Zejména postranni fetézce Argal45 a Pheal46 jsou ve dvou alternativnich konformacich
odpovidajicich nevazebnému Sroubovicovému tvaru wild-typu ve 30% a ,,coil” formé ve 70%.
Krystalova struktura mutanta Asnf241 Ala v komplexu s PG (MUT-PG) je v podstaté totozna
s WT a MUT. Vyrazna odlidnost je pouze v elektronové hustoté kapsy aktivniho mista. Vazba
PG indukuje pohyb Argal45 a Pheal46 do ,,coil” formy. Tato zména tvaru vede ke ztraté van
der Waalsovych vazeb mezi fenylacetylovou skupinou PG a postrannim fetézcem Pheal46.
Aktivni misto O” nukleofilniho Serf1 lezi 3,3 A od uhliku karbonylu (C15) penicilinu G. Je tak
piili§ vzdalené pro katalytickou interakci a je to okolo 0,5 A dale neZ odpovidajici vzdalenost
v PAA komplexu. Vysledkem je, Ze se PG posune vice ven z aktivniho mista. Struktura mutanta

v komplexu s PGSO (MUT-PGSO) mé& podobnou elektronovou hustotu v aktivnim misté jako u
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komplexu s PG. Struktura obsahuje jen malé zmény v konformaci a vazb¢ proteind. Dilezitym
prvkem u MUT-PGSO je pfitomnost vnitini vodikové vazby mezi O5 atomem PGSO pies
vrchol penamoveého kruhu k dusiku amidu. U PGSO komplexu, stejné jako u komplexu s PG, je
u 0142 a 0146 vidéna pouze ,,coil“ konformace. Struktura WT PGA v komplexu s PGSO (WT-
PGSO) poskytla nejvice informaci o mechanismu enzymu. Ve srovnani s MUT-PGSO je
fenylacetyl posunut 0,5 A do kapsy, do polohy podobné jako u PAA v triklinické formé
komplexu. O" Serpl je vzdalen 2,9 A od uhliku karbonylu substratového analoga a idealng
umistén pro nukleofilni atak. Kromé& toho kyslik (O17) karbonylu vytvaii 2,6 A vodikovou
vazbu s O" Serfl a B-laktamovy kyslik vytvaii vodikovou vazbu s a-aminoskupinou Serpl. Na
rozdil od inaktivnich mutantnich komplexti je pozice Argal45 a Pheal46 stejna jako u
nevazebného WT enzymu. Je mozné, ze se aktivni misto musi oteviit, aby umoznilo pfistup
objemnému substratu, nez se uzavie pozice substratu pro katalyzu z ,,coil*“ na Sroubovicovou
konformaci. Stejné jako u MUT-PGSO jsou i zde pfitomné intramolekularni vodikové vazby.
Tyto vodikové vazby mohou byt klicem k nizké aktivité pii navdzani PGSO (McVey et al.,
2001).

PGA z kmene Achromobacter sp. CCM 4824 se skl&da ze dvou riznych podjednotek (o a
B), které maji molekulovou hmotnost 27,0 a 62,4 kDa. N-koncova sekvence aminokyselin 3
podjednotky je (SNMWIVGRDHAKDARSILLN) a vnitini aminokyselinova sekvence o
podjednotky je (YGYGYAVAQDRLFQMEMAR). Rizné velikosti jednotek jsou patrné
z Tab.6. Na Obr.11 jsou vidét aminokyselinové sekvence u rtiznych mikroorganismu. Vnitini
aminokyselinova sekvence o podjednotky tohoto enzymu obsahuje 19 aminokyselin a je z 95 %
identicka se sekveci u A. faecalis, E. coli, K. citrophila a P. rettgeri. N-koncova sekvence
aminokyselin f podjednotky je pouze v 55 % identickd s PGA u P. rettgeri a jen 50 % identicka
s PGA z E. coli a K. citrophila (Skrob et al., 2003).

Tab.6 Srovnani molekulovych hmotnosti podjednotek PGA z Achromobacter sp. s dalSimi

publikovanymi penicilin G acylasami (Skrob et al., 2003).

_ Vlastni enzym o podjednotka B podjednotka
Bakterie (kDa) (kDa) (kDa)
Achromobacter sp. 89,4 27,0 62,4
A. Taecalis 85,7 23,0 62,7
A. viscosus 85,7 24,3 61,4
B. megaterium 85,6 24,2 61,4
E. coli 86,0 23,8 62,2
K. citrophila 85,2 23,6 61,6
P. rettgeri 85,8 23,7 62,1

-29.-



Internal sequence of a subunit N-terminal sequence of B subunit

Achromobacter sp. YGYGYAVAQDRLFQOMEMAR SNMWIVGRDHAKDARSILLN

A. faecalis 53 YGYGYAVAQDRLFQMOMAR 71 266 SNLWSTRPERVQEGSTVLIN 285
A. viscosus 54 EAYGYVMAKDRLFQLEMFR 72 266 SNAAIVGSEKSATGNALLFS 285
B. megaterium 54 EAYGYVMAKDRLFQLEMFR 72 266 SNAAIVGSEKSATGNALLFS 285
E. coli 55 YGYGYVVAQDRLFQMEMAR 73 290 SNMWVIGKSKAQDAKAIMVN 309
K. citrophila 55 YGYGYVVAQDRLFQMEMAR 73 290 SNMWVIGKNKAQDAKAIMVN 309
P, rettgeri 50 YGYGYAVAQDRLFQMEMAK 69 285 SNVWLVGKTKASGAKAILLN 304

Obr.11 Srovnani aminokyselinovych sekvenci penicilin G acylas z Achromobacter sp.

s dalSimi publikovanymi penicilin G acylasami. Aminokyselinové sekvence ostatnich jsou
k nalezeni na NCBI-Entrez databazi pod kddy: A. faecalis, AAD11517; A. viscosus,
AAA22077; B. megaterium, AAD45609; E. coli, AAB71221; K. citrophila, A26528; P.
rettgeri, A56681. Tuéné pismo oznaduje identické aminokyseliny. Cislovani sekvence za¢ina

prvnim methioninem prekurzoru enzymu (Skrob et al., 2003).

Krystalografické studie ukazuji, Ze hlavnimi faktory, které fidi interakce PGA s ligandy,
jsou nepolarni vazby a konformac¢ni vlastnosti PGA. Aromatické zbytky v aktivnim misté jsou
hlavnimi ptispévateli Vv rozeznavani a vazbé substratu. Konformace Argal45, Pheald6 a
PheB71 jsou flexibilni a mohou zaujimat jiné pozice v zavislosti na substratu. Vzajemny vztah
mezi pohybem Phea146 a Phef71 a piechod mezi Sroubovicovou a ,,coil*“ konformaci mize byt
dilezity pro pfistup substratu do specifické kapsy, jejiz hrdlo je zaZené Phea146. Souhra vazby
ligandu a konformacnich zmén naznacuje, ze tento mechanismu muze byt také zapojen pfi

procesu zrani enzymu (McVey et al., 2001).

3. 1. 2. 3. Chemické reakce penicilin G acylasy

PGA muzZe reagovat jako transferasa nebo hydrolasa (Giordano et al., 2006). Hydrolyza B-
laktamii je zobrazena na Obr.11 (Sio a Quax, 2004). Reakéni mechanismus zahrnuje vytvoreni
kovalentniho meziproduktu a je podobny znameému mechanismu serinproteas (Rajendhran a
Gunasekaran, 2004). Katalytickou aminoskupinou je Serf1, ktery nukleofilné atakuje penicilin
G na karbonylové skupiné amidove vazby mezi fenyloctovou kyselinou a 6-APA B-laktamovym
jadrem, coz vede ke zformovani acylenzymu. Asn241 B podjednotky stabilizuje meziprodukt.
Acylenzym je poté hydrolyzovan a vysledkem je fenyloctova kyselina a regenerované aktivni
misto. Hlavni rozdil oproti mechanismu serinovych hydrolas je nedostatek b&ézné acidobazické
katalyzy, zptisobené prilehlym histidinem pii formovani meziproduktu. pH ovliviuje
katalytické vlastnosti PGA. K hydrolyze dochazi v rozsahu pH 7 - 8,5, zatimco pH 5 - 6
podporuje acylaci (Liljeblad a Kanerva, 2006; Barends et al., 2004). Mechanismus PGA za¢ina

nukleofilnim atakem N-koncovou Oy hydroxylovou skupinou Serf1 zbytku na uhlik karbonylu
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peptidové vazby substratu (asi 3,1 A od sebe), coz méa za nasledek vznik oxyaniontu
(tetrahedralniho transitniho stavu). Oxyaniontova forma je stabilizovana vodikovou vazbou
negativné nabitého kysliku meziproduktu se zbytky oxyaniontové diry (McLanahan, 2011).
V pribéhu hydrolyzy penicilinu po nukleofilnim ataku Oy vznika acylenzymovy meziprodukt
(Obr.12(A)). Vysledny oxianion muzZe byt stabilizovan N6 Asn 241, ktery tvoii NH patei Ala
B69 a GIn B23 (Obr.12(B)). Patefni kyslik Gln 23 vytvafi vodikovou vazbu, pies molekulu
vody, s karbonylovym kyslikem PAA. Po navazani fenylacetamidovych derivati na PGA z E.
coli dochazi na molekule enzymu ke konformaénim zménam. Jsou zde dvé skupiny. Prvni, kdy
konformace nativni proteinové struktury ziistava zachovana (sem patii i PAA) a druhg, kdy
ligand zpisobi konformaéni zménu Arg o145 a Phe al46, které hraji vyznamnou roli v interakci
s B-laktamovym jadrem, se posunou smérem k rozpoustédlu. Tyto dva zbytky leZi na konci a-
Sroubovice tvofené 16 aminokyselinami (a131-a146), ktera je prakticky neovlivnéna jejich
velkym pohybem. Penicilin G tak zpiisobuje pfechod Arg al45 a Phe al46 k oteviené
konformaci. Arg al45 vyéniva 8 A smérem k rozpoustédlu, ale je stile schopen interagovat
s karboxylovou skupinou jadra pomoci dvou pfemosténych molekul vody (Obr.12(B)). Vznik
acylenzymové komplexu pozaduje, aby byl Ser B1 deprotonovany (Obr.12(A)). Pii hydrolyze
penicilinu je pouzito pH okolo 8. I pfesto je optimalni pH pro syntézu antibiotik z acyl estert
mezi 6,0 a 6,5, protoZe selektivita stoupa s klesajicim pH, ale zaroven klesa produktivita.
et al., 2006). Kolaps tranzitniho stavu vyusti ve formovani acylenzymu a soucasné je prvni
produkt (PAA) uvolnén z aktivniho mista. Acylenzymovy meziprodukt je poté hydrolyzovan
nukleofilnim atakem vody a skrz podobny transitni stav, je z aktivniho mista uvolnén druhy
produkt (6-APA) a enzym je regenerovan (McLanahan, 2011). U PGA z kmene Achromobacter
sp. CCM 4824 byla maximalni hydrolyticka aktivita enzymu namétena v pH 7,5 a pii 60 °C.
Tento enzym ma oproti penicilinu G dvojnasobnou hydrolytickou aktivitu pro ampicilin,
amoxicilin a cefalexin (Skrob et al., 2003). PGA miZe byt také pouZita k vyrobé
polosyntetického antibiotika, kdy enzym katalyzuje kondenzaci acylové skupiny a 6-APA
molekuly. V této kondenza¢ni reakci, aktivovany acylovy donor (amid nebo methylesterovy
derivat PAA) acyluje enzym na serinu v aktivnim misté za uvolnéni amoniaku nebo methanolu.
Vysledny acylenzym je deacetylovan B-laktamovym nukleofilem jako 6-APA nebo 7-ADCA a
dava tak polosynteticky penicilin nebo cefalosporin. Acylenzym muaze také reagovat
s molekulou vody a byt hydrolyzovan. Pro zvySeni produkce antibiotik je nutné tuto vedlejsi
hydrolytickou reakci snizZit. Kromé téchto hlavnich reakci je PGA také schopen hydrolyzovat
fenylacetylové derivdty mnoha peptidi a rozliSit organické slouceniny (Rajendhran a
Gunasekaran, 2004; Barends et al., 2004).
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Obr.11 Hydrolyza B-laktamovych fermenta¢nich produkti acylasami B-laktami. (a)
penicilin G je hydrolyzovdn PGA na 6-APA. (b) Glutaryl-7-ACA je hydrolyzovan
cefalosporinacylasou na 7-ACA. (c¢) Adipyl-7-ADCA je hydrolyzovan mutanty
cefalosporinacylasy na 7-ADCA. (d) CPC je hydrolyzovan mutanty cefalosporinacylasy na 7-
ACA (Sio a Quax, 2004).
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Obr.12 Pravdépodobny mechanismus hydrolyzy penicilinu G. (A) Uhlikovy atom karbonylu
amidové vazby je atakovan Serfl a pfes tetrahedralni tranzitni stav je formovan kovalentni
acylenzym. Tetrahedralni tranzitni stav je stabilizovan vodikovymi vazbami k Asnp241 and
Alap69. Poté dojde k uvolnéni 6-APA. Acylenzym je atakovan vodou, kde se stejnym
mechanismem formuje druhy tetraheralni meziprodukt, ktery je stabilizovan stejnymi
vodikovymi vazbami. Nakonec se tetrahedralni meziprodukt rozpadne a uvolni tak PAA.
Carkované ¢&ary reprezentuji mozné vodikové vazby. (B) Schéma zprostfedkovaného kroku
hydrolyzy penicilinu G. Obrazek znazoriiuje interakci Argal45 s karbonylovou skupinou
B-laktamové ¢asti molekuly. Tuéné ¢ary znazoriuji patet enzymu (Rajendhran a Gunasekaran,
2004; Giordano et al., 2006).

