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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