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Cil prace

Cilem této prace je charakterizovat katalytickytepoial enzymu PGA
pochazejiciho z rodAchromobacter CCM4824, ktery katalyzuj@ydrolyzu nebo syntézu
stabilni amidické vazby v ramci Sirokého spektrasttéfi. Mezi tyto substraty Zzeme
zaadit nap. a- ap-aminokyseliny representujici skupinu steain se znénym aplika&nim
vyuzitim. Vyznam optickyistych a/p-aminokyselin jako syntetickych intermedigbro
syntézu opticky aktivnich latek klade vysokyralz na ziskani takovychto skmnin ve
vysokém ndtitku enantiomerndistoty.

Obdobr bylo cilem také charakterizovat enzym P&Apohledu kinetickyizené
syntézy semi-syntetickycl-laktamovych antibiotik. Tato snaha je navic ummen
skute&nosti, Ze penicilinacylasy jsou v s@asnosti jedinou skupinou enzymkteré jsou
vyuzivany jako biokatalyzatory ve farmaceutickénirpysiu v paiimyslovéem ngtitku a
predstavuji tak efektivni environmentél$etrnou alternativu k chemickym syntetickym
procesim.

Smyslem charakterizace je jednak snaha o pochop@nitosti mechanismu
enantioselektivniho  rozliSeni na molekularni  drovna jednak porovnani
s nejprozkoumaijsi a nejpouziva¥si PGA™ pochazejici £.coli.

Diserta&ni prace byla vypracovana v Laboratenzymovych technologii na

Mikrobiologickém Gstavu Akademiesd Ceské republiky, v.v.i.



Abstrakt

Penicilin-G-acylasy (PGA) séadi mezi enantioselektivni enzymy katalyzujici
hydrolyzu stabilni amidické vazby v ramci Siroké&pektra substratmajicichéasto velky
aplikasni potencial. PGA z mikroorganisniEscherichia coli (PGA™) a Achromobacter sp.
CCM4824 (PGA) byly pouzity pro katalyzu enantioselektivnich hylgz sedmi
vybranych N-fenylacetylovanych (N-PhAc) racemickycbmési o/p-aminokyselin.
Prokazali jsme, e PGArykazovala vys$i stereoselektivitu pro troji)-enantiomei: N-
PhAc{f-homoleucin, N-PhAce-terc-leucin a N-PhA®-leucin. Dale byl zkonstruovan
homologni model PGA ktery byl pouzit pro molekularni modelovani iratei se stejnymi
substraty. In-silico experimenty zreprodukovaly experimentalnziskanad data
Zz enzymaticky katalyzovanych enantioselektivnicldrblyz, coz potvrdilo ¥rohodnost
piipraveného homologniho modelu. Stejnytisfup jsme pouzZili pro aeni
enantiopreference PGA/E sedmi novym substréin s aplik&nim potencialem, iixem?
pro pitici z nich byla predikovana vysoka enantioseldtaiPGA".

PGA" byla dale pouZita v kinetickiizenych syntézacp-laktamovych antibiotik (SSBA).
akumulace produktu) oproti PGA Analogicky k predikci enantioselektivity PGAii
novym substrdim bylo molekularni modelovani aplikovano na synté35BA
katalyzované PGA Abychom zlepsili parametry syntéz SSBA, provdsine in-silico
cilenou aminokyselinovou z&mu v pozicich Phe4a Phel4é homologniho modelu
PGA". Jako perspektivni modifikace se jevila z@@m Phe2f—Cys, nebé vzdalenost
mezi aminoskupinou nukleofilu (N) a karbonylovowpkou acyl-donoru (AD) se zkratila
z 4,1 na 3,3 A { syntéze amoxicilinu. Nasledrbyl pripraven expresni systém nesouci
mutovanypga” gen kéduijici tuto aminokyselinovou z&mu. Purifikovana rekombinantni
PGA*Phé324Cys vykazovala vifpads syntézy amoxicilinu i ampicilinu podobné hodnoty
u v8ech parametiiako PGA'.

Rekombinantni PGA¥Phe24Cysbyla déle pouZita pro syntézu amoxicilinu za mdkéon
poneru AD/N 1,05 pouzivaného vimmyslu a koncentrace nukleofilu: 1) nad 400 mM a 2)
160 mM.

Ucinnost PGA‘PheBZ4Cys pi syntéze amoxicilinu za koncentraci nukleofilu 0 mM

a molarniho porru AD/N 1,05 byla studovana také ve své stabilingévéorne, a sice

v podolg CLEA. Hodnota S/H stabilizované formy vzrostla agprrozpustné form
piiblizné o 8 % (z hodnoty 4,9 na 5,0), avSak stugenverze se zvysil vyragna to z 22
na 61 %.
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Abstract

Penicillin G acylases (PGAs) belong among enarigofige enzymes catalyzing a
hydrolysis of stable amide bond in a broad spectafnsubstrates, often having high
application potential. PGA from Escherichia coli and PGA from microorganism
Achromobacter sp. CCM 4824 were used to catalyze enantioselebideolyses of seven
selected N-phenylacetylated (N-PhAg)p-amino acid racemates. The P&GAhowed
higher stereoselectivity for thre&)(enantiomers: N-PhAB-homoleucine, N-PhAe-tert-
leucine and N-PhA@-leucine. We have constructed a homology model@APthat was
used in molecular docking experiments with the samlestratesin-silico experiments
reproduced the data from experimental enzymatioluéens confirming validity of
employed modeling protocol. We employed this protdo evaluate enantiopreference of
PGA" towards seven new substrates with applicationnpiale For five of them, high
enantioselectivity of PGAwas predicted for.

PGA" was further studiedn kinetically controlled syntheses of3-lactam antibiotics
(SSBA). The PGA was significantly more efficient at synthese of pagillin and
amoxicillin (higher S/H ratio and product accumida) compared with PGX.
Analogously to prediction of enantioselectivity BIGA" towards new substrateis
protocol was applietbr SSBA syntheses catalyzed by PGA

To improve parameters of SSBA syntheses, we peddimsilico directed modification
of PGA" at position PheBtand Phelds As a promising modification appeared to be
PGA" Phe24—Cys The distance between the Niroup of nucleophile and carbonyl
group of acyl-donor dropped from 4.1 A to 3.3 A famoxicillin. We subsequently
constructegpga” gene encoding this amino acid modification. Theegeas expressed and
recombinant PGAPhe24Cys was purified. The enzyme exhibited very similalues of
all tested parameters in syntheses of amoxicitith @anpicilin compared with PGA

The recombinant PGRhe24Cys was further tested in the synthesis of anilbricinder
industrial conditions 1) at a concentration of leophile above 400 mM and the molar
ratio AD / N 1.05 and 2) at a concentration of eoghile of 160 mM and the same molar
ratio.

Efficiency of stabilized PH#24Cys as CLEA was studied in synthesis of amoxicilat
nucleophile concentrations above 400 mM and theanrakio AD / N 1.05. The value of S
/ H has increased compared with the soluble forrmappiroximately 8% (from the value of

4.9 to 5.0). The degree of conversion increasedtlyrdrom 22 to 61%.
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1. Uvod

Penicilinacylasyfadime mezi gmyslow nejvyznamgijsSi enzymy, a to z toho
davodu, Ze umoznily velkoobjemovou gmyslovou vyrobu Sirokého spektr&iinych
semi-syntetickyct-laktamovych antibiotik (SSBA), které dnes tivehruba 20 % podil na
swtovém trhu s antibiotiky, coZpdstavuje 35 000 tun dni swtové produkce (1).
Technologie vyroby je zaloZena na enzymatické komvgirodnich penicilii G a V
(PenG a PenV) enzymem penicilinacylasou néokk meziprodukty pro vyrobu SSBA, a
sice kyseliny 6-aminopenicilanové a 7- aminodeaggtefalosporanové. Z nich se dale
piipravuji bul’ chemickou nebo enzymovou syntézou SSBA, ktera ayjkas porovnani
s @irodnimi peniciliny vyrazé lepsSi antibiotické vlastnosti, mezén mizeme z#adit
zejmeéna SirsSi spektrun¢iaku, nizsi toxicitu, lepsi inhibni inek a vhodné farmako-
kinetické vlastnosti.

V dnesni dob je vyzkum a vyvoj vyrazhzantien na hledani postigak (€inné posunout
chemickou rovnovahu ve smu syntézy, ale také hledani novych a vhggich enzyni
pro enzymaticky katalyzované syntézy SSBA, jeZz ym®t nahrazuji nakladné a
environmentalé negivétivé chemické syntézy.

V posledni dob nabyva na dleZitosti také studium enantioselektivnich vlasthos
penicilinacylas, zejména pak moznost jejich vyujatko biokatalyzatar pii produkci
opticky aktivnich latek vyuzitelnych hlagrve farmaceutickém pmyslu: vice jak 70%
aktivnich latek (API) uvedenych néwa trh v roce 2000 bylo enantiomeéréistych a
vroce 2001 enantiomefncisté latky pedstavovaly 36% celkového mnoZstvi API
dostupnych na stovych trzich (2). Okolo roku 2007 igdstavovalo procentudlni
zastoupeni enantiomerrEistych latek uvedenych na trh 75% (3). Biokatalymdouci

k produkci zakladnich stavebnich pévikyuzivanych pro syntézy d&ych enantiomer&
Cistych latek v piimyslovém ngfitku byly detail@ popsény teprve nedavno (4). V
souvislosti s PGA jsou popisovany zejména enarigkieni reverzni hydrolyza a
enantioselektivni hydrolyza. @eakce mohou byt provéay pouze ve vodném prastli,
doplniné o ko-solvent, pdfpad o vybrané elektrolyty, anebo také v samotném

organickém rozpou&tle.
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2. Literarni p ¥ehled

2.1. Amidohydrolasy g-laktamovych antibiotik a jejich vyznam

Amidohydrolasyp-laktamovych antibiotik (EC 3.5.1.11.) je souhrnngzev pro
skupinu hydrolytickych enzytnpaticich do rodiny N-terminalnich nuklofilnich hydrsla
(Ntn-hydrolasy) schopnych hydrolyzovat stabilni ditkou vazbu penicilih a
cefalosporii (5). Podle substratové specifity rozliSujeme tiogvoluwné pribuznych
skupin  penicilinacylas: 1) penicilin-G-acylasy, 2)penicilin-V-acylasy a 3)
ampicilinacylasy (6). Z&hto # skupin ma pimyslovy vyznam pedevSim penicilin-G-
acylasa. Fyziologicka funkce penicilin-G-acylaspuice nebyla doposud objasma, ale
ma se za to, Ze se podili na degradaci fenylacetgieh slodenin za vzniku fenyloctovée
kyseliny, ktera mize byt nasledh utilizovana specifickymi mikroorganismy jako zdroj
uhliku (1, 5, 7).

2.2. Zdroje penicilin-G-acylasy

Bakterialni penicilin-G-acylasy (PGA) gat mezi nejlépe charakterizované
industrialni enzymy (8, 9, 10, 11) a dosud byly Ijdvany prace v souvislosti s PGA,
které pochazeji nap z rodu Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Escherichia, Kluyvera, Providencia, Shigella, Xanthomonas a Xylella (1, 12, 13, 5).

Byly ptipraveny rekombinantni kmeny exprimujici divoky tyGA, geneticky
modifikované enzymy nebo environmentalni geny kbdeGA (14). Akoliv bylo
klonovano okolo 20tiznych gef pga a bylo sekvenovano nejm&a4 strukturnich geh
doposud byl pouze 4 PGA byly studovany s ohlederanamtioselektivitu a promiskuitu.
Na rozdil od bakterialnich hostitelkvasinkové expresni systémy nebyly doposud jako
kmeny vhodné pro industrialni pouziti publikovaMyroce 1960 Kaufmann a Bauer (15)
demonstrovali schopnost PGA pochazejii zoli (PGA™) syntetizovat PenG z kyseliny
fenyloctové (PAA) a kyseliny 6-aminopenicilanovéABA). DalSi syntetické aplikace
PGA byly popsany scephemovymi jadry 7-ACA, 7-ADCAebo jejich 3-
funkcionalizovanymi derivaty (tab. 1, str. 14). &e 1962 byla reportovana enzymaticka
syntéza prvniho ze SSBA - cefalotinu a dalSi laieord vyzkum vedl k nasledné syntéze
cephalexinu a cefacloru. Dosud byly studovany enzymdivokych kmef 10
mikroorganisni (PGA™, Xanthomonas citri-PGA*, Alcaligenes faecalis PGA™, Kluyvera
cryocrescensPGA”,  Kluyvera citrophila-PGA®, Providencia rettgerri-PGA™,
Kluyveromyces citrophila-PGA®, Achromobacter sp-PGA™P, Arthrobacter viscosus-
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PGA" aBacillus megaterium PGA™), dale rekombinantni enzymy PEA16, 17, 18, 19)
nebo PGA™ (20), chimerické a metagenomické PGA (21, 14223 v syntéze SSBA.

V sowasnosti jsou &nr¢ vyuzivany pro velkoobjemové produkce SSBA

v kineticky kontrolovanych syntézach katalyzatoajoZzené na immobilizovanach PEA
PGAY a PGA™.

Tab. 1. Pehled popsanych syntéz SSBA katalyzovanych PGA

B-laktamové jadro

Antibiotikum Acyl-donor Citace
(Nukleofil)
ampicilin 6-APA D-PGA 24, 25,26, 27, 14, 22, 23, 17, 28
D-PGME 29, 25, 14, 30, 23, 18, 31
amoxicilin 6-APA D-HPGME 25, 32,33, 34,28, 31
D-HPGA 25, 26, 27, 22, 23
cefamandol 7-TACA MAME 35, 36
cefazolin 7-ZACA TzAA-OMe 35, 36, 37
cefonicid 7-SACA MAME 35, 36
cefaclor 7-ACCA D-PGME 38, 39, 40, 36, 19
cefadroxil 7-ADCA D-HPGME 25
D-HPGA 25, 22, 23
cephalexin 7-ADCA D-PGME 41, 25, 38, 14, 36, 42, 43, 44, 45, 46, 19
D-PGA 47, 48, 25, 26, 27, 21, 14, 22, 49, 20, B3,2B,
19
cefalotin 7-ACA 2-TAA 50, 36
cefprozil 7-APRA D-HPGME 19
7-GPRA-7-APRA D-HPGHE 51
cefaloglycin 7-ACA D-PGME 35, 36
penicilin G 6-APA PA 24,22
pivampicilin POM-6-APA D-PGME 52
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Poznamky: 6-APA 6-aminopenicilanova kyselina, 7-ACAminocefalosporanova kyselina,
7-ADCA 7-aminodeacetoxycefalaspmvakyselina,
7-ACCA 7- amino 3-chlorocefglosanovakyselina,
7-TACA 7-amino-3-(1-metyl-1,243tetrazol-5-yl)thiometylcefalosporanova
kyselina, 7-ZACA 7-amino-3-(5-tylel,2,3,4-thiazol-2-yl)thiometyl
cefalosporanova kyselina, 7-SAGAmino-3-(1-sulfometyl-1,2,3,4-tetrazol-5-yl)
thiometylcefalosporanova kysalin-GPRA 7-fenylacetamido-3-propenyl
cefalosporanova kyselina, 7-APRAmino-3-propenylcefalosporanova kyselina,
POM-6-APA pivaloyloxymetyl 6-anpenicilanovakyselina,
PA fenylacetamid, D-PGA fenyigh amid, D-HPGHE 4 -
hydroxy-D-fenylglycin hydroxyétgster, D-HPGA - Dp-hydroxyfenylglycin amid,
PGME fenylglycin metyl estei?BME hydroxyfenylglycin metyl ester,
TzAA-OMe metyl ester tetrazolglové kyseliny, MAME metyl ester mandlové
kyseliny, 2-TAA 2-thienylacetainKrome 6-APA, 7-ADCA a7-ACA jsou
ostatni nukleofily 3"- funkcidizmvané.

2.3. Struktura a maturace bakterialni PGA

PGA je syntetizovana v cytoplagako jedndetézcovy prekurzor (preproprotein)
skladajici se z signalni sekvenee, a - podjednotky, které jsou od@ny spojovacim
peptidem (tzv. spacerem) (53, 54, 55). Signalnivee&e spolu stimto spojovacim
peptidem byva odstréna i procesingu prekurzoru za vzniku maturovaného emey
Maturovany enzym PGA je heterodimer, fipgact E. coli s celkovou velikosti 86 KDa.
Podjednotky ap se zkladaji z 209 a 557 aminokyselin (56, 57, 58).

Enzymy sdiliafpa strukturni send¥ovy motiv a akumuluji se v periplasmatickém
prostoru. Procesing PGA Bicoli zaina v cytoplasi, kde je nascentni polypeptid
stabilizovan C& ionty. Signalni sekvence je &pena Bhem pfichodu pes
cytoplasmatickou membranu za vzniku propeptidg-podjednotka je poté uvaina
intramolekularnim, autokatalytickym &pienim v periplasmatickém  prostoru  (54).
Intermolekularni uvoléni spaceru z propeptidu (proPGA) generuje C-konec
podjednotky (obr. 1, str. 14). PGA pochéazejici‘zb@kterii, jako jsouBacillus megaterium
nebo Arthrobacter viscosus je sekretovanaifmo do fistového média po fichodu pes
cytoplasmatickou membranu (9, 59). Maturovany enzgak miZze byt nalezen i
v cytosolu (60) Gbakterii (58).

Zminovany preproprotein PGA se skladacrg strukturnich domén, a sice od N-
konce to jsou: Signalni sekveneepodjednotka, spacer fzpodjednotka (61, 62, 63)-
podjednotka hraje kbovou roli pyi skladani prekurzoru polypeptidu: sklada se jakop
a B-podjednotka se formuje na jiz deb poskladanéu-podjednotce fekrytim jejich
hydrofébnichretzci za vzniku stabilniho globularniho intermediétu)(@lpravné fekryti
a ap podjednotky je podmémo pritomnosti C&" iontii (54) a méa se za to, Ze i spacer
muze hrat roli (65, 53) stefrtak jako celistvost C-kondepodjednotky (obr. 1) (55).

15



signalni peptid

B - podjednotka Preproprotein

N
Signalni sekvence

'g%*
: 8

- podjednotka

‘ VNITRNI CYTOPLAZMATICKA MEMBRANA

PERIPLAZMA

a-podjednotka B-podjednotka Proprotein

l Posttranslaéni modifikace
(autokatalytické odstépeni spaceru na N-konci B-podjednotky)

a-podjednotka spacer

Odstranéni spaceru z a -podjednotky pomoci sekvenéniho C-
koncového proteolytického procesu
A

XY

spacer

VNEJSI MEMBRANA

9
a-podjednotka  B-podjednotka

Obr. 1. Posttranstai Gpravy a vznik funéni PGA™.
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2.4. Diverzita prepropetida a a p podjednotek PGA

Patet aminokyselinovych zbytk ve WtSin¢ bakterialnich PGA igvySuje 800.
Prepropeptid metagenomické PGA, tzv. PAS, je dtgjvacita 874 aminokyselinovych
residui. Aminokyselinova identita prepropeptidu P@A.coli v porovnani s ostatnimi
zastupci rodinyenterobacteriaceae je velmi vysoka: pes 99 % shigella sp. a okolo 83 %
sKluyvera cryocrescens a okolo 61 % #®rovidencia rettgeri. Ukazuje to vSak také na
pouze 50 % identitu s prepropeptidem identifikowvany roduAchromobacter a dokonce
mérs nez 26 % identitu se zastupci @duArthrobacter a Bacillus. Podobné vysledky co
se tye procentualni identity aminokyselinové sekvendy bglezeny i prax podjednotku
(délka 209-234 AMK) ziznych bakterii. Naproti tom@-podjednotkacitajici priblizné
550 aminokyselin se zda byt mnohem konzervej&ma to jak ve své délce tak i vysokou

mirou homologie.

2.5. Katalytické misto PGA

Aktivni misto PGA® se sestava ze dvaiasti (66): 1. Nukleofil vazebné misto
preferujici hydrofilni skupiny (67) a zahrnujicitélytickou aminokyselinu Sepl 2. Acyl
vazebné misto s afinitou k hydrofobnim skupinam sgdlu. Detailni mechanismus
hydrolyzy penG, pofpact syntézy p-laktamovych antibiotik zahrnujici vznik
tetrahedralniho intermediatu je zndzorma obr. 2 (str. 19) (68).

Aminokyselinové zbytky Sefll GIn23, Ala6P a Asn24B (6) jsou brany jako
esencialni aminokyselinova residua v nukleofil Jaman mist v 11 dosud
charakterizovanych PGA. répoklada se Ze obecna topologie a kvartérni straktu
aktivniho centra rize byt konzervovana n#p celou PGA rodinou (62). Lehké variace
v aminokyselinovych zbytcich jsou ale patrné v acgtebném mist které je u PGA
tvoreno z Metl4d, Argldtn, PheldG, Phe2$#, Thr3Z3, Pro4®, Vals63, Trpl54 a
llel77B (6, 69). Acyl vazebné misto je zodgdné za substratovou specifitu enzymu a
aminokyselinové zbytky lokalizované mapodjednotce PGA jsou konzervované u vSech
zastupé rodu Enterobacteriaceae a Alcaligenaceae. PGA ze zastugic G° kmeri
Arthrobacter a Bacillus postradaji residuum Argld5a PGAY pochéazejici A. viscosus
nese zarnu Pheld&—Leu.

B-podjednotka PGA G kmemi Arthrobacter a Bacillus nese zamsmy ve vsech
aminokyselinovych pozicich (Phg24Val, Thr33—Leu, Pro48—Phe, Val58—Met,
Trpl54—Tyr a llel7Pp—Leu), zatimco aminokyselinové zbytky u  ®akterii jsou
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neznénény az na zawnu Vals5@—Leu u rodi Achromobacter, Alcaligenes, Providencia a
y-Proteobacterium.

Aminokyselinova residua zahrnuta v interakci $'Gsou konzervovéana a zahrnuiji
Glul52x, Asp/Asn33@, Val/Thr338, Asp33PB, Pro/lle/Glu/Asp468 a Asp/Glu518 (67,
70, 71). Do sotasné doby jsou k dispozici pouze trojrozmérné krystalové sktruktury
PGA: E.coli (24 strukturnich variant liSicich séegevsim v pouzitém ligandu) (70, 72, 73,
74, 75, 76)Alcaligenes faecalis (2 varianty) (77) @&rovidencia rettgeri (71).

Detailni poznani krystalové struktury PE2a pozic dleZitych aminokyselin zahrnutych
ve vazlé substratu a katalyze odhalilo, Ze nukleofil vazebristo PGA vykazuje vysokou

toleranci wic¢i substratu, zatimco vazebné misto pro acyl je syselektivni (78).
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Obr.2. Katalyticky mechanismus PGA znaagfci hydrolyzu penicilinu G na 6-APA a

kyselinu fenyloctovou (PAA).
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2.6. Enantioselektivita PGA

Enzym katalyzuje dva zakladni typy reakci: enamefigdivni reverzni hydrolyzu a
enantioselektivni hydrolyzu. V s¢asné dob je snaha pro studium enantioselektivity
vyuzZivat vypa@etni techniku za pouZitifistupu molekularniho modelovani. Techniky
molekularniho modelovani byly pouzity k vys$leni prechodovych stav komplexi
substrat-enzym (66), rozdilnych selektivit P&8A PGA" (79, 80) nebo PGAa PGA®
(81). Vdruhém fipadt byl, vzhledem k obtiznym podminkam, které dopreyiaz
krystalizaci tohoto heterodimerniho enzymu, zkarmstdn homologni model PGA
zaloZeny na jiz zndmych krystalovych strukturachAPGa PGA'. Struktura no¥
ziskaného homologniho modelu odhalila ziZenetbistu PGAY, kterd niize zvySovat
enantioselektivni vlastnosti enzymuicy testovanym aminoestien (81). 3D-krystalova
struktura PGA' byla uena pozdji (77).