3. 1. 2. 4. Substratova specifita

Klasifikace penicilin acylas je zaloZena na jejich substratové specifité. Typ I (penicilin
V acylasa (PVA)) uptednostiiuje hydrolyzu fenoxymethylpenicilinu (penicilin V). Typ 1I
(penicilin G acylasa (PGA)) prevazné reaguje s benzylpenicilinem (penicilin G) a typ Il
(ampicilin acylasa) hydrolyzuje ampicilin (D-a-aminobenzylpenicilin) (Rajendhran a
Gunasekaran, 2004). Tento enzym ma acyl vazebné misto, které pojme skupiny a derivaty
fenyloctové kyseliny a nukleofil-vazajici misto, které muze vazat 6-APA, 7-ACA nebo jiné
nukleofily. Substratova specifita je uréena predev$im acylovou ¢asti molekuly substratu a je
tedy pricitana fetézci s mistem pro laktam a ne rozdilim mezi 6-APA péticlennym a 7-ACA
Sesti¢lennym kruhem. Termin acylasa je pouZivan ptednostnéji nez termin amidasa. Enzym je
schopen hydrolyzovat Sirokou $kalu amidd (R-CO-NH-R*), kdy preferuje, kdyz je R
hydrofébni, zatimco R* mize byt razné. Skupina opoustéjici substrat ma minimalni vliv na
rychlost hydrolyzy. Penamovy kruh mtzZe byt nahrazen cephemovym jadrem, cukry, nukleosidy
nebo aminokyselinami. Specifita k acylim u PGA je omezena na aromatické molekuly a
zkoumana predevsSim se substraty obsahujici fenylacetyl, fenylglycyl, mandelyl, pyridylacetyl
nebo jiné arylacetylové molekuly. Tato Siroké substratova specifita PGA pro fenylacetylované
amidy a estery vedla k fadé vyuziti enzymu véetné rozliSeni racemickych smési a navrh novych
chrénicich skupin peptidu (McVey et al., 2001; Massoliny et al., 2008). Trojrozmérna struktura
enzymu ukazuje kapsu pro navazani fenyloctové skupiny, ale enzym muze vazat také dalsi
slouceniny diky konformac¢nim zménam tykajicich se pfedevsim postranniho fetézce s Argal45
a Pheal146 (Barends et al., 2004). Substratova specifita je obvykle zavisla na a podjednotce, ale
nékteré posledni prace uvadéji malou specifitu zavislou také na B podjednotce. N-koncovy
fenylmethylsulfonylfluorid senzitivni serinovy zbytek potfebny pro katalytickou aktivitu
enzymu je obsaZen v B podjednotce. Zména specifity zplisobena spontanni mutaci navrhla, aby
dals§i zména probéhla samidy, které se vice podobaji laktamovému postrannimu fetézci

z cefalosporinu C, kdy by nakonec mohly vzniknout mutantni kmeny schopné deacetylovat
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cefalosporin C. Tato reakce by byla pouZzita pro produkci 7-ACA a z této kyseliny pak dalSich
polosyntetickych cefalosporini. Bohuzel mutant s touto aktivitou nebyl izolovan (Klei et al.,
1995). PGA do jisté miry také piijima jako substraty i jiné skupiny nez fenylacetyly napt.: 4-
pyridylacetyl a fenoxyacetyl, zatimco odchazejici skupiny (aminova ¢ast amid) mohou byt
velmi strukturalng odli¥né, coZ je velmi uZitetné. PGA vykazuje vybornou kinetiku u p*- a -
aminokyselin, kdy je fenylacetylova skupiny pfesunuta do nebo zaminoskupiny. Na druhé
strané, PGA katalyzovana hydrolyza N-fenylacetylovaného o-methyl-p-alaninu probiha
s nizkou enantioselektivitou, coz naznaluje, ze B>-aminokyselinové derivaty jsou pro enzym

méné vhodné substraty (Liljeblad a Kanerva, 2006).

3. 1. 2. 4. 1. Inhibitory

Exprese PGA in vivo je regulovana koncentraci PAA. Efekt tohoto inhibitoru byl uréen
kompetitivnim inhibi¢nim méfenim spojenym s rentgenovou krystalografii. Vazby inhibitor na
PGA lze rozdélit do dvou skupin. Mezi prvni skupiny patii ty, které nezptisobuji konformacni
zmeény na nativni struktufe proteinu (napf. substraty obsahujici trifenyloctovou kyselinu,
fenyloctovou kyselinu, fenol a p-hydroxyfenyloctovou kyselinu) a mezi druhou skupinu ty, kdy
vazbou dochézi k indukované konformacni zméné Argal45 a Pheal46 (napf. substraty
obsahujici  m-nitrofenyloctovou  kyselinu,  3,4-dihydroxyfenyloctovou  kyselinu, 2,5-
dihydroxyfenyloctovou kyselinu a p-nitrofenyloctovou kyselinu). Ligandy patfici do prvni
kategorie maji karboxylové skupiny v hydrofobni kapse, zatimco ligandy patiici do druhé
kategorie maji karboxylové skupiny umisténé ven k rozpoustédlu, a nuti tak ke konformacni
zméng. Pohyb fetézcl s Argal45 a Pheal46 vyusti ve zlom a destabilizaci konce a-Sroubovice.
PAA je silny kompetitivni inhibitor (K; = 0.098 mM) PGA, ale nezptsobuje zadné vyrazné
konformaéni zmény. Rozpad acylenzymu je mnohem rychlej§i nez rychlost jeho vzniku
(McLanahan, 2011). Chovani PGA z E. coli neni jednozna¢né. Antibiotika jsou inhibitorem
hydrolyzy esterti a naopak. Pozitivni naboj Ca-aminu zabraiiuje propojeni PG do nepolarniho
mista. Protonovany amin zpusobuje pfi syntéze ampicilinu nizkou afinitu enzymu k PG
derivatim (Giordano et al., 2006). Chirdlni rozpoznavaci mechanismu PGA byl zkouman
pomoci molekularniho modelovéani za pouZiti (S)-2-(4-chlorofenyl)-2-fenoxyoctové kyseliny.
Pokud jde o (R)-2-(4-chlorofenyl)-2-fenoxyoctovou kyselinu, vypocitana pozice byla stejna
jako ta, co se nasla pro (S)-isomer, i kdyZ zde chybéla vodikova interakce mezi kyslikem étheru
a postrannim fetézcem ArgP263 a fenoxyova ¢ast molekuly je ve stejné pozici jako fenylovy
kruh u (S)-isomeru (Haginaka, 2008). PGA zE. coli specificky acyluje R-enantiomer
fenylglycinonitrilu s PAA (Sio a Quax, 2004). Substratova specifita PGacylas je uvedena v
Tab.7 (Skrob et al., 2003).
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Tab.7 Substratové specifity penicilin G acylas z riiznych mikroorganismii (Skrob et al., 2003).

Bakterie Enzym Relativni rychlost (%)

penicilin G penicilin V ampicilin amoxicilin cefalexin DAOC G DAOC V NIPAB

Achromobacter sp. CCM 2428 PGA 100 23 197 199 190 99 19 65
E. coli RE3(pKA18) PGA 100 10 51 38 61 95 6 62
E. coli ATCC 11105 PGA 100 7 19 n.a n.a n.a n.a 48
A. faecalis ATCC 15246 PGA 100 12 83 n.a n.a n.a n.a n.a
B. megaterium ATCC 14945 PGA 100 0 35 n.a n.a n.a n.a n.a
P. rettgeri PCM 1384 PGA 100 13 25 n.a n.a n.a n.a n.a

DAOC G ... deacetoxycefalosporin G; DAOC V ... deacetoxycefalosporin V; NIPAB ... 6-nitro-3-fenylacetylamidobenzoova kyselina; n.a ... nenalezeno;

Aktivita PGA méfena s penicilinem G byla brana jako 100 %.



