UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Pfirodovédecka fakulta
Katedra Biochemie

DIPLOMOVA PRACE

Purifikace a charakterizace penicilin-G-acylasy izolované
z rekombinantni Pichia pastoris X33 (pPICPA1)

a z donorového kmene Escherichia coli RE3

Vypracovala: Zdenka Markova
Vedouci diplomové prace: RNDr. Pavel Kyslik, CSc.

Praha 2007



Prohlaseni

,Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypracovala samostatné pod vedenim $kolitele

RNDr. P. Kyslika, CSc. a vS§echny pouzité prameny jsem fadné citovala.*

Misto a datum: Podpis: \
‘—P’P\(\H"\) 25 200% 2edanha moniova



Podékovani

Réda bych podékovala vedoucimu moji diplomové prace panu RNDr. Pavlu Kyslikovi,
CSc. za pomoc a podporu pii praci v laboratofi, za cenné rady a korekturu této prace. Dale
bych rada podékovala kolegyni RNDr. Helené MareSové, CSc. za cenné rady, odbornou
pomoc a trp&livost a celému kolektivu z Laboratofe enzymovych technologii MBU AVCR

za cenné rady a pomoc.

Dale bych rada podékovala panu Janu Sklenafovi, PhD. za analyzu vzorkd pomoci

hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS.

M¢é podékovani patfi také mému bratru Vitkovi Markovi za pomoc pfti feSeni problému,

pomoc pii grafické Gpravé a konecnou korekci této prace.

PfedevS§im chci ale pod€kovat mym rodi€im za umoZnéni studia a za jejich lasku

a podporu a rada bych jim proto tuto praci vénovala.



Seznam zkratek a symbolii

AOX1
AMK
6-APA
BCA
CYSEP
DTT
HPLC
kDa
Km

Keat
MALDI-TOF MS

MG
MW
NIPAB
ODgoo
PAA
pDAB
PGA
PGA®©
PGA™"
pga, pac
PTM
PVA
rpm
SDS
TEMED
TRIS

8]

Vimax
YPD

alkoholoxidasa 1

aminokyselina/y

6—aminopenicilanova kyselina

bicinchoninové kyselina

flokulaé¢ni ¢inidlo obsahujici kvartérni amin

dithiotreitol

vysokotlaka kapalinova chromatografie

kilodalton

konstanta Michaelise—-Mentenové

katalyticka konstanta

matrix—assisted laser desorption/ionisation — time—of—flight mass
spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

zakladni médium

molekulova hmotnost
6—nitro—3—fenylacetylamidobenzoové kyselina

opticka hustota suspenze

fenyloctova kyselina

p—dimethylaminobenzaldehyd

penicilin—-G-acylasa

penicilin-G-acylasa ziskana fermentaci Escherichia coli
penicilin—G-acylasa ziskana fermentaci Pichia pastoris
gen kodujici PGA

roztok stopovych prvki

penicilin—V-acylasa

otacky za minutu (revolutions per minute) (180 rpm = 0,33 Hz)
dodecylsulfat sodny

N,N,N' )N'-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

jednotka enzymové aktivity (1U = 1 umol'min’™")
maximalni rychlost reakce

médium



L UVOM. .o e e 9
2 Literarni piehled..... ... ... ... e 10
2.1 Penicilinacylasy —rozdéleni..................oooiiiiiiiiiiiii 10
2.1.1 Penicilin—G—acylasa...........ccoieiiiiiiiiii i 10

2.1.2 Penicilin—V—acylasa..........coevuiiuiiiiiiiii i 11

2.1.3 o—aminoacidesterhydrolasa ..................c.. o 12

2.2 Penicilin—G-acylasa Z E. COli ........oouiiiiiiniiiiiiiiiiii e 13
2.2.1 Podjednotkova Struktura...........coeiiiiieiiiii i 13

2.2.2 Gen kédujici PGA-regulace jeho exprese.........coooovviiiiiiiiiiiiiiiiinn, 13

2.2.3 Posttranslacni skladani PGA............cooiiiiiiiiiiii 14

2.3 Chemicke vlastnosti PGA............coiiiiiiiiii 17
2.3.1 Struktura vazebného mista PGA zZ E. coli.............c.cooiiiiiiiiiiiniinin. 17

2.3.2 Katalyza hydrolytického $t€peni substratu.....................o. 18

2.3.3 Syntetické vlastnosti PGA........ ..o, 18

2.4 Komercni vyuZiti PGA... ... 19
2.5 Strategie pro zvySeni produkce PGA ... ..o 20
2.6 Pouziti kvasinek jako hostitele propga gen............ccooiiiiiiiiiiiiiii i 21
2.7 PUCRIQ PASIOFIS ....eoueeeneeneeeeeeeeteeieecee ettt eteete st et e ent e st s et e e seesseesneeeeseesneenas 22
2.7.1 Vyhody a nevyhody P. pastori:...........ccoouiuiieieiiiiiiiiiiieiieaiiaaneean, 23

2.7.2 Posttransla¢ni modifikace proteini exprimovanych P. pastoris............... 23

J CHIPrACE......eee ettt ettt e et 25
G MaAterTal...... ..ottt e 26
4.1 ChemikKalie. ... ...oooiiiii 26
4.2 Antibiotika a substraty enzymu pro spektrofotometrické stanoveni aktivity ......... 27

4.3 Standarty molekulovych hmotnosti pro SDS — elektroforézu...........................27
4.4 KOMETENT SOUPTAVY....coouteeiiiniaeaestenerneenteeneeneeneensansenneaneanneaneenneensensenns 27
4.5 PUfly @T0ZEOKY ... .eontitit ittt 28

4.5.1 Univerzalni Brittoniv—Robinsontiv pufr pro stanoveni pH optima



A PH StADIIIEY ..ttt 28

4.5.2 Roztoky pro SDS—elektroforézu v polyakrylamidovém gelu................... 28
4.5.3 Mikroorganismy, kultivacni média a zasobni roztoky..........ccccecerveerriernnne. 29
4.6 PIStroje @ SOftWare. .......oouiiiiiii i 30
4.6.1 PEISTIOJC. ... enenieeiete ettt e e 30
4.6.2 Laboratorni michany bioreaktor a prisluSenstvi................c.oooviivenn.. 31
4.6.3 SOMIWATE. ...ttt 32
5 Metody a pracovii POSTUPY........ocoiuiiitiiti it 33
5.1 Kultivace kvasinky Pichia pastoris............c.ccuoiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennsn 33
5.1.1 Priprava inokula...... ......oooiiiiiiiii e 33
5.1.2 Kultivace v laboratornim michaném bioreaktoru (pfitokovana kultivace
S VySoKym naristem bIOMaSsY) .....ooueeueineeeiiniiiiitatiiene e ieeneann, 33
5.2 Stanoveni koncentrace biomasy.........c.cvueviriieieiiieiieiierieiea e e eennss 35
5.3 Stanoveni suché hmotnosti biomasy..............c.oooiiiiiiiiiiiiiiiii 35
5.4 Piiprava bezbunééného extraktu pro stanoveni aktivity ...................... 35
5.5 Dezintegrace bun€k narostlych v bioreaktoru ....................o 35
5.5.1 Dezintegrace pomoci dezintegratoru Manton Gaulin............................ 35
5.5.2 Dezintegrace pomoci balotin.............c.oooiiiiiiiiiiiiiiii 36
5.6 Srazeni balastnich bilkovin.............coocoiiii 36
5.7 Selektivni sraZeni Sirane€m amONNYIM.........ueuuertnterereennenraneanearensennennenennn 36
5.8 Separa¢ni metody - vysokoucinna kapalinova chromatografie........................ 37
5.8.1 Chromatografie na koloné s naplni DEAE—fraktogelu......................... 37
5.8.2 Chromatografie na kolon¢ s naplni hydroxyapatitu............................. 37
5.8.3 Gelova chromatografie ...............cooeiiiiiiiiiiii i, 38
5.9 Elektroforéza v prostiedi SDS........coiiiiiiii i 38

5.9.1 Barveni proteinll v elU........ccccerveeviirniriiineniinieiiee e eeeere e eneeneeen . 39
5.10 Stanoveni aktivity a substratové specifity PGA...........cccoeeeeeieiiiiinnen.l .39

5.10.1 Stanoventi aktivity — spektrofotometricky....................oocoi. 39



5.10.1.1 Stanoveni aktivity pro substraty penicilin G, penicilin V, ampicilin,

amoxicilin, cefalexin...................ooo 39

5.10.1.2 Stanoveni aktivity pro substrat NIPAB.................c..ooeeaee. 40

5.10.1.3 Stanoveni aktivity pro substrat fenylacetamid....................... 41

5.10.2 Stanoveni aktivity PGA na titratoru. ..........ccoooiieiiiiiiiiiiiiiiiiee, 41
5.11 Stanoveni koncentrace proteini ...........co.evueeueinieiteiienneiiieneeiienieenaennenn 42
5.12 Stanoveni teplotni stability PGA....... ... 42
5.13 Stanoveni pH stability PGA ... ... i 42
5.14 Stanoveni teplotniho optima hydrolyzy penicilinu G katalyzované PGA .......... 43
5.15 Stanoveni pH optima hydrolyzy penicilinu G katalyzované PGA................... 43
5.16 Stanoveni substratové specifity PGA...........cooiiiiiiiiiiee, 43

5.17 Stanoveni kinetickych parametrii hydrolytickych reakci katalyzovanych PGA...44

5.18 Analyza podjednotek PGA®® a PGA®® pomoci MALDI-TOF MS....................... 45
6 VYSIEAKY......coomiiiiiiiiiiieteteeete ettt sttt n e 46
6.1 Priprava ¢astecné purifikované PGA z Escherichia coli RE3(pKA18)............... 46
6.2 Kultivace Pichia pastoris X33(pPIC-PA1) ..., 46
6.3 PUrfikace PGA" C..........ooviiivieccirecriesemineessssessssssssseesesisessssesesessssssesssnessess 50
6.3.1 SraZeni PGA pomoci siranu amonného (1. krok)................................ 50
6.3.2 Chromatografie na DEAE — fraktogelu (2. krok).....................ooon 50
6.3.3 Chromatografie na koloné s naplni hydroxyapatitu (3. krok) ................... 50
6.3.4 Gelova filtrace (4. Krok) ........cooviiiiiiiiii e, 51

6.4 Purifikace PGA™ ...........oiiiiiiiiiiiiiit i 51
6.4.1 Odstranéni ¢asti proteinii pomoci flokula¢niho €inidla CYSEP (1. krok)....52
6.4.2 Srazeni PGA pomoci siranu amonného (2. krok) .............................. 52
6.4.3 Chromatografie na DEAE—fraktogelu (3. krok) ................c..ooil 53