2.6.1. Enantioselektivni reverzni hydrolyzy (asymetricka gntéza nebo

enantioselektivni acylace)

V piftomnosti aktivovaného acyl-donoru a racemické&simukleofilu je PGA®,
oproti alifatickym, vysoce enantioselektivniicv aromatickym aminokyselinam. Modely
piechodovych stav navazanych D- a L- enantioniermetyl estei aromatickych
aminokyselin v acykni reakci odhalily moznost vzniku nové stabilizupjodikové vazby
mezi karbonylovou skupinou L-enantiomeru a Arg26Belkova energie tetrahedralniho
intermediatu L-enatiomeru je niZ8i nez u intermedi& D-enantiomerem. Za vyuZiti tzv.
pokratilejSich dokovacich technik, molekularni dynamikylo zjiS€no, Ze jak za afinitu
k ligandu tak za enantioselektivni vlastnosti P&fsou v tchto reakcich zodp&dné
spiSe hydrofilni, nez hydrofobninterakce v aktivnim mi&t (66). Celkova energie
tetrahedralnich intermediatD- a L- enantiomér alifatickych aminokyselin vSak byla
podobna. Jako zaklad enantioselektivity se oberhlediska celkové energie povazuje
rozdil obvykle kolem 5 kcal/mol z pohledu celkoviergie komplexu (82).
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2.6.2. Enantioselektivni hydrolyzy

Enantioselektivni hydrolyza katalyzovana PGA byltudsvana kombinaci
enantiomerni separace na chiréalni stacionarni &aznolekularniho modelovani (83).
Stacionarni chiralni faze zaloZzena na imobilizovanénzymu PGA byla pouZzita pro
rozliSeni 35 racemickych
smesi pibuznych latek (2-aryloxyalkanovych kyselin, jejictosterickych analdga 2-
arylpropionovych kyselin). Enantioselektivita enaynse sniZuje se #tSujicim se
rozmérem substituerit a to jak na benzenovém féd tak na stereogennim centru. Na
druhé stra#, enantioselektivita vasta v ffipadt, Ze se na sterogenni centrum navaze
aromaticky kruh. Tato studie jen potvrdiléleitost gitomnosti hydrofobnich interakci
pro chiralni rozpoznavani racemickych sleain katalyzované PGA (84). Experimentalni
vysledky chirdlnich separaci byly také &Sg oweiovany technikou molekularniho

modelovani (78).

2.6.3. Aplikace enantioselektivity PGA pro produkci ¢istych chiralnich latek

Mnoho syntofi, zakladnich stavebnich piivki aktivnich farmaceutickych latek
(API), jsou povahou chiralni latky.skoliv enantiomery maji totozné chemickeé i fyzikalni
vlastnosti (vyjma si&ni roviny polarizovaného &tla), vykazuji vSak jiné chovani
v chiralnim, biologickém prostdi. Bylo doloZzeno, Ze kritické fyziologické proggsou
charakteristické az 100 % stereoselektivitou. Todjwod, pr& exogend dodavané
enantiomerd cisté latky mohou vykazat rozdilné interakce s dhirai cily jako jsou
enzymy, receptory nebo iontové kanaly (85). Praogdmavajici o enantioselektivni

reverzni hydrolyze jsou shrnuty v tab. 2 (str. 23).

2.6.4. Enantioselektivni reverzni hydrolyza ve vodném prog-edi

Od té doby, kdy Zmijewski a spol. (86) publikovalte PGA je vhodny
biokatalyzator z hlediska kinetickyizenych acylaci z pohledu rozliSeni racemickych
smesi, tak byly v &chto reakcich pouzity pouze PEPa PGA', v piipad PGA™ | jako
volny enzym (87, 88, 89). PGA byla aplikovana takézliSeni racemickych sfsi (RS-
fenylglycinonitrilu na R)- fenylglycinonitril (87) a racemickych sfsi a-aminokyselin
(52, 89, 90, 91, 92). Souhrn PGA katalyzovanychngaselektivnich reakci, detrg
vyslednych produki a jejich uplaténi je ukazan v tab. 2 (str. 23).
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2.6.5. Enantioselektivni reverzni hydrolyza ve dvoufazovénvodném systému

nebo organické fazi

PGA™ Kkatalyzovala rozliseni aromatickych aminokyselie vysokém stupni
enantiomernkistoty, zatimco pro alifatické aminokyseliny byhte parametr podstain
niz§i (66). Basso a spol. ukazal ?e PGAatalyzoval enantioselektivni rozliseni
racemickych srsi 4-fenylglycin metyl esteru a 4-hydroxyfenylglycnetyl esteru (93).
PGAF takté? katalyzuje rozliseni racemickychssi-aminoester (94).

2.6.6. Enantioselektivni hydrolyza ve vodné fazi obsahujidko-solvent

Tyto reakce byly katalyzovany PGA pochazejié. zoli, A. faecalis, A. viscosus a
K. citrophila a publikace pojednavajici o enantioselektivni hijjgm jsou shrnuty na str.
21 v tab. 2Ctyti skupiny latek podléhajici enantioselektivni hyi§ire jsou znazorny na
obr. 3 (str. 26). V r&dmci skupin byly studovanleéujici latky:
Alfa-amino kyseliny: racemickad sis N-fenylacetyl-3-hydroxyleucinu (95), racemicka
smes N-fenylacetyterc-leucinu (96) ¢i racemicka srs 2-chlorofenylglycinu (97).
Ketony: racemicka srs N-fenylacetylovaného 3-amino-azetidin-2-onu (9@)kemicka
smés kyseliny 4-oxocyklopent-2-en-1-yl 2-phenylocto@9), racemickd s#s N-
fenylacetylovanych derivaiaktonu homoserinuifpraveného pomoci PGA(100).
Amidy a estery kyselin: racemické sisi derivati mandloveé kyseliny (101).
PGA™ Kkatalyzovana enantioselektivni hydrolyza byla waZtaké pro Ppravu
intermedidh vyuZivanych p produkci dioxolanovych nukloetid nebo synthoin pro
syntézu pirodnich latek ve vysoké enantiometistots (102).
Alkoholy: racemické sisi N-fenylacetylovanych deriviat3-amino-3-fenyl-1-propanolu
(103).
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Poznamky?ERH ozn&uje enantioselektivni reverzni hydrolyzu, EH carja
enantioselektivni hydrolyzu
'SE vyjaduje rozpustnou formu enzmyu, IE vyjage imobilizovanou formu
enzymu

¥ predstavuje procentualni ek reakceeey, enantiomerni nadbytek substratu

¢i produktu a E miru enantioselektivity
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2.6.7. Vyuzivani enantioselektivity PGA v analytickych zd@izenich

Vysoky podil chiralnich latek na trhu gigymi latkami je divod pra farmaceutické
a biotechnologické spalrosti vyvijeji univerzalni metody profimou separactistych
enantiomel z racemickych sisi. Chiralni stacionarni faze zalozena na imobitr@Em
enantioselektivnim enzymu tgrstavuje &nnou a rychlou metodu pro separaci
enantiomel. Byly vyvinuty HPLC kolony nesouci imobilizovand®GA™ jako chiralni
selektor a v satasnosti jsou pouzivany jako tzv. enzymovy reaktoo pozliSeni
racemickych sisi (104). Technika kombinuje vyhody kapilarni etektrézy s moznosti
testovat stacionarni fazézné povahy pro zlepSeni procesu selektivity. Spgdmmotnostni
spektrometrii navic umazje okamzitou identifikaci reaktaint Review Calleriho a spol.
z roku 2004 (105) pojednava o vyvoji analytickygilikaci zaloZzenych na stacionarni fazi
obsahujici PGA. V minulych letech publikovali Galla spol. (84) chiralni rozliSeni 27
z 35 racemickych sési kyselin pomoci chiralni stacionarni faze zal@&ea imobilizované
PGA. NejdilezitéjSi parametr ovlisiujici enantioselektivitu byla mobilni faze, protogg
sloZzeni ukovalo retemini paadi enantiomér Aplikovatelnost PGA jako chiralniho
selektoru byla popsanaudi 2-aryloxyalkyl a 2-aryalkyl-2-aryloxyoctovym kykeam,
sloweninam vykazujicim farmakologicky vyznam (106).

Razné zmisoby imobilizace PGA ip vyvoji chiréalni stacionarni faze prokazaly, ze
enantioselektivni vlastnosti chiralniho selektoeuinepozranily (107).
V souwiasnosti je technika zaloZena na kovaléntmobilizované PGA na monolytické
koloné obsahujici kemkitou naph s epoxydovymi skupinami vyuZzivana jako vysoce
selektivni mikrosepatami metoda vhodna pro kvantitativni analyzu farméickych
~pripraviki” (napt. profeni) a detekci né&stot (108, 109).
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estery a amidy
a -aminokyselin ketony

Enantioselektivni
a-aminokyseliny hydrolyza
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a-aminokyseliny a-aminonitrily

Enantioselektivni
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estery a amidy
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Obr.3. Rozdléni substrat do skupin pro enantioselektivni hydrolyzy a enaslektivni reverzni hydrolyzy
katalyzované PGA.
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2.7. PGA jako promiskuitni enzym

Enzym schopny katalyzovat ¢kolik chemickych reakci s kompletnjinym
realkénim mechanismem (110) je nazyvan promiskuitnim exezg. Nedavno byl proveden
vyzkum s ohledem na promiskuitu P&Ave spojitosti s produkci nitroalkaril
modifikovanych APIs a N-heterocyklickych deriiatDoposud byly popsanyitreakce

lisici se v mechanismu katalyzy PEA

2.7.1. Markovnikova adiéni reakce

Markovnikova adini reakce pedstavuje elektrofilni adici na dvojnaii trojnou
vazbu, kdy se elektrofilijSi ¢astéinidla aduje na atom uhliku €téim p@tem vodikovych
atomi (111). Reakni mechanismus Markovnikovy adice se sklada z edékti adice na
dvojnou vazbu nukleofilu. Markovnikova adice katyana PGA (obr. 4, str. 28) byla

studovana s rozdilnymi vinylestery jako substrati?), s uracilem a alopurinolem (110).

2.7.2. Transesterifikace

Transesterifikace je termin pouzivany pro reakoe jedester transformovan v jiny
v disledku vynény alkoxylové skupiny za alkoxylovou skupinu alkdnd64, 113).
Lindsay a spol. studovali PGA katalyzovanou tratesdikacni reakci metyl esteru
kyseliny fenoxyoctové s 1-propanolem v hexanu. Bmnavic vykazoval, Ze byl vice jak
750-krat reaktiviySi po lyofilizaci a za fitomnosti KCI (114). Liu a spol. publikovali
vroce 2012 transesterifiai reakci vinylecatatu s guaifenesinem katalyzovaR&A.

Guaifenesin je API vyuZivana préipravu anxyolytik a centralnich myorelaxans (115).

2.7.3. Henryho reakce

Reakce je date znama v organické chemii &gstavuje vznik nové C-C vazby v
reakci nukleofilniho nitroalkanu s elektrofilnimdahydem nebo ketonem (116). Produkty
takovéhoto spojeni jsofrnitroalkanoly, které jsou uziéeé pro syntézy intermediapro

piipravu mnoha biologicky aktivnich latek, jako jsoagr. fungicidy (117). Milner a spol.
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popsali gimou, PGA katalyzovanou Henryho reakci vedouci kligeni stereisomér
(118).
Wang a spol. pouZil imobilizovanou PEApro katalyzu syntézy-nitroalkanof v

piitomnosti DMSO, avSak s velmi nizkym ¥gkem (119).
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Obr. 4. Hypoteticky mechanismus Markovnikovyadireakce katalyzované PGA
(110).

2.8. VyuZziti PGA v biosenzorech

Biosenzory se sestavaji z biologické komponentysdmsitivni vrstvy aigvodniku
signalu z chemického na fyzikalni. Imobilizovanézyny jsou pouzivany jako
biosensitivni komponenty u elektrochemickych seiskieré pedstavuji téré polovinu
publikovanych enzymovych sen#o(120). Liu a spol. vyvinul biosenzor pro kontrolu
ferment&niho procesu zalozeny na iontoselektivnim pevodniku s efektem pole, jehoz
biologicka komponenta byla PGA. Doba odezvy biosemna fizné hodnoty koncentrace
penG v roztoku byloifblizn¢ 30 sekund (121). Biosenzor vykazoval vysokou sitsi a
dlouhodobou opetai stabilitu @i pouziti pro off-line monitoring koncentrace penG

v kultivacnim médiu Bhem fermentace (122).
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Analytické pistroje nazyvané enzymové termistory jsou pouzivgako senzory

pritokometfi plyni a kapalin. Yakovleva a spol. (123) vyvinuly sensit enzymovy

termistor zaloZeny na imobilizované PGA, ktery aglikovan na ufeni koncentrace penG
v rozmezi od 0,02 do 200 mM.

2.9. Semi-synteticka antibiotika: chemie vs. bioproces

Ve 2. polovirt minulého stoleti byly vyvinuty laboratorni biopesy gipravy
riznych SSBA, které v s@éasné dob nahrazuji chemické procesy a zahrnuji dva hlavni
kroky:

1. pipravu nukleofilni molekuly 6-APA, pdp 7-ADCA enzymatickou hydrolyzou
acylového postrannihtettzce z givodnich p-laktamovych antibiotik, které bylo mozno
ziskat z fermentanich postuf). 2. Syntézu SSBA z nukleofila a postrannfbtszce (acyl-
donor) za vznikip-laktamového antibiotika. Séasnym trendem je enzymatickéigrava
kombinovana s minimem chemickych kigkteré @etrvavaji v oblasti chemické syntézy
acyl-donofi. Enzymaticka cesta vyrazrsnizuje energetické pozadavky, emise GO
znetisténi Zivotniho progedi obecd. Z tohoto divodu se vyvoj a vyzkum ffpravy
novych SSBA souitdil na biokatalyzu. Ze dvou moZnosti (termodyndyicmebo
kineticky fizena syntéza) je vhod#8i kineticky fizena acylace (124, 41). Zé&chto

podminek v utitém okamziku v reakni snesi vznika kinetické maximum produktu.

2.9.1. Kineticky Fizena syntéza

Pri  kineticky ftizené syntéze se vychazi z energeticky bohatSiceshiy,
aktivovaného acyl-donoru (metyl estery nebo amidy-feBylglycinu a D-
hydroxyfenylglycinu) (125). Rea&ki mechanismus enzymaticky katalyzované syntézy

amoxicilinu je ilustrative znazorgn na obr. 5 (str. 30).
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Obr. 5. ZjednoduSeny re&ki mechanismus enzymové syntézy amoxicilinu.

Uginnost PGA v kinetickyizené syntézy SSBA Ize posuzovat dle toho, jakalnbtu méa
pomer rychlosti syntetické reakce SSBA ku rychlosti rofgitické reakce acyl-donoru.
Tento S/H porr ndmiikd, jestli enzym vice preferuje jako nukleofikihidlo 6-APA
nebo molekulu KO. Hodnotu parametru S/Hibeme do Wité miry snadno ovlivnit ve
prosgch syntézy produktu @erpanim produktu (126, 26, 128) a teploty tedksnesi
(127), nebo takéfmanim rozpousgtel misitelnych s vodou (52, 29, 129).

2.9.2. Nukleofily pro nové generace SSBA

Souwasné pouziti PGA jako katalyzatoru pro produkcileafla v industrialnim

metitku je ukdzano na obr..3Enzym je vyuzivan pro hydrolyz@-laktami, bezne
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produkovanych fermentacemi kvasinkovych prashigh kmeri (130) na 6-APA a 7-
ADCA, i chemicky modifikovanych fenylacetylovanyckfalosporifi na nukleofily
7-amino-3-vinylcefalosporanovou kyselinu (7-AVCA), 7-amino-3-
prophenylcefalosporanovou kyselinu (7-APRA) a 7+ao¥iB-chlorocefalosporanovou
kyselinu (7-ACCA). Oh a spol. studovali moznost pplPGA na pipravu kyseliny 7-
aminocefalosporanové (7-ACA) z cefalosporinu C fe&p Zavedli sotasré vice jak 7
zanen aminokyselinovych zbytk v aktivnim centru, které zvysili aktivitu PGAu#
glutaryl-7-ACA vice jak 7,6-krat. Toto zlepSeni bytloprovazeno s@asnou redukci
aktivity vaci penG (6). Tato modifikace jasnukdzala cestu jak rozg&i portfolio
hydrofobnich aromatickych Boich fetzci, akceptovanych PGA, o hydrofilni linearni
postrannirettzce. Nicmén tato modifikace neidZe byt vyuZita pro produkci 7-ACA
v primyslovém velkoobjemovém étitku.

PGA z&ala byt vyuzivana i pro syntéfylaktamovych antibiotik z jader z 7-ACA
derivovanych chemickou modifikaci v pozici 3"-jakeTACA, 7-SACA, 7-ACCA, 7-
APRA a 7-ZACA (131). Chemicky modifikované jadraAGA jsou vice stabilni v
kyselém prosedi, které minimalizuje hydrolyzu SSBA a udrZujesipanni iettzec
v pozici 7° ve své nedisociované farncoz PGA vyZaduje (132). Stasné 7-enzymatické
| 3-chemické derivatizace 7-ACA nebo 6/3-derivatez#®-APA vedou If3-laktamovym
antibiotikim se zlepSenymi vlastnostmi. Cefamandole (7-TAC&fazolin (7-ZACA),
cefonicid (7-SACA), cephaclor (7-ACCA), cefprozil7-APRA) jsou piklady 7/3-
procesovanych cefalospoiina pouze pivampicilin reprezentuje penicilin pranesy
v pozicich 6/3 (tab. 1, str. 14; obr. 6, str. 32).
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2.9.3. VylepSovani PGA z pohledu parametru S/H

Znalost krystalové struktury PGA(76) umo#uje identifikovat aminokyselinova
residua dastnici se enzymové katalyzy a jejich cilenou &amvedouci k vylepSeni
syntetickych parametr(24, 16, 14, 17, 18). &&kava se, Ze tyto z&my pozitivre ovlivni
interakce ,enzym-substrat‘. U chimerni PGA zkonswané shufflingenpac geni PGA™,
PGA" a PGA" bylo prokazano zvyseni syntetické aktivity o 40 %ovovnani s PGA.
Chimérni enzymy PGE a PGA® s bodovymi mutacemi vykazovaly 40-90 % isr
v relativni rychlosti transferu acylu nalaktamové jadro &hem syntézy ampicilinu a
vykazovaly také zlepSentigrodukci ampicilinu, cephalexinu a cefadroxili8)2
Modifikace PGA™ na fiznych mistech povrchf-podjednotky zvy3uji stabilitu enzymu
v kyselém progedi nebo v progedi organickych rozpougtel (39).

2.9.4. Budouci trendy aplikace PGA

Souasné pozadavky @myslu na enzymovou biokatalyzu jsou: zvySeni
produktivity existujicich katalyzatéra vyvoj novych katalyzatér Tyto poZzadavky jsou
nevyhnutelné pro vyvoj ekonomického, velkoobjemavéirocesu. Jiz bylo doloZeno
laboratornimi experimenty, Ze genetické inzenyrsérizyni a pirozena diverzita
mikroorganisni budou sotiasti vyvoje novych bioprocésDiky velmi rychlému pokroku
v bioinformatice, pedstavuje molekularni modelovani¢etnt molekularnino dokovani,
s piamyslow dalezitymi substraty slibny fiistup pro vyuziti predikce aplikovatelnosti
PGA, co se t§e substratove specifity, kinetickych parametrstereoselektivity (81, 133).

Produktivita PGA v biokatalyze iie byt dale zvySena é&pobem imobilizace a
aplikovanim s vodou misitelnych organickych solieatbezvodych roztak(134). Také
musi byt zvaZzovana specificka aktivita katalyzataroperani stabilita pro dany proces
selektivita ke xenobiotikn stejré jako difluzni omezeni, které redukuji ¥¥host produktu
reakce (136). Omezeni vgmosu hmoty v katalyzatoru je v sagnosti jedna z hlavnich
bariér pro dalSi zlepSovani v oblasti jejich vyvdjE35). PGA-aktivované membrany
pouzivané v membranovych bioreaktorech nebo korabineobiliza&nich procedur a
mutageneze povrchu PGA (137, 138, 1#8dstavuji tedy do budoucna slibnésgupy
v pripraw cinnéjSich biokatalyzatdr. Nahradou nekonzervovanych aminokyselinovych
residui na povrchu enzymu lysinem nebo nahramiaal 8 residui kyseliny glutamoveé

distribuovanych po povrchu enzymu (139) navic nijakvlivnilo syntetickou aktivitu
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enzymu pro syntézu cephalexinu, cefprozilu a cefach zda se tedy, Ze toto jsou okiecn
aplikovatelné strategie pro zvySovani enzymovéilitials organickych rozpousgtlech.
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3. Material a metody:

3.1. Chemikalie

T-AD C A e Fluka, Richemica
AGAIOSA. .. ot ettt ——————— et ettt e e aan Lonza, USA
amoxXIicCilin..........ooo i ,.Sigma-Aldrich, Chemie Grily Svycarsko
B A P A Fluka, Biochemica
AMPICHIN. .. s e e e e e e e LEIVA QLS.
BCA kit pro stanov. konc. bilkovin.......................... Pier€hemical Company, USA
Boritan sodny.........cocoi i Sigma-Aldrich, Chem@&mbH, Svycarsko
BromfenoloVA MOtl.........cooiii Serva, Nmecko
07T MERCI s.r.o.CR
cefadroxXil........oooviiiiii i, Sigma-Aldrich, Chemie G, Svycarsko
CH3COOH......oiiiiiiii it ee e eee e e enn.LACH-NETCR
cephalexin.........ccooveii i Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Svycarsko
Coomassie brilliant Blue R-250................... Sigma-AldrjcChemie GmbH, Svycarsko
3] /ST TR Sigma-Aldrich GmbH, $aysko
ED T A Lachema, N.P. Brn@,eskoslovensko
1 7= Vo ) PPN IF: (ol o B\ [<Y( @) 2]
Ethidiumbromid............eeeeiiiiii e Serva, Nmecko
Etylacetat..........ccvviii i Sigma Aldrich Gmbl$vycarsko
a-fenylalanin..........co Sigma-Aldrich
Fenylacetyl chlorid......... ..o, Sigma-Ahith
= (10 TR Lach-NerCR
Glycerdialdehyd......................ccceiieveiieee e enn 2. Carl-Roth GmbH C@Qgmecko
€11V oT=Y 1o Lach-NerCR
51 = 10 Y Lachema

HCl v oo eee e eee e eee e eeeiieee i eee e nnnLachema, NLP. Brn@eskoslovensko
a-homofenylalnin..........oooi i Sigma-Aldch

B -NhOMOIEUCIN. ..ot e e 2. SIgMA-ALDiCh
HPGA..........eoceeee e eeeii e e 20.Sigma-Aldrich, Chemie GmbiSyycarsko

KH P O . . e e Merck, Nmecko
ot 15T ] 1= T Sigma-Aldrich
KvasniEny autolyzat...........c.oevveiii e e, Bionis MF,Brayin