3. 1. 3. VyuZiti PGA v biotechnologickych procesech

3. 1. 3. 1. Historie

B-laktamova antibiotika, mezi néz patii peniciliny a cefalosporiny, jsou §iroce pouzivany
k 1é¢eni infekce vice nez 50 let. Tyto latky jsou pro tento el velmi vhodné, protoze neni Zadny
sav¢i proté&jsek cileny na D-alanyl-D-alaninkarboxypeptidasy nebo transpeptidasy, coZ jsou
dalezité enzymy v biosyntéze bakterialni bunééné stény. Dlouhodobé pouzivani -laktami jako
antibakteridlnich 1ékti vedlo krozsifeni bakteridlni rezistence k témto Iékiim. Nejcast&jsi
mechanismus, kterym bakterialni kmeny ziskaly rezistenci, je prostfednictvim pfenosu plazmidu
nesouciho gen pro tuto rezistenci. Rezistentni enzymy, znamé jako B-laktamasy, rychle
hydrolyzuji B-laktamové vazby a znemoznuji tak pouziti téchto 1€kt jako antibakteridlni latek.
Rezistence na konkrétni a historicky efektivni f-laktamové slouceniny mutize byt také zplisobena
mutaci peptidasového genu. Farmaceutické spolenosti proto musi neustale vymys$let a
syntetizovat nova a efektivné;jsi antibiotika. De novo syntéza -laktami je obtizna a draha. Proto
je také penicilin G acylasa cenny enzym pii vyrobé penicilind (Klei et al., 1995).
Polosyntetickym penicilinim a cefalosporinim (amoxicilin, ampicilin, cefalexin, cefadroxil,
cefazolin a nékolik dalSich) odpovidd asi 65% stale rostouci celosvétové vyrobé antibiotik,
presahujici v roce 2000 asi 45000 tun (Giordano et al., 2006; McLanahan, 2011). Vice nez 10
let uplynulo od objevu antibakteridlni aktivity plisné Penicillium notatum Alexanderem
Flemingem v roce 1928, neZ v roce 1940 Florey a Chain izolovali penicilin G (Obr.13). Ten byl
velmi rychle charakterizovan a pouzit v Kklinické praxi. Poté se rozsitil do celého
farmaceutického primyslu. Bohuzel se stale vice bakteridlnich kment stavalo odolnym vuci
penicilinu G. A tak byl penicilin G v 1960 vyfazen z klinické praxe. Nanestésti acylace B-
laktamového jadra penicilinu G (6-APA) s riznymi vedlej$imi fetézci poskytovala nové aktivni
kterych je postranni fetézec D-fenylglycyl a D-p-hydroxyfenylglycil. AZ do roku 1985 byly tyto
polosyntetické peniciliny a souvisejici f-laktamova antibiotika vyrabény pomoci chemickych
postupt s vyjimkou penicilinu G, ktery byl ziskavan fermentaci z Penicillium chrysogenum.
Nasledné byl fenylacetylovy postranni fetézec odstépen pry¢ a vysledna 6-APA byla chranéna a
kondenzovéna s piislusnymi aktiva¢nimi a chranicimi derivaty postrannich fetézci. Ty byly
rovnéz syntetizovany klasickymi metodami (Obr.14). Dokonce jesté v roce 2000 byly tyto
tradi¢ni postupy vyroby B-laktamovych antibiotik v primyslovém métitku pievazujici. 6-APA:
Na zacatku 60. let 20. stoleti byla 6-APA vyrabéna enzymovou deacylaci penicilinu G za
pouZiti PGA. Oproti dne$nim standardim byla metoda neprakticka a neefektivni. Vzhledem
k velkym reakénim objemtim byla produktivita nizka. Efektivni deacylace penicilinu G nebyla

jednoducha, protoZe jsou zde terciarni a sekundarni amidové prvky. Sekundarni mohou byt
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Stépeny, zatimco terciarni jsou nachylngjsi k bazickym a nukleofilnim podminkam. Selektivni
Stépeni sekundarni amidové vazby je mozné pres transformaci na iminchlorid, pouzitim
chloridu fosfore¢ného v dichloromethanu a naslednou hydrolyzou. Klicovym krokem v tomto
procesu je pouZziti silylové skupiny (napt. -SiMes) k chranéni karboxylové skupiny penicilinu.
Tato reakce je na Obr.15. Je to chemické reakce, kterd probihd za nizkych teplot, je zavisla na
vysoce aktivnich chemikaliich a produkuje velké mnozstvi odpadu. Pfesto byla tato metoda
velmi dlouhou dobu pouzivana. Na zacatku 60. let 20. stoleti byla popsana termodynamicky
kontrolovana kondenzace fenyloctoveé kys. a 6-APA pomoci PGA z E. coli. Bylo by tedy moZné
spojit i 6-APA a D-fenylglycin. V roce 1963 byla poprvé uveiejnéna metody vyroby ampicilinu
spojenim 6-APA a amidu nebo esteru D-fenylglycinu pomoci PGA z E. coli (Wegman et al.,
2001). Primyslova vyroba téchto latek zacala béhem Sedesatych a sedmdesatych let 20. stoleti
(Beecham patentoval ampicilin v 1961 a amoxicilin v 1972; Lilly cefalexin v 1970; BMS,
cefadroxil v 1977). Tyto procesy potiebovaly nizkou teplotu (mensi nez -30 °C),
organochloridova rozpoustédla, chranéni/nechranéni postrannich skupin a vytvarely spoustu
nerecyklovatelného odpadu. Cole v roce 1969 piedstavil moznost nahradit chemickou syntézu
enzymovou a to nejlépe ve vodném prostiedi a za fyziologickych podminek. Pfesto ma
enzymova syntéza stale velkou nevyhodu. Tou je dlouhy ¢as souvisejici s optimalizaci procesi
(Giordano et al., 2006; McLanahan, 2011).

Jsg o=t e ng:0m

COOH
R =H: ampicilin (6000 t/a) R =H: cefalexin (3000 t/a)
R = OH: amoxicilin (11000 t/a) R = OH: cefadroxil (600 t/a)

vvvvvv

(ptepracovano podle Wegman et al., 2001).
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Obr.15 Chemicka deacetylace penicilinu G na 6-APA (Wegman et al., 2001).
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Obr.14 Prehled tradi¢ni chemické syntézy B-laktamovych antibiotik (pfepracovano podle Wegman et al., 2001).



3. 1. 3. 2. Primyslové vyuziti PGA

Dobie zavedené a vyladéné chemické procesy jsou velkou vyzvou pro priamyslové
provedeni enzymové syntézy B-laktamovych antibiotik. Cesty zalozené na reakcich enzymu
jsou znamé jako pratelské k zivotnimu prostiedi, vynechavajici organickd rozpoustédla a
pracujici pfi laboratorni teploté. Mezi rliznymi alternativami je nejperspektivnéjsi kineticky
kontrolovana syntéza, pomoci imobilizované penicilin G acylasy, ve vodném prostiedi a pfi
soucasné krystalizaci produktu (Giordano et al., 2006). Pfestoze jsou chemické metody syntézy
6-APA dobfe zavedené, kviili mirnym podminkam, stereospecifité a ekonomickym nakladim se
dava piednost enzymové syntéze hydrolyzou penicilinu G pomoci penicilin G acylasy (Burns a
May, 2003). Pro hydrolyzu aromatickych penicilini byl diive pouzivan tiistupiiovy proces
v CH,CI, v - 40 °C, ale nyni se tento proces provadi jednou enzymovou reakci s penicilin G
acylasou ve vodé pii 37 °C (Powell et al., 2001). B-laktamova antibiotika mohou byt popséna
jako P-laktamové jadro s postrannimi ftetézci (Obr.16). V dne$ni dobé je u pouZivanych
antibiotik k nalezeni mnoho riznych jader a postrannich fetézcu. Ptirozené se vyskytujici
penicilin G se sklada z p-laktamového jadra (6-APA), které je spojena amidovou vazbou
S postrannim fetézcem (PAA) pies 6-aminoskupinu 6-APA. Rizné kombinace postrannich
fetézcll a jader davaji antibiotikim charakteristické vlastnosti. Napf. vyména fenyloctové
kyseliny na penicilinu G za D-p-hydroxyfenylglycin vyusti v p-laktamové antibiotikum
amoxicilin, ktery je na rozdil od penicilinu G stabilni v prostfedi ustni dutiny. Podobna zména
mize byt také u jadra, kdy kombinaci postranniho fetézce D-p-hydroxyfenylglycinu
v amoxicilinu a 7-ADCA v cefalosporinovém jadte, vznikne cefalosporin cefadroxil. Tyto rizné
kombinace vedou knovym p-laktamovym antibiotikim. I kdyZ jsou Vv pramyslu pomoci
chemickych prostredkii rizné postranni fetézce relativné snadno syntetizovany, slozitost -
laktamového jadra znemoziiuje syntetizovat tyto molekuly v ekonomicky vyuZitelném
mnozstvi. Spojenim 6-APA s postrannim fetézcem D-fenylglycinem vznika ampicilin. Toto
spojeni lIze provést chemicky, ale jsou vyvijeny i enzymové metody. Pouzivaji se dva rizné
enzymy: penicilin G acylasa (PGA) a penicilin V acylasa (PVA), z nichz PGA z Escherichia
(Barends et al., 2004). Penicilin V acylasa je oproti PGA 0 10 — 15 % draZ8i. Ma vSak vétsi
stabilitu ve vodném prostfedi a hlavné pii niz§8im pH béhem extrakce, vys$i toleranci
k fenyloctové kyseling. Vétsina PGA je pouzivana pii pH mezi 7,8 — 8,5. PVA ma optimalni
rozsah pH mezi 5,6 — 8,5, kde pti niz§im pH dochazi k mensi degradaci 6-APA (Shewale a
Sudhakaran, 1997). Ve vyrobé polosyntetickych B-laktamovych antibiotik probiha kineticky a
termodynamicky fizena hydrolyticka reakce s konkurenéni acylaéni reakci. V termodynamicky
fizeném procesu je rovnovaha reakce udrzovana kontrolou pH, teploty, iontové sily a slozenim
rozpoustédla. V kineticky Fizeném procesu je substrat pfeménén v produkt pied dosaZzenim

rovnovahy (Powell et al., 2001). Enzymova hydrolyza preferuje spiSe vyssi pH (7-8), zatimco
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pro syntézu B-laktamovych antibiotik se pouziva nizsi pH (Wang et al., 2007a). Acyla¢ni
chemie je soucasti syntéz fady antibakterialnich, antifungidlnich 1é¢iv a riznych malych
molekul, pouzivanych jako 1éCiva. Pfirodni acylové fetézce penicilinu G, penicilinu V a
cefalosporinu C jsou hydrolyticky odstranény a zbylé jadro je reacetylovano a vytvaii se tak
fada riznych derivati jako amoxicilin, carbenicilin, piperacilin, cefalexin, cefaclor a cefotaxim
(Obr.17). Pfirodni postranni fetézce penicilinu G, penicilinu V a cefalosporinu C jsou
fenylacetyl, fenoxyacetyl a aminoadipyl. PGA je tedy specifickd pro fenylacetylovy postranni
fetézec penicilinu G. To brani pouZziti enzymu pro enzymové acylace 6-APA a 7-ADCA
s riznymi donory acylll. Vytvofeny enzym se Sirokou substratovou specifitou pro donory acyli

by mohl usnadnit vyrobu polosyntetickych p-laktamovych antibiotik (Powell et al., 2001).

Postranni fetézec B-laktamové jadro

Obr.16 Priklady B-laktamovych antibiotik, které se skladaji z p-laktamového jadra a
postranniho Fetézce. Peniciliny: (a) penicilin G a (b) amoxicilin. Cefalosporiny: (c) cefadroxil

(ptepracovano podle Barends et al., 2004).
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Obr.17 Reakce katalyzovana penicilin acylasou (pfepracovano podle Powell et al., 2001).