6.5 Ovéfeni Cistoty PGA po jednotlivych krocich purifikace pomoci SDS—elektroforézy
6.6 Odhad molekulovych hmotnosti podjednotek PGA®© a PGA™®........................ 58
6.7 Analyza podjednotek PGA®® a PGA® pomoci MALDI-TOF MS  .....oovveeunn.... 58
6.8 Charakterizace a porovnani PGA®C a PGA™ ..., 61
5.8.1 Stanoveni pH stability PGA a PGA™ ... ..o, 62



6.8.2 Teplotni stabilita PGA™ a PGA™ ... 63

6.8.3 pH optimum pro aktivity PGA®™  a PGA™ ... 64
6.8.4 Teplotni optimum PGA®C a PGAPY ... ..., 65
6.8.5 Substratova specifita PGA® a PGAP ... 66
6.8.6 Stanoveni kinetickych parametri PGA®® a PGA™ pro substraty penicilin G a
NIPAB ...t et e s s te e e e an e e s e e snnsee e s e nnaneaeeennns 66
T ODHSKUSE . ..o 70
8 ZLAVEL ...ttt ettt et e e e e aeennes 75
9 Piehled pouzité literatury.................oooiiiiiiiiiii e, 77



1 UVOD

Penicilinacylasa patii mezi enzymy, které maji vyznamné uplatnéni ve farmaceutickém
prumyslu. Tento enzym byl popsan v 60. letech minulého stoleti a doposud je
nenahraditelnym prvkem ve vyrobé semisyntetickych B-laktamovych antibiotik. Jeho
vyznam spociva v enzymatické konverzi pfirodnich penicilinid na kliCové meziprodukty
vyroby semisyntetickych P—laktamovych antibiotik, kyselinu 6-aminopenicilanovou
a kyselinu 7-aminodeacetoxycefalosporanovou. Z téchto meziprodukt se dale pfipravuji
bud® chemickou, nebo enzymatickou syntézou derivaty antibiotik, které vykazuji
v porovnani s pfirodnimi peniciliny vyrazné lepSi antibiotické vlastnosti jako je $irSi

spektrum uéinku, vyssi u€¢inek na mikroorganismy ¢&i niZ$i toxicita.

Vyznam tohoto enzymu v posledni dobé& vzriista v souvislosti s celosvétovym trendem pro
vyvoj a vyuziti bioprocest, které maji nahradit ekologicky neSetrné chemické postupy.
K ziskani enzymi pro prumyslové vyuZiti se bézné vyuZivd rekombinantnich
mikroorganismti. Navic, za pouziti vhodného hostitele, mize dojit ike zlepSeni
chemickych vlastnosti enzymu napfiklad posttranslaénimi modifikacemi. V sou¢asné dobé
se pro expresi rekombinantnich proteind hojné zainaji vyuZivat methylotrofni kvasinky,
jejichz kultivace jsou obdobné jako u bakterii jednoduché anavic poskytuji vysoké
vytézky a dobré expresni podminky.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Penicilinacylasy — rozdéleni

Oficialnim nazvem této skupiny enzyml podle nomenklatury je penicilinaminohydrolasy
(EC 3.5.1.11), ale jsou pouzivané i neoficidlni ndzvy jako penicilinacylasy nebo
penicilinamidasy. Penicilinacylasy patii do skupiny enzymii N-koncovych hydrolas.
Plvodné byly penicilinacylasy déleny do tii skupin podle jejich preferovaného substratu:

(1) penicilin—G-acylasy (PGA), které pfednostné hydrolyzuji penicilin G, (ii) penicilin—V—
acylasy (PVA), které prednostné hydrolyzuji penicilin V a (iii) ampicilinacylasy $tépici
ampicilin [1]. V soucasné dobé jsou vSak ampicilinacylasy zafazeny do skupiny enzymi

o—aminoacidesterhydrolas, které maji odli$né zatazeni (EC 3.1.1.43) [2].

2.1.1 Penicilin—-G-acylasa

Penicilin—~G-acylasa (PGA, EC 3.5.1.11) je enzym, ktery ma nejvyssi afinitu
k slou¢eninam s amidové vazanym fenylacetatem, ktery hydrolyticky odstépuje. PGA ma
vyznamné postaveni mezi penicilinacylasami diky primyslovému pouziti v hydrolyze
penicilinu G. Molekula penicilinu G se skladd z 6-aminopenicildnové kyseliny (6—APA),
k jejiz 6—aminové skupiné je amidovou vazbou vazana kyselina fenyloctova (PAA).
Hlavnim vyznamem je ziskdni pravé 6—APA, kterd je dale vyuzZivana v produkci
semisyntetickych penicilind, které vznikaji riznou kombinaci postrannich fetézcli a f—

laktamovych jader [3-5]. 6-APA muze byt ziskdvdna nejen enzymatickou deacetylaci

ptirodniho penicilinu G, ale také deacetylaci chemickou [1].

PGA je enzym vyuZivany také v primyslové pfipravé 7-aminodeacetoxycefalosporanové
kyseliny konverzi deacetoxycefalosporinu G, ktery se pfipravuje z penicilinu G chemickou
modifikaci (obr. 1, str. 11). Princip modifikace spocivd v expanzi péti¢lenného

heterocyklu na Sesti¢lenny heterocyklus, pfi¢emz cely postup zahrnuje nékolik kroki [6].
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Obr. 1: Hydrolyza penicilinu G a deacetoxycefalosporinu G pomoci PGA

V pfirodé se PGA nachazi v riznych organismech a poprvé byla izolovéana z Penicillium
chrysogenum Q176 [1]. Od této doby byla jeji pfitomnost nalezena také v jinych
mikroorganismech, ato gram-negativnich a gram—pozitivnich bakteriich, kvasinkéach
i plisnich [4]. PGA produkovana gram—negativnimi bakteriemi jako je Escherichia coli (E.
coli), Kluyvera citrophila , Providencia rettgeri a Alcaligenes faecalis se akumuluje
v periplazmatickém prostoru, zatimco gram-—pozitivni bakterie (Bacilus megaterium,
Arthrobacter viscosus) ji sekretuji. Uloha PGA v mikroorganismech neni zcela jasna, ale
pfedpoklada se, Ze PGA je zahrnuta do degradace fenylacetylovych sloZek sloucenin pro
vznik fenyloctové kyseliny, kterd miiZze byt pouzita jako zdroj uhliku [7].

2.1.2 Penicilin—V-acylasa

Penicilin—V—acylasa (PVA, EC 3.5.1.11) vykazuje nejvyssi afinitu k slou€eninam s ami-
dové véazanou skupinou fenoxyacetatu (obr. 2, str. 12). PVA produkované riznymi mikro-
organismy (bakterie, kvasinky, vlaknité houby) maji odliSné molekularni struktury
podjednotek, na rozdil od PGA, ktera je vZdy sekretovana jako hetorodimer. PVA maji

také dilezity vyznam v primyslu, nebot’ konverzi penicilinu V katalyzovanou PVA se
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ziskava zhruba 15 % svétové produkce 6-APA. Navic ma PVA obdobné vyuziti jako PGA

ve vyrobé 7-aminodeacetoxycefalosporanové kyseliny konverzi deacetoxycefalosporinu V

[6].

u mzo Qo C—COOH HoN S\ _CHs
+
N\2<CH3

penicilin V fenoxyoctovi kyselina o

COOH _ ... COOH
6-aminopenicilanova
kysclina

Obr. 2: Hydrolyza penicilinu V pomoci PVA

2.1.3 o—aminoacidesterhydrolasa

Neékteré enzymy patfici mezi a—aminoacidesterhydrolasy (EC 3.1.1.43) byly dfive fazeny
pod penicilinacylasy. o—aminoacidesterhydrolasy obecné katalyzuji pienos acylové
skupiny z esteru o—aminokyseliny na H,O, avSak néktefi zastupci z této skupiny jsou
schopni hydrolyzovat a syntetizovat [—laktamova anbitiotika nesouci o—aminoacyl
(obr. 3). Takovymi antibiotiky jsou naptiklad ampicilin, amoxicilin ¢i cefalexin. Pravé pro

tuto vlastnost byly nékteré z té€chto enzymu diive fazeny pod skupinu penicilinacylas.

Prvni enzym tohoto druhu byl nalezen v bakterii Pseudomonas melanogenum IFO 12020
[8] abyl pivodné pojmenovan ampicilinacylasa diky své vlastnosti $t€pit ampicilin,

zatimco penicilin G ani penicilin V §tépit nedokazal.

§ .

?_C_rNi CH; _* Hzo COOH

NH2 N CH3 - ammoamdester
o} hydrolasa

ampicilin COOH fenylglycin COOH
6-aminopenicilanova
kysclina

Obr. 3: Hydrolyza ampicilinu pomoci a—aminoacidesterhydrolasy
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2.2 Penicilin—-G-acylasa z E. coli

2.2.1 Podjednotkova struktura:

PGA zE. coli je periplazmaticky enzym, ktery je slozen ze dvou neidentickych
podjednotek o (23,8 kDa) a B (62,2 kDa) s nezavislou a odli$nou funkci [9, 10, 11]. Tyto
dvé heterologni podjednotky, které déavaji vznik aktivni molekule, vznikaji z polypep-
tidového prekurzoru o velikosti pfiblizné€ 95 kDa [12] a jsou drZzeny pohromadé hydroféb-
nimi interakcemi [13]. o ani B—podjednotka nemaji vlastni enzymovou aktivitu a pouze
poskladani obou podjednotek do spravné konformace poskytuje aktivni formu molekuly
[14, 15]. Kinetické a biochemické studie odhalily, Ze mala podjednotka tohoto enzymu
obsahuje vazebné misto pro postranni fetézec a udava tak substratovou specifitu, zatimco

velka podjednotka hraje dileZitou ulohu v katalytické aktivité [11].

2.2.2 Gen kédujici PGA-regulace jeho exprese

Gen kodujici PGA, oznacovan jako pga [16] nebo pac [3, 17], je tvofen 4 strukturnimi
doménami: nukleotidy 1-78 kéduji signalni peptid, 79—705 koéduji a—podjednotku, 706—
867 koduji spacer (,,spojovaci® peptid) a 8682538 koduji f—podjednotku. Schematicka

mapa oblasti kddujici penicilin—G-acylasu je uvedena na obr. 4 [4].