35



Kyselina CItONOVA...........coov i e, Lachema, N.E.gskoslovensko

Kyselina fenyloctova..................oooeennn. Sigma-Aldrich, CheenGmbH, Svycarsko
1= 0T Sigma-Aldrils
Bl BUCIN . L Sigma-Aldrich
2-merkaptoetanol...... ..o Flukajd&hemica
1= =T o Vo ) R PPRUPPRRIN IF-Yol o N [=118) o
1Yo 11 Lachema, N.P. Brnd@;eskoslovensko
NN T P Lach-NeCR
NAS O i Lachema, N.P. Brnd@ eskoslovensko
Fosfor&nan sodny..........ccceovveiiiiiiiii i i e e e e MeTCK, Bimecko
NBRHP O . e Merck, Nmecko
NAOH. ... e Lachema, N.P. Brn@,eskoslovensko
(NH2)2SOs. . e, Lachema, N.P. Brn@eskoslovensko

NAHCOS. .. oottt i Lach-Ner CR

Penicillin G.............cccoevvvieeieevee e Sigma-Aldrich, Chemi@mbH, Svycarsko
Peroxodisiran amonny..............................Sigma-Aldrich, Cher@mbH, Svycarsko
PGA......oiiiiiii e e 2222.Sigma-Aldrich, Chemie GmbHy$carsko

P S . Fluka, Biochemica
Polyetylenglykol...... ... Qiagen, &necko
P-DAB......cooiiiiie e e 2. SigmMa-Aldrich GmbH, Svycako
LI 10 ] o PO PR Imuna Pharm, a.s.
TEMED ... .ot e e, Sigma-Aldrich, Chemie Gmbl$vycarsko
S S . Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Svycarsko
SACNAIOZA. ...t Lachema
o (= o =1 o T Sigma-Aldrich
NIPAB . .. .ot s ete e e e e Sigma-Aldrich GmbH, $aysko

Veskeré pouzité chemikalie bytjstoty p.a.
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3.2. Pufry

3.2.1. Komeréni pufry pro krystalizaci

TRIS e Loba Feinchemie, Rakousko
BICIN AT e e e Qiagen, Nmecko
JCSG COret. i . QlageN @Rhecko
JCSG COrel. . e e QlAGEN ENIECKO
JCSG COrB2. .t e e et e e e e e QlAGEN ENIECKO
JCSG COrE3. it e e e e e e e QlAGEN ENIECKO
JCSG COre4...eiiieee e e e QlAGEN ENIECKO
MOTPNBUS . . e e e e e e Qiagen, &necko
MIdAS... e e e e e e a2 QTG EN, RMeECKO

3.2.2. Komeréni pufry pro mutagenezi

Vazebny PUTT....coo e Qiagen, Nmecko
PromMyVacCh PUTT.......ooiiii e Qiagen, Nmecko
11T o PSP Qaésg Nemecko
TaNQO PUTT. .. s e e e e e e e e e e e e eeeenneend iaQen, Nmecko
P L DU e e e e e e e e e ranna Qiagen, Nmecko
P 2 PUTT . e Qiagen, Bmecko
T o U PSSR Qiagen, Nmecko
Acetat-MOPS pufr.....cccooeeeiiiiiiiiee e Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Svycarsko
Pufr pro polymerasu Herculasa ll...........cccooeeiieeii Qiagen¢ecko

3.2.3. Pufry pro agarosovou elektroforézu

TBE pufr: 0,45 M TRIS, 0,45 M hBO3, 10 mM EDTA (pH = 8,0)

TE pufr

10 mM TRIS, 1 mM EDTA

Vzorkovy pufr GLB IV

40 % (w/v) sachar6za, 0,25 % (w/v) bromfenolova imod
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3.2.4. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)
Délici gel pro SDS-PAGE

1,25 ml 1,5 M Tris pufru (pH = 8,8)

1,65 ml 30 % snresi akrylamidu (29 % akrylamid + 1 % bis-akrylamid)
2,0 ml deionizované vody

50 pl 10% vodného roztoku persiranu amonného

2 ul TEMED

50 ul 10 % SDS

Zaostrovaci gel pro SDS-PAGE

0,125 ml 1M TRIS pufru u¢hoz bylo upraveno pH na hodnotu 6,8
0,17 ml 30 % srsi akrylamidu (29 % akrylamid + 1 % bis-akrylamid)
0,675 ml deionizované vody

10 pl 10 % vodného roztoku persiranu amonného

2 ul TEMED

10 pl 10 % SDS

Vzorkovy pufr

5 % (w/iv) SDS, 25 % (v/v) merkaptoetanol, 50 % Jvilycerol, 0,1 % (w/v)
bromfenolova moff 50 mM TRIS-HCI (pH = 6,8)

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE

25 mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1 % (w/v), 0,1 % (w/SPS, pH = 8,3

Barvici roztok

0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250, 45 %vjvmetanol, 10 % (v/v) kyselina

octova

Susici roztok

25 % (v/v) metanol, 2 % (v/v) glycerol
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Odbarvovaci lazai

25 % (v/v) metanol, 10 % (v/v) kyselina octova

3.2.5. Dialyza¢ni pufr

40 mM KH,PQ; (pH upraveno na hodnotu 7,5 1 M HCI)

3.2.6. Pufry pro purifikaci penicilinacylas

Purifikace PGA”:

A - 10 mM fosfatovy pufr (pH = 7,5)
B - 10 mM fosfatovy pufr (pH = 7,5) obsahujici O/INaCl
E - 0,1 M Tris-HCI pufr, pH = 7,2

Purifikace PGAF®:

A — 5 mM fosfatovy pufr (pH = 7,0)

B - 25 mM fosfatovy pufr (pH = 7,0)

C - 5 mM fosfatovy pufr (pH = 5,9)

D- 5 mM fosfatovy pufr (pH = 5,9) obsahuijici 0,2MACI
E - 0,1 M Tris-HCI pufr, pH = 7,2

3.2.7. Pufry pro stanoveni reakénich produkti

0,01M fosfatovy pufr a 10 % metanol (pH = 3,0)
0,01M fosfatovy pufr a 30 % metanol (pH = 5,6)
0,01M fosfatovy pufr a 40 % metanol (pH = 6,5)
vodny roztok HCIQ, pH =1

2mM CuSQ-isopropanol v porru 95 : 5

2mM CuSQ-isopropanol v porru 98 : 2

3.2.8. Kultiva éni média

LB medium

trypton 10 g, kvastiny extrakt 5 g, NaCl 10 g, destil. voda do 1000(mH = 6,8 -7,2)
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Piiprava tuhého LB média:
LB médium bylo doplano agarem v mnozstvi 20 g agaru na 1 litr média.

Zasobni roztok kanamycinu
Bylo pripraveno 10 ml antibiotika kanamycinu o koncentrfa@img/ml. Nasledh
byly alikvoty antibiotika zmrazenyip-20°C a v pipact potreby pouZzity pro fipravu

média LBKm.

3.3. Enzymy pro molekularni biologii
Restrikcni enzymXbal............uuviiiiiiiiiiee e Qiagen,dhecko
I B\ N [0 = 1T DR Qiagé&kmecko
Polymerasa Hreculasa ll...........cooiiiiiiiiiiiceeeeme e Qiagensmecko
Restrikcni @NzZymMPSEL. .......coiiiiii i Qiagen,decko
T MOIY SN .. e e e e e e e e e Promega, USA
Y2074, 11 TP Sigma Aldrich GmbH, Svgicsko
RINGSA A e e Qiagen, &imecko

3.4. Specialni Fistroje a prislusenstvi

Bioreaktor pro kultivaci mikroorganisim................... B.Braun Biotech Int., Svycarsko
Ultrazvuk Microson XL200.........cooviiii i MicrosorMisonix USA
Tessek SGX C18 5um (4x250 mm, Tessedska republika...................... TessekR
Chiralni kolona Sumichiral OA-5000..........cccovvviviieiie e, Suchiral, Japonsko
Chirélni kolona CR(+) Crownpack..........c.ocvuveiieiiiiiiieieveiieee e i2al, Francie
Aparatura pro SDS-PAGE..........ccooii Bio-Rad Lahtorie, USA
Chromatograficka napl(100x16 mm) Fractogel COQ................... Merck, Néemecko
Chromatograficka napl(100x16 mm) Fractogel DEAE.................Merck, Némecko
Chromatograficka napl(700x16 mm) Sephadex G-75.............. Amersham, Biogas
Spektrofotometr UV-1601.......c.ccouviiiiiiiiiiie e, Shimadziaponsko
UV-spektrofotometr Multiskan Ascent................... Thermo-Fischer-Scientific, USA
Vysoko&iny kapalinovy chromatograf.............ccccooviiiiiii e, DionexaBimit
Vysoko&iny kapalinovy chromatograf..............cccooeiviiiiii i Shimadzupdasko
Automaticky titrator (moduly ABU-80, TTT-80 a PHM2B.............. RadiometelCSSR
OrbitalNi FEPAKA. .. .evviviiiiiiieeeiee e e e Gallenkamp, Velka Britanie
Termalni PCR cycler PTC 200.........ccooooiiii e e MJ Researcl5AU



CCD Kamera Gel LOgIC 200.......ccoiiiiie e e e e Kodakaponsko

Krystalizani robot..........cooiiiii i Art Robins Instruments, BS
Mikroskop ArtRay.........cccociiiiviiiiii it i ieee e Olympus, Japonsko
Skenovaci automaticka kamera Mdrivel7................... Ingeliit Motion System, USA

3.5. Software

EXPASY SEIVET .. ... cieeiie et eee et e e e, Ustav BioinformaikSvycarsko
ST Y Univerzita Virginia, USA
Clustal OMEBQa. ... et e e e EMBL-EBEU
Swiss-model.............ccoeeevveeeiiiieeiiiieeiieeeeenn........Ustav Bioinformatikgvycarsko
VErTY BD . e e e Univerzita Kaliforme, USA
PYMOL. . volr dostupny software
AVOGAAIO. .. e e volr dostupny molekularni editor
AutoDock Vina plug-in modul pro PyMol...............Scrippsiv vyzkumny Gstav, USA
Vizualizatni sotfware Kodak Molecular Imaging.............................Kodalkaponsko
Zobrazovaci sotfware pro prohlizeni krystalizi@h podminek........Olympus, Japonsko
POSEVIBW. ... e e BioSolvelT, Nmecko
RAMPAGE SEIVEr.. .ot e Univerzita Camlyg] VB

3.6. Mikroorganismy

Hostitelské kmeny:

E.coli BL21(FompT hsbSs (rs'mg’) gal dem, 140) aE.coli RE3 (prototrofni kmen nesouci

na chromosomu strukturni gen pro PGA41).

Rekombinantni kmeny:

E.coli RE3 (pKA18), produéni kmen pro PG (65)
E.coli BL21 (pKX1P1), produéni kmen pro PGA (142)
E. coli RE3 (pMiG7), produéni kmen pro modifikovanou PGRhe24Cys

Biomasy rekombinantnich kmérk.coli BL21 (pKX1P1) ak.coli RE3 (pKA18) pouzité
pro purifikaci byly gipraveny v kontinual&dmichaném bioreaktoru Biostat MD (65, 142).
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3.7.  Priprava hrubého extraktu PGAF/PGA*/PGA*PheB24Cys

Rozbiti bunék ultrazvukem

50 grozmrazené biomasy (sucha hmotnashblizné 20 %) byla ngedéna ctyrikrat
0,1 M roztokem NaCl. Kyveta se vzorkem biomasy byhistna do ledové lazn
Sonikace byla provéta opakova# desetkrat a probihala vzdy po dobu 60fiute
s minutovymi intervaly pro ochlazeni. Teplota vaotkyla mezi jednotlivymi sonikacemi
udrzovana pblizn¢ na 20°C. Zbytky butk byly oddleny centrifugaci (centrifuga
Eppendorf 5403, rotor 16F6-38, 15 min., 11000 ob/mT = 8°C) a takto fpraveny

hruby proteinovy extrakt byl nasleglpouZit pro izolaci penicilinacylas.

Frak &ni sréZzeni hrubého extraktu enzymu siranem amonnym

Hruby proteinovy extrakt byl srdzen siranem amomngo 70 % nasyceni
supernatantu. Na srazeni PGA z 1 ml roztoku siraaemonnym je pdeba 0,39 g
(NH4)2SQO,, ktery byl gidavan po malych objemech po dobu 20 minut, z&ktamichani
a chlazeni v lazni ledovéi$t. Srazeny roztok byl michan dalSich 60 minut, ¢ergaci
byl odclen precipitat (centrifuga Eppendorf 5403, rotoF&&8, 8000 ot./min., 10 min.,
T = 8°C), ktery byl uchovavarrip-20°C.

Stanoveni koncentrace bilkovin

Koncentrace proteinu byla stanovena chromogemkicigpomoci kitu BCA
Slepy vzorek: 80ul destilované vody + 1,6dmiidla
Vzorek: 80 ul vzorku (vfipadt narecénych vzorki ) + 1,6 micinidla. Po protepani byl
vzorek ponechan 30 minutiipteplo€ 37°C a na spektrofotometru byla &®na

absorbanceipvinové délce. = 562 nm.

3.8. Purifikace PGAF®

Chromatografie na koloné s napini DEAE fractogel

Byl pouzit DEAE fractogelu EMD 6500(S) (17 cm x 2,5 cm). Kalibr&adony byla
provedena 5 mM fosfatovym pufrem o pH = 7,8edPnanesenim vzorku na kolonu byla
dialyzou proti mobilni fazi A upravena iontova sigH. Po dialyze byl vzorek odstEn,

nanesen na kolonu (peristalticka pumpéajqd cinil 0,5 ml/min.) a spugh praitok mobilni

42



faze kolonou (1 ml/min.). Vymyti navazanych proteibylo kontrolovano absorbanci
eluatu pi 280 nm.

V prab¢hu nanaseni na kolonu byl vzorek uchovavan v lediaxd@ @i teplot 0°C. Eluce
byla provadna gradientem pH:

Mobilni faze A: 5 mM fosfatovym pufrem (pH = 7,0).

Mobilni faze B: 25 mM fosfatovym pufrem (pH = 7,0).

Celkovy objem eléniho pufrucinil 240 ml. Jimany byly 10 ml frakce a vSechnykira
byly orient&n¢ otestovany spektrofotometricky na aktivitu na rotkracni destéce.

Aktivni frakce byly prongieny na obsah proteira hydrolytickou aktivitu enzymu.

Chromatografie na koloné s naplni COO fractogelu

Byl pouzit COO fractogel EMD 6500 (S) (20 x 2,5 cm). Kalibracelday byla
provedena 10 mM fosfatovym pufrem o pH = 7,BedPhanesenim vzorku na kolonu byla
dialyzou proti mobilni fazi A upravena iontova slgH. Po dialyze byl vzorek odstin
a nanesen na kolonu (pok 0,5 ml/min.). V piibéhu nandSeni na kolonu byl vzorek
uchovavan v ledové lazniigeplo€ 0°C. Rychlost pitoku eli&niho pufru kolonou byla 2
ml/min. Eluce pro PGAbyla provadna gradientovou eluci:

Mobilni faze A: 10 mM fosfatovy pufr (pH = 7,5)
Mobilni faze B: 10 mM fosfatovy pufr (pH = 7,5),10M NaCl

Eluce pro PGK byla provadna gradientovou eluci za nasledujicich podminek:
Mobilni faze A: 5 mM fosfatovy pufr (pH = 5,9)
Mobilni faze B: 5 mM fosfatovy pufr (pH = 5,9) olteaici 0,2 M NaCl
Celkovy objem elaniho pufrucinil 400 ml. Jimany byly 10 ml frakce a vSechnykfra
byly orient&n¢ otestovany spektrofotometricky na aktivitu na rotkracni destéce.

Aktivni frakce byly prongieny na obsah proteira hydrolytickou aktivitu enzymu.

Gelova chromatografie

Byla pouZzita kolona Superdex 200 (75 cm x 1,6 cktgra byla ekvilibrovana
pufrem A (0,1 M Tris-HCI pufr, pH = 7,2). Vzorek lya kolonu nanesen, zakoncentrovan
(Amicon Ultra, propustnost do molekulové hmotnd@i 000) a promyt pufrem A. Eluce
byla provedena pufrem A (0,1 M Tris-HCI pufr, pH7:2, pfitok 1 ml/min.). Celkovy
objem elgniho pufru¢inil 240 ml. Jimany byly 10 ml frakce a vSechnykira byly
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orienta&né otestovany spektrofotometricky na aktivitu na rotkracni desttce. Aktivni

frakce byly promdieny na obsah protaira hydrolytické aktivitou enzymu.

3.9. Stanoveni hydrolytické aktivity chromogenni reakci

Stanoveni aktivity PGA (PGA PGA', PGAPhe24Cys) je zaloZeno na
hydrolytické reakci, v niz vznikd z penicilinu G ARA. Aldehydicka skupinap-
dimetylaminobenzaldehydy-DAB) vytvaii s primarni aminoskupinou 6-APA Schiffovu
bézi, jejiz koncentraci Ize stanovit spektrofotoneéy.

3.9.1. Orientaéni spektrofotometrické stanoveni aktivity PGA

Reakéni sns byla gipravena smichanim 5 pul vzorku obsahujicim enzy@ gl 2
% roztoku penG v 50 mM fosfatovém pufru (pH = 8y§lemperovaném na laboratorni
teplotu. Reakce probihala v mikrotitrach destikach. Reakce byla ukoéena po 15
minutach pidanim 150 pl zastavovaci 8sn slozené z: 20 % kyseliny octové, 50 mM
NaOH ap-DAB rozpuséném v metanolu (5 g/l metanolu) vpem 2 : 1 : 1. Po 5 min.
byla absorbance Zkitzabarveného roztoku ziena na spektrofotometru MultiSkan

Ascent pi vinoveé délce 415 nm.

3.10. Stanoveni specifické hydrolytické aktivity

Purifikovand PGA a PGA® vykazovaly specifickou aktivitu 60, resp. 50 U/mg
proteinu. Aktivita 1U byla definovana jako mnozsévizymu produkujici 1 pumol kyseliny
fenyloctové za minutu z penG (2 % w/v) v 0,05 M f&aevém pufru o pH = 8,0,
udrzovaného pomoci 0,1 M NaOHi peplo& 37°C a za konstantniho michani. Titra
systém (Radiometer) byl vybaven pH statem, a auiiokyan titratorem.

3.11. Polyakrylamidova gelové elektroforéza v prostedi SDS (SDS-PAGE)

Ke 12 pl vzorkm s proteiny byly fidany 3 pul vzorkového pufru. Obdobke 12
ul roztoku standardu byly taktéZigny 3 pl vzorkového pufru.ripravené roztoky byly

kratce centrifugovany, poieny ve vodni lazni po dobu 5 minut a poslérenpseny do
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jamek v elektroforetickém gelu (slozeni gelu viz2.4.). Elektroforéza probihalaiip
vloZeném nagti 80 V. Po pechodu do diciho gelu bylo nagti zvySeno na 120 V.

Po ukorteni elektroforézy (3,5 hodiny) byl gel na 1 hodutoZzen do barvici lazn a poté
pienesen na 30 minut do odbarvovaciho roztoku, Kbstycelkem tikrat az ctyrikrat
vymenén. V konené fazi byl gel ponien do suSiciho roztokuigkryt z obou stran folii a
vysuSen fi laboratorni teplat.

3.12. Charakteristika PGA® a PGA" z pohledu SSBA

Kinetické parametry pro hydrolyzu substratu (Km, Vmax, Kcat)

Parametry byly uovany s purifikovanymi enzymy PGAa PGA® v 0,05 M
fosfatovém pufru (pH = 7,0)ip30°C. Koncentrace reaktanbyly monitorovany pomoci
HPLC. Zavislost mezi p@ateini rychlosti reakce a koncentraci substratu (v exnod 1
do 1000 puM) byla uena pro kazdy substrat véetch nezavislych experimentech.
Kinetické parametry K a Vimax byly vypcitdny za pouziti Hanes-Wolf plotu. Katalyticka
konstanta k.o byla odvozena od ¥ix @ molarni koncentrace enzymu vV reakci
(vypositdvdna z mnoZstvi proteinu a molarni hmotnosti PGera &ini 89 kDa, pro
PGAF ¢ini molarni hmotnost 86 kDa). Jako substraty bydyiity ampicilin, amoxicilin,

cephalexin a cefadroxil.

Kinetické parametry pro syntézu p-laktamovych antibiotik (S/H, Psmax)

Teplota rea&niho roztoku obsahujici aktivovany acyl-donor (AD6 mM D-
fenyglycin amid nebo D-4-hydroxyfenylglycin amid)hakleofil (N, 25 mM 6-APA nebo
7-ADCA pro S/H a Bmay v 0,05 M fosfatovém pufru (pH = 7,0) byla uprasema 25°C.
Reakce byla odstartovanédganim purifikovaného enzymu (5-40 pl na ml raaksnesi)
a pribéh reakce byl monitorovan pomoci HPLC. Retntasy jednotlivych reaktafita
vznikajiciho produktu jsou uvedeny v tab. 3 (si).6Poté byly vypoitany paateni

rychlost vzniku antibiotika a volné aminokyselinjagdrolyzovaného acyl-donoru (AD).

HPLC stanoveni realknich produkti

Koncentrace reakich komponent byly geny pomoci HPLC (Dionex-Summit) za
pouziti kolony Tessek SGX C18 5um (4 x 250 mm, &ksSeska republika). Mobilni
faze (0,01 M fosfatovy pufr a metanol) se odliSgvaio jednotlivé substraty nasledavn
pH = 3,0 a 10 % metanol pro amoxicilin a cefadropiH = 5,6 a 30 % metanol pro

ampicilin a cephalexin.
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3.13. Syntézap-laktamovych antibiotik za pouziti imobilizovanéhoenzymu

Priprava zesitnych enzymovych agregat

Supernatant po desintegraci Bkr{60 ml) byl nejdive vysrazen do 70 % nasyceni
pevnym (NH).SO,. K odstednim oddlené pelet (Eppendorf 5403, rotor 16F6-38, 10
min., 10 000 ot./min.) bylijdan fosfatovy pufr do celkového objemu 10 ml. Rsladné
resuspendaci byl odebran vzorek pro stanoveniigkiRGA" & PGA™ a koncentrace
proteini. Suspenze byla dale po dobu 2 hodin michana naetiakgé michéce a pislusné
mnoZzstvi roztoku glutardialdehydu (1,33 ml na 1066 proteinu) bylo pdavano po
kapkach. Hodnota pH sfsi byla upravena a udrZzovana na hodnp pomoci 40 %
NaOH. Vzniklé CLEA byly poté 2 x promyty 100 ml OM fosfatovym pufrem (pH =
7,5), odstedény a resuspendovany vtémze pufru. Postup byE jgktnou opakovan.

Pripravené CLEA byly uchovavany v 0,1 M fosfatovénirpupri teplog +4°C.

Syntézy antibiotika ve vysokych koncentracich subsita za pouZziti imobilizované
PGA* a PGA™

Kineticky kontrolované syntézy byly prové&dy v michaném reaktoru s pracovnim
objemem 100 ml (400 ot/min, T = 25°C) a pH bylo 2afano pomoci 12,5 % (w/v)
vodnym roztokem amoniaku. Nukleofil (6-APA nebo D®BA) byl piidan do vody a
rozpusén piidavkem vodného roztoku amoniaku (pH bylo udrZzovaaochodnat pH =
7,0), aktivovany AD (D-fenylglycin metyl ester nelix4-hydrofenylglycin metyl ester)
byl pfidan a pozadované pH bylo stale udrzovano pomodnéfoo roztoku amoniaku.
Reakce byla odstartovanégavkem katalyzatoru a hodnota pH byla i nadaléaina na
stejné hodndat Pribéh reakce byl monitorovan pomoci HPLC. Reét@rtasy jednotlivych

reaktant a vznikajicicho produktu jsou uvedeny v tab. 8 ¢4#).