Biotransforma¢ni procesy minimalizuji nebo odstrafiuji tvorbu hlavné anorganickych
odpadii a pouziti toxickych nebo jinak nebezpecnych chemikalii a rozpoustédel. Diive nebyl
s odpady problém, protoZe byla vénovana pozornost hlavné oblastem energetiky. Biokatalytické
procesy nabizeji jasné vyhody: reakce probiha vétSinou ve vodé¢ pii neutralnim pH a teploté
blizké okolnimu prostfedi, bez nutnosti velkych ochran nebo aktivaci/inaktivaci funkénich
skupin a jsou vysoce chemo-, regio- a steroselektivni. Enzymové stépeni penicilinu G (Obr.18)
je provadéno ve vodé za normadlni teploty a vznika zde velké mnozstvi 6-APA. Navic je
vznikajici PAA recyklovana ve fermentaci. Cefalosporinové jadro mize vzniknout sulfoxidaci,
esterifikaci a dehydrataci/expanzi penicilinového jadra. Reakci penicilin G sulfoxidu
s pyridinium  hydrobromidem a  N,N'-bis(trimethylsilyl)mo¢ovinou v toluenu  vznika
cefalosporinovy derivat (G-7-ADCA) ve vytéznosti vyssi jak 80 % (Obr.19). Stejné jako u
6-APA je produkce 7-ADCA chemickou deacylaci nahrazena jednoduchou enzymovou
konverzi za pouziti imobilizované penicilin G acylasy. Hydrolyza produktu mtze byt potlacena
selektivnim odstranénim produktu z reakéni smési napft. kokrystalizaci s jinou latkou. Kineticky
kontrolovana enzymova syntéza fB-laktamovych antibiotik je zobrazena na Obr.20 (Wegman et
al., 2001). V kineticky kontrolovaném procesu reaguje aktivovany prekurzor acylové Casti
molekuly (napf. ester nebo amid D-acylu postranniho fetézce antibiotika) s p-laktamovym
jadrem za uvolnéni antibiotika a alkoholu nebo amoniaku (Obr.21(B)). Zménou donoru acylu
dostaneme jiny polosynteticky penicilin. Kdyz vyménime 6-APA za 7-ACA nebo 7-ADCA
vzniknou cefalosporiny. PGA pusobi bud’ jako transferasa nebo jako hydrolasa a molekula vody
muze soutézit s B-laktamovym jadrem v nukleofilnim ataku na acylenzymovy meziprodukt.
Ekonomicka proveditelnost této cesty zavisi tedy do zna¢né miry na optimalizaci reaktorovych
podminek. Vysoka koncentrace 6-APA muze zvysit selektivitu reakce, ale na Ukor produktivity.
Pro zlepSeni procesu lze produkt krystalizovat, pouzit pH gradient, pouZit vicebodové
kovalentni imobilizace enzymu, zvysit afinitu enzymu k donortim acyla fizenou mutaci, zvysit
enantioselektivitu imobilizaci PGA z riznych mikroorganismi a mnoho dalSich (Giordano et
al., 2006). Enzymova syntéza B-laktamovych antibiotik je vidét na Obr.21, kde v piipadé prvni
(Obr.21(A)) reakce se jedna o klasicky termodynamicky fizeny proces, kdy rovnovaha je

posunuta K vyrobé produktu. Tento proces je sice elegantni, ale v ptipadé pouziti PGA
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zruznych organismi a S pouzitim vhodnych rozpoustédel je vhodny pouze pro pfipravu
nékterych B-laktami. Nizka rozpustnost fenylglycinu narusuje rovnovahu sméfujici k syntéze.
Dalsi nevyhodou termodynamicky Fizeného procesu je ztrata enzymové aktivity v piitomnosti
organickych rozpoustédel. Vicebodové kovalentni uchyceni enzymu na imobilizovanou matrici
a existence hydrofilniho mikroprosttedi kolem molekuly enzymu, mize tento enzym
stabilizovat. Alternativni cestou je tedy pak kineticky kontrolovana syntéza (Giordano et al.,
2006).

3

Ph H
4 \E'/\><CH3 HZO t'/\><CH3
EEE—— + By
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cook’
penicilin G 6-APA
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Obr.18 Enzymova deacetylace penicilinu G na 6-APA (pifepracovano podle Wegman et al.,
2001).
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Obr.19 Chemické syntéza 7-ADCA z penicilinu G (BSU: N,N'-bis(trimethylsilyl)mo¢ovina)
(ptepracovano podle Wegman et al., 2001).
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Obr.20 Kineticky kontrolovana enzymova syntéze B-laktamovych antibiotik (pfepracovano
podle Wegman et al., 2001).
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postranni fetézec hydrolyza COOH
6-APA antibiotikum
H,N 0
/O S CH, syntéza §/NH S
Rl + R 3 + RZ_H
o N CHs ! N CH
Ra o o/ 3 odchazejici
COOH COOH skupina

acylovy derivat
6-APA antibiotikum

H,O
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0 0 HaN s CH
Rl% + RZ_H Rl% + 3
—N CH
OH odchazejici OH O/ 8
skupina Cy s
postranni fetézec postranni fetézec 6-APA COOH

Obr.21 (A) Termodynamicky kontrolovana syntéza polosyntetickych penicilini,

katalyzovana penicilin G acylasou (PGA). (B) Kineticky kontrolovana syntéza. PGA zde
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pusobi jako transferasa (pro syntézu) a jako hydrolasa podporujici dvé nezadouci reakce
(hydrolyzu 1, postranniho fetézce derivatu donoru acylu, a hydrolyzu 2, antibiotika). Napf. pii
syntéze ampicilinu R;-COOH = D-(-)-fenylglycin (PG); pro amoxicilin R;-COOH = p-OH-D-(-
)-PG, atd. Derivat donoru acylu mize byt ester (napf. R, = -OCHj3) nebo amid (R, = -NH).
Polosyntetické cefalosporiny maji cefamové jadro, 7-ADCA nebo 7-ACA, na misté

penamového jadra, 6-APA (piepracovano podle Giordano et al., 2006).

Nedavno nasla penicilin G acylasa také pouZiti v rozdéleni racemickych B-aminoesteri
(Obr.22) nebo ve vzniku c¢istych enantiomertt aminokyselin, ze kterych mohou vzniknout
uziteéné trans-oxazolinové meziprodukty. Alkylaci oxazolinu, nasledovanou jeho hydrolyzou,
Ize ziskat pfislu$nou anti-a-alkyl-a-hydroxy-p-aminokyselinu. PouZit PGA lze i pro rozliSeni
raznych B-fluoroalkyl-p-aminokyselin, k odstranéni fenylacetylovych nebo
p-acetoxybenzyloxykarbonylovych ochrannych skupin. ZruSenim ochrany aminoskupiny
pomoci PGA byl ziskan ¢isty enantiomer (S)-3-aminoazetidin-2-on, jadro mnoha velmi
dulezitych B-laktamovych antibiotik (penicilind, cefalosporinii a monobaktamil). PGA mize byt
také pouZita Kk pfenosu riznych donorti acyli na volnou aminoskupinu. Uvolnénim
aminoskupiny pouzitim imobilizované PGA a néslednym spontannim uzavienim kruhu byly
syntetizovany derivaty pyrolinu (Davis a Boyer, 2001). PGA je i jeden z nejlepsich nastroji pro
pfipravu vysoce <&istyjch B>~ a p**-aminokyselin. B-aminokyseliny maji jedinetné
farmakologické vlastnosti kdy slouzi jako stavebni kameny pro B-peptidy. p°, p°- a p>°-
aminokyseliny jsou vidét na Obr.23 (Liljeblad a Kanerva, 2006).

NH, O
OMe
MeO
OMe
PhH,C
R =H, Me, CH,CF, OR
PGA e}
\
NH, O
OMe
+
S
MeO MeO S)
OMe OMe

ODbr.22 oddéleni racemickych B-aminoestert (pfepracovano podle Davis a Boyer, 2001).

- 46 -



NHy NH, NHz

1
2_COxH )\2/00 H
Ry 3 2 R; 3

2
R1 R1

p%-aminokyselina B’-aminokyselina p23-aminokyselina

Obr.23 Obecné struktury p-aminokyselin (pfepracovano podle Liljeblad a Kanerva,2006).

Vzhledem Kk rostoucimu zajmu o procesy Setrné K zivotnimu prostiedi, se zacaly
upiednostfiovat enzymové procesy pied chemickymi. Nejvice vyuZivand p-laktamova
antibiotika jsou zejména peniciliny a cefalosporiny. Vyrazny rist vyroby zacal v poslednich
dvou desetiletich, kdy pramysl vyménil proces Vicestupiiové piemény za levnéj$i enzymovou
preménu, ktera dosahuje u¢innosti asi 80-90 %. Kromé hydrolyzy B-laktami je PGA také

vyuZivana i v jinych aplikacich véetné syntézy peptidd, rozliSovani racemickych smési nebo

enantioselektivni acylaci. V Tab.8 jsou uvedeny specifické aplikace PGA (Chandel et al., 2008).

Tab.8 Specifické aplikace PGA (Chandel et al., 2008).

Mechanismus

Mechanisticka aplikace

Syntéza peptidd (chréanéni
aminoskupin)

Produkce D-fenyldipeptida, esteru
pouzivanych v potravina¥skych aditivech,
inhibitort chitinasy, produkce
antifungicidnich, antialergickych a

antivirdlnich sloucenin.

Rozliseni racemickych smési

Odstranéni chirdlnich sloucenin
(aminokyseliny), Loracarbef, syntéza Carba
cefalosporinovych antibiotik, Xemilofiban,
syntéza anti-krevnich desticek, syntéza B-
aminokyselin.

Syntéza cefalothionu

Produkce cefalothionu z 7-ADCA a amidovych
derivata 2-thienyloctové kyseliny (2-AT) za
pouziti PGA.

Enantioselektivita (regulace
enantioselektivity
imobilizované PGA)

Hydrolyza racemického iso-propylamidu
mandelové kyseliny. Derivaty jsou pouzity
pro pripravu cefamandolu a cefonicidu.

Enantioselektivni acylace
(enantioselektivni rozeznant)

Syntéza série strukturdlné souvisejicich
sloucenin 2-aryloxy-2-aryloctovych kyselin
spolu s derivaty thioisocesteru.

Chiralni hydrolyza (hydrolyza
prochiralniho diethyl a
dimethylfenylmalonatu)

Syntéza +(-)methylfenylmalonatu.
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3. 1. 4. Imobilizace penicilin G acylasy

ProtoZe cena 6-APA ma piimy dopad na zisk z produkce polosyntetickych peniciling, je
snaha jeji produkci vylepsit. Toto vylepSeni se vét§inou tyka imobilizace PGA, ktera katalyzuje
vyrobu asi 88 % celosvétového mnozstvi 6-APA. Zbyla procenta vyrabi imobilizovana penicilin
V acylasa, protoZe cena PVA je 0 10-15 % vy3Si neZ PGA (Rajendhran a Gunasekaran, 2004).
Imobilizace enzymu méa vliv na S/H (syntéza/hydrolyza). p-laktamové jadro a jeho produkty
jsou mnohem vét§imi molekulami neZ voda a difGzni omezeni u imobilizovaného enzymu vede
k oc¢ekavanému snizeni S/H (Wegman et al., 2001). Existuje pét zakladnich typd imobilizace:
kovalentni zachyceni na pevny nosi¢, adsorpce na pevny nosi¢, zachyceni v polymernim gelu,
mezimolekularni zesitovani a enkapsulace. Pfi imobilizaci na porézni povrch je kvuli difiznimu
omezeni obtizné rozsifit enzym po celém povrchu nosiée (Xie et al., 2009). U imobilizaci na
nerozpustné Castice je také dulezity diftzni odpor uvnité pora. Také gradientovéd koncentrace a
pH uvnitt pord mize mit vliv na kineticky fizeny proces. Navic nelze uvnitt pora krystalizovat
produkt (Giordano et al., 2006). Jednim z hlavnich nedostatkd pfi pouzivani enzymu v primyslu
je jejich nestabilita. Zvlasté slozity problém je ve stabilizaci multimernich proteint, kdy
disociaci podjednotek dojde k inaktivaci enzymu a také ke kontaminaci produktu (Fernandez-
Lafuente, 2009). Imobilizace enzymi nevyzaduje pfili§ velkou Cistotu enzymu ani velké
mnozstvi proteinu. Dulezité je, aby se zvySila enzymova stabilita vaéi teplu, organickym
rozpoustédlim a pH, bez velké ztraty katalytické aktivity. Enzym se tak stava katalyzatorem na
nosiéi, kde je ¢asto pouZit opakované tak dlouho, dokud zastava aktivni (Girelli a Mattei, 2005).
Pro zvySeni stability enzymu se daji pouZit i jiné neZ genetické metody. Piikladem mize byt
zjistovani, u kterych mikroorganismt se nachazi stabilngjsi enzym, ptidani riznych ptisad pro
zvyseni stability, imobilizace enzymu nebo chemickd modifikace enzymu. VSechny tyto metody
byly pouzity pro zvyseni stability PGA vici teploté, pH a organickym rozpoustédlim. Teplotni
stabilita enzymid je v prumyslu velmi dilezitd. Pouziti termostabilniho enzymu mutze mit
nékteré vyhodné vlastnosti jako vysokou reakéni rychlost a opera¢ni stabilitu, vy3Si rozpustnost
substratu a dalSich latek v reakéni smési, niz8i viskozitu reakéniho média a také omezeni
mikrobidlni kontaminace. ZvySeni stability proti teplotnimu rozkladu Ize také dosahnout
chemickou modifikaci pomoci zesitovacich ¢inidel. Nejvice uzivanou latkou pro zesitovani je
glutaraldehyd. PGA byla imobilizovana na rtizné matrice od pfirodnich az po syntetické
polymery. Imobilizace byla provadéna pro zlep$eni kinetiky enzymu. Byly imobilizovany také
celé bunky. Zde vSak byla naméfena nizkd specificka aktivita a dochazelo k difuznim
omezenim. K zlepSeni specifické aktivity doSlo pomoci genetického inZenyrstvi a difuzni
omezeni se snizilo permeabilizaci membrany (Rajendhran a Gunasekaran, 2004). Imobilizace
enzymu na pevny podklad zvySila robustnost enzymu vuaéi organickym rozpoustédlam,
nefyziologickému pH a teploté (Sio a Quax, 2004). Vlastnost imobilizovaného enzymu je dana

jak vlastnostmi enzymu, tak vlastnostmi nosic¢e. Interakce mezi nimi udéluje imobilizovanému
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enzymu specifické chemické, biochemické, mechanické a kinetické vlastnosti (Kallenberg et al.,
2005).