CRP CRP -35 -10 RBS ATG

Obr. 4: Struktura pga genu a jeho regulacni oblasti. 5 regulacni oblast obsahuje 2 domnélé

CRP vazebna mista. Oblast -35 aZ -10 oznacuje promotorovou sekvenci, RBS je mistem

-------

peptid, C spacer, o malou podjednotku a B velkou podjednotku.
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Exprese pga genu je regulovédna teplotou, mechanismy katabolické represe a indukci
fenyloctovou kyselinou [18, 19]. Maximum hladiny PGA je dosazeno pfi ristu bun¢k pti
teploté niZsi nez 29°C [20], zatimco pti 37°C je syntéza PGA nizka. Je to pravdépodobné
zpisobeno citlivosti posttransla¢nich uprav na teplotu [21], protoZe samotny enzym je nad

37°C velmi aktivni.

2.2.3 Posttranslacni skladani PGA

Posttranslaéni skladani PGA bylo zkouméano mnoha skupinami [9-11, 13-15, 17]. PGA je
syntetizovana jako preproprotein, ktery je katalyticky inaktivni a je proteolyticky upraven
k vytvofeni aktivniho enzymu majiciho dvé podjednotky. Charakteristiky komponent
prekurzoru polypeptidu PGA z E. coli [14]:

signalni peptid: 26 AMK

o—podjednotka: 209 AMK

spacer: 54 AMK

B—podjednotka: 557 AMK
Prekurzor polypeptidu PGA se sklada ze ¢tyt strukturnich domén. Od N—konce to jsou:
signalni sekvence, o—podjednotka, spacer (,,spojovaci® peptid) a B—podjednotka. Kazda
z téchto domén hraje rozhodujici lohu v transportu, posttranslaéni upravé a tvorbé
funk¢niho enzymu. Roli signdlniho peptidu je umoznit transport celého PGA prekurzoru
do periplazmatického prostoru. Prekurzorovy polypeptid bez signalni sekvence je
akumulovéan v cytoplazmé [14, 15, 17]. o—podjednotka hraje klicovou roli pti skladani
prekurzoru polypeptidu. Predpoklada se, Ze o—podjednotka se skladd jako prvni a B-
podjednotka se formuje na jiz dobfe poskladané o—podjednotce prekrytim jejich
hydrofobnich fetézch za vzniku stabilniho globularniho intermediatu [22]. Stabilitu tohoto
procesu podporuji navdzané ionty Ca® [23]. Spacer, ktery kovalentn& spojuje aa B—
podjednotku se téZ podili na jejich spravném poskléddéani. Experimentaln€ bylo potvrzeno,
Ze vyznamné zmény ve velikosti spaceru maji za nasledek vznik neaktivniho enzymu [16,
24]. Neposkozenost C—konce B—podjednotky je také kliC¢ovy pozadavek pro proteolytické
sklddani prekurzoru. Ztrata n€kolika aminokyselinovych zbytkd na tomto konci ma za

nasledek ¢aste¢nou nebo kompletni blokaci skladani a akumulaci propeptidu [25].
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Proces formovani aktivniho enzymu obecné zahrnuje nasledujici body (obr. 5):

(1) syntéza prepropeptidu PGA obsahujici sekvence pro signalni peptid, o~
podjednotku, spacer, f—podjednotku pga genu,

(ii) transport prepropeptidu PGA do periplazmatického prostoru a od$tépeni signalniho
peptidu,

(iii)autokatalytické od$té€peni spaceru na N-konci B—podjednotky. Aktivni misto pro
toto proteolytické St€peni se nachazi pfimo na prekurzoru PGA [25]. Pro aktivni
enzym je nezbytné §t€peni peptidové vazby mezi threoninem T289 a serinem S290,

(iv)odstranéni spaceru z o—podjednotky sekvenénim C-koncovym proteolytickym

procesem v minimalné tfech krocich [26].

Vnéjsi (periplazmatickd) membrana

" i
n Periplazma

Posttranslaeni
Posttranslacni

skladani

ProPGA l

N
Cytoplazmaticka membrana
 —| é Translokace
Cytoplazma
preproPGA Replikace
wﬁw Transkripce
pga mRNA &——
pga gen
LEGENDA
— signalni peptid
[ ] a podjednotka
| spacer
™ : odbourani spaceru

BN rodjednota

Obr. 5: Syntéza a posttranslaéni upravy preproproteinu a vznik funkéni PGA v E. coli



Skladani a autokatalytické procesy PGA jsou casové oddé€lené. Pouze po ustanoveni
stabilni nativni konformace mize hydrolazovd doména byt aktivni aumoZnit
autoproteolytické $tépeni. V divokém kmeni E. coli jsou skladani atvorba aktivni
molekuly PGA oddélené do riznych bunéénych prostor. Zatimco skladani propeptidu se
odehrava v cytoplazmatickém prostoru, pfi transportu pfes cytoplazmatickou membranu do
periplazmy je PGA jiz poskladana a dokonceni a odstranéni spaceru je azZ po vstupu do
periplazmatického prostoru (obr. 6). PGA se stava aktivni az po dosazeni konelné

destinace [23].

Postanslaéni skladani PGA Autopiocessing
pi epi opi otein
PGA
ore e € pro pro
> , pro o W/
TR A _—p -
' R 3. 4
Cytoplazmaticka

Cytoptazma Petiplazma

membrana

1. Poskladani a podjednotky, ktera slouzi jako zaklad pro sptavné poskladani B podjednotky,
je stabilizovano ionty Ca **

2. Slozeni B podjednotky
3. Translokace, autokatalyticke odstianéni spaceru
4 Vznik aktivni PGA

Obr. 6: Umisténi jednotlivych krokl posttransla¢nich uprav v E. coli
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2.3 Chemické vlastnosti PGA

Ackoli hlavni primyslové pouziti PGA je vprodukci 6-APA katalyzou hydrolyzy
penicilinu G [1], miZe byt pouzita i v jinych biotechnologickych aplikacich, jako je
syntéza antibiotik a jinych molekul s amidovymi vazbami [27-30].

2.3.1 Struktura vazebného mista PGA z E. coli

Struktura aktivniho mista je dana spravnou konformaci o a B—podjednotky PGA. Na
zakladé substratové specifity byl navrzen model aktivniho mista PGA z E. coli [30]. To se
sklada z A—kapsy (,,acyl binding pocket“) a N-kapsy (,,nucleophile binding pocket*) a jeho
schéma je zobrazeno na obr. 7. Vazebné misto PGA pro acylovou skupinu je uloZeno v A—
kapse, ktera je tvofena hydrofébnimi zbytky davajicimi enzymu vysokou specifitu pravé
pro fenyloctovou skupinu penicilinu G. A—kapsa obsahuje irozeznavaci misto pro Rl
substituent na o-uhliku a akceptuje zde skupiny -NH,, -OH a -CHj;. PGA je obecné
schopna hydrolyzovat i jiné amidy s obecnou strukturou R-CO-NH-R’. A—kapsa preferuje
acylové zbytky R hydrofébniho charakteru. Zbytek R’, jenz je akceptovan N-kapsou,
miiZze naleZet do Siroké skupiny molekul od velkych f—laktamovych struktur az po malé
molekuly jako jsou alkoholy, aminy a aminokyseliny. Tato odchézejici skupina substratu

ma minimalni efekt na rychlost hydrolyzy [32].

A - kapsa B - kapsa A - kapsa B - kapsa
Obr. 7: Schéma aktivniho mista PGA z E. coli
Sirdi substratova specifita PGA vedla k rozsifeni novych aplikaci tohoto enzymu jako
biokatalyzatoru pro rozklad alkoholdi, hydroxyaminovych kyselin, aminokyselin a pro

ochranu fenyloctové skupiny pfi peptidovych syntézach. PGA také miZe rozdélit
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recematické smési chiralnich slozek a vykazuje stereochemické rozliSeni mezi piislu$nymi
enantiomery v hydrolytickém odstépeni fenyloctové kyseliny z a—aminoalkylfosforovych
kyselin, o—, B— a y-aminokarboxylovych kyselin, cukri, amidd, peptidi a estert
fenyloctovy kyseliny [33]. PGA z E. coli je také enzymem majicim moZné aplikace jako

biokatalyzator v organickych syntézach pro ziskani enantiomericky Cistych sloucenin [34].

2.3.2 Katalyza hydrolytického $tépeni substratu

V enzymové katalyze je PGA ¢lenem skupiny enzymil nazyvanych N—koncové nukleofilni
aminohydrolazy [35-39]. U toho typu enzym hraje diileZitou roli pfi katalyze N-koncova
aminokyselina. PGA ma na N-konci B—podjednotky serinovy zbytek Ser B1, ktery ma roli
nukleofilu aje podstatny pro enzymovou katalyzu [14, 40]. Tento fakt byl potvrzen
experimentem, pfi némZ substituce Ser B1 na pozici 290 cysteinem méla za nasledek
inaktivaci enzymové aktivity, i kdyZ sloZeni molekuly do kone¢né konformace probé&hlo

spravné [34].

V PGA katalyzované hydrolyze se nukleofilni Ser Bl sam aktivuje pomoci vlastni
aminoskupiny, a poté napada karbonylovy uhlik amidové vazby substratu za vytvoreni
tetraedredlniho intermediatu, ktery je stabilizovan vazbou na asparagin 241 a alanin 69.
Preskupenim vazeb je nasledné uvolnéna 6-APA za vzniku intermedidtu acyl-enzym.

Tento komplex je poté hydrolyzovan vodou za uvolnéni PAA a regenerace aktivniho mista

[5, 35).

2.3.3 Syntetické vlastnosti PGA

Nékteré PGA nekatalyzuji pouze hydrolyzy, ale pfi niz§ich pH také katalyzuji reverzni
reakce startujici z 6-APA [18]. PGA ma totiZ také schopnost pfenaSet acylovou skupinu
z esterti, amidi nebo kyselin na akceptory jako jsou alkoholy, aminy nebo voda. Tato
schopnost enzymu je ddna serin—proteasovou aktivitou PGA a schopnosti tvofit komplex
acyl-enzym [4]. Diky reverzibilit¢ celého procesu jsou vSak vytézky téchto reakci
katalyzovanych PGA pomérné nizké [18]. Obecné lze fici, Ze semisyntetické peniciliny

Jsou produkovany pii kyselém nebo neutrdlnim pH (4,0-7,0), zatimco 6-APA je
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produkovana spi$e v zasaditém prostiedi pti pH 7,5-8,5 [36]. Reakéni mechanismus syntéz
antibiotik je analogicky hydrolyzam s tim rozdilem, Ze intermediat acyl-enzym neni

roz§tépen vodou, ale jinym nukleofilnim ¢inidlem.