3.14. Enantioselektivita PGAE® a PGA*

3.14.1.Chemické& syntéza N-fenylacetylovanych derivdtracemickych snési o/p-

aminokyselin

Fenylacetyl chlorid (0,044 mol) byl po kapkadhdavan do 100 ml NaOH roztoku
(10 % wi/v) racemické s#si konkrétnia/p-aminokyseliny (0,04 mol) uchovavané v ledu.

Reakni smés byla okyselena na pH = 2 pomoci 6 M HCI, a N-feogtylované
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aminokyseliny byly nésledn tiikrat extrahovany etylacetatem a rekrystalizovany
z etylacetatového roztok@istota produktu byla @pvana pomoci HPLC za pouZiti C-8
kolony s reverzni fazi. Eluent se skladal OH(obsahujici 0,1 % TFA) a acetonitrilu
v poneru 7 : 3. Retetni ¢asy nesyntetizovanych prodilsou shrnuty v tab. 4 (str. 64).
Vytézek produktu, chemicky posun‘M-NMR a *C-NMR, stejié tak jako vysledky MS
analyz jsou uvedeny na obr. S1-S7 (str. 54-60).

3.14.2.Reakce pro stanoveni enantioselektivity

Enzymova reakce byla provedena za pouziti pH-giitbonstatni teplat 30°C a
za kontinualniho michani. Vodny roztok (25 ml) digéi 0,025 M substrat, kterym byla
racemicka s@s N-PhAce/B-aminokyseliny, byl inkubovan po dobu 30 minut pH =
7,5. 50 U PGA nebo PGA® bylo nasleds piidano do readni smisi a hodnota pH byla
udrzovana na konstantni hod&a@t5 pomoci 2 M NEOH. Pitibéh reakce byl monitorovan
pomoci HPLC. Odebirany byly 100 ul alikvoty réaksnesi v priibéhu reakce a nasledn
smiseny sfisluSnou mobilni fazi vpognu 1 : 2, abychom zastavili probihajici

enzymatickou reakci.

HPLC analyza enantioselektivnich reakci

Koncentrace reaktaintoyla analyzovana pomoci HPLC obsahujiciho pump0P5
Dionex, achiralni kolonu C-8 a detektor s diodovypmlem PDA-100 nastavenym na
vinovou délku 215 nm. Mobilni faze se skladala m&ss acetonitrilu a vody v poénu 3 :

7 (obsahujiciho 0,1 % TFA). Enantiomerni nadbytebdpktu €e,) byl urcovan pomoci
HPLC za vyuziti pumpy Dionex P580, chiralni kolo®yumichiral OA-5000 a UV
dekektoru a nastavenym na vinovou délku 215 nmg biralni kolonu Daicel Crownpak
CR(+) ve spojeni s detekci prodakta detektoru s diodovym polem DPA-100 nastavenym
na vinovou délku 200 nm. SloZeni &hiho roztoku bylo nasledujici: Pro Sumichiral OA-
5000 kolonu (pitok ¢inil 0,4 ml/min.) - 2 mM roztok CuS©Qobsahujici 5 nebo 2 %
isopropanol, pro Daicel Crownpak CR(+) kolonudfpk c¢inil 1 ml/min.) - vodny roztok
HCIO, (pH = 1) obsahujici metanol (10 % v/v). Retgincasy enantiomér realnich
produkft jsou shrnuty v tab. 5 (str. 65).
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3.14.3.Vypocet enantioselektivity

Hodnoty E popisujici enantioselektivitu PE2a PGA' byly uréovany za pouZiti

rovnice (1).

__In(A/A)

E= In(B/Bo) (rov. 1)

, kde A, resp., B predstavuji koncentraci rychleji, resp., pomalejigéciho enantiomeru
(umol/ml) vcase zahdjeni reakce t = 0; A, resp.,iBdstavuji koncentraci rychleji, resp.,
pomaleji reagujiciho enantiomeru (umol/mijase t (doba od zahajeni reakce).
Enantiomerni powr (E) byl také vypgitan nelinearni regresi za pouZziti rovnice (2)r&te
je odvozena od Sihovy rovnice popisujici zavislostzi E, stupém konverze ¢) a
enantiomernim nadbytkem produkegy) (143).

c=1-((1 +eey) x (1-eq) F)VEY (rov. 2)
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3.15.  Krystalizace PGA®

Purifikovany enzym byl zakoncentrovan na finalningentraci 20 mg/ml a
uchovavan vledu. Pro prvotni experimenty krystadlez byl proveden screening
krystalizanich podminek. V ramci screeningu byly pouzity koin& dostupné
krystaliza&ni sady JCSG Core+, JCSG Corel, JCSG Core 2, J@BE3 @ JCSG Core 4
(Qiagen). Kazdy jeden screenovaci set se zkla8él krystalizgénich podminek a u kazdé
jednotlivé krystalizani podminky byly testovany pairy objemu roztoku proteinu ku
objemu srazedla, a to vperech 1 : 1 a 2 : 1. Jako inhibitor byla pouzita PAA
v koncentracich 6, 25, 50 a 100 mM. Krystalizaagbfitala v termostatované mistnosii p
teplot 17°C.

3.15.1.0ptimalizace krystalizace metodou visicich kapek

Optimalizace naslednych krystalérach experimerit vychazela z podminky JCSG
Core 3 A9 zkladajici se ze 100 mM bicinového pufnpH = 8,5 a 5 % polyetylenglykolu
6000, o celkové hodndtpH = 9). V rdmci optimalizace krystali#@ho procesu byly
pouzity 24-jamkové krystalizai destétky. Modifikovalo se pH a to potp jednotce pH a
sice v rozmezi od 3 do 9. Krystalizace byla prawadve fornd visicich kapek a to tak, ze
na kazdeé fekryvoveé skitko prislusné jamky byly po obvodu naneseny celkem 4 kapk
obsahujici roztok srdZzedla a zasobni roztok protes; fiznymi koncentracemi
krystaliza&nich jader (10, 100, 1000 a 1000@extny zasobni roztok drobnych krystalk
puvodniho krystalu, jenz byl rozdrcen skéaou kulickou v mikrozkumavce). Do igdu
sklicka byla nanesena k&ga snesi cistého proteinu a sréazedla vpém 1 : 1.V
rezervoaru pod skikem bylo vneseno 800 pl srdZzeciho roztoku. Jakdbitoh byla
pouzita PAA v koncentraci 6 mM. Koncentrace zasbbnioztoku enzymuinila 20
mg/ml. Obdobg byla gipravena i druha optimalizai série krystalizénich podminek, jen
s tim rozdilem, Ze v centrélni kape bylo oproti objemu srazeciho roztoku dvojnasobné

mnoZstvi roztoku proteinu obsahujiciho miniatumyskalky.

3.15.2.0ptimalizace krystalizace metodou sedicich kapek

Modifikovalo se pH a to po (4 jednotce pH a sice vrozmezi od 3 do 9.
Optimalizace probihala v 96-jamkovych krystatizigh destikach a u kazdé jednotlivé
krystaliza&ni podminky byly testovany pafry mnoZstvi roztoku proteinu ku mnoZzstvi
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srazedla, a to vpatrech 1 : 1 a 2 : 1 .Obdobrbylo experimentovano i s koncentraci
polyetylenglykolu od 3 do 9 %. Inhibitor Bupouzit nebyl anebo jako inhibitor byla
pouzita nejiive PAA (6, 25, 50 a 100 mM) a poté fenylmetylsoifb fluorid (PMSF)

v koncentraci 230 pM. Optimalizace krystalizacelybinala i teplot 17°C.

3.15.3.0ptimalizace krystalizace PGA" po $&peni termolysinem

Termolysin je uchovavan v -40°C v 50 mM TRIS puérppH = 7,4 v koncentraci
250 pg/ul (tj, 7,2 mM). 100, 500, 1000 a 100@6dEny zasobni koncentrovany roztok
termolysinu byl aplikovan na &eni flexibilnich¢asti naSeho purifikovaného a naskedn
zakoncentrovaneho enzymu (20 mg/ml) po dobu 60 npridaboratorni teplat Reakce
katalyzovana termolysinem byla ukema gidanim PMSF coby inhibitoru a vzorky
obsahujici enzym byly daleggistény gelovou filtraci a byly odebrany vzorky pro SDS-
PAGE.
Opet se vychazelo ze zakladniho slozeni krystahz@odminky. Kazdy jednotlivy vzorek
enzymu po $&peni a nasledné gelové filtraci byl optimalizov@ptimalizace probihala
v 96-jamkovych krystalizanich destikach a u kazdé jednotlivé krystakkré podminky
byly testovany porry mnozstvi roztoku proteinu ku mnozstvi srazedltg v pondrech 1
1 a2 : 1, dadle kocentrace polyetylenglykolu zmezi od 3 do 9 % a hodnoty pH
v rozmezi od 3 do 9. Jako inhibitor byl pouzit PM®®ncentrace PMSEinila 230 pM.

Koncentrace zasobniho roztoku enzymila 20 mg/ml.

Optimalizace pouzitim kombinace dvojice screenovach krystalizaénich sefa

Postupem doby byly pouzity také krystatina sady Morpheus a Midas. A také
kombinace JCSG Core3 a Morpheus, respketive Midpsn¥ru 8 : 2. Optimalizace
probihala v 96-jamkovych krystaligaich desttkach a u kazdé jednotlivé krystalira
podminky byly opt testovany porry mnoZstvi roztoku proteinu ku mnozstvi srazedla,
to vpongrech 1 : 1 a 2 : 1, dale kocentrace polyetylendlykorozmezi od 3 do 9 a
hodnoty pH v rozmezi od 3 do 9. Jako inhibitor pguzit PMSF. Koncentrace PMSF

¢inila 230 pM. Koncentrace zasobniho roztoku enzy¢mia 20 mg/ml.
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3.16. Molekularni modelovani

Homologni model PGAbyl vysta¥n na zaklad aminokyselinové sekvence, ktera
byla ziskana z databaze GenBank (AAY 25991). Abgtlagskali co mozna nejvhodsi
piedlohu (templat) pro modelovani, pouZili jsme vydeaci algoritmus PSI-BLAST
poskytnuty ExPaSy serveremjicv aminokyselinovym sekvencim ulozenym v Protein
Data Bank (PDB).Vychozi aminokyselinovd sekvenceAPGyla poté filozena k
nejlep$imu templatu-PGA proteinu (PDB-ID 1GM7, P&Asekverini identitaginila 49,8
%) za pouziti software ClustalOmega (144). Iderditsinokyselinovych residui teplatu a
PGA" tvoricich aktivni misto byla 88 %. Vyskytly se pouzesdwbstituce v ramci 17
aminokyselinovych  residui  tvizich  aktivni  misto  (Val56&Leu563 a
Serl49—Alald4), pricemz v ramci této sekvence nebyly pozorovany Zadsérce ani
delece. B prekladani sekvenci byl kladerirdz na pesné piloZzeni aminokyselinového
residua Sefl mezi aminokyselinovou sekvenci PGA odpovidajiciho serinového residua
na templatu — PGXE. Homologni modelovani zaloZené na vzéjemnéiilozeni
aminokyselinovych sekvenci PGA PGA® bylo provedeno s pomoci iggné dostupného
serveru vyuzivajiciho vymgetni program Swiss-model (145). Samoinéa B fettzec
penicilinacylasy byly fipraveny zvlas a to tak, Ze pro kazdou podjednotku bippaven
soubor energeticky minimalizovanych intermedlighodeti, které byly rozlerény do
skupin podle strukturni kvality na zaktadkdérovaci hodnoty Z. Jeden modetetézce a
jeden modep-tettzce byly ndsledhz ttchto soubat struktur vybrany, a to nikoliv pouze
na zaklad skérovaci hodnoty Z, ale také byla vzata v Gvaldjemna poloha obou
fetzca. Kvalita vysledného modelu, skladajici se jiz polpodjednotek, byla éena
srovnanim s vychozi strukturou templatu pomoci @owg Verify 3D (146). Aby byla
ulehtena reprodukovatelnost prowéxych experimerit, byl homologni model deponovan
do databdze proteinovych modlel(Protein Model DataBase) pod nasledujicim
piistupovym kédem PMO0080082. Analyza Ramachandrardigsgramu vygenerovana
RAMPAGE serverem147 prokazala vysokou kvalitu homologniho modelu, ®viez
95% aminokyselinovych residui lokalizovanych v prelvané oblasti. Detailni zaznam
z analyzy je zobrazen na obr. S8 (str. 61). Tqi&teéni bylo dale potvrzeno nizkou
hodnotou Z, za vyuziti QMEAN serveru (148-149),rateykazovala hodnotu 0,29, coz
indikovalo, Ze kvalita modelu je porovnatelna sstajovymi strukturami protein
podobnych velikosti o vysokém rozliseni. Homologmodel PGA byl néasleds
protonovan prosédnictvim H++ serveru na hodnotu pH = 7,5. Bylo g@rano vychozi

nastaveni aijgdpow¥zena protonace katalyticky vyznamnych
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aminokyselinovych zbytk byla upravena manuan tak abychom je ffzpasobili
studovanému reg&kimu mechanismu, tj. enantioselektivni hydrolyzePMNAC o/f-
aminokyselin (96) a posléze syntéze SSBA.

Predikce trojrozrérné struktury komplek enzym-substrat byly provédy metodou
molekularniho dokovani s vyuzitim softwaru AutoDo¢kna plug-in pro PyMol (150).
Struktury substrdit byly pripraveny v molekuldrnim editoru Avogadro (151), aled
energeticky minimalizovany taktéz v programu Avagad pouzitim 4 krok algoritmu
nejprudSiho spadu a silového pole MMFF94 (152).s#ero vybrany pro predikci
vazebnych mail substral v aktivnim mist PGA® byl definovan pomoci ifzky o
rozmerech 60 x 60 x 60 A seisdem v &Zisti aminokyselinovych zbytkSerB, Ala6P a
Asn243. Jednotlivé vypéty in-silico molekularnino dokovani byly provedeny
prostednictvim softwaru AutoDock Vina (153) za pouziichioziho nastaveni s vyjimkou
parametru “exhaustiveness”, ktery byl navySen nadnbtu 200. Vizualizace
predikovanych vazebnych midh analyza jejich geometrii byla naslédprovedena v
programu PyMol (154). Geometrické parametry pradu@ substratove reaktivity byly
odvozeny podle katalytického mechanismu PGA. Abyclotili reaktivitu konformaci
substrai pouzitych v molekularnim dokovéni, byly vazebnédym@osuzovany za pouziti
nasledujicich paramétr (i) vzdalenost mezi nukleofiinim atomem kysliku’ O
katalytického residua Sd¥la atakovanym uhlikem karbonylové skupiny substratu
odrazejici tak pravgbodobnost nukleofilniho ataku, (i) délky vodikovwwwazeb mezi
atomy dusiku pochazejicich z aminoskupin  Ala69Asn241} a atomem Kkysliku
karbonylové skupiny substratu, které stabilizugjaté/ni ndboj reaktivniho tetrahedralniho
intermediatu, a (iii) délku vodikové vazby mezi kksvym atomem karbonylové skupiny
GIn23R a odstupujici aminoskupinou substratu, caktéf¥ pispiva ke stabilizaci
tetrahedralniho intermediatu (obr. 7, str. 53). é&lym ziskali konkrétni fpdstavu o
limitnich vzdalenostech pro tyto naSe parametryly bgnalyzovany vysoce kvalitni
struktury PGA v komplexu se substraty a jejich aggl (tab. 6, str. 65). ProtoZze vSak
takové o¥treni poskytuje pouze kvalitativni dvou-stavovou pkeidreaktivity substrat -
reaktivni nebo nereaktivni, Ize vipad enantioselektivnich hydrolyz na rozdil od syntéz
SSBA predikovat fesré pouze potencial pro vysokou miru enantioselektiormozliseni.
V takovych gipadech jeden enantiomer je predikovan jakoéskdtiivni, zatimco druhy
enantiomer jako ddk aktivni. Je dlezité poznamenat, Zze drobné rozdily v hodnotach
enantioselektivity nemohou byt za pouziti tohatisfupu predikovany (155).

Interakce prezentované v predikovanych vazebnyctiectd jednotlivych enantiomieiN-

PhAc-o/B-aminokyselin byly je&tdodatén¢ analyzovany softwarem PoseView (156)
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GIn23p

AlaB9p

Asn241f

Obr. 7. Geometrické parametry vyvinuté pr@i@ni reaktivity substrétpouzitych v molekularnim dokovani
v aktivnim centru PGA Nezbytna aminokyselinova residua jsou zn&aarzeles. Vazebny méd
(9-N-PhActerc-leucinu je znazomm formou modrych tek. Analyzované vzdalenostise¥*— C

(D2), ¥, H (D1), N"*¥_0 (D4) a N*"**0 (D3) jsou vyobrazeny Zlutougrusovanou
carou.
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Obr. S1. N-PhAax-fenylalanin
'H NMR: (DMS0)$ 7,41 (d, J = 7,5, 1H, NH), 7,00-7,30 (m, 10H, ArB)5-4,15 (m, 1H, CH), 3,3-3,5
(m, 2H,CHCO), 3,0-3,10 (m, 1H, ArC}, 2,8-2,9 (m, 1H, ArCH
¥C NMR: (DMS0)8 173,55, 168,76, 139,31, 136,58, 129,52, 129,238,011, 127,48, 126,09, 125,41,
55,46, 42,76, 38,50
MS (ES) m/z 306,1091 (M + N&)- M = 283 g/mol
(19, 72 %).
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Obr. S2. N-PhAax-homofenylalanin
'H NMR: (DMS0)8 12,55 (s, 1H, COOH), 8,43 (d, J = 7,5, 1H, NHD-7,4 (m, 10H, ArH), 4,0-4,2 (m,
1H, CHN), 3,51 (d, 2H, CHCO), 2,5-2,7 (m, 2H, ArC}), 1,75-2,1 (m, 2H, C}}, 3,3 (1H)
3C NMR: (DMS0)8 173,5, 170,17, 140,88, 136,34, 128,92, 128,28,0R2 126,24, 125,84, 51,31,
41,97, 32,86, 31,31
MS (ES) m/z 320,1256 (M + N&) M = 297 g/mol
(19, 79 %).
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Obr. S3. N-PhA@-leucin
'H NMR: (DMS0)$ 12,10 (s, 1H, COOH), 7,89 (d, J = 10, 1H, NH)-7,4 (m, 5H, ArH), 3,8-4,1 (m,
1H, CHN), 3,36 (d, 2H, C}KO0), 3,25-3,35 (m, 2H), 2,2-2,45 (m, 2H, §HL,6-1,8 (m, 1H, CH), 0,78
(d, 3 =50 Hz, 3H, CH3), 0,8 (d, J =50 Hz, 3H,{LH
¥C NMR: (DMS0)s 172,66, 169,42, 136,23, 128,82, 128,03, 126,08% 42,39, 36,62, 31,27, 18,82,
17,82
MS (ES) m/z 250,1433 (M + H)- M = 249 g/mol, (1g, 69 %).
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Obr. S4. N-PhAaz-leucin
'H NMR: (DMS0)s 12,45 (bs, 1H, COOH), 8,30 (d, J = 7,5, 1H, NH15#7,3 (m, 5H, ArH), 4,26 (ddd,
J=17,5;7,5; 15 Hz, 1H, CHN), 3,52 (s, 2H, £¥D), 1,49-1,65 (m, 3H, CHCH), 0,86 (d, J = 15 Hz, 3H,
CHs), 0,84 (d, J=17,5 Hz, 3H, GH

3C NMR: (DMS0)s 174,08, 170,03, 136,32, 128,03, 127,22, 126,027 41,88, 24,28, 22,75, 21,24
MS (ES) m/z 250,1436 (M + H)- M = 249 g/mol, (1g, 76 %).
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Obr. S5. N-PhAax-isoleucin
'H NMR: (DMSO0)$ 12,55 (s, 1H, COOH), 8,0-8,25 (m 1H, NH), 7,1-#8 5H, ArH), 4,1-4,4 (m, 1H,
CHN), 3,4-3,6 (m, 2H, C§CO), 1,7-1,9 (m,1H, CH), 1,0-1,5 (m, 2H, §H0,75-1,0 (m, 6H, 2xC¥)
13C NMR: (DMSO)s 173,32, 172,96, 170,38, 170,17, 137, 128,87,08,26,16, 56,17, 54,68, 4178,
36,35, 25,66, 24,62, 15,49, 14,79, 11,42, 11,15
MS (ES) m/z 250,1434 (M + H)- M = 249 g/mol, (1g, 77 %).
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Obr. S6. N-PhA@-homoleucin
H NMR: (DMS0)$ 12,10 (s, 1H, COOH), 7,87 (d, J = 7,5, 1H, NH)-7,3 (m, 5H, ArH), 4,0-4,2 (m,
1H, CHN), 3,37 (s, 2H, C}0O), 3,3 (s, 1H,), 2,25-2,4 (m, 2H, @H1,18-1,61 (m, 3H, CH+C}) 0,83
(d, J=5Hz, 3H, C}}, 0,80 (d, J =7,5 Hz, 3H, GH
¥%C NMR: (DMS0)§ 172,29, 169,27, 136,49, 128,89, 128,02, 126 38% 43,14, 42,37, 40,49, 24,19,
23,08, 21,56
MS (ES) m/z 264,16 (M + H)- M = 263 g/mol, (1g, 73 %).

59



-8000

>
—1249

813
80
7.

7.

7.

7.

7.

4
4
3.

3,

3.

3
2.

[~ 7500
Ho,___o
o
HaG U\/@ S— 7000
NH /
CHy r o (6500

_J = E ) 6000

5000
4500
-4000
3500
3000

2500

2000

i
\T\ \T{ ‘ﬁf{

14—
200—
057 —

| 2 —
0.4 —
90—
i
8

T T T T T T T T T T T T
125 120 115 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0
f1 (ppm)

50000

—i7237
—170.14
—13654
12890
12804
12616
—60.09
39.82
33.49
33.15
38.82
3048
—3345
—26.55

40000

30000

20000

| 10000

%
|

(=-10000

F~-20000

--30000

[--50000

Obr. S7. N-PhAaz-terc-leucin
H NMR: (DMSO0)$ 12,49 (s, 1H, COOH), 8,11 (d, J = 10 Hz, 1H, NH2-7,3 (m, 5H, ArH), 4,11 (d, J
=7,5 Hz, 1H, CHN), 3,4-3,6 (m, 2H, GEO), 0,93 (s, 9H, Ck)
13C NMR: (DMSO0)é 172,37, 170,14, 136,54, 128,90, 128,04, 126,0M% 41,74, 33,46, 26,56
MS (ES) m/z 250,14346 (M + H)- M = 249 g/mol
(1g, 80 %).
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Pocet aminokyselinovych residui v oblasti “pfednostné zaujimanych vazebnych uhld” (98% ocekavano) : 724 (95,3%)
Pocet aminokyselinovych residui v oblasti “povolenych vazebnych GhlG” (2% ocekdvana) ....ccccceeveveenee. 1 25 (3,3%)
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Obr. S8. Ohodnoceni Ramachandranova diagramu pnolbgni model PGAvytvoreny
RAMPAGE serverem.
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Obr. S9.Interakce PGA se substraty nesouci obje#j#i substituenty vyhodnocené
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Tab. 3. Retetni ¢asy reaktarita vznikajicich produktpii syntéze vybranych SSBA

) Retengni ¢as p-laktamovy Reteneni ¢as e Reteneni ¢as
Acyl-donor (AD) (min) nukleofil (min) Antibiotikum (min)
D-PGA 10,3 6-APA 6,7 ampicilin 11,7
D-HPGA 7,6 6-APA 8,7 amoxicilin 20
D-PGA 10,3 7-ADCA 6 cephalexin 10,6
D-HPGA 7,6 7-ADCA 59 cefadroxil 6,7

Poznamky: Stacionarni faze: Kolona Tessek SGX Q@ B4 x 250 mm, TessekR).
Mobilni faze: 0,01 M fosfatovifp a metanol v pogtu 9 : 1 (pH = 3,0) pro
amoxicilin a cefadroxil; 0,01 feksfatovy pufr a metanol v pafru 7 : 3
(pH = 5,6) pro ampicilin a cefgan.