3. 1. 4. 1. Akrylové pryskyrice

PGA byla kovalentné navazana na Eupergit C (Kallenberg et al., 2005; Hernandez a
Fernandez-Lafuente, 2011). Eupergit C je makroporézni kopolymer metakrylamidu,
glycidylmetakrylatu a alylglycidyletheru, zesitovany N,N‘-methylen-bis(metakrylamidem).
Priimérna velikost Castic je asi 170 um a velikost porti 25 nm. Dal§im pouzitym nosicem byly
Sepabeads FP-EP. Sepabeads FP-EP jsou zaloZzené na polymetakrylatu s oxiranovymi
funk¢nimi skupinami podobné jako Eupergit C s velmi podobou charakteristikou vazby PGA
(Kallenberg et al., 2005). Sepabeads jsou robustni a jednoduSe se separuji od roztoku se
substratem (Chandel et al., 2008). Kombinaci adsorpce a zesitovani, byla PGA kovalentné
imobilizovana také na velmi hydrofilni polyakrylovy ester (XAD-7) (Tischer a Wedekind,
1999). Amberlit XAD-7 je porézni polymetakrylesterova pryskyfice se specifickym povrchem
450 m?/g a s velikosti pori 9 nm (Kallenberg et al., 2005).

3.1.4.2.Biopolymery

Mezi biopolymery na které doslo k navazani PGA patii napi. dextran, agarosa nebo Nylon
6 (Tischer a Wedekind, 1999). Agarosa je linedrni polysacharid, ktery je ziskavan z moiskych
fas a sklada se z D-galaktosy a 3,6-anhydro-D-galaktosy. Aldehyd-agarosa obsahuje volné
aldehydové skupiny na které se kovalentné vaze enzym svymi aminoskupinami lysinu za tvorby
Schiffovy béze. PouZivaji se také zesit'ované aldehyd-agarosové gely (Kallenberg et al., 2005).
Inkluze do biopolymerniho gelu jako Zelatiny nebo alginatu byla pouzity uZz v pocatcich
biokatalyzy. JelikoZ Zelatina obsahuje méalo volnych aminoskupin mtize tak zesit'ovani Zelatiny
s polymerem (chitosanem) pocet téchto skupin zvysit. Volné aminoskupiny maZe poskytovat
véetné chitosanu také algindtamin nebo polyethylenimin. Konkavalin A patfi do skupiny
lektinti, proteint, které reaguji se specifickymi koncovymi cukernymi zbytky a je vétSinou
pouZivan pro studium cukrti na povrchu bunék. Byl také pouzit jako linker pifi imobilizaci
glykosylovanych enzymi. Nativni PGA neni glykosylovana, proto neinteraguje s konkavalinem
A. Byly vsak ptipraveny glykokonjugaty PGA napt. s mannanem, které tuto schopnost interakce
maji (Kallenberg et al., 2005).

3. 1. 4. 3. Anorganické nosice
Oxid kiemi¢ity (silikat) je velmi dobfe prozkoumany material a lze ptipravit v Sirokém
rozsahu velikosti ¢astic (5-100 pm) a velikosti poérd (10-20 nm). Pro kapalinovou

chromatografii byly vyvinuty kovalentni modifikace povrchu oxidu kiemicitého, ktery se
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pozdé&ji uplatnil i pfi kovalentni imobilizaci enzymi. Vazby na aktivovany oxid kiemicity tak
muze byt dosazeno prostiednictvim volnych aminoskupin lysinu na povrchu enzymu
(Massoliny et al., 2008). Enzym muize byt také zachycen uvnitf silikatového nosice (Kallenberg
et al., 2005). Mezi modifikovany oxid kiemi¢ity muzeme =zafadit napi. epoxidovou
monolytickou silikatovou matrici. DalSi imobilizace se uskute¢nila na aminosilikat
(Chromolith). Takto imobilizovana PGA byla pouzita jako monoliticka kolona nebo
predkolonka zejména pro syntézu Cistych enantiomernich latek (Bertucci et al., 2003; Girelli a
Mattei, 2005). PGA byla také imobilizovana na mesopdrézni kiemen (MPS). Tento material
umoziuje vytvaret presnou velikost port, strukturu, velikost ¢astic a chemické slozeni. Proteiny
jsou na tento nosi¢ vazany predevsim adsorpci. Vznik tohoto materialu je zalozen na tvorbé
tekutych krystali. Tekuté krystaly vznikaji ve smési polarnich rozpoustédel (voda) a povrchoveé
aktivnich latek s nepolarnim koncem. Molekuly povrchové aktivni latky se shlukuji do micel a
jejich hydrofébni konce chréani hydrofilni ¢ast pied vodou. Po pfidani anorganického materialu
se zaCinaji formovat kapalné krystaly. Tento material v§ak mtlize byt opatfen mnoha riznymi
funkénimi skupinymi. PGA byla na MPS imobilizovana pomoci glutaraldehydu (Hudson et al.,
2008). Proteiny se mohou vazat i dovniti MPS (Lee et al., 2009).

3.1.4.4 CLECaCLEA

Vysledkem stabilizace a imobilizace enzymu zarovei jsou zesitované enzymové krystaly
(CLECsS). Zacali se pouZivat od roku 1993 a dosahuji velikosti 1-100 pm. V dne$ni dob¢ jsou ve
velké mife pouzivany pro imobilizaci PGA. Jsou vyrobeny postupnou krystalizaci enzymu a
molekularniho zesitovani, kdy dojde k zachovani krystalické struktury. CLECs jsou velmi
stabilni nejen v teploté, ale i v organickych rozpoustédlech. Stabilizace je dasledkem
intenzivnich polarnich a hydrofébnich interakci. CLECs PGA pracuji stejné dobie jak pii
syntéze tak pii hydrolyze a byly pouzity pro komeréni vyuziti acylas jako chiralnich
biokatalyzatorti pro asymetrické syntézy (Cao et al., 2003; Rajendhran a Gunasekaran, 2004).
Podobné vznikly také zesitované enzymové agregaty (CLEAS) s PGA, které jsou pfipraveny
pomalym pifidavanim sraZeniny siranu amonného, PEG 8000 nebo terc-butylalkoholu do
roztoku enzymu pii 0 °C a pH 8. V dalsim kroku fyzikaln¢ agregovand PGA je chemicky
zesitovana pomoci glutaraldehydu. CLEAs maji v syntéze polosyntetickych B-laktamovych
antibiotik ve vodnim prosttedi vysokou specifickou aktivitu, vysokou produktivitu a pomér S/H.
Kromé toho jsou aktivni a stabilni v Sirokém rozsahu polarnich a nepolérnich organickych
rozpoustédel (Rajendhran a Gunasekaran, 2004). CLEAs-PGA byly také enkapsulovany do
polymerniho nosice piipraveného z polyvinylalkoholu. Enkapsulaci doslo ke sniZeni aktivity na
60 % oproti CLEAsS-PGA (Roessl et al., 2010). Katalytické chovani CLEASs se liSi v zavislosti
na vlastnostech precipitanti. CLEAs PGA srazena siranem amonnym vykazovala podobné

chovéni v syntéze ampicilinu jako nativni enzym, zatimco CLEAS srdZend terc-butanolem méla
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v pribéhu reakce relativné konstantni selektivitu (pomér S/H). Pozoruhodné je, Ze rizné CLEAs
PGA m¢li témét dvojnasobnou selektivitu oproti piislusnym CLECs. Je pravdépodobné, Ze
rizné precipitanty vyvolaji rizné konformace enzymu, které jsou nasledné ,,zmraZeny“
zesitovanim (Cao et al., 2003). CLEAs PGA, které zprostiedkovavaly syntézu ampicilinu,
vykazovaly S/H podobné rozpusténému enzymu (Wegman et al., 2001). CLEC PGA oproti
CLEA PGA dosahovaly vyssi aktivity vzhledem k volnému enzymu (Kallenberg et al., 2005).

3. 1. 4. 5. Nové vznikajici techniky

Mezi nové vznikajici techniky miZeme zafadit kovalentni navazani na teplotné citlivy
polymer jako poly-N-isopropylakrylamid (polyNIPAM), ktery precipituje z vodnych roztokd pii
zahtati na 32 °C. Pii jeho spojeni s proteiny mutze byt protein snadno separovan z vodného
prostiedi malou zménou teploty. Jak je vidét u nazvu vyhodou i nevyhodou nosice je jeho
citlivost na teplotu (Kallenberg et al., 2005; Rzaev et al., 2007). PGA byla také kovalentné
imobilizovana na mesostrukturni bunécné pény s epoxidovymi fukénimi skupinami. Tyto pény
maji velky specificky povrch (400 m?/g) a velké pory (17 nm). Jsou vyrobeny kondenzaci 3-
glycidoxypropyltriethoxysilanu (GPTS) a silanovymi skupinami povrchu mesoporéznich
bunéénych pén (MCFs) (Xue et al., 2008). Dalsim novym zplsobem je termodialyza pies
katalytickou membranu. Termodialyza spoéiva v rozdilné teploté na stranach membrany, které
jsou napi. znylonu. Nékolika koncovymi skupinami mtize byt enzym na nosi¢ kovalentné
navazan (Kallenberg et al., 2005). Cas pro imobilizaci jde vyrazné snizit pii pouziti
mikrovinného zéfeni. Ozafenim doSlo k lepsi adsorpéni imobilizaci PGA na mesocelularni
ktemicité pény (MCFs). Mikrovinnym zafenim dochazelo také k lepSi kovalentni imobilizaci
(Xie et al., 2009).