2.4 Komeré¢ni vyuziti PGA

Peniciliny jsou nejrozsiten&ji pouZivanymi B—laktamovymi antibiotiky diky své funkci
inhibitoru pfi syntéze bunétné stény bakterii, Sirokému spektru antibakterialni aktivity,
nizké toxicit¢é a mimofadné ucinnosti proti riznym bakteridlnim druhtim. Nadmérné
pouZivani téchto antibiotik vedlo u patogeni k vyvinuti rezistence. Ta vSak muize byt
potladena za pouziti novéjSich semisyntetickych antibiotik. Ty mohou byt navrhnuty tak,
aby vykazovaly lep$i vlastnosti, jako napf. méné postrannich efekti, minimalizace toxicity,

vy$si selektivita proti patogentim a zlepSeni farmakologickych viastnosti [4].

Ackoli jsou rizné postranni fetézce relativné snadno syntetizovany v primyslové mife, —
laktamova jadra jsou v pozadovanych meéfitkdch narocné syntetizovatelné, a to hlavné
z ekonomické stranky. Z tohoto problému plyne inejvyznamnéj$i uplatnéni PGA
v primyslu, a to pifi katalytické hydrolyze penicilinu G aziskdni 6-APA, ktera se
chemicky pfevadi na semisyntetickda [-laktamova antibiotika [S]. Pfikladem syntézy
semisyntetickych antibiotik je ampicilin, ktery je vyrabén z penicilinu G ziskavaného
fermentaci Penicillium chrysogenum. Penicilin G je nejdiive enzymaticky hydrolyzovan za
katalyzy PGA na PAA a 6-APA, ktera dal§i reakci s D-fenylglycinem dava vznik
ampicilinu (obr. 8, str. 20).

Obdobné se timto zplisobem provadi i pfiprava jinych semisyntetickych B-laktamovych
antibiotik [8].
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Obr. 8: Syntéza ampicilinu pomoci PGA

2.5 Strategie pro zvySeni produkce PGA

Existuji rizné strategie majici za kol zvySeni produkce PGA, mezi které patfi 3 zékladni
sméry [9, 14, 17, 37]:

- optimalizace ristovych podminek
- vyvoj kmeni vhodnymi mikrobialné-genetickymi technikami
- pouziti rekombinantnich DNA metod (napfiklad zvySeni poftu plazmidovych

vektorii v chromozomu)

Rekombinantni kmeny produkujici velké mnozZstvi PGA byly mezi prvnimi geneticky
zkonstruovanymi kmeny, které byly pouzity ve farmaceutickém prumyslu [16]. ZvySeni

produkce PGA pouzitim DNA rekombinantnich metod dokazuje i prvni rekombinantni
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kmen E. coli SK(pHM12), ktery vznikl naklonovanim pga genu z kmene E. coli ATCC
11105 za dosaZeni desetindsobného vzrustu v produkci PGA [38]. Gen ze stejného kmene

byl také klonovan i v jinych laboratotich [17, 19, 39].

Obecné, miZe byt klonovany gen pfepisovan ze svého vlastniho promotoru nebo muze byt
na plazmidu umistén za silny promotor. Pfi klonovani pga genu se vyuZiva obou pfistupti.
V experimentech, kde byl klonovany gen pga umistén za silny promotor, doSlo pouzitim
induktoru (1 mM izopropyl-—D-thiogalaktopyranozid) k dvacetinasobnému zvySeni
produkce v porovnani s rodiCovskym kmenem a k pétindsobnému zvySeni v porovnani
s kmenem nesoucim puvodni rekombinantni plazmid [40]. V posledni dobé jsou jako
zdroje pga genu pouZivany nejen ruzné prumyslové kmeny, které produkuji PGA
konstitutivné a jsou rezistentni ke katabolické represi [19], ale také se pfechazi i k jinym

mikroorganismim.

2.6 Pouziti kvasinek jako hostitele pro pga gen

Pouziti kvasinek jako hostitelskych organismii pro produkci eukaryotnich heterogennich
proteini se ukazuje jako velice vyhodné, protoZze kombinuji dobie zndmé molekularné-
genetické techniky pouZzivané v prokaryotech s jejich schopnosti provadét komplexni
posttransla¢ni modifikace [41, 42]. Je pouzivana S$irokd $kala druhd kvasinek zahrnujici
Sacharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), Pichia pastoris (P. pastoris), Hansenula
polymorpha, Kluyveromyces lactis, Schizosacharomyces pombe a Yarrowia ipolytica [43].
Vyhody kvasinek jako hostiteld pro expresi rekombinantnich proteint z vyssich eukaryot
byly dlouho zkoumény [41]. Stejné jako u bakterii, je 1 kultivace kvasinek v ristovych
médiich snadné a techniky pro manipulaci s cizimi geny jsou jednoduché. Vyhodou téchto
mikroorganismi je, Ze jako eukaryotické burky poskytuji podminky pro posttransla¢ni
skladani a sekreci, které vedou k produktu ¢asto identickému nebo vice méné podobnému

nativnimu proteinu.

Prvni kvasinkou pouZitou pro produkci rekombinantniho proteinu byla S. cerevisiae. Ta je
ale Casto limitovana tim, Ze pfedstavuje expresni systém s nizkymi vytézky. Methylotrofni
kvasinky jako P. pastoris si uchovavaji viechny vyhody S. cerevisiae, ale poskytuji vyssi

vytézky [42]. Navic P. pastoris mizZe, aspoil ¢astedné, fesit i glykosilaéni problém. [44].
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Béhem poslednich patnécti let byla tato kvasinka zdokonalena a pfedstavuje tak nyni

vysoce uéinny systém pro produkci rozmanitych heterolognich protein.
2.7 Pichia pastoris

Existuje limitovany pocet kvasinkovych druhd, které jsou schopny pouzivat methanol jako
zdroj energie a uhliku. Tyto kvasinky jsou oznaCovéany jako methylotrofni a patii mezi né
nasledujici druhy: Candida, Hansenula, Pichia a Torulopsis. Tyto kmeny odbouravaji
methanol pomoci specidlni metabolické cesty, jejimiz kliCovymi enzymy jsou
alkoholoxidasa resp. methanoloxidasa a formatdehydrogenasa, které jsou produkovéany ve
vysokych mnozZstvich. Podle soucasnych poznatkl je jejich produkce regulovana jiZ na

transkripéni urovni [45].

Obecné mohou byt kmeny P. pastoris rozdéleny do né€kolika skupin [46]: (i) divoké kmeny
(X-33, Z-11430), (ii) auxotrofni mutanty, ktefi jsou defektni v histidinoldehydrogenase
(GS115), (ii1) mutanty, ktefi jsou defektni jsou genech zahrnutych v methanolové utilizaci
(KM71, MC 100-3) a(iv) kmeny defektni v proteasach (SMD1163, SMD1165,
SMD1168).

Pichia byla ptvodné vybrand pro produkci rekombinantnich proteinti hlavné diky své
schopnosti rlist na velmi vysokou bunéénou hustotu v jednoduse definovaném médiu. Pro
P. pastoris byl navrZen vysoce efektivni expresni systém pouZivajici methanol-indukéni
promotor AOX1 (alkoholoxidasa 1) a vektory, které jsou integrované do jejiho genomu
[47]. AOX1 je pfitom nejvice vyuzivanym promotorem v kontrole exprese heterolognich
gend. Tento promotor je vysoce potladen v burikach rostoucich na glukose, glycerolu a na
mnoho dalSich uhlikovych zdrojich, ale je siln€¢ indukovan methanolem [48]. Exprese
AOXI1 je regulovana na transkripéni urovni a v methanolem limitovanych kultivacich
mize koncentrace AOX1 tvorfit ivice jak 30 % celkovych rozpusSténych proteint.
Specificka produkce vétSiny proteint je relativné nizka, ale to je kompenzovano relativné
konstantni produkci po mnoho dni a také faktem, Ze P. pastoris miZe riist na methanolu do

velmi vysokych optickych hustot biomasy [49].
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2.7.1 Vyhody a nevyhody P. pastori:

Vzrist popularity tohoto expresniho systému miZe byt pfikladan nékolika faktortim [50]:

- schopnost produkovat cizi proteiny do vysokych trovni, intracelularné i extracelularnég,

- extrémné vysoké vytézky intracelularnich proteint,

- velmi vysokou trovni sekrece do téméf bezproteinového média,

- moZnost provadét fermentace do vysokych optickych hustot biomasy,

- geneticka stabilita,

- jednoduchost technik  potfebnych  k molekuldrné—genetickym  manipulacim
s P. pastoris a jejich podobnost k t€ém pouzivanym pfi praci s S. cerevisiae, ktera je
jednim z nejlépe prostudovanych experimentalnich systémi v moderni biologii,

- schopnost provadét mnoho eukaryotickych posttranslaénich modifikaci, jako jsou

vytvateni glykosidovych vazeb &i proteolytické upravy.

Snad nejznamé;j$im problémem je proteolyza sekretovanych polypeptidi a bunééna smrt ve

vysokych optickych hustotach kultur v bioreaktorech [47].