HPLC stanoveni realknich produkti

Koncentrace reakich komponent byly geny pomoci HPLC (Dionex-Summit) za
pouZiti kolony Tessek SGX C18 5um (4 x 250 mm, &ksSeska republika). Mobilni
faze (0,01 M fosfatovy pufr a metanol) se odliSgvaio jednotlivé substraty nasleda@vn
pH = 3,0 a 10 % metanol pro amoxicilin a cefadropiH = 5,6 a 30 % metanol pro

ampicilin a cephalexin.

Tab. 4. Retetni ¢asy nasyntetizovanych substr@tro enantioselektivni hydrolyzy

Racemicke snsi Retenéni ¢as (min)

substrati
N-PhAc-o-fenylalanin 7,6
N-PhAc-a-homofenylalanin 8,8
N-PhAc$-leucin 7,6
N-PhAc-o-leucin 4,6
N-PhAc-o-isoleucin 7,1
N-PhAc$-homoleucin 7,8
N-PhAc-o-terc-leucin 9,9

Poznamky: Achiralni stacionarni faze: kolona Cr8werzni fazi. Mobilni faze se skladala z vody &hsici
0,1 % TFA) a acetonitrilu v pofnu 7 : 3.

64



Tab. 5. Retetni ¢asy enantiomér produkt reakce

Produkt Retenéni ¢as (min)
(9-enantiomer R)-enantiomer
a-fenylalanir? 7,5 6,7
a-homofenylalanif 11,5 9,1
B-leucir? 15,6 17,4
a-leucir? 57,1 30,3
a-isoleucirf 7.4 47
B-homoleucin 13,6 12
a-terc-leucirf 9,2 8,4

Poznamky? Chiralni stacionarni faze: kolona Daicel Chrompak+), 5um - (250 x 4,0 mm 1.D.), Daicel,
Francie. Mobilni faze: vodny roztok HCJOpH = 1, pfitok 0,4 ml/min, 25°C, detekceiph =
200 nm.
P Chiralni stacionarni faze: kolona Sumichiral OA0805um - (250 x 4,0 mm I.D.), SCAS,
Japonsko. Mobilni faze: 2mM Cug®@opropanol v porru 95 : 5, piitok 1ml/min, 25°C,
detekce i A =215 nm.
¢ Chiralni stacionarni faze: kolona Sumichiral O2805um - (250 x 4,0 mm 1.D.), SCAS,
Japonsko. Mobilni faze: 2mM Cug®opropanol v porru 98 : 2, pitok 1ml/min, 25°C,
detekce i A = 215 nm.

Tab. 6. Odvozeni geometrickych pararagiro reakce katalyzované PGA

PDB-ID komplexu Ligand Vzdalenost &)
oS _, ¢ NA26% _, o NASN248 _, o ocIn23p _, 1y
1GM7 penicilin G 3,3 3,6 3,7 3,6
1GM8 penicilin sulfoxid 33 3,7 3,7 3,9
1GM9 penicilin sulfoxid 2,9 2,8 3,0 3,3
Maximalni mozné vzdalenosti 3,6 4,1 4,1 4,3

Poznanky: Pro ¢ely analyzy, byly k ligantim piéidany polarni vodikové atomy a proteinové strukthpy
piitazeny k 1IGM7 za pouZiti programu PyMol. Taktéz Vedasti byly néteny v programu
PyMol. V pripadt struktur 1GM7 a 1GM8 nesouci mutaci Asng44Ala241B byla neiena
vzdalenost K*"*** — O k odpovidajicimu aminokyselinovému residuu paejiai ze struktury
1GM9. Maximalni mozné vzdalenosti byly odvozenygakaximalni pozorované vzdalenosti
navySené o 10 % své hodnoty, aby &@esténé kompenzovaly mozné chyby vasledku
molekularniho modelovani.
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3.17. Cilena modifikace PGA' a techniky rekombinantni DNA

Piiprava rekombinantniho plasmidu nesouciho zmutovaga/ gen zahrnovala
provedeni standardni PCR reakce se specifickymi OpAery, purifikaci primarnich
PCR amplikofi a naslednou tzv. overlap PCR. Tento vysledny P@Eykt byl podroben
restrikci enzymenxbal a nasledné ligaci Xbal, Smal-St¢penym vektorem pK19. Ligai
smesi byl nasledé transformovan hostitelsky kmdh coli a ze ziskanych transformént

byl vybran PGA-pozitivni klon.

Tab. 7. DNA oligonukleotidy pouZitéshem PCR a jejich lokalizace vzhledemda” genu

Specificky primer Velikost Nukleotidova sekvence Lokalizace
(pb)
UPACYL Xbal 28 CGCGGACCCATTCTAGACGGAGACAGAT -31...-4
REVACYL Pstl1 28 GTGTACTGCAGGCTTGCCAGCCACCAGG 2632 ... 2605
Fwd_mut330Cys_PGA 34 GCTGAACGGCCCGCAGTGGGCTGGTGGAATCCG 972 ... 1005
Rev_mut330Cys_PGA 33 ACCAGCCGCATGCGGGCCGTTCAGCAGGATCG 997 ... 965

Standardni PCR

Standardni PCR byla provedena pomoci kombinaci guiinflUPACYLXbal a
Rev_mut330Cys_PGAFwd_mut330Cys PGZ REVACYLPstl) a Herculasa Il Fusion
polymerasy v fitomnosti 4 % DMSO na chromosomalnim templatu kmene
Achromobacter sp. CCM4824 nesoucim gen pro PGA
PCR reakce probihaly v automatickém termalnim P@iReou PTC-200 (MJ Research), a
to v 0,5 ml PCR mikrozkumavkach Eppendorf v celkavébjemu reaéni snesi 25 pl.
Reakni smés se skladala z 0,4 pl Herculasy Il Fusion polymgred ul pufru pro
Herculasu Il, 1 pl DMSO, 0,5 pl reverzniho primdtab. 7), 0,5 ul forwardovéhom
primeru(tab. 7), 16,1 pl kD, 0,5 pl dNTP a celkem 1 pl DNA templatu.

Vlastni polymeradzové reakce sestavaly ze 30-40 wfakh se cyki zahrnujicich

trojurowviiovy teplotni profil (tab. 8A, str. 67).

66



Tab. 8A. Program automatického termalniho PCR cycle

Faze Kroky Teplota (°C) Cas (s) Pd&et cyklii
1 Uvodni denaturace 98 180 1
Denaturace 98 20
2 Nasedani primér 57-61 20 30-40
Polymerace 72 60-120
3 Kon&nd polymerace 72 300 1
4 Stop 4 600 1

Tab. 8B. Kompletni profil overlap PCR

Faze Kroky Teplota (°C) Cas (s) Pdet cykla

1 Uvodni denaturace 98 180 1
Denaturace 98 20

2 Nasedani primér 59 20 5
Polymerace 72 60
Denaturace 98 20

3 Nasedani primér 59 20 35
Polymerace 72 120

4 Kon&né polymerace 72 300 1

5 Stop 4 600 1

Po skortené amplifikaci DNA byla provedena elektroforetick@alyza ziskanych PCR
produkii.

Overlap PCR

Reakéni snés pro overlap PCR bylafipravena obdobnjako pro standardni PCR,
pouze DNA templatem byla s primarnich PCR produktv molarnim ponsru 1:1.
Kompletni profil overlap PCR je uveden v tab. 8Bi¢cgmz primery UPACYKXbal a
REVACYLPstl, amplifikujici cely strukturni gen bylyfany bul’ ihned @i zahajeni
PCR,¢i az po prvnich §i ,overlap” cyklech.

Elektroforeticka analyza DNA

Roznery pouzivanych gelovych nasi byly: 7,5 x10 cm. Jako standard
molekulovych hmotnosti byla pouZitapna S€pena restriknim enzymenPstl. Jako zdroj
napsti (3550 mA, 75-95V) byl pouzivan EC 1000-90. Etekbretogramy byly snimany
fotodokumentanim systémem Kodak Gel Logic 200 Imaging systenrd§&teeam Health,

Inc.) a konvertovany do digitélni podoby. DalSi amvani probihalo pomoci softwaru
Photolmpact SE.
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Priprava agarosoveho gelu

0,5 g agarosy pro elekroforeticky gel bylo za viarzpuséno v 30 ml 2 xredEného
TBE pufru. Po zchladnuti bylo do rozpés¢ agarosy iidano 2,3 pl zasobniho roztoku

EtBr a snds byla nalita do f@dem pipravené elektroforetické aparatury.

Restrikce Xbal a ligace DNA molekul

Restrikce pomocXbal probihaly po dobu 1,5 hp37°C:
Bylo smichano 35 pl DNA + 1 pl resttikiho enzymuKXbal + 4 pl pufru Tango (10 x).
Ligace DNA molekul probihala v mikrozkumavkach Epgerf v objemu 1Qu pfi
teplot 23°C po dobu 4 hod. z&ifpmnosti T4 DNA ligasy. Molarni poén vektor : insert

bylvrozmezil:1az1:5.

Transformace kompetentnich burk E. coli

Ke kompetentnim hikdm E. coli byla gidana lig&ni sneés a takto vznikla
suspenze byla inkubovana 30 min. v ledové 1&zhiOpC. Po 90-s teplotnim Sokuip
42,5°C byly buiky opst inkubovany v ledové lazni (2 min.), a naslégro gidani 400 pl
LB kultivacni pady trepany cca 45 min.ip37°C. Burécna suspenze byla vyseta na Petriho
misky s pevnou LB fdou obsahujici kanamycin, které byly inkubovanyhd@. i 37°C
a nasleda pres noc pi teplot 30°C.

Detekce PGA-pozitivnich kloni pomoci NIPAB-testu

Vyhledavani PGA-pozitivhich rekombinantnich tramsfanti bylo provadno
razitkovaci metodou s vyuzitim 6-nitro-3-(fenylaoetdo)-benzoové kyseliny (NIPAB)
jako chromogenniho substratu. Rekombinantni kol&hieoli narostlé po inkubaciip
30°C na pevné LBKm kultivani padé byly preneseny otiskem na sterilni filtrai papir
Whatman No. 1, jenZ byl posléze unifstdo sterilni Petriho misky a napé$tl ml
roztoku NIPAB (finalni koncentrace 1,8 mg/ml, 05fosfatovy pufr, pH = 8). Bhem 5-
60 min. inkubace ip 37°C vznikaly kolem PGA-pozitivhich kl@nzluté zény zpsobené
piitomnosti NIPAB.
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Izolace plazmidové DNA

PGA"-pozitivni rekombinantni klony byly kultivovany vB. médiu doplgném
kanamycinem (Km tekutdupa), gi¢emz pro izolaci plazmidové DNA byla pouZita
modifikovana minipreparativni metoda (157). 2 mltkty ziskané po 16 hod. kultivaci
na LBKm meédiu v orbitalnitepace @i 37°C byly odstedény (15000 ot./min., 120
sekund, 15°C), supernatant byl vakéiadséat a k peletu bylo poté&igéno 200 pl pufru
P1 s lysozymem a RNasou A. Taktidppavena srés byla nasledhpromichana na stolni
trepace a ponechanaigeplot 37°C po dobu 10 min.

Poté bylo kizolani snesi pridano 400 ul P2 pufru, sfe byla jemg promichana a
ponechana 5 min.fplaboratorni teplat Po gidani 300 ul P3 pufru byla s po
opétovném protepani ponechana 15 minii @°C a vznikla tvarohovita sraZzenina byla
odstectna (7 min., 15000 ot./min.). K odebranym 700 plesaptantu bylo fidano 1500
ul EtOH, gicemZ po promichani byly mikrozkumavky ponechany 3. pii +4°C. Poté
byla snts ot odstedéna (7 min., 15000 ot./min.) a ihned byl odsét snptmt. Ziskany
pelet byl nasledhrozpusén v 200 pl acetat-MOPS pufru a lehce promichané Bgto
piidano 400 pl EtOH, sis byla promichana a pak ponechana po dobu 15 nhéalrci
pii 4°C. Nasledi byla snés ot odstedéna (7 min., 15000 ot./min.), supernatant odsat,
vysuSen a rozpudt v 50 pl 10 mM TRIS pufru (pH = 8,5).

Vybrané rekombinantni plazmidy (po detekci na agavém gelu) byly finaka
purifikovany pomoci " High Pure Plasmid Isolatioit“*KRoche) a podrobeny sekveim

analyze pro o¥feni vnesené mutace.
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4. Vysledky

4.1. Charakteristika purifikovanych PGA “a PGAF®: Enantioselektivni
hydrolyzy

Racemické s@si vybranychao/p-aminokyselin (tab. 9) byly pouzity jako substraty
v enantioselektivnich hydrolytickych reakcich kgzaivanych purifikovanymi PGA a
PGA™,

Tab. 9.0/B-aminokyseliny pouzité v enantioselektivnich reakci

Substraty Struktura Vyuziti produktu Literarni odka zy
., HO_ O S
; [ ; T jL JO a-(S)-fenylalanin - gimy prekurzor
N-PhAc-a-DL-fenylalanin oo neuromodulatoru fenyletylaminu 158
\f 9 lﬁ (S)-homofenylalanin - stavebni bloksigé
-PhAc-a-DL-homofenylalanin A atky pro I&€bu hypertenze a
N-PhAc-a-DL-homofenylalani I LA~ latk I&bu h 159
# kardiovascularnich onemagmi
HO' [+] = , z o .
N\ Phcs DLieuci HECJK/L\NHJJ\J ® S:g;eeirt:im blok pro syntézu terperioitebo
1 P
oh M‘\ (9-enantiomer - stavebni blok S
] T 3 pro syntézu
N-PhAc-a-DL-leucin AL o 161
HO. /‘0 o S
N-PhAc-a-DL-isoleucin e /\;NHJ\/@ (9-isoleucin - doplik potravy
0EH3
! Rl . ”oﬁ i1 ‘: Modulator aktivity myeloperoxidasy, stavebnj
N-PhAc-g-DL-homoleucin J ~HL/() blok biologicky aktivnich tripeptid 162, 163
HaC CHs
Ho_‘T\Ao o Jl/"\\J
. I o terelar i e Py (9-terc-leucin - stavebni blok pro syntézu
N-PhAc-a-DL-terc-leucin H“>< "HJ\ Iécivych latek proti AIDS a chemoterapeutik 96, 164

Hydrolytické reakce katalyzované@ha enzymy za stejnych podminek byly analyzovany

pomoci HPLC. Vypoétené hodnoty enantioselektivity jsou shrnuty v tib(str. 71).
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Tab. 10 Hodnoty enantioselektivity (E) PGAand PGA® vici N-PhAc-a/B-aminokyselinam

Substraty E-hodnoty
PGA* PGAF

N-PhAc-u-DL-fenylalanin 90+5 90+5
N-PhAc-u-DL-homofenylalanin 805 805
N-PhAc$-DL-leucin 68+3 605
N-PhAc-o-DL-leucin 80+5 805
N-PhAc-u-DL-isoleucin 805 80+5
N-PhAc$-DL-homoleucin 85+4 55+5
N-PhAc-u-DL-terc-leucin 105+5 75+5

Vysoky stupé enantioselektivity (E = 9& 5) pro oba dva enzymy byl pozorovan
v enzymaticky katalyzované hydrolyze N-Phédenylalaninu. Jak PGA tak PGA®
vykazovaly podobny stugieenantioselektivity #¢i dalSim substrétm N-PhAce-leucinu,
N-PhAc-a-DL-homofenylalaninu a N-PhAa-isoleucinu. PGA vykazoval podstathvy3si
enantioselektivitu s nasledujicimi substraty: N-Efithomoleucin, N-PhAexterc-leucin a
N-PhAc$-leucin.

4.2.  Kinetické parametry PGA*a PGAF® pro hydrolyzy SSBA

Hodnoty kinetickych konstark.,: a Ky, a konstanty substratové specifityeKdy
oznaovana i jako konstanta katalytické&idnosti enzymu)k.o/Km (tab. 11, str. 72) pro
PGA" potvrdily vysokou katalytickou aktivitu pro subsiyas D-4-hydroxyfenylglycyl-
(amoxicilin nebo cefadroxil) nebo D-fenylglycyl- nigicilin a cephalexin) postrannimi
fetizci. Hodnoty keafKm pro PGA maji Vici riznym SSBA klesajici tendenci
v nasledujicim pi@di: amoxicilin— cefadroxil — ampicilin — cephalexin. Toto padi
korespondovalo s klesajici afinitou k acylovym de$in testovanych substiéat D-4-
hydroxyfenylglycyl — D-fenylglycyl. Hodnoty kea/Km pro PGA® byly mnohem
vyrovnargjsi, o poznani nizsi a klesaly v nasledujiciniapid: cefadroxil— cephalexin—

amoxicilin — ampicilin (tab. 11, str. 72).
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Tab. 11. Kinetické parametry pro P&%& PGA' katalyzované hydrolyzy vybranych antibiotik

Nazev substratu Kn (MM) Keat (S%) Kead Km (MM 57
PGA™ PGA* PGA PGA* PGA PGA*
ampicilin 357+0,14 045%0,02| 21+0,8 22+0,8 6,03320, 49,1+2,6
amoxicilin 1,54+0,08 0,22+001| 14+0,6 27+1,1 9,03580, 124,2+8,6
cephalexin 282+0,21 0,80+0,06| 36+06 19+0,3 12,7& 1, 23,6+1,38
cefadroxil 084+0,04 055+0,02| 2508 39+12 29,761, 71,138

Reakéni podminky: 0,05 M fosfatovy pufr (pH = 7,0), 37°C

4.3. Kineticky Fizené syntézy SSBAI nizkych koncentracich substrat

Purifikované enzymy PGAa PGA® byly pouZity v kinetickyfizenych syntézach
antibiotik amoxicilinu, ampicilinu, cefadroxilu aphalexinu, kdy reaki smési obsahovaly
nizké koncentrace substiatl5 mM aktivovany AD (D-fenylglycin amid nebo D-4-
hydroxyfenylglycin amid) a 25 mM N (6-APA nebo 7-&13). Ponér AD/N v reakci byl
0,6. Koncentrace vznikajiciho antibiotikas( volné aminokyseliny (produktu hydrolyzy
aktivovaného AD a antibiotika,,Pbyly stanovovany pomoci HPLC - vy§ieny parametr
S/H je uveden v tab. 12 (str. 73). Z vyslédkplyva, ze PGA je oproti PGA® podstat
acinngjSi pii syntéze amoxicilinu a ampicilinu. Oba enzymy jg@k srovnatelné, co secey
syntéz cefadroxilu a cephalexinu: mezi PGAPGA® nebyl pozorovan téai 2adny rozdil
v hodnotach Bnax které klesaji pro oba dva enzymy podé®bnnasledujicim p@di:
cephalexin— cefadroxil — ampicilin — amoxicilin. Rnax pro cefadroxil a cephalexin
syntetizované za vyuziti PGAe 2,9 resp. 3,4 mM. Tyto hodnoty pro P&Alosahovaly
hodnot 2,3, resp. 3,3 mM (viz. vysledky uvedenaillixaci, ktera je uvedena jakdilmha

3 disert&ni prace).
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Tab. 12. Parametry S/H péma Ry pro kinetické syntézy SSBA katalyzované PGA PGA

Acyl-donor (AD)  B-laktamovy nukleofil Antibiotikum Psmax (MM) S/H
PGAF® PGA* PGAF PGA*
D-PGA 6-APA ampicilin 1,9 25 0.8 38
D-HPGA 6-APA amoxicilin 15 24 0.8 32
D-PGA 7-ADCA cephalexin 33 34 3.9 3,7
D-HPGA 7-ADCA cefadroxil 23 29 2.4 25

Reakini podminky: Syntézy antibiotik v roztoku 15 mM AD25 mM B-laktamového nukleofilu v progdi
0,05 M fosfatového pufru o pH = 7,0 a tepl®@0°C katalyzované PGAa PGA.
Porér S/H je pondr patateinich rychlosti syntézy antibiotika a hydrolyzy ABsyax
predstavuje maximalni mnozstvi (mM) akumulovanéhdbaottka v pribéhu reakce.
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4.4, Krystaliza &ni experimenty nového enzymu PGA

Pro krystaliz&ni experimenty jsme zvolili difizni metody vyuZzii@j visicich a
sedicich kapek. Pilotni krystaligd experimenty byly provedeny pomoci kogrer
dostupnych sad nejpouziviggich krystalizanich podminek ve fortnsedicich kapek v 3 x
96-jamkovych krystalizenich destikach. Jednotlivé podminky bylyipraveny s vyuzitim
krystaliza&niho robota a krystalizai destéky dikladre prelepeny félii. Jako zasobni roztok
proteinu byl uZzivan enzym v koncentraci 20 mg/rol® M Tris-HCI pufru (pH = 7,2), vzdy
cerstw purifikovany, kratce fed krystalizanim procesem zakoncentrovany a pro
kratkodobé uchovavani atipadny transport uchovavany v ledu. Experimentybiiraly
v krystaliza&ni mistnosti termostatované na 17°C. U kazdé |didBotkrystaliza&ni
podminky byly testovany pofry objemi roztoku proteinu ku roztoku srazedla, a to
v pomerech 1 : 1 a2 : 1. Jako inhibitor byla pouZita P¥Afozmezi koncentrace 6-100 mM.

Z testovanych zakladnich screenovacich kémedostupnych sad od spoiesti
Qiagen bylo nejlepSich vysletlkdosazeno za pouziti sady JCSG Core3, a sice u
krystalizani podminky skladajici se z 0,1 M bicinového pure % PEG 6000 o celkovém
pH = 9,0 a 6 mM PAA. (viz obr. 8A a 8B, str. 74-7¥gniklé krystaly n&ly symetricky
trojuhelnikovity tvar a za pouZiti polarig@iho filtru difraktovaly sétlo. Pri maximalnim
priblizeni objektivu mikroskopu byl zéhen pamér krystali, kterycinil piiblizné 200 pm.

74



Obr.8. Proteinové krystaly enzymu P&@ytvoiené v 0,1 M bicinovém pufru a 5 % PEG 6000 o cetkov
pH = 9,0. Poré&r objemu roztoku proteinu ku mnozstvi srédzedildl 1 : 1 (A) a 2 : 1 (B). Jako
inhibitor byla pouzita 6 mM PAA.