3. 1. 4. 6. Magnetické nosice

Mezi noveé vznikajici techniky imobilizace by bylo mozné zatadit i imobilizaci na
magnetické nosi¢e. Jako magnetické nosi¢e byly pouZity pfedevS§im magnetické polymerni
mikrocastice a magnetické kiemikové kompozity. Magnetické nosi¢e se vétSinou pfipravuji
uzavienim anorganické magnetické ¢astice (obvykle magnetitu nebo maghemitu) v organickych
polymerech jako polystyren nebo poly(alkylakrylat) nebo v anorganickém silikatu. Magnetické
polymerové mikrocastice tak kombinuji vyborné vlastnosti polymeru (modifikace povrchu a
vysoka dispergovatelnost) s magnetickou reakci magnetickych ¢astic (Shi et al., 2010).
Piikladem téchto nosi¢i tak mohou byt hydroxylové magnetické Castice syntetizované a
aktivované epoxylchloropropanem pomoci suspenzni polymerace (Chandel et al., 2008; Wang
et al.,, 2007b). Nejlepsi vysledky kovalentni imobilizace PGA na magnetické ¢astice
poskytovaly magnetické oxiranem aktivované poly(vinylalkoholové) mikro¢astice, které mély

velikost asi 1,8 pm a specificky povrch asi 84 m%/g. PGA byla kovalentnd imobilizovana na
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oxiranoveé skupiny skrz 1,6-diaminohexanové raménko a glutaraldehydovy linker (Kallenberg et
al., 2005). Doslo také k imobilizaci na poly(glycidylmetakrylat)-ko-
(glycerolmonometakrylatem) pokryté magnetické mikrocastice. Tento nosi¢ obsahoval
epoxidové fukéni skupiny, které byly nahodné rozd€leny mezi diolové skupiny
poly(glycerolmonometakrylatovych) jednotek podél polymernich fetézcl. Kovalentné
imobilizovana PGA méla vysokou tepelnou stabilitu a stabilitu v Sirokém rozsahu pH (Huang et
al., 2008). Mezi dal$i magnetické nosi¢e pouzité pro imobilizaci PGA muzeme zatadit i
magnetické celulosové mikroc¢astice s epoxidovymi funk¢énimi skupinami (Luo a Zhang, 2010).
Piikladem magnetického nosiée s velmi vysokou magnetizaci mohou byt superparamagnetické
silikatové core-shell mikroc¢astice s aminopropylovymi funk&nimi skupinami, které obsahuji
Fe,03 a maji primér okolo 300 nm (Obr.24) (Shi et al., 2010). Pro imobilizaci PGA byly
pouzity také magnetické nanoéastice. Slo ale pouze o jediny piipad imobilizace na nano&astice

(Zhou et al., 2012).

Obr.24 Superparamagnetické silikatové core-shell mikrocéastice s aminopropylovymi
funk¢énimi skupinami. Obrazek byl pofizen transmisnim elektronovym mikroskopem a primeér

mikroc¢astic se pohyboval okolo 300 nm (Shi et al., 2010).
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4. Experimentalni cast




4. 1. Materialy

1,4-butandioldiglycidylether (95 %)
2-jodacetamid (I1AA)
4-(dimethylamino)benzaldehyd (PDAB)
6-aminopenicilanova kyselina (6-APA)
Acetonitril

Akrylamid

Borohydrid sodny

Bromfenolova modf

Coomassie Brilliant Blue G250
Coomassie Brilliant Blue R250

Dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH,PO, -H,0)

Dithiotreitol (DTT)
Dodecylsiran sodny (SDS)
Ethanol (96 %, denaturovany)
Fenol Red

Fenyloctova kyselina
Glutaraldehyd (50%)
Glycerol

Glycin

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Hydrogenfosfore¢nan sodny ( Na,HPO, - 12H,0)

Hydrogenuhli¢itan amonny

Hydroxid sodny

Jodistan sodny

Kyselina boritad (H;BO3)

Kyselina fosfore¢na (H3PO,)

Kyselina chlorovodikova

Kyselina mravenci

Kyselina octova (99 %)

Magnetické mikrocastice obalené chitosanem (FesO,)
Magnetické nanocastice obalené chitosanem (Fe;O,)
Methanol (99 %)

Monoisotopickeé standardy pro MS
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Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Bio-Rad (USA)

Sigma Aldrich (USA)
Lachema (Ceska republika)
Fluka (Svycarsko)

Fluka (Svycarsko)
Lach-Ner (Ceské republika)
Fluka (Svycarsko)

Fluka (Svycarsko)

lihovar Kojetin (Ceské republika)

Sigma Aldrich (USA)
Lachema (Ceska republika)
Sigma Aldrich (USA)
Lach-Ner (Ceska republika)
MP-biomedicals (USA)
Sigma Aldrich (USA)
Lach-Ner (Ceska republika)
Sigma Aldrich (USA)
Lach-Ner (Ceska republika)
Sigma Aldrich (USA)
Lachema (Cesk4 republika)
Lachema (Cesk4 republika)
Lach-Ner (Ceska republika)
Sigma Aldrich (USA)
Lach-Ner (Ceska republika)
Ivo Safaiik (CR)

Ivo Safaiik (CR)

Lach-Ner (Ceska republika)
Bruker (Némecko)



N-(3-dimethylaminopropyl)-N*-ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDC.HCI) (99 %)

N,N, N',N -tetramethylethylendiamin (99 %)
N,N'-methylenbisakrylamid

n-butanol

N-hydroxysukcinimid (NHS) (98 %)
Penicilin G acylasa (E. coli)

Penicilin G draselna sil (98 %)

Perlosa MG 100 (50 — 80 pum)

Perlosa MG 200 (50 — 80 um)

Persiran amonny (APS)

Stachyosou modifikovany trypsin

Standardy molekulovych hmotnosti (SDS6H2)
Trifluoroctova kyselina (TFA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

a-kyanoskoticova kyselina
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Fluka (Svycarsko)
SERVA (Némecko)
MP-biomedicals (USA)
Lach-Ner (Ceské republika)
Sigma Aldrich (USA)
Lentikat’s (Ceska republika)
Fluka (Svycarsko)
Tontosorb (CR)

Tontosorb (CR)

Serva (Némecko)
Marek Sebela (CR)
Sigma Aldrich (USA)
Sigma Aldrich (USA)
MP-biomedicals (USA)
Sigma Aldrich (USA)



4. 2. Pristroje

Analytické vahy Sartorius (Némecko)
Automaticky rotator Biosan (Loty3sko)
Centrifuga Eppendorf (Némecko)
Digitalni predvazky Kern (Némecko)
Elektromagneticka michacka IKA (Némecko)
Fotografickd komora BioSpectrum UVP (USA)
Hmotnostni spektrometr Microflex MALDI-TOF LRF20 Bruker Daltonik (Némecko)
Mikrodesti¢ckovy reader Synergy HT BioTek (USA)
Minicentrifuga miniSpin plus Eppendorf (Némecko)
Minicentrifuga quick-spin minifuge Labnet (USA)
Minittepacka TTS 2 IKA (Némecko)

pH metr inoLab Level 1 WTW (Némecko)

Pipety 1ul -5 ml

Spektrofotometr Biochrom (WPA)
Termomixer comfort

Termostat plus

Termostat SUB 6

Transiluminator UVT-40W

Vakuova centrifugacni odparka Concentrator plus 5305

Vortex SA8
Vortex MS-1
Zatizeni pro vertikalni elektroforézu

Zdroj napéti

Eppendorf (Némecko), Biohit (Finsko)
Biochrom Ltd. (\Velka Britanie)
Eppendorf (Némecko)
Eppendorf (Némecko)
Grant (Velka Britanie)
Herolab (Némecko)

Eppendorf (Némecko)
Stuart Scientific (Velka Britanie)
IKA (Némecko)
Bio-Rad (USA)
Bio-Rad (USA)



4. 3. Metody

4. 3. 1. Stanoveni aktivity enzymu |

Stanoveni aktivity enzymu bylo provadéno spektrofotometrickou metodou. Smés 1,0 ml
vzorku (t.j. promyta bun&ena suspenze v 0,05 mol.I" Na-fosfatovém pufru (pH 8,0) nebo roztok
enzymu v tomto pufru) a 1,0 ml pufru byla temperovana 5 min ve vodni lazni na 37 °C.
Enzymova reakce byla startovana piidanim 1,0 ml 164 mmol.I™ roztoku penicilinu G (K* sal) v
pufru. V pravidelnych intervalech byly odebirany 0,5 ml vzorky, které byly okamzité piidany ke
3 ml roztoku 20 % kyseliny octové s 0,05 mol.I" NaOH v poméru 2 : 1 pro zastaveni reakce.
Po centrifugaci (4 min, 12 000 g), bylo k supernatantu pfidano 0,5 ml 33,5 mmol.I"* roztoku p-
dimethylaminobenzaldehydu (PDAB). Po 15 min byla méfena absorbance pii 415 nm. Ke
kalibraci byla zvolena koncentraéni fada (0,5 — 5 mmol.I"") reakéniho produktu (6-APA)
v pouzitém pufru. 0,5 ml kazdého kalibraéniho roztoku bylo zpracovano stejnym zplisobem
jako pii stanoveni aktivity enzymu. Pro vypocet enzymové aktivity byl pouZzit vzorec
( A, - faktor - 5oooJ

t(min)-0,9

60

stanoven jako smérnice pfimky y = ax+b kalibra¢nich roztokt 6-APA, kde faktor byl urcen

ukat /1 = , kde Ay byla absorbance vzorku v ¢ase t. Faktor byl

jako pismeno a v rovnici. Reakce 6-APA s PDAB je zobrazena na Obr.25.

0]
H.N CH
2 S H30\ S 3
H CHj N CHjy
4 N + H,0
HSC\N + O// N\8<CH3 —> HiC 4 N 2
I b 00H i COOH

PDAB 6-APA Zluty produkt

Obr.25 Reakce 6-aminopenicilanové kyseliny s p-dimethylaminobenzaldehydem, p¥i které

vznika Zluty produkt (piepracovano podle Yatsimirskaya et al., 1995).

4. 3. 2. Stanoveni aktivity enzymu |l

Stanoveni aktivity enzymu se provadélo spektrofotometrickou metodou za pouziti barviva
Fenolu Red, které méni svoji barvu v zavislosti na pH. Se vznikajicimi kyselinami se tedy pH
reakéni smesi snizuje a barva prechazi z Cervené na zlutou. Reakéni smés v kyveté byla
vytvofena smichanim 13,3 pl 0,3 % Fenolu Red v pufru (0,05 mol.I"*, Na-P;, pH = 8), 1500 pl

45 mmol.I"* draselné soli penicilinu G v pufru, 100 pl zasobniho roztoku enzymu (12,7 mg.ml™)
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a 386,7 ul pouzivaného pufru. Pred smichadnim enzymu sreakéni smési byly obé& slozky
vytemperovany na 37 °C. Za souc¢asného michani reak¢éni smési byla méfena absorbance pii 430
nm po 10 spo dobu 5 minut. K vypocteni aktivity PGA byla vytvofena kalibraéni pfimka
zévislosti absorbance na koncentraci PAA (2, 4, 6, 8 a 10 pmol.ml™ v pouzivaném pufru).

Reakce Fenolu Red je zobrazena na Obr.26 a Obr.27.

Obr.26 1) Alkalicka forma Fenolu Red; I1) Kysela forma Fenolu Red
(http://en.wikipedia.org/wiki/File:Phenol_red - acid_base_equilibria.qgif).

Obr.27 Pfechod barev Fenolu Red ze Zluté (kyselé pH) pies oranZovou (neutralni pH) po
¢ervenou (bazické pH). Efektivni rozsah Fenolu Red je u pH 6,8 — 8,4
(http://fphoto.photoshelter.com/image/I00004IJmKWIFIXYE).

4. 3. 3. Stanoveni koncentrace proteinu

Ke stanoveni koncentrace celkovych proteint v zasobnim roztoku byla pouZita metoda
Bradfordové. Stanoveni bylo provadéno na mikrodestickovém readru. Do jamek bylo
pipetovano postupné 45 ul deionizované H,O, 5 pl standardu nebo vzorku proteinu a 200 pl

pracovniho roztoku cinidla Bradfordové. Pracovni roztok Cinidla Bradfordové byl pfipraven
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smichanim zasobniho roztoku Coomassie Brilliant Blue G250 a deionizované vody v poméru
1:4. Zésobni roztok Coomassie Brilliant Blue G250 byl piipraven rozpusténim 50 mg
Coomassie Brilliant Blue G250 v 25 ml methanolu a 50 ml 85 % kyseliny fosforecné a byl
doplnén do 100 ml deionizovanou vodou. Jako standardy byly pouzity roztoky BSA o riznych
koncentracich (1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200; 300; 400; 500; 750; 1000; 1500; 2000 pg/ml).
Byly stanoveny proteiny v zasobnim komerénim roztoku enzymu (25 x, 50 x a 100 x zfedény).
Desticka byla mirné protfepana, ponechana minimalné 5 min pro vyvijeni zbarveni a poté byla

proméfena absorbance pii 595 nm.