2.7.2 Posttransla¢ni modifikace proteinii exprimovanych P. pastoris

Intracelularni exprese

Kvasinkové rekombinantni proteiny mohou prochazet bud’ intracelularnim, nebo
sekre¢nim expresnim systémem. Intracelularni exprese je cesta pouZivana pro heterologni
proteiny, které jsou norméln€ exprimované do cytoplazmy nebo ty sekretované proteiny,
které nemaji Zadné nebo par disulfidovych vazeb. V urCitych piipadech dochazi u
kvasinek, stejné jako eukaryot, k posttranslatnimu odstranéni pocate€niho methioninu
z cytoplazmaticky exprimovanych proteinii pomoci kvasinkové methionylaminopeptidasy.
Kromé toho dochazi u nich i k N-koncovym acetylacim, C-koncovym methylacim,
meristylacim a farnezylacim. Posledni tf1 Upravy jsou pfitom dileZit¢ v membranovém

pfenosu intraceluldrmé exprimovanych proteini [43].
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Extracelularni exprese

Sekrece heterolognich proteini do kulturniho média poskytuje cestu jak se vyhnout
toxicité z akumulovaného materidlu, a také usnadiiuje purifikaci proteind, protoze
kvasinkovy organismus sekretuje pouze malda mnozZstvi svych nativnich proteind. Navic
proteiny sekretované touto cestou povoluji posttranslacni upravy jako je posttranslaéni
skladani, glykosilace nebo tvorba disulfidové vazby. Sekrece herolognich proteint je
fizena odstépitelnou aminokoncovou signalni sekvenci, kterd se ziskavd z nativniho

proteinu a nebo z leadru ze S. cerevisiae [43].
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3 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo porovnat biochemické vlastnosti bakterialni penicilin—-G-
acylasy exprimované rekombinantnimi mikroorganismy Escherichia coli RE3(pKA18)
a Pichia pastoris R33(pPICPA1). Oba enzymy byly purifikovany a byly stanoveny jejich
zakladni charakteristiky.
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4 MATERIAL

4.1 Chemikalie

4—dimethylaminobenzaldehyd (Fluka)
Agar (Lachema)

Akrylamid/bis-akrylamid (Sigma)
Albumin z hovéziho séra (FMI Fermentas)
Bromfenolova modf (Serva)

Coomassie Briliant blue R250 (Serva)
CYSEP 329 (CYTEC): flokula¢ni ¢inidlo (aktivni slozkou je kvartérni amin 40-70 %)
d-biotin (Serva)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (Lachema)
Dodecylsulfat sodny (Serva)

DTT: Dithiothreitol (Serva)

Dusik (Linde)

Fenol (Serva)

Glycin (Serva)

Glycerol (Lachema)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Lachema)
Hydroxid sodny (Lachema)

Hydroxid amonny (LaChema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloman sodny (Lachema)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina fenyloctova (Lachema)

Kyseliny fosfore¢na (Lachema)

Kyseliny chlorovodikové (Lachema)
Kyselina octova (Lach—Ner)

Kyselina §t'avelova (Lachema)
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Methanol (Lach—Ner)

Nitroprussid sodny (Lachema)

N,N‘—methylenbisakrylamid (BDH Chemicals Ltd)

Odpéitovadlo 289 (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo)

Persiran amonny (Fluka)

Siran amonny (Lachema)

N,N,N’,N’"~tetra—methyl—ethylendiamin — TEMED (Bio-Rad Laboratoires)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Serva)

4.2 Antibiotika a substraty enzymii pro spektrofotometrické stanoveni aktivity

(+)-6—aminopenicilanova kyselina (Fluka)

NIPAB: 6-nitro—3—fenylacetylamidobenzoova kyselina (Sigma)
7—aminodeacetoxycefalosporanova kyselina (Fluka)
Amoxicilin (Sigma)

Ampicilin trihydrat (Fluka)

Cefalexin (Sigma)

Penicilin G (draselna stil) (Biotika)

Penicilin V (Biotika)

Fenylacetamid (ptipravil Ing. Petr Gajdos)

4.3 Standarty molekulovych hmotnosti pro SDS—elektroforézu

SDS-PAGE Standarts, Low and High (Bio-Rad Laboratoires)

4.4 Komer¢ni soupravy

BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce)
Protease Inhibitor Coctail — for use with fungal and yeast extracts, DMSO solution (Sigma)
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4.5 Pufry a roztoky

4.5.1 Univerzalni Brittoniiv—Robinsoniiv pufr pro stanoveni pH optima a pH

stability

Roztok A: 0,04 M kyseliny fosfore¢nd, 0,04 M kyselina octova, 0,04 M kyseliny borita
Roztok B: 0,2 M hydroxid sodny

Pufry o urcitych pH (pH 4-10) byly pfipraveny upravou roztoku A roztokem B.

4.5.2 Roztoky pro SDS—elektroforézu v polyakrylamidovém gelu

Roztoky pro pripravu déliciho a zaostiovaciho gelu:

30 % vodny roztok akrylamidu a bisakrylamidu

1.5M Tris—Cl pufr pH 8.8 uchovavano pii 4°C
0.5M Tris—Cl pufr pH 6.8

10 % roztok SDS

10 % roztok persiranu amonného — pfipravovan vzdy erstvi

TEMED

Vzorkovy pufr (S5x zakoncentrovany)

250 mM Tris—Cl pH 8.8
500 mM DTT

50 % glycerol

10 % SDS

0.5 % bromfenolova modf

Elektrodovy pufr

0.025 M Tris
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0.192 M glycin
0.1 % SDS
— pH bylo upraveno na 8.3

Roztok pro barveni gelu

0.25 g Coomassie Brilliant Blue R250
90 ml methanol: H,O (1:1 v/v)

10 ml konc. kyseliny octové
Odbarvovaci roztok (1 1)
450 ml methanolu

450 ml H,O

100 ml konc. kyseliny octové

Susici roztok

2 % glycerol
25 % methanol

4.5.3 Mikroorgamismy, kultivaéni média a kultivaéni roztoky
Mikroorganismy

Escherichia coli RE3(pKA18) — pfipraven RNDr. L. Sobotkovou, CSc. [16]

Pichia pastoris X33(pPIC-PA1) — pfipraven RNDr. H. MareSovou, CSc.

Oba mikroorganismy byly vyvinuty v Laboratoti enzymovych technologii MBU AVCR

Zakladni médium MG - navazka pro 11

Glycerol - 40 g
H3PO4 —10ml
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KOH-6¢

MgS0,.7H,0 - 10g

KI-1,33 ¢

CaS04.2H,0-13 g

Odpénovadlo 289 - 0,4 g

(pfed kultivaci v bioreaktoru bylo 28% roztokem NH4OH upraveno pH na 8,2)

Roztok stopovych prvkia PTM - navazka pro 11

FeSO4—-65¢g
CuSO,-6g
MnSO4-3 ¢
ZnS04.7H,0-20 g
NaMo0,.2H,0-0,2 g
KI-8¢g
CaS04.2H,0-0,5¢g
H3;BO4-0,2 g

H,SO4 - 0,5 ml

YPD — medium - navazka pro 11

yeast extrakt — 10 g

pepton—20 g

glycerol — 20 g (ptipraven a sterilizovan jako 10% roztok, pak dano 100 ml/1)
(pPH 7,2)

Roztok biotinu — 0,4 g/l — sterilizovan filtraci

4.6 Pristroje a software

4.6.1 Pristroje

Spektrofotometr UV-1601 s temperovanou optickou celou (Shimadzu)
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Spektrofotometr SP-30 (Pye Unican)

Vodni lazen Tempette TE-8D (Techne)

Vodni lazeii SW 20 (Julabo)

Centrifuga Univerzal 32 R (Hettich)

Centrifuga J2-21 (Beckman)

Minicentrifuga C-1200 (National pagnet CO.)
Ttepacka (Lab-Shaker)

Minimixer MS 1 (IKA)

Susarna (Chirana)

Analytické vahy AE 200 (Mettler)

Viéhy PJ 600 (Mettler)

HPLC 2151 (LKB-Bromma)

Sbéraé frakci FOXY JR (ISCO)

pH metr PHM 82 Standart (Radiometer Kopenhagen)
Titrator TTT 80 (Radiometer Kopenhagen)
Autoburette ABU 801 (Radiometer Kopenhagen)
Michadlo ER 10 (MLW)

Konduktometr OK-104 (Radelkis)

pH metr (inoLab)

Michacka MM22 (Laboratorni pfistroje Praha)
Milliporator 8010— michana ultrafiltrace (Amicon)
Ultrafiltra¢ni membrany YM10 (Amicon)

Vertikalni elektroforéza Miniprotean II (Bio-Rad)
Zdroj napéti (LKB Bromma)

Dialyza¢ni stfeva riiznych praméra (Hoechst)
Dezintegrator Manton Gaulin (Everest, Massachusetts, USA)
Balotiny MK 3 GX — prim. 0,5-0,75 mm (Willy A. Bachorem AG Maschinenfabrik)
Peristaltic PUMP, Pharmacia fine chemicals
Tiepacka LT2

Hmotnostni spektrometr Bruker Daltoncs Biflex 2
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4.6.2 Laboratorni michany bioreaktor a prisluSenstvi

Bioreaktor (Biostat MD, B. Braun, Biotech International, Némecko) se skladal ze sklenéné

kultiva¢ni nadoby osazené vikem s prichody pro méfici ¢idla (pO; elektroda, pH

elektroda, odpéiiovaci a teplotni sonda). Pies viko bylo také zaji§téno michani s hornim

pohonem, davkovani pfikrmu, dévkovani zasady akyseliny pro upravu pH, pfivod

vzduchu a byla zde umisténa i sekce sterilniho vzorkovéni. Michadlo bylo osazeno tfemi

turbinami typu Rushton.

Sondy a regula¢ni prvky bioreaktoru pro:

méfeni a regulaci teploty (ohfev byl zajistén duplikatorem)

meéfeni a regulaci pH pomoci davkovani louhu nebo kyseliny (pro méfeni pH byla
pouzivana sterilizovatelna sklenéna elektroda (Mettler Toledo, Svycarsko)
s gelovym elektrolytem (405-DPAS—SC-K8S/425))

regulaci pritoku vzduchu (vzdu$néni bylo zaji§téno aera¢nim véncem, do kterého
se pres mikrofiltr Sartorius 0.2 um (Midisart® 2000, Némecko) ptivadél sterilni
vzduch

méfeni koncentrace rozpusténého kysliku (pomoci sterilizovatelné pO, elektrody
majici teflonovou membranu T-96 (InPro® 6000, Mettler Toledo, Svycarsko))
regulaci ota¢ek michadla

regulaci vySky pény v bioreaktoru (pomoci dévkovani odpénovaciho prostiedku
Odpéniovadlo 289)

davkovani zasobnich roztokd zdroje uhliku — vahy SB22001 Delta Range (Mettler)
a substratové Cerpadlo byly pfipojeny pfimo na fidici jednotku IFB RS—422
(MFCS/Win) (B. Braun Biotech Int.). Davkovani zdroje uhliku bylo regulovano

udrZovanim koncentrace rozpusténého kysliku pod hodnotou 30 relativnich procent

4.6.3 Software

Enzfitter v. 1.03 pro MS-DOS (Biosoft, Cambridge, UK)

Titrax

MFCS/Win 2.0 (B. Braun Biotech Int.)

Inteligent Quantifier
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5 METODY A PRACOVNI POSTUPY

5.1 Kultivace kvasinky Pichia pastoris

5.1.1 Priprava inokula

Kultura z glycerolové konzervy (uchovéavana pti teploté -70°C) byla pfenesena sterilni
klickou na YPD pevné médium obsahujici 2 % agar. Kultivace probihala pti 28°C po dobu
3 dnu. Poté byla jedna dobie narostla kolonie pfenesena do 100 ml Erlen—Mayerovy baiiky
obsahujici 10 ml YPD média. Kultura rostla pti 28°C dalSich 24 h na reciproké tiepadce
(180 rpm). Takto ptipravené inokulum bylo pouZito k zaotkovani 250 ml YPD média
doplnéného biotinem v 1000 ml Erlen—Mayerové baiice tak, aby vysledna opticka hustota
(ODeoo) byla rovna 1. Tato kultivace probihala opét pfi teploté 28°C na reciproké tfepacce
(180 rpm) po dobu dalsich 24 h.