Ziskané proteinové krystaly byly po 9¢siicich vyjmuty, peneseny do 20 % roztoku
glycerolu a zamrazeny v tekuténp [dro transport na synchrotronovou analyzu do SRN.
Beéhem transportu vSak doslo k jejich fyzickéemu po&oza ngieni tak bylo znemozmo.
Torza krystal byla posléze poslouZila jako krystakind jadra pi optimalizaci vyse
uvedené krystalizai podminky.

Optimalizace byla prov@&ta jednak manué&n ve forme visicich, tak i
poloautomaticky formou sedicich kapek. #pact visicich kapek byla optimalizace
provedena v kombinaci gkovaci technikou. Drobné krystaly z prvniho expentu byly
pouzity jako templaty proist wtSich a dokonalejSich krystalModifikovalo se pH a to po
pul jednotce pH v rozmezi hodnot od 3 do 8¢@mz pordry objemi roztoku proteinu ku
roztoku srazedla byly é@p1 : 1 a 2 : 1. V jednotlivych jamkach 24-jamkdugstalizani
desttky bylo pfitomno vzdy 800 pl roztoku srédzedla. &nproteinu a sraZzeciho roztoku
byla nasled& nanesena na tenké kryci gkb, které bylo pomoci sterilniho vzduchu
piedem pélivé zbaveno néstot. Skitko s nanesenym vzorkem bylo naskedbraceno
»hlavou dofi“ nad rezervoar obsahujici konkrétni srdZedloigqut optimalizace formou
sedicich kapek, ktera byla oproti prvnim experirienprovedena jiz jen manuélrbyly
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ménény hodnoty pH (po 0,5 jednotce vrozmezi hodnot ®»ddo 9), koncentrace
polyetylenglykolu od 3 % do 9 %, objemy zasobnibatoku enzymu ku sraZedlu a to
v ponerech 1 : 1 a2 : 1. Inhibitorem byla z@wku PAA(6 mM) a poté PMSF (230 puM).
VyzkouSeny byly také nové krystaligd sady Morpheus a Midas a manuapiipravené
smésné kombinace JCSG Core3 s Morpheusem, resp. Nidaggongru 8 : 2. V ramci
optimalizace bylo dale fjpraveno 5 vzork enzymu po $peni Hzrné koncentrovanym
termolysinem (obr. 8C).

Do sowasnosti se vSak poill® ziskat pouze #kolik menSich krystdl, které vSak byly
velmi ploché a tudiz pro jakoukoliv manipulaci aske@iné niteni nevhodné. Ziskané
drobné  krystaly pochazely z&pvného opakovani vychozi  podminky.
Z optimalizovanych podminek dosud Zadné dalSi kfyshevznikaly. Bvodre ziskané
krystaly (obr. 8A a 8B, str. 74-75) tak byly nejritigsimi krystaly PGA, které se vSak
nepodalo analyzovat.

g _ — |

a-podjednotka

B-podjednotka

14r4 w ——

Obr. 8C. SDS-PAGE elektroforéza pepeni PGA rizné koncentrovanym termolysinem.
1 — standard molekulovych hmotnosti
2 — PGA po $&peni 72 pM termolysinem
3 — PGA po $&peni 14,4 pM termolysinem
4 — PGA po $tpeni 7,2 pM termolysinem
5 — PGA' po $&peni 0,72 pM termolysinem
6 — proteinovy extrakt PG?po dialyze
7 — proteinovy extrakt PGPpred nanesenim na kolono obsahujici C®&xtogel
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4.5.  Homologni model PGA'

4.5.1. In-silico potvrzeni rozdilii v enantioselektivitich PGA® a PGA®

Vzhledem k neusgné snaze krystalizovat protein PGjame se rozhodliffpravit
homologni model PGA abychom mohli studovat molekularni mechanismus
enantioselektivnich reakci. Vznikly model P&Abyl vyuZit dale jako receptor
v experimentech molekularnino modelovani &wé enantiomernimi formami sedmi
experimentald studovanych substfat(tab. 13, str. 78). Vazebné energie predikované
molekularnim dokovanim velmi déd korelovaly (R = - 0,76) s molekulovymi hmotnostmi
jednotlivych testovanych substiaMaximalni rozdil v predikovanych vazebnych enetgiic
mezi jednotlivymi enantiomery daného substratupgmiize 0,7 kcal/mol. ProtoZe takovato
diference se stale nachazi v rozmezi chyby skofoftatkce, pozorované rozdily mezi
vazebnymi afinitami jednotlivych enantionidoy mohly byt povazovany za zanedbatelné, a
tedy bez vyznamného vlivu na enantioselektivitu PGRredikované struktury kompléx
byly déle analyzovany s ohledem na interakce safists aminokyselinovymi zbytky
tvoricimi nukleofil vazebné misto, tj. AlaB9Asn24PB, GIn23PB a SerP. Pro vSechny N-
PhAc-u-aminokyseliny a N-PhA@-leucin plati, Ze vzdalenosti futikich skupin dlezitych
aminokyselin byly znatethkratSi pro §-enantiomery, coz poukazuje na tento enantiomer
jako na preferovanou formu. Naopak, co séetWN-PhAc-leucinu, byl preferovanym
enantiomerem R)-enantiomer. Acylové zbytky vSech enantiomernicér pzaujimaly
takovy vazebny maéd, ktery umicdval acylovému zbytku velmi dobré zabudovami dd acy
vazebného mista PGA ve kterém jejich fenylovy kruh t¥6 n-n interakce
s aminokyselinovym zbytkem PhdR24 nefastgji také hydrofobni interakce s PhdgR4
Thr6® a Ala6®, jak je ukdzano na obr S9 a S10 (str. 62 a B3).zaklad naSich
dokovacich experimeft jsme krom¢ acyl vazebného mista rozliSili také sekundarni
hydrofobni podmisto twené zejména nasledujicimi aminokyselinovymi zbytkia693,
Phe7B, Alal4% a Pheld46. Vazebné mody jednotlivych enantiormevSech sedmi
testovanych susbtfato kavity aktivniho centra PGAsou graficky znazogmy na obr. 9
(str. 79). Zobrazku je patrnéervené vyobrazeni acyl vazebného mista a oranZove
zobrazeni sekundéarniho hydrofobniho podmista
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Tab. 13. Reaktivita vazebnych nida/p-aminokyselin u PGA

Vzdalenost @)

. . Predikovan Predikovana
Substrat Enantiomer . L
0¥ C NY% 5 0 N%F 5 0 00 [ jako reaktivni preference
N-PhAc-o-DL-fenylalanin (S) 3,4 4,0 4,0 3,9 Ano
(S)
(R) 52 6,3 7.9 5,4 Ne
N-PhAc-a-DL-homofenylalanin (S) 3,3 3,7 3,9 3,3 Ano
(S)
(R) 4,6 6,2 7.4 52 Ne
N-PhAc$-DL-leucin (R) 3,2 3,7 4,0 3,5 Ano
(R)
(S) 3,4 3,9 4,0 4,4 Ne
N-PhAc--DL-leucin (S) 3,4 3,9 3,8 3,0 Ano
(S)
(R) 34 4,0 41 4.6 Ne
N-PhAc-u-DL-isoleucin (S) 3,6 4,1 3,9 2,8 Ano
(S)
(R) 4,5 6,2 7.4 51 Ne
N-PhAc$-DL-homoleucin (S) 3,2 3,8 3,7 29 Ano
(S)
(R) 3,4 3,8 4,0 4,4 Ne
N-PhAc--DL-terc-leucin (S) 3,3 4,0 4,1 3,3 Ano
(S)
(R) 4,7 6,3 7.5 4.8 Ne

Poznamka: Nevyhodné interakce za meznimi hodngsmizvyrazany tung.
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Obr. 9. Predikované vazebné médy sedmi experifi@ntastovanych substitatv kavit aktivniho mista
PGA". A) Vazebné médy enantioniers objemijsimi substituenty (zbytky:a-fenylalanin, o-
homofenylalanin,a-isoleucin ao-terc-leucin). B) Vazebné mdédy enantiories még objemnymi
substituenty. Sedivy povrch reprezentuje kavituivaikho mista,éerveny povrch fedstavuje acyl
vazebné misto, oranzovy povrch sekundarni hydréfolpodmisto. Kltova katalyticka
aminokyselinova residua aktivniho mista jsou znd&awa zeled, preferované a nepreferované
enantiomery jsou vykresleny zetemesp. ZIut.

4.5.2. Vyuziti homologniho modelu pro predikci novych subsat

ProtoZein-silico molekularni dokovani sedmi substralo homologniho modelu
PGA" potvrdilo experimentélni data ziskana s purifikog@m PGA' (tab. 9 a 10, str. 70 a
71), vyuzili jsme dale tentoifstup proin-silico predikci enantioselektivnich hydrolyz
nekonveginich racemickych s#si o/f-aminokyselin, jejichz enantiomery maji apltka
potencial (tab. 14, str. 80).
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Tab. 14. Seznam subsiigiouzitych pro predikci enantioselektivity PGA

syntézu léiva lidamycin

Substrat Struktura Vyuziti produktu Literarni odkaz y
CH
N-PhAc-3-aminopent-4-ynova he I ﬁ\ Y (9-enantiomer - stavebni blok pro 165
kyselina 0y XN syntézu léiva Elarofiban
E CHy
o
N-PhAc-3-amino-3-pyridin- Ho o (9-enantiomer - stavebni blok pro
propanova kyselina /\]JELNA/(; syntézu léiva Xemilofiban 166
L
0\\ OH
= . .
N-PhAc-3-amino-3-benzyl-2- HOI <o P (S-enantiomer - stavebni blok pro
p ; N o . : h 167
hydroxybutanova kyselina 7 syntézu léiva paclitaxel
\=/‘
ji
N-PhAc-3-amino-3-(3-chloro-4,5- o o S : .
. . ‘ (9-enantiomer - stavebni blok pro
dihydroxyfenyl) propanova \/LNH/L/U 168
P

kyselina

N-PhAc-p-Cl-a-DL-fenylalanin

N-PhAc-p-F-a-DL-fenylalanin

N-PhAc-p-ClI-g-DL-fenylalanin

HO.
HO'

Fe

0
AOBE UL

L
i\f/l\u O\)/@
Fon

(R)-enantiomer - prekurzor pro SyntéZlé
B L 2
analgetika Zolmitriptanu

(R)-enantiomer - stavebni blok:iga

Abarelix 92

(9-enantiomer - latka vyuzivana pro

nejrizngjsi laboratorni dely Sigma-Aldrich

Vysledky z molekularniho modelovantistymi enantiomery racemickych gsi sedmi N-

PhAc-o/p-aminokyselin do kavity aktivniho mista homolognfhodelu PGA jsou ukazany

v tab. 15 (str. 81).

Experimentals jsme postupovali analogicky jakaii pvyhodnocovani interakci PGA

enantiomer v fedchozi kapitole. Nejive jsme se zad#ili na rozdily v predikovanych

vazebnych energiich mezi jednotlivymi enantiomeoyleétnich substrata dale jsme se

soustedili na o¥teni rozditi v potencialni reaktivét téchto novych substratpomoci tychz

geometrickych parameitiako u substrdtv kapitole 4.5.1., tj. s aminokyselinovymi zbytky
tvoricimi nukleofil vazebné misto, tedy Alg8Asn243, GIn23 a Sers.
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Tab.15.n-silico predikce enantioselektivnich hydrolyz novych stéistkatalyzovanych PGA

Vzdalenost &) ) . Predikovana
. . Predikovany
Substrat Enantiomer . o
0P C N5 0 N°%F 50 oo [ jako reaktivni preference
N-PhAc-S-am|n0pent-4-ynova (R 3.9 45 47 47 Ne
kyselina )
(s) 35 4,4 43 53 Ne
N—PhAc—3:am|nq—3—pyr|d|n— (R) 32 37 3.9 31 Ano
propanové kyselina
(R)
(S) 4,2 4,2 5,0 5,0 Ne
N-PhAc-S-am|nq-3-beqzyl-2- () 33 3.8 40 3.4 Ano
hydroxybutanova kyselina (S)
(R) 4.2 6,1 7.8 3,8 Ne
N-PhAc-3-amino-3-(3-chloro-4,5-
dihydroxyphenyl) (R) 3,1 3,6 4,0 2,9 Ano
propanova kyselina (R)
(S) 3,6 4,1 4,3 4,2 Ne
N-PhAcp-Cl-a-D-fenylalanin (S) 3,2 3,8 3,8 2,0 Ano
(S)
(R) 4.8 6,6 8,0 4,2 Ne
N-PhAcp-F-a-DL-fenylalanin (R) 3,6 4,1 4,0 2,6 Ano
(S) 34 4,0 4,1 37 Ano
N-PhAcp-Cl-B-DL-fenylalanin (R) 3,2 3,6 4,0 3,2 Ano
(R)
(S) 44 6,7 7.9 34 Ne

Poznamka: Nevyhodné interakce za meznimi hodng&smizvyrazany tung.

Obdobré jako u pedchozi analyzy, oba enantiomery vykazovaly vzdgvrsatelnou

vazebnou energii zahtajici jakémukoli vyvozeni zévi ohledré enantiopreference PGA

Na zéklad analyz potencialni reaktivitge¢hto novych substratisme predikovali vysokou

enatiopreferenci pro PGAvici trojici (R)-enantiomek a dvojici ©)-enantiomei now

testovanych substiaitab.15). Nicmé& nemizeme zcela vylatit moznost slabé az nizké

enantioselektivity pro zbyvajici dvojici substrdlviz. vysledky uvedené v publikaci, ktera

je uvedena jakoiflohac. 4 diserténi prace).
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4.5.3. Molekularni modelovani syntéz SSBA s 3D-strukturamPGAF® a PGA

Analogicky s pedeSlymi experimenty bylo provedeno molekularni al@i
s olma modely enzyin i pro syntézu SSBA, amoxicilinu, ampicilinu, cefghanu a
korelaci in-silico ziskanych dat s experimentélnziskanymi vysledky na&éienymi
v laboratdi s PGA™ a PGA'. Vyuzili jsme nami vytvéeny homologni model PGAz
Achromobacter sp. CCM4824 a model krystalové struktury P&E.GM7) ziskany z PDB.

Jako prvni ligand byl dokovan vzdy AD (fenylglyciramid pop. 4-
hydroxyfenylglycin amid), k jehoz fenylacetylovémbytku jsou enzymy specifické a N az
jako druhy ligand v piadi. U prvniho ligandu jsme se obdébjako v gedchozich
piipadech nejprve zafili na predikované vazebné energie vySe zmych AD pro ten
ktery enzym. Predikované struktury kompldxyly dale analyzovany s cilem &it rozdily
v potencialni reaktivd AD pomoci tychZz geometrickych paranietjako u substrdt
v kapitole 4.5.1., tj. s aminokyselinovymi zbytkyoticimi nukleofil vazebné misto, tedy
Ala69P, Asn24PB, GIn2P a SerP. Protoze se vSak jedna o bimolekularni reakce,
soustedili jsme se také #ieni nejkratSich moznych vzdalenost mezi karbonylovo
skupinou AD a aminoskupinou N (R-NHCOO-R), coby druhého dokovaného substratu
(tab. 16 a 17, str. 83). Ztab. 16 a 17 (str. 8)Vyist, Ze geometrické parametry pro oba
testované AD jsou vifpads PGA" totozné a v ipadt PGA™ lehce odlisné, oviem bez
moznosti vyvodit jakékoliv zairy.

Je v3ak patrné, Ze vzdalenost mezi aminoskupinaukiirbonylovou skupinou AD
se zkratila z 4,8 na 4,1 A u simulované syntézyxaiou a z 5,9 na 4,8 A u syntézy
ampicilinu. Tato data nazisaji, 7e PGA by mohla byt ve srovnani s PEAreaktivrejsi
pro syntézy amoxicilinu a ampicilinu, coz by bylseuladu s experimenté&lrziskanymi
daty, kde PGA byla oproti PGA® prokazateld (&inngj$im biokatalyzatorem v syntéze

amoxicilinu a ampicilinu.
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Obr. 10. Chemické struktugitverice nami pouzitych farmaceuticky hejmyuzivanych

SSBA.

Tab. 16. Vazebné vzdalenosti funiich skupin substrétv nukleofil vazebném mist PGA™

Vzdalenost Vazebna v ;
Substrat i) energie Vysl:dkr:y
R-NH,—COO-R ose¥_, Cc NA6% _, O NASN248 _, o QSh23 _, H [kcal/mol] proau
4-hydroxyfenylglyci id 4.8 3,5 3,3 3,7 2,8 -5,6 o
ydroxyfenylglycin ami amoxicilin
6-APA -4,8
fenylglycin amid 59 34 55 29 2,8 -5,6 L
ampicilin
6-APA -5,3
4-hydroxyfenylglycin amid 59 35 3,3 3,7 2,8 -5,6 .
cefadroxil
7-ADCA -4,8
fenylglycin amid 6,0 3,4 5,5 29 2,8 -5,6 )
cephalexin
7-ADCA -5,3
Tab. 17. Vazebné vzdalenosti funiich skupin substrétv nukleofil vazebném mistPGA®
Vzdalenost Vazebna v ;
Substrat i) energie Vyséeclj(?y
R-NH,—~COO-R 0O%%_, C NARS%B _, o NAS4B _, O o%n23 _, H [kcal/mol] produ
4-hydroxyfenylglyci id 4,1 3,1 51 31 2,8 -5,6 o
ydroxyfenylglycin ami amoxicilin
6-APA -4,8
fenylglycin amid 4.8 3,1 5.1 2,1 2,8 -5,6 L
ampicilin
6-APA -5,3
4-hydroxyfenylglycin amid 6,1 3,1 51 31 2,8 -5,6 .
cefadroxil
7-ADCA -4,8
fenylglycin amid 51 3,1 5.1 2,1 2,8 -5,6 )
cephalexin
7-ADCA -5,3
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4.6.

In-silico mutageneze PGA

4.6.1. VylepSeni syntetické aktivity zanénou vybranych aminokyselin v aktivnim

misté

Aminokyselinova residua Phe24a Pheld4é (samostathh nebo jako dvojice),

lokalizovana u vstupu do aktivniho centra enzymyla lpodrobenan-silico mutagenezi.

Navrzené zamy uvadi tab. 18: celkem bylo studovéano 6 vari@®AP. Byly analyzovany

vazebné vzdalenosti v acyl vazebném #istmezi funkinimi skupinami AD a N jako

v pifpads in-silico simulaci syntéz SSBA dipodni PGA'. Namtiena data jsou shrnuta
v tab. 18.

Tab. 18.In-silico predikce syntéz vybranych SSBA pouZitin-silico mutovanych variarf?GA®

Mutovana Substrat Vzdalenost @) \gz;gir;é
varianta Nukleofil Acyldonor R-NH,—COO-R OSer:u}*) c NAIaSQ[} -0 NAsn24J|3 -0 OGIn23[5 SH [kcal/mol]
6-APA 4-hydroxyfenylglycin amid 3,3 4,0 5,8 54 2,8 -5,6
6-APA fenylglycin amid 4.8 3,6 3,1 4,1 2,8 -5,6
Phe24—Cys . .
7-ADCA  4-hydroxyfenylglycin amid 4.4 4,0 5,8 54 82, -5,6
7-ADCA  fenylglycin amid 4,6 3,6 3,1 4,1 2,8 -5,6
6-APA 4-hydroxyfenylglycin amid 3,5 4,3 4,7 53 3,2 -5,8
6-APA fenylglycin amid 3,8 3,5 3,7 4.8 3,2 -5,8
Phe2g—Ala . .
7-ADCA  4-hydroxyfenylglycin amid 4,6 4,3 4,7 53 23, -5,8
7-ADCA  fenylglycin amid 3,7 3,5 3,7 4.8 3,2 -5,8
6-APA 4-hydroxyfenylglycin amid 4,8 4,1 4,6 3,8 3,3 -5,6
6-APA fenylglycin amid 5,4 3,7 3,3 3,1 3,0 -5,6
Phe24—Leu ) )
7-ADCA  4-hydroxyfenylglycin amid 4,9 52 39 4,3 33, -5,6
7-ADCA fenylglycin amid 4,6 3,6 3,1 4,1 3,0 -5,6
6-APA 4-hydroxyfenylglycin amid 4,9 4,3 49 3,8 31 -5,6
6-APA fenylglycin amid 6,1 3,8 4,2 4.4 3,4 -5,6
Phel46—GIn . .
7-ADCA  4-hydroxyfenylglycin amid 4,6 4,2 39 4,6 13, -5,6
7-ADCA  fenylglycin amid 4.5 4,0 3,9 4 3,4 -5,6
6-APA 4-hydroxyfenylglycin amid 51 3,9 4,4 4,1 3,5 -5,6
6-APA fenylglycin amid 75 3,5 3,0 4,2 3,2 -5,6
Phel46—GIluH . .
7-ADCA  4-hydrox fenylglycin amid 4,5 3,9 4,1 4,0 53, -5,6
7-ADCA  fenylglycin amid 51 3,8 4,1 4,3 3,2 -5,6
6-APA 4-hydroxyfenylglycin amid 3,7 3,5 4,2 4,2 29 -5,7
Phe2g—Ala  6-APA fenylglycin amid 5,7 3,9 5,6 31 2,8 -5,7
Pheld6—Tyr 7.ADCA 4-hydroxyfenylglycin amid 3.8 35 42 42 92, 5,7
7-ADCA  fenylglycin amid 4,3 3,6 3,1 4,1 28 -5,7
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Jako perspektivni varianta se jevilkegevsim ta, u niz byl v pozici 24 na podjedndice
fenylalanin nahrazen cysteinem (PGhe24Cys). Ze srovnani vysletlkplyne, Ze
vzdalenost mezi aminoskupinou N a karbonylovou slap AD se zkrétila z 4,1 na 3,3 A

pii simulované syntéze amoxicilinu.

4.6.2. Konstrukce zmutovanéhopga” kédujiciho zaménu Phe24—Cys

Na zéklad jiz dfive ziskané nukleotidové sekvence strukturrpba® genu i jeho
prilehlych oblasti byly navrzeny koncové primery umjzci PCR amplifikaci mutované
varianty strukturniho genpga s vyuZitim chromozomalni DNA kmerfehromobacter sp.
CCM 4824 jakozto templatu. Prvnim krokerfigpavy rekombinantniho konstruktu byla
optimalizace standardni PCR pomoci kombinaci pirawarh pat
UPACYLXbal+Rev_mut330Cys PGA ¢ Fwd_mut330Cys PGAREVACYLPstl,

Z nichz vzdy jeden primer z paru nesl poZzadovanataon Fotodokumentace agarosového
gelu s parcialnimipga’™specifickymi PCR amplikony (velikost cca 1 kpb # kpb) je
uvedena na obr. 11.

1,0 kpb 1,6 kpb

{4

Obr. 11. PCR amplikony z izalaiho gelu. 1) PCR produkty ziskané kombinaci primdPACYLXbal+
Rev_mut330Cys_PGAreasociujicich s DNA templateip59°C; 2) PCR produkty ziskané
kombinaci primek UPACYLXbal+Rev_mut330Cys_PGAreasociujicich s DNA templatentip
57°C; 3) DNA marker Apna X Pstl. 4) PCR produkty ziskané kombinaci prifner
Fwd_mut330Cys_ PGAREVACYLPstl reasociujicich s DNA templatemii p57°C; 5) PCR
produkty ziskané kombinaci prinierFwd mut330Cys PGAREVACYLPstl reasociujicich
s DNA templatem $ 59°C.
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Pga”-specifické PCR produkty byly izolovany z gelu zgukiti purifikatniho protokolu
komekné dodavaného purifikaniho kitu High Pure PCR Product Purification, firiRgpche.
Kombinace primar UPACYLXbal+REVACYLPstl navrZzena z oblastififghajicich ke
strukturnimu genyga” a nesouci vioZena restkiki mistaxbal, resp.Pstl, nAm umoznila
vyuzit techniku overlap PCR a ziskat z obou ampiikemés PCR produkt, jejiz soddasti
byl i pga-specificky PCR produkt o velikosti 2,664 kpb nesiocely strukturni gemga’.