4. 3. 4. SDS-PAGE

Pro zjisténi proteinového sloZeni v zasobnim roztoku enzymu byla provedena vertikalni
SDS-PAGE. Gel byl pfipraven smichanim roztoku akrylamidu (30 % (w/v)) a N,N-
methylenbisakrylamidu (0,8 % (w/v)). Jako pufr do déliciho gelu byl pouzit Tris / HCI 1,5
mol.I" pH 8,8 pufr a jako pufr do zaostiovaciho gelu Tris / HCI 0,5 mol.I"* pH 6,8 pufr. Déle byl
pouzit 10 % dodecylsiran sodny (SDS) a persiran amonny (APS) a N,N, N',N-
tetramethylethylendiamin (TEMED). Spodni gel byl pievrstven vodou nasycenym n-butanolem.
Jako elektrodovy pufr byl zvolen 0,025 mol.I* Tris, 0,192 mol.I* glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH

8,3. Slozeni déliciho a zaosttfovaciho gelu je uvedeno v Tab.9.

Tab.9 SloZeni separacniho a zaostiovaciho gelu. Objemy jsou uvedeny v ml pro soucasné dva

gely.

AA/BIS Tris/HCI Tris/HCI start
Typ gelu 1,5 mol.I" 0,5 mol.I" H,0 SDS TEMED
30%/0,8% 1 APS
, pH 8,8 , pH 6,8

délici 3,4 2,5 - 3,8 0,1 0,01 0,07

zaostfovaci 1,3 - 2,5 5,9 0,2 0,02 0,12

Vzorkovaci pufr byl ptipraven jako 0,125 mol.I"* Tris / HCI, 4 % (w/v) SDS, 20 % (w/v)
glycerol, 0,2 M DTT, 20 % (w/v) bromfenolova modt, pH 6,8. Do jamek bylo pipetovano 20 pl
ptipravenych vzorkt rtizné ztedénych (10; 8,47; 7,26 a 6,35 x) a smichanych se stejnym
mnoZzstvim vzorkovaciho pufru a stejnym mnozstvim 10 % SDS. Elektroforéza probihala
nejprve pii napéti 100 V a po doputovani bromfenolové modii na rozhrani zaostfovaciho a
déliciho gelu bylo napéti nastaveno na 200 V. Pro barveni byl pouzit roztok 0,1 % CBB R-250
v 15 % kys. octové a 45 % methanolu a ve vod¢. Pro odbarveni byl pouzit roztok 40 %

methanolu s 10 % kys. octovou ve vodé€. Jako markery molekulovych hmotnosti byly pouzity
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Sigma-Aldrich markery (SDS6H2) s molekulovymi hmotnostmi 30000 — 200000 (29000;
45000; 66000; 97000; 116000; 200000). Po odbarveni byl gel umistén na sklenénou desku a
vyfocen.

4.3.5. MALDI-TOF MS

Pied pouzitim byl gel nékolikrat promyt deionizovanou vodou pro odstranéni soli z gelu.
Pro identifikaci byly jednotlivé bandy vyfezany z gelu a roziezany asi na 3-4 kousky. Kousky
byly vysuseny 150 pl acetonitrilu. Po odsati acetonitrilu bylo ke kouskiim ptidano 50 pl 10
mmol.I" roztoku dithiotreitolu v 0,1 mol.I* NH,HCO; a mikrozkumavky byly inkubovény 30
min pti 56 °C. Po inkubaci byly kousky znovu vysuSeny acetonitrilem a po odsati bylo ke
kousktim piidano 50 pl 55 mmol.I" roztoku jodoacetamidu v 0,1 mol.I™ NH,HCOs;.
Mikrozkumavky byly inkubovany ve tmé 20 min. Po inkubaci byly kousky gelu znovu
vysuseny acetonitrilem. Po odséati acetonitrilu byly mikrozkumavky dany do vakuové centrifugy
na 20 min pro dokonalé odstranéni acetonitrilu. Po dokonalém odséti bylo do mikrozkumavek
pfidano 30 pl 2 pmol.I"* roztoku stachyosou modifikovaného trypsinu v 50 mmol.I'* NH,HCO;
a kousky gelu se nechaly rehydratovat 60 min. Rehydratace byla provadéna v chladicim boxu,
aby nedoslo k pred¢asné aktivaci enzymu. Po rehydrataci se piebyte¢na kapalina odsala a ke
kouskim bylo piidano 20 ul 50 mmol.I* NH,HCO;, aby nedo3lo k vyschnuti gelu.
Mikrozkumavky se nechaly inkubovat ptes noc pii 37 °C.
Dalsi den byly vzorky smichany se 100 ul roztoku kyselina mravenéi (5%), acetonitrilu
(30%) a vody a byly inkubovany 15 min pii 37 °C s protfepavanim. Po kratké centrifugaci byl
supernatant prepipetovan do nové mikrozkumavky a ke zbylym kousktim gelu byl znova piidan
roztok. Tento krok byl proveden 2x a poté byl roztok odpafen na vakuové odparce pii 30 °C.
Vzorek byl rozpustén v 10 ul TFA (0,1 % trifluoroctova kyselina). Na desticku AnchorChip
bylo technikou vysuSené kapky naneseno 0,8 ul vzorku a matrice (o-kyanoskoficova) a 0,5 pl
monoisotopickych standarda. Po uschnuti (asi 20 min) byly vzorky zméfeny. K analyze vzorku
byly pouzity softwary flexControl 3.0, flexAnalysis 3.0, BioTools 3.2, mMass a databazovy
software Mascot.

4. 3. 6. Imobilizace PGA adsorpci

Do 0,6 ml ependorfky bylo navadZzeno 15 mg magnetickych mikro¢astic nebo nanocastic
obalenych chitosanem. Poté bylo piidano 100 pl pufru (0,05 mol.I*, Na-P;, pH = 8) a 200 pl
zasobniho roztoku PGA (12,7 mg.ml™). Smés byla protiepavana pii 4 °C v lednici pomoci
automatického rotatoru do dalSiho dne. Magnetické castice byly oddéleny od roztoku
magnetickym separatorem, zbyly roztok byl odpipetovan a ¢astice byly 10 x promyty, aby zde

nezlstal nenavazany enzym. U supernatantu po promyti byla zkousena aktivita PGA.
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4. 3. 7. Imobilizace PGA adsorpci z naslednym zesitovanim

Do 0,6 ml ependorfky bylo navazeno 15 mg magnetickych mikrocastic nebo nanocastic
obalenych chitosanem. Poté bylo pfidano 100 pl pufru (0,05 mol.I", Na-P;, pH = 8) a 200 pl
zasobniho roztoku PGA (12,7 mg.ml™). Smés byla protiepavana pii 4 °C v lednici pomoci
automatického rotatoru do dalSiho dne. Magnetické castice byly oddéleny od roztoku
magnetickym separatorem, zbyly roztok byl odpipetovan a magnetické ¢astice byly jednou
proplachnuty stejnym pufrem, aby nedochazelo k vymyti enzymu. Do ependorfky bylo nasledné
napipetovano 200 pl 3% glutaraldehydu v pufru (0,05 mol.I"*, Na-P;, pH = 8) a 100 pl stejného
pufru pro lepsi promichavani pii protfepavani. Smés byla protiepavana pii 4 °C pomoci
automatického rotatoru do dalSiho dne. Magnetické castice byly oddéleny od roztoku
magnetickym separatorem, zbyly roztok byl odpipetovan a ¢astice byly 10 x promyty, aby zde

nezistal nenavazany enzym. U supernatantu po promyti byla zkouSena aktivita PGA.

4. 3. 8. Imobilizace PGA pomoci glutaraldehydu

Do 0,6 ml ependorfky bylo navadZzeno 15 mg magnetickych mikro¢astic nebo nanocastic
obalenych chitosanem. Pot¢ bylo pfidano 200 pl 5% glutaraldehydu ve vodé a smés byla
protiepavana pii 4 °C v lednici nebo pii laboratorni teploté pomoci automatického rotatoru do
dalSiho dne. Magnetické Gastice byly oddéleny od roztoku magnetickym separatorem, zbyly
roztok byl odpipetovan a ¢astice byly 10 x promyty pufrem (0,05 mol.I*, Na-P;, pH = 8), aby
zde nezustal zadny nenavazany glutaraldehyd, ktery by mohl zesitovat poté ptidany enzym. Do
ependorfky bylo nasledné napipetovano 100 pl stejného pufru a 200 pl z&sobniho roztoku PGA
(12,7 mg.ml™). Smés byla protiepavana pii 4 °C v lednici pomoci automatického rotatoru do
dalSiho dne. Magnetické ¢astice byly oddéleny od roztoku magnetickym separatorem, zbyly
roztok byl odpipetovéan a &astice byly 10 x promyty pufrem (0,05 mol.I*, Na-P;, pH = 8), aby
zde nezstal nenavazany enzym. U supernatantu po promyti byla zkouSena aktivita PGA.

Proces imobilizace je zobrazen na Obr.28.

NH, N=CH—(CHj)3—CH=0
+ O:CH_(CHz)g_CH:O ( 2)3
D — e
glutaraldehyd
_ _ NH icili
N=CH—(CH3)3—CH=0 (Penicilin G 2 N=CH—(CH3)5—CH=N+ Pzr::lgllggae
acylasa

-
’

Obr.28 Imobilizace PGA na magnetické mikroéastice nebo nanodastice obalené

chitosanem pomoci glutaraldehydu.
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4. 3. 9. Imobilizace PGA pomoci karbodiimidu

Do 0,6 ml ependorfky bylo navazeno 15 mg magnetickych nanocastic obalenych
chitosanem. Poté bylo ptidano 100 pl 26 mmol.I"* roztoku EDC.HCI v pufru (0,05 mol.I", Na-
P;, pH = 7), 100 pl 52 mmol.I™ roztoku NHS ve stejném pufru a 200 pl zasobniho roztoku PGA
(12,7 mg.mI™). Smés byla protiepavana pii 4 °C v lednici pomoci automatického rotatoru do
dalSiho dne. Magnetické nanocastice byly oddéleny od roztoku magnetickym separatorem,
zbyly roztok byl odpipetovan a nanogastice byly 10 x promyty pufrem (0,05 mol.I*, Na-P;, pH
= 8), aby zde neziistal nenavazany enzym. U supernatantu po promyti byla zkouSena aktivita
PGA.

4. 3. 10. Imobilizace PGA pomoci 1,4-butandioldiglycidyletheru

Do 0,6 ml ependorfky bylo navazeno 15 mg magnetickych nanocastic obalenych
chitosanem. Poté bylo piidano 200 ul 3 % roztoku 1,4-butandioldiglycidyletheru v 0,5 mol.I*
roztoku NaOH. Smés byla protiepavana pii 4 °C v lednici nebo pii laboratorni teploté pomoci
automatického rotatoru do dalSiho dne. Magnetické nanocastice byly oddéleny od roztoku
magnetickym separatorem, zbyly roztok byl odpipetovan a mikro¢astice byly 10 X promyty
pufrem (0,05 mol.I'*, Na-P;, pH = 8), aby zde nezistal zadny zbyly roztok. Do ependorfky bylo
nasledn& napipetovano 200 pl zasobniho roztoku PGA (12,7 mg.ml™). Smés byla protiepavana
pii 4 °C v lednici pomoci automatického rotatoru do dalSiho dne. Magnetické nanocastice byly
oddéleny od roztoku magnetickym separatorem, zbyly roztok byl odpipetovan a nanocastice
byly 10 x promyty, aby zde nezlstal nenavazany enzym. U supernatantu po promyti byla

zkousSena aktivita PGA.