5.1.2 Kaultivace v laboratornim michaném bioreaktoru (pFitokovana kultivace

s vysokym nariustem biomasy)

Kultivace byla provedena v desetilitrovém laboratornim bioreaktoru Biostat MD
obsahujicim 6 1 zakladniho média MG, které bylo doplnéno roztokem stopovych prvku
PTM (2 ml/l), d-biotinem (0,4 ml/l) a jeho pH bylo upraveno 28% roztokem ¢pavku na
hodnotu 8,2. Do takto ptfipravené¢ho média v bioreaktoru byl pifeveden cely objem inokula.

Kultiva¢ni podminky byly nasledujici: 28°C, pH udrZovano na hodnot€ 5,0 30% roztokem
NH4OH, obsah rozpusténého kysliku byl udrZzovan na 30 relativnich procent, pritok
vzduchu 9 I/min, michani 300-850 rpm (v prvni fazi procesu pomoci kaskddové regulace
michani, ve fazi pfikrmu glycerolem ¢i methanolem bylo michani konstantni 850 rpm).
Cela kultivace byla fizena a monitorovana pomoci software MFCS Win (B. Braun Biotech

Int.).

Kultivace byla zahdjena jako vsadkova kultivace, dokud nebyl pocatecni glycerol jako

zdroj uhliku vyc€erpan, coZ se projevilo kolem dvacéaté hodiny zvySenim koncentrace
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rozpu$téného kysliku. Poté bylo zahdjeno pfikrmovani 50% roztokem glycerolu
obsahujicim navic 12 ml/l roztoku PTM a 4 mg/] biotinu. Tato faze trvala dokud ODggq
nedoséhla hodnoty 250. Poté byla zahdjena tranzitni faze (tab. 1), kdy b&éhem 2 h byl
snizovan pifikrm glycerolu a sou¢asné€ byl zah4ajen pfikrm roztokem methanolu obsahujicim
2 ml/l roztoku PTM a 0,4 g/ biotinu.

Tab. 1: Casové rozvrzZeni tranzitni faze fermentace P. pastoris

T [min] | Doba zastaveni davkovani glycerolu [min}] Davka methanolu [ml]
0. 0,0 0
5. 0,5 1
10. 1,0 1
20. 1,5 1
30. 20 1
40. 25 1
50. 3,0 1
60. 35 1
70. 4,0 1
80. 45 1
90. 6,0 1
100. 7,0 1
110. stop pfikrmu glycerolem start pfikrmu methanolem

T[min] doba od po&atku tranzitni faze, ve které byl zastaven pfikrm glycerolem na ur¢itou dobu (0—7 min)

a pfidan 1 ml methanolu.

Po ukonceni tranzitni faze byl methanol pfidavan v zavislosti na koncentraci rozpusténého
kysliku.

V priibéhu kultivaci byly pribézné odebirany vzorky pro stanoveni ODsgo, aktivity PGA
a suché hmotnosti bunék. Vzorky pro stanoveni aktivity a suché hmotnosti bunék (celkem
1 ml a 4 ml) byly centrifugovany (5 000 rpm, 5 min, pokojové teplota). Supernatant byl
dekantovan a pelet byl doplnén do po&ate¢niho objemu destilovanou vodou. Supernatant

byl opét dekantovan a pelet byl uchovan pii -20°C pro dali stanoveni.

Po ukondeni kultivace byla biomasa zcelého kultivatniho objemu centrifugovana

(5000 rpm, 4°C, 30 min) a pelet byl uchovén pfi -20°C pro pozdé;si izolaci PGA.
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5.2 Stanoveni koncentrace biomasy

Koncentrace biomasy v kultufe byla stanovena méfenim optické hustoty (ODggo) kultury
na spektrofotometru SP-30 v 1 ml plastovych kyvetach o optické draze 1 cm pfi vinové
délce A=600 nm. Vzorek byl nafedén tak, aby méfena opticka hustota suspenze byla mensi

nez 1,5.
5.3 Stanoveni suché hmotnosti biomasy

Sucha hmotnost biomasy byla stanovena gravimetricky. Promyty pelet (viz. kap. 4.1.2) byl
resuspendovan ve4ml destilované vody aztakto piipravené bunécné suspenze bylo
odebrano 3x 1 ml na pfedem vysuSené azvazené hlinikové misticky. Bunétna suspenze

byla suSena pfi teploté 105°C (do konstantni hmotnosti, pfiblizn¢ 3 h).

Y v 7

5.4 Priprava bezbuné¢ného extraktu pro stanoveni aktivity

K vodou promytému peletu biomasy z1 ml kultury byl pfidan 0,1 M fosfatovy pufr
(pH 8,0) tak, aby vysledny objem buné¢né suspenze byl 1 ml. K této suspenzi ve 2 ml
zkumavce Eppendorf byl ptfiddn 1 ml sklenénych balotin. Dezintegrace bun€k probihala
tfepanim suspenze na minimixeru IKA (1400 min” po dobu 20 min apfi pokojové
teploté). Nasledné byly rozbité buriky sto€eny a ziskany supernatant pouZit pro stanoveni
aktivit PGA.

5.5 Dezintegrace bunék narostlych v bioreaktoru

5.5.1 Dezintegrace pomoci dezintegratoru Manton Gaulin

Rozbiti bunék separovanych z kultury bylo provedeno na dezintegratoru Manton Gaulin.
1,18 kg biomasy bylo nafedéno 10 mM fosfatovym pufrem (pH 8,0) do celkového objemu
3,3 1. Dezintegrace byla provedena 6x pfi tlaku 450 atm. Po druhé a paté dezintegraci byl
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vzorek asi 0,5 h chlazen v ledu. Po rozbiti bunék byla hmota centrifugovana (5000 rpm,
25 min, 4°C). Kontrola u¢innosti této dezintegrace byla provedena porovnanim aktivit
PGA s aktivitami PGA dosazenymi dezintegraci pomoci balotin (kap. 4.4). Po Sestindsobné

dezintegraci bylo dosazeno srovnatelnych aktivit).

5.5.2 Dezintegrace pomoci balotin

11,8 g zcentrifugované biomasy bylo doplnéno do 50 ml dezintegratnim pufrem a
resuspendovano. Dezintegrace byla provedena v 12 ml zkumavkach s uzavérem v poméru
5 ml vzorku: 5 ml balotin na jednu zkumavku. Dezintegrace byla provedena na tfepacce
Lab-Shaker (330 min"' p#i 28°C po dobu 1,5hod). Poté byl vzorek centrifugovan
(10000 rpm, 20 min, 4°C) a supernatant byl oddélen a uchovan pii -20°C.

5.6 Srazeni balastnich bilkovin

CYSEP je prumyslové flokula¢ni €inidlo, jehoz aktivni slozkou je kvartérni amin (40—
70 %). PGA je proteinem, ktery neni CYSEPem srazitelny. PouZitd koncentrace CYSEP
pro Casteéné odstranéni ostatnich proteinli byla zvolena podle provedené kalibrace. Po
pfidani CYSEP ke vzorku probihalo sraZeni 1 h pifi 4°C za stalého michani. Poté byl
precipitat odstranén centrifugaci (10000 rpm, 20 min, 4°C).

5.7 Selektivni srazeni PGA siranem amonnym

PGA z E. coli

Ke vzorku, ktery byl jiz ¢aste¢né upraven (kap. 6.1), byl za stalého michani a chlazeni
(4°C) postupné pfidan siran amonny do 40 % nasyceni (317 g/l), a poté byl vzorek
ponechan 30 min srdZet. Vznikly precipitdit byl odstranén centrifugaci (11 000 rpm,

15 min, 4°C). K supernatantu byl pomalu pfiddvan siran amonny do 60 % nasyceni
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(169 g/1, opét za stalého michani achlazeni na 4°C), apoté nechan 30 min srazet.
Precipitat vznikly pfi zvySeni nasyceni siranem amonnym ze 40 na 60 % byl ziskédn
centrifugaci (11 000 rpm, 20 min, 4°C) a nasledné rozpustén ve 20 ml 10 mM fosfatového
pufru (pH 8,0).

PGA z P. pastoris

Ke vzorku za stalého michani a chlazeni (4°C) byl postupné pfidavan siran amonny do
50 % nasyceni (409 g/, byla provedena kalibrace, a poté byl roztok nechan 1 h srazet).
Vznikly precipitat byl ziskan centrifugaci (5 000 rpm, 35 min, 4°C) anasledné byl
rozpustén v 10 mM fosfatovém pufru (pH 8,0).

5.8 Separacni metody — vysokoucinna kapalinova chromatografie

5.8.1 Chromatografie na koloné s naplni DEAE—fraktogelu

Chromatografie probihala na koloné¢ snaplni DEAE-fraktogelu EMD 6500(S)
(17 cm x 2,5 cm) [51]. Iontova sila a pH vzorku pfed nanesenim na kolonu byly upraveny
pomoci dialyzy proti pufru A (10 mM fosfatovy pufr, pH 7,0) o objemu 51 po dobu 40 h
(uvzorku PGA z P. pastoris pouze 16h) pti 0°C, a poté byl vzorek centrifugovan
(11 000 rpm, 20 min, 4°C) a supernatant byl aplikovan na kolonu pomoci peristaltické
pumpy. Kalibrace kolony i eluce vzorku byla provedena 10 mM fosfatovym pufrem
(pH 8,0). Rychlost priitoku eluéniho pufru kolonou byla 1 ml/min.

5.8.2 Chromatografie na koloné s naplni hydroxyapatitu

Tato chromatografie byla provedena na koloné¢ hydroxyapatitu (14 cm % 1,6 cm) [51],
ktera byla ekvilibrovana pufrem A (1 mM fosfatovy pufr, pH 7,0). Iontova sila a pH
vzorku byly upraveny dialyzou proti 51 pufru A ptes noc pii 0°C, apoté byl vzorek
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aplikovan na kolonu pomoci peristaltické pumpy. Eluce byla provedena linedarnim
gradientem 0—100% pufru B (200 mM fosfatovy pufr) po dobu 100 min. Rychlost pritoku

elu¢niho pufru kolonou byla 1 ml/min.