Tato smés PCR produki ziskana po overlap PCR reakci byla nejpr¥ecipténa podle
protokolu k ,High Pure PCR Product Purification ‘KifRoche) a naslednpodrobena
Sttpeni restrikni endonukleasowxbal (cilovd sekvence v primeru UPACYbal) (obr.

12).

Obr. 12.Xbal restrikce snisi amplikorii po ,overlap PCR". 1) DNA marképna X Pstl; 2)
PCR produkty&tenéXbal.

Délkows odpovidajici Xbal-$tspeny PCR amplikon nesouci cely struktupga’
s potencialni mutaci byl z vySe uvedené re&tiiksnesi ziskan vyiznutim z gelu a
preciStén opt pomoci ,High Pure PCR Product Purification KitRdche). Tento PCR
produkt byl nasledhvligovan do vektoru pK19 &eného déma polylinkerovymi enzymy
Xbal a Smal a takto vzniklou ligani snesi byly transformovany kompetentniithy E.coli
TOP10. Ze ziskanych transformanexprimujicich funkni strukturni gen pro PGA
(potvrzeno detekci furgkiho produktu genu pomoci chromogenniho substrdRAR)
byly za pouziti modifikované minipreparativni meyo@157) izolovany rekombinantni
plazmidové konstrukty. 4 z jejich zastupleyly nasleds purifikovany pomoci ,High Pure
Plasmid Isolation Kit* (Roche) (obr. 13, str. 87)padrobeny finalni sekvetiai analyze,
ktera prokazala, Ze 2 z nich (oZeay pMiG7 a pMiG38) nesly poZzadovanou zamn Phe
— Cys v pozici 24. aminokyseliny n&podjednotce (vyjagno v nukleotidech: TTGC-»
TGgsC).
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-ifjmm pMiG38

3 <flmm pMiG7

Obr. 13. Agarosovy gel s purifikovanymi rekombinanti plazmidy zeityi PGA-pozitivnich transformatt
1) kontrolni plazmid o velikosti 3,7 kpb; 2) pMiG2) pMiG7; 4) pMiG35; 5) pMiG38; 6) kontrolni
plazmid o velikosti 5,7 kpb.

4.7. Charakterizace rekombinantni PGA*Phe24Cys

4.7.1. Kinetické parametry PGA*PheB24Cys pro hydrolyzy

Hydrolyzy piimyslow nejzadagjSich SSBA, ampicilinu a amoxicilinu, byly
meéieny stejnym zfisobem a za stejnych podminek jakoiippdt pavodniho enzymu.
Hodnoty kinetickych konstari,: a Ky, a konstanta substratové specifity/Kn, potvrdily
vysokou katalytickou aktivitu pro substraty s D-ydhoxyfenylglycyl- (amoxicilin nebo
cefadroxil) nebo D-fenylglycyl- (ampicilin a cepleain) postrannimtetzci, tedy hodnoty
velmi blizké PGA . Hodnotyk.o/Km pro PGA' klesaly v nasledujicim padi: amoxicilin
— cefadroxil— ampicilin — cephalexin. Toto pgadi korespondovalo s klesajici afinitou
k acylovym residuim obsazenych v substratech: Qrdraxyfenylglycyl — D-fenylglycyl.
Ve vsech zmijovanych pipadech byly parametry PGAa jeho mutované varianty
PGA*Phe324Cys velmi podobné (tab. 19).

Tab. 19. Kinetické parametry pro PG2he24Cys a PGAKkatalyzované hydrolyzy vybranych antibiotik

Substréat Km (HM) kcat (Sl) kcal/Km (qul Sfl) S/H*

PGA PG AAPhe24Cys PGA PG AAPhe24Cys PGA PG AAPhe24Cys PGA PG APhe24Cys
ampicilin 395 398 19,241 19 0,049 0,048 3,4 3,36
amoxicilin 199 203 24 24,7 0,121 0,122 3 3,1

®Reakni podminky: 15 mM AD a 25 mM N v 50 mM fosfatovépufru (pH = 7,0, 25°C).
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4.7.2. Kineticky Fizené syntézy SSBAFi vysokych koncentracich substrai

Abychom experimentatn owfili in-silico predikovana data, srovnavali jsme
syntetickou dinnost PGA' a rekombinantni PG#Rhe324Cys pi vysokych koncentracich
substrai, kdy byl jako aktivovany AD pouZzit ester. Experintg byly provedeny nejive
s purifikovanou a rozpustnou formou enZyra posléze se stabilizovanymi enzymy ve
formé¢ CLEA. Reaktanty byly pouzity v koncentracich odjajicich pémyslovym
syntézamCasovy piibéh syntézy antibiotika, (Ps) a volné aminokyseliBy) byl sledovan
a stanovovan pomoci HPLC wimhu celé syntézy. Experimenty byly provedeny v
michaném reaktoru s pracovnim objemem 100 ml zatkatniho michani, laboratorni
teploty a konstantni hodnoty pH za#i$¢ pomoci pH-statu a titraci s 12,5 % (w/v) vodnym
roztokem amoniaku.

Rozpustné formy obou enzynvykazovaly velmi podobné hodnoty paraniet to
jak v pipadt syntézy amoxicilinu, tak i ampicilinu, coz je zdokentovano naasové
zavislosti parametr Ps a Ph (obr.14 a 15, str. 89). Romeaknich partnek AD a N,
oznaovany jako AD/N byl 1,05 i nasledujici koncentraci reaktantt60 mM N a 168
mM AD. V pripads PGA" ¢inil stupei konverze pro syntézu ampicilinu 93 % a pro
amoxicilin 77 %. V pipads mutované varianty PG¥*he824Cys¢inil stupei konverze pro
syntézu ampicilinu row 93 %, ale pro syntézu amoxicilinu 81 %. Vyslegdoyu shrnuty
v tab. 20 (str. 90)
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Obr.14.Casovy ptibsh kinetickytizené syntézy amoxicilinu. Syntézy amoxicilinu bylgovedeny s 160 mM 6-
APA a 168 mM D-HPGME. WT ozitaje PGA' a MUT oznauje PGAPhe24Cys. Vznikajici
antibiotikum (Ps) a volna aminokyselina (Ph) bylgnibéhu syntéz monitorovany pomoci HPLC.
Syntézy byly provéaly pii pH = 6,3 a teplat 25°C.
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Obr.15.Casovy piibéh kinetickytizené syntézy ampicilinu. Syntézy ampicilinu bghpvedeny s 160 mM 6-
APA a 168 mM D-PGME. WT ozraje PGA' a MUT ozn&uje PGAPhe24Cys. Vznikajici
antibiotikum (Ps) a volna aminokyselina (Ph) bylpnibéhu syntéz monitorovany pomoci HPLC.
Syntézy byly provaghy pii pH = 5,9 a teplat 25°C.

Tab. 20. Parametry S/H a stiig@nverze fi syntéze SSBA rozpustnou formou PGa

mutovanou variantou PGZheB24Cys za vysokych koncentraci substrat

Reakni ¢as
6-APA (mM)  D-(H)PGME (mM) AD/N S/H Konverze(%) (min) pH
Ampicilin 160 168 1,05 11,9 93 470 5,9
Amoxicilin 160 168 1,05 4,98 81 400 6,3
Reakni ¢as
6-APA (mM)  D-(H)PGME (mM) AD/N S/H Konverze(%) (min) pH
Ampicilin 160 168 1,05 12 93 470 5,9
Amoxicilin 160 168 1,05 5,03 77 420 6,3

Reakini podminky: Objem reahki snesi ¢inil 100 ml, reakni teplota 25°C, pH hodnoty
byly udrzovany nadhotéach 5,9 a 6,3 (12,5 % NBH). Do reakni
srsi bylo gidano 200 U PGAresp., PGAPhe324Cys. Hornitast PGAPhe24Cys,
doluast PGA.

Rozpustna forma rekombinantni P&#he24Cysbyla dale testovanatipsyntéze
amoxicilinu za molarniho pognu AD/N 1,05 a to ve dvou urovnich: 1) v koncenicacN
nad 400 mM kdy maximalni stuprkonverzecinil 22 % a S/H porsr PGA Phe324Cys
uréeny (¥ syntéze amoxicilinu 4,9. 2)fpkoncentraci N 160 mM a sniZzené hodnpH na
hodnotu 5,9. Hodnota S/Higtala prakticky nezgména, nicmésn stupeé konverze se snizil
z 81 na 73 % oproti syntéze pro¥ad @i hodnot pH 6,3.Casové zavislosti paramétPs
a Ph pro ob testované podminky jsou zdokumentovany na obr(si6 91). Readni

podminky a vysledna data jsou shrnuta v tab. 219%)
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Obr. 16. Casovy pitibéh kineticky fizené syntézy amoxicilinu katalyzované rozspustngmezymem
PGA'Phe24Cys. Syntézy amoxicilinu byly provedeny s 160 BMPA a 168 mM D-HPGME
(MUT?), popt. s 400 mM 6-APA a 420 mM D-HPGME (MUT**).

Tab. 21. Parametry S/H a stiigenverze fi syntéze SSBA rozpustnou formou

PGAPhe24Cys
Reakni ¢as
6-APA (mM) D-HPGME (mM) AD/N S/H Konverze(%) (min) pH
Amoxicilin 160 168 1,05 5-5,1 73 460 59
Amoxicilin 400 420 1,05 4,90 22 120 6,3

Reakini podminky: Objem redlkni sn¥si ¢inil 50 ml, reakni teplota 25°C. pH hodnoty byly

udrzovany na hadieh 5,9 a 6,3 (12,5 % NBH). Do reakni sn¥si

bylgipgano 200 U PGAPhe24Cys.
Obrazeke. 17 srovnav&asovou zavislost paramétPs a Ph v enzymaticky katalyzovanych
syntézach amoxicilinu za vSech podminek uvedenytétov studii (obr.17A, str. 92), a

pouze pro mutovanou variantu PGZhes24Cys (obr.17B, str. 92)
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Obr. 17.Casova zavislost paramétPs a Ph v kinetickyizené syntéze amoxicilinu: A) pro veskeré v této
studii pouzivané podminky, B) pouze pro mutovanatiantu PGAPhe24Cys.
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Syntéza amoxicilinu byla studovana také s imobi@wu formou rekombinantni
PGA*Phé324Cys. Katalyzator byl ifpraven technikou zesfti enzymovych agregéta
vzniklé CLEA byly pouzity v reakni smesi s koncentraci N nad 400 mM a molarniho
poneru AD/N 1,05. Hodnota S/H se zvysSila oproti rozpdsforne piiblizné o 8 %, tj.

z hodnoty 4,9 na 5,0. Stup&onverze se v3ak zvysil vyragm sice z 22 na 61 %.asové
zavislosti paramelr Ps a Ph jsou zdokumentovany na obr. 18. Rdakodminky a

vysledna data jsou shrnuta v tab. 22.
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Obr. 18.Casovy ptibsh kinetickytizené syntézy amoxicilinu katalyzované imobilizovarfiormou mutované
varianty PGAPhe24Cys. Readni snts obsahovala 400 mM 6-APA a 420 mM D-HPGME.

Tab. 22. Parametry syntézy amoxicilinu imobilizosarformou mutované varianty PGRhe324Cys

ve vysokych koncentracich subétrat

Reakni ¢as
6-APA (mM) D-HPGME (mM) AD/N S/H Konverze(%) (min) pH
Amoxicilin 400 420 1,05 5,00 61 420 6,3

Reakéni podminky: Objem rea&k smsi ¢inil 50 ml, reakni teplo& 25°C. pH hodnoty byly udrzovany na
hodnot 6,3 (12,5 % NHOH). Do reakni snisi bylo gidano 200 U PGAPhes24Cys
ve forme CLEA.
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Ze ziskanych a zpracovanych dat je patrné, Ze memvanou variantou PGRhe24Cys
a pivodnim enzymem PGAnebyly zjisény z pohledu enzymové kinetiky a syntézy

antibiotik Zzadné vyznangsi rozdily.
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5. Diskuze

Vtéto praci byla studovana penicilinacylasa, enzyatici do rodiny N-
terminalnich  nukleofilnich hydrolas (Ntn-hydrolasyeC 3.5.1.11.), popsana u
mikroorganismu rodéchromobacter (169). Po izolaci a charakterizaci tohoto enzydi) (
bylo zjiS€no, Ze 3ipi tén¥r dvojnasobnou rychlosti SSBA ampicilin, amoxicilen
cefalexin, oproti penG;imz se odliSoval od dosud znamych penicilin-G-asyl8B).

Enzym PGA byl klonovan, sekvenovan (142) a dale detadtudovan z pohledu kineticky
fizenych syntéz SSBA (31), kde PGA ob&oachazeji prmyslové uplatani.

Kromé biotransformace p-laktami vykazuji PGA dalSi zajimavou vlastnost: jsou
enantioselektivni. Tato vlastnost umiaje pipravu chiralnich latek (enantionigr ktere
mohou byt vyuzity jako syntony pro organické symtérbo pimo predstavuji aktivni
farmaceutické latky. Vigdkladané doktorské disefta praci jsem se zgétku zangfil na
enantioselektivni rozliSeni racemickyché&ainsedmi N-PhAey/B-aminokyselin [(tab. 9, str.
70): N-PhAce-fenylalanin, N-PhAa-homofenylalanin, N-PhA@-leucin, N-PhAce-
leucin, N-PhAce-isoleucin, N-PhA@-homoleucin, N-PhAer-terc-leucin], jejichz
enantiomery v deacetylované fafmrmaji aplik&ni potencial jako stavebni prvky aktivnich
farmaceutickych latek. Abychom mohli charakterizoR&A" ohledr# enantioselektivnich
vlastnosti a smyslupénje s &im srovnat, zvolili jsme si PGA jako vychozi, referami
enzym (76), pestoze PGA vykazuje jenom 49,8 % sekver identitu s PGA, a to
alespa ze dvou dvodi:1) PGA™ byla modelem pro vyzkum v oblasti enantioselekgivi
PGA jiz od 60. letech minulého stoleti, ktery gleal zejména rozliSeni racemickych &n
a-aminokyselin a jejich derivat (170, 171), avSak poskytoval zpravidla jen strohou
informaci o enantiopreferenci; 2) PEAje bsZzns pramyslow uzivany a v nasi laborato
dostupny enzym.

Bakterialni biomasa pro izolaci PGA dostaténém mnoZzstvi bylaifpravena jiz
diive provedenouijtokovanou kultivaci v laboratornim kontinu&lmichaném bioeaktoru
Biostat MD (142). Nasledna izolace a purifikacelphala podle Skrob a spol.(13).
Racemické sisi substrdt uvedené vtab. 9 (str. 70) a zrmne vySe byly pouzity jako
substraty v enantioselektivnich hydrolytickych reigk katalyzovanych ve vodném
prostedi purifikovanymi PGA a PGA®.

Oba enzymy vykazovaly vysoky stupenantioselektivity (E = 9@ 5) pri hydrolyze N-
PhAc-u-fenylalaninu a zarove podobny, i kdyZz niZSi stupeenantioselektivity i
substraim N-PhAca-leucinu, N-PhAca-homofenylalaninu a N-PhAg-isoleucinu. U

zbylych ti testovanych substa{N-PhAc{-homoleucin, N-PhAeaxrterc-leucin a N-PhAc-
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B-leucin.) je vSak patrné, e PGAmMA prokazateth vy$si enantioselektivitu oproti
PGAF prestoZe oba enzymynaji stejnou enantiopreferenci.

Doposud byly uteny 3-D struktury pouze pro PGReth mikroorganistin [E.coli (16,71);
Kluyvera citrophila (76); Alcaligenes faecalis (77)]. Rozhodli jsme se tedy stanovit
strukturu PGA, kterd by ndm umoznila blize nahlédnout na stavimlekuly enzymu a
vazby substrétdo aktivniho centra.

Pro krystalizani experimenty jsme zvolili v s¢asnosti nejpouziva&si, difuzni metody
(metoda visicich a sedicich kapek§kaliv Ize v literatde dohledat mnoho odkaohledré
krystalizace PG a v PDB databazi naléztiplizng tfi desitky 3D struktur jak celého
enzymu, tak jeho jednotlivych podjednotek (71-A2hledem k aminokyselinové idertit
PGA"a PGA®, kteracini necelych 50 %, jsme museligtupovat k tomuto enzymu jako ke
zcela novému individuu a pilotni krystaléza experimenty byly provedeny za pouziti
proteinu byl vzdy pouziterstw purifikovany enzym v koncentraci 20 mg/ml v 0,2Tvis-
HCl pufru (pH = 7,2), uchovavany v ledu. Z testoyem zakladnich screenovacich
komegkné dostupnych sad od spotesti Qiagen bylo nejlepSich vysladklosazeno za
pouziti sady JCSG Core3, a sice u krystahzgodminky skladajici se z 0,1 M bicinového
pufru a 5 % PEG 6000 o celkovém pH = 9,0 a 6 mM R@i& obr. 8A a 8B, str. 74 a 75).
Ziskané proteinové krystaly byly po 9ésicich vyizolovany, nicménbchem transportu
doslo k jejich fyzickému poSkozeni a nebylo tak m®éziskat 3-D strukturyrorza krystai
vSak byla posléze pouZzita jako krystatiahjadra pro dalSi optimalizaci krystalézdach
procesi, ktera byla provatha jednak manuatnve forme visicich, tak i formou sedicich
kapek. Bylo modifikovano pH krystalizai podminky a také po¥n objemi roztoku
proteinu ku roztoku srédzedla (1 : 1 a 2 : 1), #otefn vliv gitomnosti inhibitoru, jimz byla
bud’ PAA popr. PMSF. Souasti optimalizace byly i kombinace srazecich roztogouZiti
riznych koncentraci termolysinu pro opracovani PGged samotnou krystalizaci.
BohuzZel, do koncefijpravy této disertace se vSak piltaziskat pouze ¢kolik dalSich
mensSich krystdl, které vSak byly k&#li své (ne)kvali¢ pro jakoukoliv manipulaci a
nasledné rreni nevhodné.

Objasrni priciny téchto negativnich vysledkje slozité. Roli nize hrat mnoho faktdr
neba’ krystalizace proteinu je empiricky proces zaloZzeayhledani vhodnychinidel a
fyzikaln¢ chemickych podminek. Jako krystatima cinidla se totiz pouzivajitizné typy
srazedel (polyetylenglykoly, anorganické séil@rganicka rozpoustlla), ktera nuti enzym
piejit do gesyceného stavufippmny jsou také i pufry, které udrzuji stalé pHpigpadre

razna aditiva, ktera usnadji vhodné uspi@dani molekul proteinu do krystalu. Vedle typu
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a koncentrace srazedla zardvkrystalizaci vyrazé ovliviuje i cistota a koncentrace
proteinu, pH, teplota, viskozita média a pouZzitéhteka. Jelikoz navic ke tvoftkrystah
dochéazi jen vfesyceném stavu, ktery se daldicha ti oblasti: metastabilni, labilni a
precipit&ni oblast, picemz pro tvorbu krystalizaich jader je pdeba labilniho stavu,
zatimco k @stu krystah dochazi jen ve stavu metastabilnim, jejmé, Ze ficin mize byt
mnoho.

ProtoZe se ndm nepdila piipravit krystal PGA proteinu, rozhodli jsme se na zaklad
dostupnosti krystalové struktury PEArystawt homologni model PGA pouZit jej pran-
silico molekularni dokovani a pokusit se naskedmlézt zakonitosti majici vypovidaci
hodnotu ohled& interakci mezi komplexem substrat-enzym v jehoivakin centru

v souvislosti s enantioselektivnim rozliSenim ramych sngsi jednotlivych aminokyselin.
Z literatury vime, Ze residua S@1GIn23, Ala6P, a Asn24B (6) jsou nezbytné
aminokyselinové zbytky nukleofil vazebného mistalvdosud charakterizovanych PGA
(172): Ala6P a Asn24B participuji na vytvéeni ,oxyaniontové diry”, GIn23 stabilizuji
E-S tetrahedralni intermediat a Seslouzi jako katalytické residuum. Je akceptovaeo,
obecna topologie a kvarterni struktura kavity akitiv mista mize byt konzervovana pro
celou rodinu PGA (62). Nicménexistuji variace v aminokyselinovych zbytcich ylac
vazebném misf které je tvoeno VE. coli Met142y, Arglds, PheldG, Phe2#, Thr333,
Pro4$®, Vals63, Trpl54 a llel7P (6, 69).

Krome¢ acyl vazebného mista namisilico ziskana data umoznila identifikovat a popsat i
sekundéarni hydrofobni podmisto teaé hlavl z aminokyselinovych residui Alap9
Phe73B, Alal4% a Phel4é.

Vazebné maédy jednotlivych enantiomdryly nasleds analyzovany z pohledu vazebnych
energii mezi jednotlivymi enantiomery daného suftairkteré vSak nebylyétsi nez 0,7
kcal/mol, takze nenaztiaji zadny signifikantni rozdil mezi vazebnymi afami
jednotlivych enantiomér (tab. 13, str. 78), nebgsou stale v rozmezi chyby skoérovaci
funkce.

Struktury komplex byly dale analyzovany sohledem na interakce satist
s aminokyselinovymi zbytky twdcimi nukleofil vazebné misto, tj. AlaB9 Asn243,
GIn233 a Ser}.

Geometrické parametry pro predikci substratove trek byly odvozeny podle
katalytického mechanismu PGA. Abychom ¢l reaktivitu konformaci substrat
pouzitych vin-silico molekularnim dokovani, byly vazebné mody posuzgvaa pouziti
nasledujicich paramétr(i) vzdalenost mezi nukleofilnim atomem kysliktl Katalytického
residua Sefl a atakovanym uhlikem karbonylové skupiny substratirdZejici tak
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pravdpodobnost nukleofilniho ataku, (i) délky vodikowwwazeb mezi atomy dusiku
pochézejici z aminoskupin Alap%%a Asn24B a atomem Kkysliku karbonylové skupiny
substratu, které stabilizuji negativni naboj reaiitio tetrahedralniho intermediatu a (iii)
délka vodikové vazby mezi kyslikovym atomem karbowg skupiny GIn2B a odstupujici
aminoskupinou substratu, coz takté&ispiva ke stabilizaci tetrahedralniho intermediatu
(obr. 7, str. 53). Abychom ziskali konkrétniedstavu o limitnich vzdélenostech pro tyto
nase parametry, byly analyzovany vysoce kvalitnikstiry PGA v komplexu se substraty a
jejich analogy(tab. 6, str. 65). ProtoZze vSak takov&iewni poskytuje pouze kvalitativni
dvou-stavovou predikci reaktivity substrat reaktivni nebo nereaktivni, Ize predikovat
piesré pouze potencidl pro vysokou miru enantioselektiontozliSeni. V takovych
piipadech je jeden enantiomer predikovan jako éskttivni, zatimco druhy enantiomer
jako dolie aktivni. Je dlezité zarové poznamenat, Ze drobné rozdily v hodnotach
enantioselektivity nemohou byt za pouziti tohatisfupu predikovany (155).