4. 3. 11. Imobilizace PGA pomoci jodistanu

Do 0,6 ml ependorfky bylo navazeno 15 mg magnetickych mikrocastic (Perlosa MG 100
nebo Perlosa MG 200) a k nim bylo napipetovano 600 pl 0,1 mol.I* NalO,4 ve vodé. Smés byla
protiepavana pii 4 °C v lednici nebo pii laboratorni teploté pomoci automatického rotatoru do
dalSiho dne. Magnetické mikrocastice byly oddéleny od roztoku magnetickym separatorem,
zbyly roztok byl odpipetovan a mikro&astice byly 10 x promyty pufrem (0,05 mol.I", Na-P;, pH
= 8), aby zde nezistal zadny jodistan. Do ependorfky bylo nasledné napipetovano 100 pl pufru
(0,05 mol.I"", Na-P;, pH = 8) a 200 pl zasobniho roztoku PGA (12,7 mg.ml™). Smés byla
protiepavana pii 4 °C v lednici pomoci automatickeého rotatoru do dalSiho dne. Magnetické
mikrocastice byly oddéleny od roztoku magnetickym separatorem, zbyly roztok byl
odpipetovan a mikro&astice byly 15 x promyty pufrem (0,05 mol.I*, Na-P;, pH = 8), aby zde
nezlstal nenavazany enzym. U supernatantu po promyti byla zkouSena aktivita PGA. Proces

imobilizace je zobrazen na Obr.29.
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Obr.38 Imobilizace PGA na magnetické mikrocastice (Perlosa MG 100 nebo Perlosa MG

200) pomoci jodistanu (piepracovano podle Namdeo a Bajpai, 2009).

4. 3. 12. Imobilizace PGA pomoci jodistanu a borohydridu sodného
Do 0,6 ml ependorfky bylo navazeno 15 mg magnetickych mikroc¢astic (Perlosa MG 200)
a k nim bylo napipetovano 600 pl 0,1 mol.I" NalO, ve vodé. Smés byla protiepavana piti 4 °C
v lednici nebo pii laboratorni teploté pomoci automatického rotatoru do dalSiho dne.
Magnetické mikrocastice byly oddéleny od roztoku magnetickym separatorem, zbyly roztok byl
odpipetovan a mikroéastice byly 10 x promyty pufrem (0,05 mol.I'*, Na-P;, pH = 8), aby zde
nezistal zadny jodistan. Do ependorfky bylo nasledn& napipetovano 100 pl pufru (0,05 mol.I?,
Na-P;, pH = 8) a 200 pl zasobniho roztoku PGA (12,7 mg.ml™). Smés byla protiepavana pii
4 °C v lednici pomoci automatického rotatoru do dalSiho dne. Magnetické mikrocastice byly
oddéleny od roztoku magnetickym separatorem a bylo knim piidano 300 pl 0,08 mol.I*
NaBH,. Smés byla protiepavana pii 4 °C v lednici pomoci automatického rotatoru do dalSiho
dne. Magnetické mikrocastice byly oddéleny od roztoku magnetickym separatorem, zbyly
roztok byl odpipetovan a mikrogastice byly 15 x promyty pufrem (0,05 mol.I"*, Na-P;, pH = 8),

aby zde nezlstal nenavazany enzym. U supernatantu po promyti byla zkousena aktivita PGA.
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4. 3. 13. Stanoveni Michaelisovy konstanty (K,)

Ke stanoveni Michaelisovy konstanty (K;) byl pouzit 25 x zfedény zasobni roztok
enzymu a 27; 55; 82; 110; 137 a 164 mmol.I"* koncentrace substratu. Stanoveni probihalo
stejnym zplisobem jako metoda stanoveni aktivity enzymu |. Pomoci spektrofotometru byla
zméfena absorbance barevného produktu. Hodnoty byly pouzity k sestrojeni Lineweaver-
Burkova grafu a zrovnice byla vypocitana Michaelisova konstanta. Stanoveni K bylo
provedeno stejnym zplisobem i u imobilizovaného enzymu. Pro toto stanoveni byl enzym

imobilizovan pomoci jodistanu na magnetickych mikroc¢asticich Perlosa MG 100.

4. 3. 14. Operacni stabilita imobilizované PGA

Magnetické mikrocastice s imobilizovanou PGA byly pieneseny do zkumavky, kde k nim
byly napipetovany 2 ml pufru (0,05 mol.I*, Na-P;, pH = 8) a smés byla temperovana 5 min ve
vodni lazni na 37 °C. Aktivita imobilizované PGA byla ur¢ena metodou stanoveni aktivity
enzymu I. Aktivita PGA po prvnim méfeni byla oznacena jako 100 %. Poté byly mikrocastice
7X promyty, aby zde nezlstaly nékteré komponenty reakéni smési, které by ovliviiovaly dalsi
méfeni. Mikro¢astice byly poté pouzity pro dal$i méfeni, které probihalo stejnym zptisobem.

Takto bylo provedeno osm méfeni.

4. 3. 15. Stanoveni zavislosti aktivity PGA na teploté inkubace

Roztoky volné a imobilizované penicilin G acylasa v pufru (0,05 mol.I"*, Na-P;, pH = 8)
byly inkubovany pii sedmi raznych teplotach (4 °C, 22 °C, 30 °C, 37°C, 45 °C, 50 °C a 60 °C)
po dobu 30 minut. PGA byla imobilizovana pomoci jodistanu na magnetickych mikro¢asticich
Perlosa MG 100. Po inkubaci byly roztoky ponechany pii skladovaci teploté 4 °C. Pro ureni
aktivity obou penicilin G acylas byla pouZita metoda stanoveni aktivity enzymu | s 5 minutovou
inkubaci enzymti pii 37 °C pred zacatkem reakce. Pro srovnani teplotni stability volné a
imobilizované PGA byla uréena hodnota Ts, C0Z je teplota, pti které si enzym zachovava 50 %

aktivitu oproti nejvyssi namétené hodnoté aktivity.

4. 3. 16. Stanoveni zavislosti aktivity PGA na pH

Aktivita volné a imobilizované penicilin G acylasy byla uréena metodou stanoveni
aktivity enzymu I. U této metody byl pouzity pufr zaménén za Britton-Robinsontv pufr riznych
hodnot pH (1,98; 2,87; 4,10; 5,02; 6,09; 7,00; 7,96; 8,95; 9,91; 11,20 a 11,98). PGA byla

imobilizovana pomoci jodistanu na magnetickych mikro¢asticich Perlosa MG 100.
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4. 3. 17. Funkéni stabilita PGA

U volné PGA a imobilizované PGA pomoci jodistanu na magnetickych mikro¢asticich
Perlosa MG 100 byla zméfena funk¢ni stabilita enzymu. Mikroéastice s navdzanym enzymem
byly pieneseny do zkumavky, kde k nim byly napipetovéany 2 ml pufru (0,05 mol.I", Na-P;, pH
= 8) a smés byla temperovana 5 min ve vodni lazni na 37 °C. U takto imobilizovaného enzymu
a u volné PGA byla zméfena aktivita pomoci metody stanoveni aktivity enzymu 1. Po tfech
hodinach skladovani pii laboratorni teploté (22 °C) byla zméfena aktivita u dal§iho vzorku
imobilizovaného a volného enzymu a timto zptisobem bylo po 48 hodin provedeno sedm

méfeni.

4. 3. 18. Stabilita pri skladovani

PGA byla imobilizovana pomoci jodistanu na magnetickych mikrocasticich Perlosa MG
100. Bylo pripraveno 18 vzorkl. Thned po imobilizaci byla zméfena aktivita prvnich tfech
vzorkll a ostatni vzorky byly uchovavany pii 4 °C v lednici. Mikro¢astice s navazanym
enzymem byly poté pieneseny do zkumavky, kde k nim byly napipetovany 2 ml pufru (0,05
mol.I*, Na-P;, pH = 8) a smé&s byla temperovana 5 min ve vodni lazni na 37 °C. U takto
imobilizovaného enzymu byla zméfena aktivita pomoci metody stanoveni aktivity enzymu |. Po
14 dnech skladovani pii 4 °C v lednici byla zméfena aktivita u dalSich tfech vzorki

imobilizovaného enzymu a timto zptisobem bylo provedeno $est méfeni.
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7. Seznam pouzitych zkratek

2-AT 2-thienyloctova kyselina

6-APA 6-aminopenicilanovéa kyselina

7-ACA 7-aminocefalosporinova kyselina

7-ADCA 7-aminodeacetoxycefalosporinova kyselina
AA akrylamid

APS persiran amonny

BIS N,N‘-mythylenbisakrylamid

BRP bakteriocin uvolnujici protein

BSA hovézi sérovy albumin

BSU N,N*-bis(trimethylsilyl)mocovina

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CBB Coomassie Brilliant Blue

CLEA zesitované enzymové agregaty

CLEC zesitované enzymové krystaly

CPC cefalosporin C

CRP CAMP receptorovy protein

DAOC G deacetoxycefalosporin G

DAOCV deacetoxycefalosporin V

DMF dimethylformamid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DTT dithiotreitol

EDC.HCI N-(3-dimethylaminopropyl)-N*-ethylkarbodiimid hydrochlorid
G-7-ADCA  fenylacetyl-7-aminodeacetoxycefalosporinova kyselina
GGBP D-Glucose/D-Galactose-binding protein
GPTS 3-glycidoxypropyltriethoxysilan

HPLC vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie
I1AA 2-jodacetamid

IDA iminodioctova kyselina

IMAC afinitni chromatografie s imobilizovanym kovem
IMAM afinitni membrana s imobilizovanym kovem
IPTG isopropylthio-p-D-galaktosid

kcat katalyticka aktivita

Keat katalyticka konstanta

Km Michaelisova konstanta
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LDH
MALDI
MCF
MNNG
MPS

M;

MS
MUT
MUT-PG
MUT-PGSO
n.a.
NHS
NIPAB
NIPAB
PA
PAA
PAGE
PDAB
PEI

PG

PG

PGA
PGSO
PVA
RBS

Rt

S/H
SDS
TAT
TCA
TEMED
TEOS
TFA
TOF
Tris

WT
WT-PGSO

vrstevnaté dvojité hydroxidy

desorpce/ionizace laserem za Ucasti matrice
mesoporézni bunééna péna, mesocelularni kiemicita péna
N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin
makroporézni kiemen

molekulova hmotnost

hmotnostni spektrometr

struktura mutantniho enzymu

struktura mutantniho enzymu v komplexu s penicilin G
struktura mutantniho enzymu v komplexu s penicilin G sulfoxidem
nenalezeno

N-hydroxysukcinimid
2-nitro-5-[(fenylacetyl)amino]benzoova kyselina
6-nitro-3-[(fenylacetyl)amino]benzoova kyselina
penicilin acylasy

fenyloctova kyselina

polyakrylamidova gelova elektroforéza
4-(dimythylamino)benzaldehyd

polyethylenimin

D-(-)-fenylglycin

penicilin G

penicilin G acylasa

penicilin G sulfoxid

penicilin V acylasa

vazebné misto ribosomu

reten¢ni faktor

pomér syntézy ku hydrolyze

dodecylsiran sodny

dvouargininova transloka¢ni draha

cyklus trikarboxylovych kyselin

N,N.N* ,N*-tetramethylethylendiamin
tetraethylortosilikat

trifluoroctova kyselina

analyzator doby letu
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

wild-typ

struktura wild-typu enzymu v komplexu s penicilin G sulfoxidem
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