5.8.3 Gelova chromatografie

Tato chromatografie byla provedena na koloné Superdex 200 (75 cm x 1,6 cm) [52], ktera
byla ekvilibrovana pufrem A (50 mM fosfatovy pufr obsahujicim 150 mM NaCl, pH 7,5).
Vzorek pro naneseni na kolonu byl zakoncentrovén ultrafiltraci (Amicon 8010, membrana
nepropustna pro latky o molekulové hmotnosti nad 10 000) a promyt pufrem A. Poté byl

vzorek aplikovan na kolonu. Eluce byla provedena pufrem A.

5.9 Elektroforéza v prostiedi SDS

Elektroforéza za denaturujicich podminek byla provadéna podle [53]. Vzhledem
k velikosti proteinu byl pouzit 12 % separacni gel a 5 % zaosttovaci gel, jejichZ pfiprava je

uvedena v tab. 2.

Tab. 2: Rozpis pro pfipravu gelll pro SDS—elektroforézu

Slozky Objem [ml]
12% délici gel 5% zaostfovaci &

H,O 33 2,7

30% smés akrylamidu 4,0 0,67

1,5M Tris-Cl pH 8,8 2,5 -

0,5 H Tris-Cl pH 6,8 - 0,5

10% SDS 0,1 0,04

10% persiran amonny 0,1 0,04

TEMED 0,004 0,004

Vzorek byl pfed nanesenim na gel pfislus$né nafedén, k 10 pl vzorku bylo pfidano 2,5 ul

loading pufru a smés byla 5 min povafena. Na gel byl nanasen cely objem vzorku (12,5 pul)
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a 10 pl standartu. Rozdéleni proteint probihalo pfi napéti 80 V az do zaostfeni vzorku na
rozhrani zaostfovaci—délici gel, poté bylo napéti zvySeno na 100 V. Elektroforéza byla

ukonéena poté, co barevny indikator opustil gel.

5.9.1 Barveni proteinii v gelu

Gely po ukonceni elektroforézy byly 20 min barveny v barvicim roztoku Coomassie
Briliant blue R-250 za mimého promichavani na tfepalce, apoté odbarveny
v odbarvovacim roztoku, ktery byl né€kolikrdt vyménén. Gely byly uchovavéany v 10 %
kyseling octové nebo ususeny mezi dvéma celofanovymi foliemi pfedem namocenymi

v susicim roztoku.

5.10 Stanoveni aktivity a substratové specifity PGA

5.10.1 Stanoveni aktivity — spektrofotometricky:

5.10.1.1 Stanoveni aktivity pro substraty penicilin G, penicilin V, ampicilin,

amoxicilin, cefalexin

Stanoveni aktivity PGA s t€mito substraty bylo zaloZzeno na hydrolytické reakci, v niz
vznika 6-APA, popfipadé 6-ADCA (cefalexin) jako produkt. Rychlost tvorby 6—-APA
(resp. 6-ADCA) byla stanovena p—dimethylaminobenzaldehydovou metodou [54], nebot’
aldehydickd skupina p—dimethylaminobenzaldehydu (pDAB) vytvafi s primarni
aminoskupinou kyseliny 6-aminopenicilanové Schiffovu bazi, jejiz koncentraci lze
stanovit spektrofotometricky. Reakéni smés byla pfipravena smichanim vzorku
obsahujicim enzym (0,5-100 pl) s 50 mM fosfatovym pufrem, pH 8, ato do celkového
objemu 2 ml. Po 5 min inkubaci ve vodni 1azni vytemperované na 37°C byla enzymova
reakce startovana pfidanim 1 ml 2% substratu (téz vytemperovaného na 37°C). Reakce
probihala pfi 37°C ve sklenénych zkumavkach. Ve stejnych ¢asovych intervalech (1-

5 min) bylo 4 krat odebrano z reakéni smési 0,5 ml a pfidano do 3 ml zastavovaci smési
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(1 dil 0,05 M NaOH a 20 dila 20% kyseliny octové), ¢imz byla reakce ukoncena. Poté bylo
pfidano 0,5 ml roztoku pDAB (5g/1 methanolu), smés dobfe promichana a po 15 min byla
absorbance Zluté zbarveného roztoku zmeéfena v plastovych kyvetach o optické draze 1 cm
pfi 415 nm na spektrofotometru Shimadzu UV-1601. Jako reference byla pouzita smés
2 ml 50 mM fosfatového pufru, pH 8,0 a 1 ml 2% roztoku penicilinu. Kalibra¢ni kiivka
byla sestrojena pro znamé koncentrace 6-APA, resp. 6-ADCA.

Pro stanoveni aktivit v pruibéhu kultivaci, purifikaci a pfi charakterizaci PGA byl pouzit
(pokud neni uvedeno jinak) penicilin G jako substrat a aktivita byla stanovena
spektrofotometricky. Jednotka aktivity PGA je pak definovana jako mnoZstvi enzymu,
které je potieba k hydrolyze 1 umol penicilinu G za danych podminek (0,67 % penicilin G,
50 mM fosfatovy pufr, pH 8,0, 37°C) za 1 min.

5.10.1.2 Stanoveni aktivity pro substrat NIPAB

Pfi stanoveni aktivity PGA pomoci chromogenniho substratu 6-nitro—3—fenylacetyl—
amidobenzoové kyseliny (NIPAB) [55] byla reakéni smés pfipravena vhodnym ziedénim
vzorku PGA 50 mM fosfatovym pufrem (pH 8), a to do celkového objemu 2 ml. Po 5 min
inkubaci pfi 37°C byla enzymové reakce startovana pfidanim 1 ml 6 mM NIPAB
vytemperovaného téz na 37°C. Reakce probihala pii 37°C v kfemennych kyvetach a vzrist
Zlutého zabarveni byl méfen po dobu 3 min pfi 405 nm oproti referenci (enzym byl
v reakéni smési nahrazen pufrem) na spektrofotometru Shimadzu UV-1601. Po skonéeni
meéfeni spektrofotometr vypocital smérnici aAbssos. Enzymova aktivita byla poc&itana podle

nasledujiciho vzorce {1}:

A:%.k [U/mi]

8405

{1}

kde A je aktivita [U/ml], AAbs4gs ptirtistek absorbance za 1 min pfi 405 nm, €495 absorp&ni
koeficient pro NIPAB pii 405 nm (€405 = 9,09 dm’mol™) a k je fed&ni
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5.10.1.3 Stanoveni aktivity pro substrat fenylacetamid

Stanoveni aktivity PGA se substratem fenylacetamidem bylo provedeno fenol-
hypochloridovou reakci pro uréeni koncentrace amoniaku, jenZ je produktem této
enzymové reakce [56]. Reakéni smés byla pfipravena smichanim vzorku PGA s 50 mM
fosfatovym pufrem (pH 8), ato do celkového objemu 2 ml. Po 5 min inkubaci ve vodni
lazni vytemperované na 37°C byla enzymova reakce startovana pfidanim 1 ml 2% fenyl—
acetamidu vytemperovaného na 37°C. Reakce probihala pfi 37°C ve sklenénych
zkumavkéch. V 1 min intervalech bylo 4 krat odebrano z reak¢ni smési 0,1 ml a pfidano do
2,5 ml zastavovaci smési (10 g/l fenolu a 50 mg/1 nitroprussidu sodného), ¢imz byla reakce
ukoncena. Poté bylo pfidano 2,5 ml barviciho roztoku (5 g/l NaOH a 8,4 ml/l chlornanu
sodného), smés byla promychana a 20 min inkubovana pii 37°C. Absorbance byla zméfena
v plastovych kyvetich o optické draze 1cm pii pokojové teplot€ pifi 625 nm na
spektrofotometru Shimadzu UV-1601. Jako reference byla pouZita smés 2 ml 50 mM
fosfatového pufru (pH 8,0) a1 ml 2% roztoku fenylacetamidu. Kalibra¢ni kiivka byla

sestrojena pro znamé koncentrace (NH4)2SOs.

5.10.2 Stanoveni aktivity PGA na titratoru

Stanoveni aktivity PGA s penicilinem G bylo také provedeno metodou podle Kutzbacha
[55]. Vzhledem k nizké hodnot¢ konstanty Michaelise-Mentenové PGA vuéi penicilinu G
nebylo mozné stanovit aktivitu pfi nizkych koncentracich substritu pomoci p—dimethyl-
aminobenzaldehydové metody. Ke stanoveni aktivit za téchto podminek byla pouZita
metoda, kdy druhy produkt hydrolyzy penicilinu G, kyselina fenyloctova (PAA), je jako
kyselina titrovana 0,1 M NaOH. MnozZstvi PAA vznikajici béhem reakce je rovno mnoZstvi
NaOH potiebného pro udrzZeni konstantniho pH 8,0. NaOH je ptidavéan jako 0,01 M roztok.
Reak¢ni smés byla sloZena z 25 ml roztoku penicilinu G o dané koncentraci v 0,1 M NaCl.
Po vytemperovani na 37% byla reakce startovdna pifidanim PGA. Snimani pH bylo
zajisténo pH metrem, ktery byl pfipojen k pocitacové jednotce a vyhodnoceni bylo

provedeno pomoci programu TITRAX.
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5.11 Stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteini byla stanovena pomoci soupravy BCA Protein Assay Kit. Tato
metoda je zaloZena na kolorimetrické detekci komplexu vzniklého chelataci iontu Cu®
dvéma molekulami BCA. lon Cu’ vznikd pfi redukci Cu** proteinem v alkalickém
prostfedi. Reakéni smés byla pfipravena smichanim 50 dili reagentu A, 1 dilu reagentu B
(celkovy objem 1,6 ml) a 80 pl 10x natedéného vzorku. Reakce probihala 30 min pf#i 37°C
apo zchlazeni na pokojovou teplotu byla intenzita zabarveni zmeéifena v plastovych
kyvetach o optické draze 1cm proti referenci (vzorek vreakéni smési byl nahrazen
destilovanou vodou) pfi 562 nm na spektrofotometru Shimadzu UV-1601. Koncentrace
proteint pak byla uréena z kalibraéni zévislosti ziskané ze zndmych koncentraci albuminu

z hovéziho séra.

5.12 Stanoveni teplotni stability PGA

Stabilita enzymu ptfi dané teploté¢ byla ur€ena zméfenim zbytkové aktivity pro substrat
penicilin G po 30-ti min inkubaci piidané teploté. Oblast hodnot teplot byla zvolena
v rozmezi 20-60°C v intervalech 5°. Aktivita byla stanovena spektrofotometricky podle
kap. 5.10.1.1. Pro stanoveni teplotni stability PGA®© bylo vzato 10 ul vzorku a inkubovano
30 min pfi dané teploté¢ ve 2 ml 50 mM fosfatového pufru (pH 8,0). Poté byla teplota
vzorku upravena na 37°C, pfidan substrat a stanovena zbytkova aktivita. Casovy interval
mezi odebranim vzorku z reak¢éni smési a pfidanim do zastavovaci smési byl 2 min. Pro
stanoveni teplotni stability PGA®® bylo vzato 20 ul vzorku a inkubovano 30 min pfi dané
teploté ve 2 ml S0 mM fosfatového pufru (pH 8,0). Déle bylo postupovano jako v piipadé

PGAFC s tim, Ze asovy interval mezi vzorkovanim reakéni smési byl 5 min.