Z vysledki dokovani provéaghych in-silico vyplynulo, Ze podle prostorové objemnosti
substituentu mohou byt experimentahjisttné vysledky presentovany nasledévih) Mezi
substraty s objemnymi substituenty lze zEadit: N-PhAcw-fenylalanin, N-PhAG-
homofenylalanin, N-PhAe-isoleucin a N-PhAerterc-leucin. VSechny substraty si
osvojily podobny vazebny mdéd v nukleofil vazebnéristin a to bez vyjimky. (Fig. 9A, str.
79). ObjemgjSi, hydrofobni nukleofilni substituenty byly vSeshorientovany sgrem do
sekundarniho hydrofébniho podmista. Nppk N-PhAcw-fenylalaninu a N-PhAe-
homofenylalaninu, které obsahuji ve striktusvého nukleofilniho substituentu druhy
aromaticky kruh, byly mezi timto kruhem a aminokiysevymi residuy Phe7l nebo
Phel46 vytvoreny v tomto mist dodaténén-n a hydrofobni interakce (obr. S9 a S10, str.
62 a 63). Karboxyloveé zbytky vSec¢tyt zminovanych substratbyly orientovany uci casti
aktivniho mista s pozitivn nabitymi a hydrofilnimi aminokyselinovymi zbytkytj.(
Arg2633, Ser39@, Asn214 a terminalnicast Serf). Kyslikové atomy karbonylové
skupiny ©-enantiomet byly vzdy vhodg stabilizovany aminokyselinovymi zbytky
~oXyaniontové diry* v orientaci umaijici nukleofilni atak Sefl na uhlikovy atom
karbonylu. Také vodikove atomy aminoskupin sub&togly vhodre stabilizovany pomoci
GIn233. Naopak, vazebné modR)enantiomel mely své peptidové vazby orientovany
opanym sn&rem (obr. 9A, str. 79). Tato orientace ma za né&klesirSi prostorovou
separaci atoin kysliku a vodiku karbonylovych skupin jednotlivyshibstrai, které jsou
stabilizovany funknimi aminoskupinami enzymu. Takové vazebné maédg tadektivre
chrani atakovany uhlikovy atonii mukleofilnim ataku vedenym Se¥1VeSker tato fakta

dohromady nazrtalji, Ze R)-enantiomery této skupiny substraiyly v lepSim pipadt jen
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slak reaktivni, zatimco §-enantiomery d&chto slodenin byly Iépe stabilizovany pro
reakce. JelikoZ z&vy ohledrg predikované enantiopreference (tab. 13, str. 88ppruji i
vSechnyctyii meérené vzdalenosti, které jsou o mnoho kratSi, |ze r@very povazovat za
zcela opodstatmé.

2) Substraty s mér objemnymi substituenty: N-PhAc$-homoleucin, N-PhAexleucin,
N-PhAc$-leucin.

Vazebné mody (S)-enantionieN-PhAcf$-homoleucinu a N-PhAa-leucinu kopirovaly
schéma pro substraty s objedj#mi susbtituenty (obr. 9B, str. 79), s vyjimkaho, Ze tyto
substituenty nebyly orientovanyadi sekundarnimu hydrofébnimu podmistu vazebné
kavity. Predikované vazebné moédictito dvou §-enantiomei pin¢ sphovaly veskeré
pozadavky pro reaktivitu (tab. 13, str. 78).

V piipact (R)-enantiomek N-PhAcfi-homoleucinu and N-PhAg-leucinu, snifuje
karboxylovad skupina i sekundarnimu hydrofobnimu podmistu a &@® jejich
nepolarni substituenty sfifuji vaci pozitivné nabitym a hydrofilnim residuim (obr. 9B, str.
79). Tyto vazebné mody umoznily peptidovym vazbaR)-gnantiomek N-PhAc$-
homoleucinu a N-PhAe-leucinu osvojit si podobnou orientaci jakB)enantiomery N-
PhAc{f-homoleucinu a N-PhAe-leucinu, a takéasténé obnovit nezbytnou stabilizaci
jejich karbonylovych kyslikc aminokyselinovymi zbytky ,oxyaniontové diry* a eritaci
atakovaného uhliku ¢ katalytickému nukleofilu. (tab. 13, str. 78). MNiérg,
aminoskupiny substrat nebyly stabilizovany progdnictvim GIn28 a obvykle
nekomplementarni interakce pozZadovangmito vazebnymi mddy by mohly dale
znevyhodiovat jejich vznik. V pipact racemické srsi N-PhAc$-leucinu kopirovaly
vazebné mody obou enantioriestejny vzor jako je popsan vyse, pouze s tim fteadize
preferovanou formou jeR)-enantiomer (tab. 13, str. 78).

Pro vSechny N-PhAc-aminokyseliny krémN-PhAc$-leucin plati, Ze vzdalenosti
funkeénich skupin dlezitych aminokyselin byly znateinkratSi pro §)-enatiomer, 2ehoz
lze predpokladat tento enantiomer jako preferovanou foltaopak, co se & N-PhAc$-
leucinu, byl preferovan R)-enantiomer. Acylové zbytky vSech enantiomernicénp
zaujimaly takovy vazebny maéd, ktery umo¥al jejich velmi dobré zabudovani do acyl
vazebného mista PGANa zaklad naseho molekularniho dokovani jsme kéomcyl
vazebného mista rozliSili také sekundarni hydrofolpodmisto tvéené zejména
nasledujicimi aminokyselinovymi zbytky: Alag9Phe7B, Alal4d a Phel4é.

ProtoZze molekularndokovani potvrdilo experimentalni vysledky ziskangurifikovanym
PGA" (tab. 13, str. 78), vyuZili jsme tentofigtup také proin-silico predikci
enantioselektivnich hydrolyz enantiorier/3-aminokyselin, které nebyly dosudepinétem
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vyzkumu, &koliv maji zjevny aplik&ni potencial (tab. 14, str. 80) a z literaturyzjgamo
jen rskolik kusych informaci ohledn stereoselektivity PG& s derivaty N-PhAc-3-
aminopent-4-ynové kyseliny a N-PhAecl-p-fenylalaninu (89, 173).

Nejprve jsme se zafili na wtSi rozdily ve vazebnych energiichéenych in-silico
predikcemi. Obdohf jako u gedchozi analyzy, oba enantiomery paru vykazovalyyvz
srovnatelnou vazebnou energii zatujici rozdilnému prostorovému navéazani. Byla proto
nasledg provedena analyza geometrickych parathetazebnych mad jednotlivych
enantiomel jako v gedchozim fipads. In-silico experimenty indikovaly, e PGAby
mohl vykazovat vysokou enantiopreferenci pro tiojiR)-enantiomei a dvojici Q-
enantiomei (tab.15, str. 81).

V rdmci prace byla purifikovana PG#odrobena také charakterizaci z pohledu hydrolyzy
a kinetickytizené syntézy vybranych SSBA.

V literature jsou dosud popsany dva blizagbpzné penicilinacylasu kodujigac geny,
které byly klonovany a charakterizovanyétha wdeckymi skupinami: Cai a spol. (174)
studoval PGA650 kédovanguac genem pochazejicimA xylosoxidans a Gabor a spol.
(22) PAS2 kbédovanou environmentalnim genem. Vzhmedetomu, Ze pro PAS2 a
PGAG650 rkteré dilezité znaky nebyly publikovany a zardivebyla snaha ziskat
odpovidajici sadu experimentélnich dat obdrZzengcpaovnatelnych podminek, rozhodli
jsme se vytviit analogickou studii s jiz idve klonovanou a v naSi laborataostupnou
PGA™,

Nejprve jsme enzym PGAcharakterizovali z pohledu hydrolyzy SSBA. Hodnoty
kinetickych konstank.o; a Ky, a konstanta substratové specifity/K, potvrdily vysokou
katalytickou aktivitu pro substraty s D-4-hydroxyigglycyl- (amoxicilin nebo cefadroxil)
nebo D-fenylglycyl- (ampicilin a cephalexin) postrdmi fettzci. Hodnoty keafKm pro
PGA® klesaly v nasledujicim padi SSBA:
amoxicilin—~cefadroxit>ampicilin—cephalexin. Toto padi koresponodovalo s klesajici
afinitou k acylovym residuim v substratech: D-4-topd/fenylglycyl — D-fenylglycyl.
Purifikované enzymy PGAa PGA® jsme dale porovnali v kinetickyizené syntéze
antibiotik amoxicilin, ampicilin, cefadroxil a ceplexin, gicemz reakni snesi obsahovaly
nizké koncentrace substiatt5 mM aktivovany acyl-donor (AD, D-fenylglycin aghnebo
D-4-hydroxyfenylglycin amid) a 25 mM nukleofil (N5-APA nebo 7-ADCA). Studium
kineticky fizené syntézy katalyzované rozpustnymi enzymy P@APGA® za tchto
laboratornich realnich podminek prokazalo, e PGAyla prokazatek G&inngjsi pi
syntézach ampicilinu a amoxicilinu (31). K obdobnémékru dosel i Gabor a spol. (22),
ktefi srovnavali PAS2 a PGA PGA" je viak s PGE porovnatelna, co se d syntéz
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cefadroxilu a cefalexinu. Hodnoty sk klesaji pro oba enzymy v fedi:
cephalexir-cefadroxil-ampicilin—~ amoxicilin.

Vzhledem k vysledkm in-silico molekularniho dokovani @p-aminokyselinami (potvrzeni
vérohodnosti homologniho modelu) a nasledné predémantioselektivity PGA vici
novym substrditm bylo analogicky aplikovano molekularni dokovanihemolognim
modelem PGA i pro syntézu SSBA, a to s cilem &v v piipad sloZigjSich
bimolekularnich reakci korelaci s experimentalziskanymi vysledky na#ienymi

v laboratdi diive (31).

Jako prvni ligand byl dokovan vzdy AD (fenylglycamid pop. 4-hydroxyfenylglycin
amid), k jehoz fenylacetylovému zbytku jsou enzyspgcifické a N az jako druhy ligand v
poradi. U prvniho ligandu jsme se obdéhako v gedchozich fipadech nejprve zaili

na predikované vazebné energie vySe Zmjoh AD pro ten ktery enzym. Predikované
struktury komplex byly dale analyzovany s cilem &t rozdily v potencialni reaktiwitAD
pomoci tychz geometrickych paranietrjako u substrét v kapitole 4.5.1., tj.
s aminokyselinovymi zbytky tu@cimi nukleofil vazebné misto, tedy Alg89Asn243,
GIn233 a SerB. ProtoZze se vSak jedna o bimolekularni reakcestsalili jsme se také na
meieni nejkratSich moznych vzdalenost mezi karbonydoskupinou AD a aminoskupinou
N (R-NH,—COO-R), coby druhého dokovaného substratu (tala 18, str. 83). Ztab. 16
a 17 (str. 83) Ize Wyst, Ze geometrické parametry pro oba testovanéjsb v gipac
PGA" totozné a v fipads PGA™ lehce odlisné, oviem bez moZnosti vyvodit jakékoli
zawry. Je vSak patrné, Ze vzdalenost mezi aminoskupha karbonylovou skupinou AD
se zkrétila z 4,8 na 4,1 A u simulované syntézyaaiu a z 5,9 na 4,8 A u syntézy
ampicilinu. Tato data nazisaji, 7e PGA by mohla byt ve srovnani s PEAreaktivrejsi
pro syntézy amoxicilinu a ampicilinu, coz by bylseuladu s experimenté&lrziskanymi
daty, kde PGA byla oproti PGA® prokazatels (&inngjsim biokatalyzatorem v syntéze
amoxicilinu a ampicilinu. Zde je vSak nutné zmiait, zmenSeni vzdalenosti na hodnoty 4,1
A, resp. 4,8 A nemusi byt zcela &mdatné, protoZe vzdalenosti jsou i nadalesahiaelké.
Podobné predikce syntéz SSBA nebyly doposud ptowada tak nasSe vysledky nelze
diskutovat s daty v literata. Abychom podpidli vySe zmireny zawr, rozhodli jsme se pro
in-silico cilenou modifikaci PGA tj. piipravu homolognich modelmutovanych variant
PGA", a provedeni molekularniho dokovani. Vzhledem thpyslovému vyznamu
enzymaticky katalyzované syntézy SSBA a na z&klgdledki nedavno nami publikovanée
prace (31) bylo nasim dal$im cilem zlepsit syrketicaktivitu enzymu PGA Zamili
jsme se na oblast v okoli vstupu do aktivniho @eemzymu a provedin-silico zanénu

aminokyselinovych zbyik fenylalaninu v pozici 24 ng-podjednotce (Phed4 a 146 nau-
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podjednotce (Pheld®. Pomoci vizualizéru PyMol, modelun-silico mutagenizovaného
PGA" a nasledného molekularniho dokovani jsme analyzavi@ aminokyselinovych
zanen na 3D-uspiadani aktivniho centra a interakce katalytickyeditych aminokyselin
se substratem (nasfena data jsou shrnuta v tab. 18, str. 84).

Jako perspektivni modifikace se jevila zdva fenylalaninu v pozici 24 na podjednofte
cysteinem (PGAPhé324Cys), nebt ze srovnani vysledk plyne, e vzdalenost mezi
aminoskupinou N a karbonylovou skupinou AD se u snitinu zkréatila z 4,1 A na 3,3 A
(oproti PGA® celkow zkraceno o 31 %).

Abychom si experimentatnowéiili vysledky ziskanéin-silico predikci syntéz vybranych
SSBA, byl zkonstruovan mutovampga” gen. Na zéklatinukleotidové sekvence z databaze
GenBank (AY919310) byly navrzeny koncové i ynitmutantni primery umdaitijici PCR
amplifikaci strukturniho gengpga®. Jako vychozi templat jsme pouZili chromosomalni
DNA pochazejici ZAchromobacter sp. CCM4824. V nésledujicim kroku jsme
optimalizovali PCR pomoci dvou kombinaci primerdvypai, z nichz vzdy jeden
primerovy partner obsahoval poZzadovanou mutaci,cladoy maximalizovali vyiZzek
specifickych PCR produkt

Technikou overlap PCR, kterdguistavuje jednu ze standardnich metod vyuzivanseimp
vitro mistré cilenou mutagenezi, jsme ziskali &MPCR produkt obsahujici ipga-
specificky PCR amplikon o velikosti 2,664 kpb nesiotely strukturni sekavany gemga’
kéduijici modifikovanou PGA Smis PCR produki byla podrobena restikimu S&peni a
délkow specificky produkt PCR byl naslefirsubklonovan do vektoru pK19 tak, zZe
vheseny gen byl exprimovan konstitutivrz promotorulacZ. Sekvenace vybraného
rekombinantniho plazmidového konstruktu prokazaldapovanou mutaci (Phe> Cys)

v pozici 24. aminokyseliny ng-podjednotce. Této aminokyselinové z#aoy bylo dosazeno
modifikaci kodénoveho tripletu TTS TGggC).

Rekombinantni kmeg. coli TOP10(pMiG7) s mutovanou PGRhé24Cys byl kultivovan

v michaném bioreaktoru a enzym izolovan za totokimpadminek jako vifpads PGA”".
Vytézky obou enzym pii purifikaci byly obdobné (22 % zipodni celkové aktivity).
Enzym PGAPhe324Cys byl charakterizovan z pohledu hydrolyzy aekitky fizené
syntézy vybranych SSBA a ziskané parametry porovegrarametry PGA(31).

Hodnoty kinetickych konstarit., a Ky pro hydrolyzy i konstanta substratové specifity
kealKm potvrdily vysokou katalytickou aktivitu rekombinatho PGAPhe24Cys pro
substraty s D-4-hydroxyfenylglycyl- (amoxicilin) e D-fenylglycyl- (ampicilin)
postrannimiretzci, picem? keafKm pro PGAPhe24Cys pro amoxicilin byla o 250 %

vySSi nez pro ampicilin.
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Enzymy PGA a PGAPhé324Cys jsme posléze porovnali z pohledu syntetiakénisti

v kineticky tizené syntéze vySe zhovanych antibiotik amoxicilinu a ampicilinu za
podminek pouzivanych jpmyslow: 160 mM N a 168 mM AD, nelohodnota poréru
AD/N 1,05 je povaZzovana vimyslovych syntézach za standard. Experimenty byly
provedeny nejilve s purifikovanou rozpustnou formou enZyma posléze se
stabilizovanymi enzymy ve fo’nCLEA, Kk jejichZz gipraw byl pouZzit hruby bezbugtny
extrakt. Casovy ptibéh syntézy antibiotika (Ps, koncentrace produktu) valné
aminokyseliny (Ph) umoznil it dilezity parametr enzymu, ktery charakterizuje syoiét
vlastnosti enzymu a je ozt@van jako S/H.

Rozpustné formy jak PGAtak jeji mutované varianty, vykazovaly velmi pbdé hodnoty
vSech parameir a to jak v pipads syntézy amoxicilinu, tak i ampicilini/ pripads PGA®
¢inil stuper konverze pro syntézu ampicillinu 93 % a amoxicilifv %.

V piipads varianty PGAPheé324Cyscinil stupei konverze pro syntézu ampicilinu také 93
%, zatimco pro syntézu amoxicilinu byla konverzermizvySena na 81%, coZz vSak
v primyslovém ndiitku miZe byt vyznamné,fpstoZe je patrné, Ze se PBPA$24Cys a
PGA" v Z4dném z testovanych parametijak vyzname nelisi.

Uginnost rozpustné rekombinantni P&e24Cys byla dale testovana v syntézéch
praimyslow zajimawjSiho amoxicilinu ve dvou Urovnichfipstejném molarnim po#énu
AD/N 1,05: 1) v koncentracich N nad 400 mM a pH mad reakeni snesi 6,3, kdy
maximalni stup® konverze byl 22 % a S/H p@mPGA'‘Phe24Cys uteny fi syntéze
amoxicilinu ¢inil 4,9. 2) @i koncentraci N 160 mM a sniZzené hodnpH reakni snési na
5,9, @&koli hodnota S/H zagthto podminek &stala prakticky nezsmeéna, stup# konverze
se snizil z 81 na 73 %.

Ucginnost stabilizované varianty PGRhe24Cys byla studovana v podotCLEA pro
syntézu amoxicilinu za podminek pouzivanychnpyslow pii koncentracich N nad 400
mM a molarniho pogru AD/N 1,05. Hodnota S/H vzrostla oproti rozpustfuFrme
priblizn¢ o 8 % (z hodnoty 4,9 na 5,0). Stigenverze se vSak zvysil vyragra to z 22 na
61 %.

Jako jednu z moZnychifgin, pra: se rekombinantni PGRhe824Cys chovala odlighod
in-silico predikci 1ze uvést skutrost, Ze predikovana pozitivni Zma ve vzdalenosti mezi
funkénimi skupinami reaktadtnemusi byt dostajici. Obdobnéin-silico predikce vSak
nebyly nikym provadny, a tak neni mozné diskutovat nami ziskané visledvysledky
jinych védeckych skupin.

Vysvétlenim by bylo i to, Zein-silico mutageneze a nasledné molekularni modelovani

realizovana v programu PyMol nemaji, a to vzhledepotencidlnimu riziku hydrolyzy,
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dostaténou vypovidaci hodnotu, a tedy vysledky poskytnutésilico predikci néam
poskytly data, kterd zcela nekoreluji s experimeastaantienymi kinetickymi parametry
pro syntézu SSBA. Je tedy mozné, Ze sktenohlo dojit ke zvySenidinnosti syntézy,
nicméré soukEzneé s tim mohlo dojit i ke zvySeniciinnosti hydrolytické reakce, coz bylo
jedno z potencialnich rizik modifikace enzymu, ktareSlo v ramcin-silico dokovani a
predikce eliminovat.

Jsou proto ppravovany nasledné experimenty pi@$e|Si a sofistikovagSi molekularni

kovaletni dokovani (175).
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Souhrn

Enantioselektivity PGE a PGA' byly porovnany se skupinou sedmi N-
fenylacetylovanych racemickych #$si o/B-aminokyselin: PGA vykazoval vy3si
stereoselektivitu ne? PGA pro trojici enantiomér N-PhAc$-homoleucinu, N-

PhAc-u-terc-leucinu a N-PhA@-leucinu.

Byl piipraven homologni model PGAktery byl vyuZit proin-silico experimenty
molekuldrnino  modelovani se stejnou skupinou satistr Data ziskana
z experimentél® provedenych enzymaticky katalyzovanych enantidsietgich

reakci byla usgsné zreprodukovana, coz potvrdilo opréwmost vyuZziti tohoto

postupu.

Tento protokol byl naslednaplikovan pro owieni enantiopreference PGA/S
sedmi novym substréin s vesmis s aplikénim potencidlem: pro & z nich byla

predikovana vysoka enantiopreference.

Analogicky bylo aplikovano molekularni dokovani wguziti homologniho modelu
PGA" i pro bimolekularni reakce syntéz SSBA. Zgvuiinéné na zakladlin-silico
molekularniho dokovani jsou v souladu s experimratdziskanymi daty, kde PGA
byla oproti PGA® prokazateld G&inngjsim biokatalyzatorem v syntéze amoxicilinu a

ampicilinu.

S cilem podpiit vy$e uvedeny zdv a zlepsit syntetickou aktivitu PGArozhodli
jsme se pran-silico cilenou modifikaci PGA v okoli vstupu do aktivniho centra
enzymu. Ze srovnani vysleilk molekularnino dokovani plyne, Ze z&m
fenylalaninu v pozici 24 na podjednotfecysteinem (PGAPheé324Cys) vedla ke
zkraceni vzdéalenosti mezi aminoskupinou N a kartmwoy skupinou AD z 4,1 na
3,3 A pi syntéze amoxicilinu (oproti PGA celkow zkraceni o 31 %).

Mutovany pga” gen koédujici PGAPhe24Cys byl zkonstruovan, klonovan a

exprimovan v hostitelE. coli TOP10. Rekombinantni kmeg. coliTOP10(pMiG7)

byl kultivovan v michaném bioreaktoru a enzym pkovan.
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Enzymy PGA a PGAPheé324Cys byly porovnany z pohledu syntetick&nfosti

v kinetickytizené syntéze antibiotik amoxicilin a ampicilingadminek pouzivanych
primyslow: 160 mM nukleofil a 168 mM acyl-donor (pH = 6,8o0zpustné formy
PGA" i jeji mutované varianty vykazovaly velmi podobriédnoty vSech
testovanych paramétr V pifpads PGA" ¢inil stupei konverze pro syntézu
ampicillinu 93 % a amoxicilinu 77 %. \kfpads varianty PGAPhe24Cys &inil

stupdi konverze pro syntézu ampicilinu také 93 %, zatiqao syntézu amoxicilinu

byla konverze mirhzvySena na 81%.

Uginnost rozpustné rekombinantni P&?he24Cys byla dale testovana v syntézach
primyslow zajimawjSiho amoxicilinu ve dvou UrovnichigémzZe molarnim posgmu
AD/N 1,05: 1) v koncentracich nukleofilu nad 400 nalMii pH 6,3 (stup# konverze
byl 22 %, S/H porér ¢inil 4,9). 2) @i koncentraci nukleofilu 160 mM atippH 5,9.

Parametr S/Histal neznminén, nicmér stupeé konverze se snizil z 81 na 73 %.

Uginnost stabilizované varianty PGRhe24Cys byla studovana v podoBLEA pro
syntézu amoxicilinu i koncentracich nukleofilu nad 400 mM, molarnim @om
AD/N 1,05 a pH 6,3. Hodnota S/H vzrostla oprotipogtné forns priblizné o 8 %,
(z hodnoty 4,9 na 5,0). Stup&onverze se vSak zvysil vyragra to z 22 na 61 %.
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