5.13 Stanoveni pH stability PGA

Stabilita enzymu pfi daném pH byla urena zméfenim zbytkové aktivity pro hydrolyzu
penicilinu G po 60-ti minutové inkubaci v Britton-Robinsonové pufru o daném pH pfi
37°C. Oblast hodnot pH byla zvolena vrozmezi 3-10. Aktivita byla stanovena
spektrofotometricky podle kap. 5.10.1.1. Pro stanoveni pH stability PGAFC bylo vzato
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12 ul vzorku a inkubovano 60 min v 108 ul pufru s poZzadovanou hodnotou pH pii 37°C.
Poté bylo odebrano 100 pl do reakéni smési pro stanoveni zbytkové aktivity. Casovy
interval vzorkovani reak&ni smési byl 2 min. Pro stanoveni pH stability PGA®" bylo vzato
21 pl vzorku a inkubovano 60 min v 189 pl pfislusného pufru. Nasledné bylo odebrano
200 pl pro stanoveni zbytkové aktivity. Casovy interval vzorkovani reakéni smési byl

5 min.
5.14 Stanoveni teplotniho optima hydrolyzy penicilinu G katalyzované PGA

Teplotni optimum enzymu bylo stanoveno spektrofotometricky métfenim aktivity enzymu
pro hydrolyzu penicilinu G. Kromé teploty, kterd byla ménéna pro jednotlivd stanoveni
v rozmezi 20-70°C, bylo stanoveni provedeno podle kap. 5.10.1.1. Pro uréeni teplotniho
optima PGA bylo vzato 10 ul vzorku do reakce, pro PGA®" bylo vzato do reakce 30 pl

vzorku. Casovy interval vzorkovéni reakéni smési byl 1 min.
5.15 Stanoveni pH optima hydrolyzy penicilinu G katalyzované PGA

pH optimum enzymu bylo stanoveno spektrofotometrickym métenim aktivity enzymu pro
hydrolyzu penicilinu G v rozmezi hodnot pH 4-10. Stanoveni bylo provedeno podle kap.
5.10.1.1 stim, Ze potfebné hodnoty pH reakéni smési bylo dosaZeno pouzitim Britton—
Robinsonova pufru o daném pH a pfi vlastnim stanovenim aktivity nebyl pouzit fosfatovy
pufr. Pro uréeni pH optima PGA® bylo vzato 10 ul vzorku do reakce, pro uréeni pH
optima PGA®" pak 30 pl vzorku do reakce. Casovy interval vzorkovéni reakéni smési byl

1 min.

5.16 Stanoveni substratové specifity PGA

Hydrolyticka aktivita enzymu PGA byla stanovena spektrofotometricky s pouzitim
vybranych pfirodnich a semisyntetickych substrati: penicilin G, penicilin V, ampicilin,
amoxicilin, cefalexin, fenylacetamid a NIPAB (viz. kap. 5.2.10). Pro stanoveni aktivit

PGA®® bylo pro reakci vzato 5 pl vzorku (s vyjimkou stanoveni aktivity pro NIPAB, kdy

bylo do reakce vzato 10 pl. Pro stanoveni aktivit PGA"" bylo vzato 20 pl vzorku do reakce
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kromé stanoveni aktivity pro NIPAB, kdy bylo do reakce vzato 5 pl.

5.17 Stanoveni kinetickych parametri PGA pro hydrolytické reakce

Meéfeni kinetickych parametri PGA pro hydrolyzu substrati penicilin G a NIPAB bylo
provadéno pii teploté 37°C v 50 mM fosfatovém pufru pH 8,0 (PGAF®) a pH 7,5 (PGA™).
Kinetické parametry pro penicilin G byly stanoveny titrani metodou apro NIPAB

spektrofotometricky.

Konstanty Michaelise-Mentenové (Ky,) a limitni rychlosti (Vmax) hydrolytickych reakci pro
jednotlivé substraty byly spocitany z poc¢atecnich rychlosti enzymovych reakci, méfenych
za ruznych koncentraci substratu, pomoci pocitacového programu Enzfitter. Tento program
pracoval na principu postupnych numerickych aproximaci kinetickych parametri (K,
Vmax) tak, aby rovnice Michaelise-Mentenové {2} prochdzela naméfenymi body s co

nejmensi odchylkou.

o Vaw ' 15]
K, +[5] o)

kde v je pocatecni rychlost reakce [U/ml], Vmax limitni rychlost [U/ml], [S] koncentrace
substratu [M] a K,,, konstanta Michaelise-Mentenové [M]

Nezavisle na programu Enzfitter byl pro stanoveni kinetickych parametri z naméfenych

dat pouzit vypocet podle Lineweavera-Burka (L-B vynos).
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L-B vynos umozioval ziskat kinetické parametry pomoci linearizované formy rovnice

Michaelise-Mentenové {3}.

1 K» 1 1

;—Vmax.[S]-i-Vlim 3

kde v je pocéte¢ni rychlost reakce [U/ml], Vipax limitni rychlost [U/ml], [S] koncentrace
substratu [M] a K, konstanta Michaelise-Mentenové [M]

Na zéklad¢ stanoveni Ky a Vi PGA pro oba substraty byly spoéteny katalytické
konstanty k., podle vzorce {4}.

V max
Kt = 60e (4}

kde Kea je katalyticka konstanta [s-1], Vinex limitni rychlost [mol min'mlI™] a ¢ je

koncentrace proteinu [mol/ml]

5.18 Analyza podjednotek PGA®® a PGA®* pomoci MALDI-TOF MS

Vzorky pro analyzu na MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii byly pfipraveny
elektroforetickym rozdé&lenim podjednotek purifikované PGA™® a PGA™ na 12% SDS-
gelu. Samotnd piiprava vzorku aanalyza hmotnostni spektrometrii byla provedena
Laboratofi charakterizace molekulamni struktury MBU AVCR. Pro ziskani peptidii pro
samotnou hmotnostni spektrometrii bylo pouzito $t€peni Trypsinem. MALDI-TOF MS
byla provedeny na spektrometru Bruker Biflex 2.
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6 VYSLEDKY

6.1 Priprava ¢aste¢né purifikované PGA z Escherichia coli RE3(pKA18)

Kultivace Escherichia coli RE3(pKA18) a Caste€nd uprava ziskané biomasy obsahujici
PGA byla provedena Laboratofi enzymovych technologii MBU AVCR jiz dfive. Postup,
jakym byl ziskan vychozi material pro purifikaci, byl nasledujici:
1. separace biomasy z media centrifugaci a jeji nafedéni
2. mechanickd dezintegrace suspenze bun€k za pouziti vysokych tlaki na
dezintegratoru Manton Gaulin.
3. termokoagulace dezintegrované bunééné suspenze — precipitace pii pH 5,0 a teploté
45°C v ptitomnosti kation—aktivniho flokula¢niho €inidla (polyethylenimin — PEI)
4. odstranéni precipitatu centrifugaci
5. filtrace za ziskani ¢irého roztoku osahujiciho rozpustné proteiny
6. ultrafiltrace a neutralizace vzorku na pH 6,5
Pti této CasteCné upraveé se vychéazelo z 50 1 (75 g/l suché vahy) suspenze bunék o aktivité
6.10° U/l abylo ziskano 17,51 (17,9 g/l suché vahy) suspenze o aktivité 1,38.10° U/ml.
Vytézek aktivity v této fazi purifikace byl 80,4%.

6.2 Kultivace Pichia pastoris X33(pPIC-PA1)

Rekombinantni kvasinka Pichia pastoris X33(pPIC-PA1) byla kultivovana podle postupu
vyvinutého v Laboratofi enzymovych technologiich MBU AVCR (kap. 4.1). K fermentaci
byl pouzit kmen Pichia pastoris X33 (pPIC-PAl), izolat &. 2 leaderl. Inokulum pro
kultivaci v bioreaktoru bylo pfipraveno dvoustupiiové v tiepanych barikach (teplota 28°C,
180 rpm) (kap. 5.1.1). Po naockovani jedné kolonie z agarové misky do YPD media
probihala prvni kultivace 26 h abylo dosazeno ODgy =42. 5Sml ztéto kultury bylo
pouzito k zaoCkovani druhé kultivace (pocateéni ODggo = 1,19). Druha kultivace byla
ukoncena po 23,5 h (konecné ODggo = 32) a celou kulturou bylo zaofkovano 61 média
v bioreaktoru. Fermentace v bioreaktoru probihala jako pfitokovana kultivace, b€hem niz
byla regulovana kultiva¢ni teplota, pO, a pH (kap. 5.1.2). Tato kultivace méla dvé hlavni
faze: fazi rychlého nistu biomasy (faze pfitoku glycerolu) a fazi produkce enzymu-indukce
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syntézy PGA methanolem (faze ptitoku methanolu). DilezZité kroky v pribéhu fermentace

jsou uvedeny v tab. 3.

Tab. 3: Pfitokovana fermentace v bioreaktoru: jednotlivé faze

Hodina fermentace Krok

0 zao¢kovani média a zahajeni fermentace

aktivovana kaskadova regulace pO,

26 ukon¢ena kaskadova regulace pO,

zahdjeni pfikrmu glycerolem

33 zahdjeni tranzitni faze

35 tranzitni faze ukonéena

zahajen pfikrm methanolem

78 sterilné odebran 1 | kultury o aktivité 5,3 U/ml
116 sterilné odebrano 0,37 | kultury o aktivité 8,3 U/ml
138 ukonéeni fermentace

V pribehu kultivace byly prub&ézné odebirany vzorky, u kterych byly stanoveny aktivity,
optické hustoty kultury (OD) a suché hmotnosti, a déle byly zaznamenavany hodnoty
obsahu rozpus$téného kysliku (obr. 9, str. 48). Priibéh kultivace je znazornén na obr. 10,
str. 49.
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Obr. 9: Pribéh aktivity PGA, optické hustoty kultury (OD), suché hmotnosti biomasy
a obsah rozpusténého kyslik (pO,) béhem ptitokované fermentace P. pastoris v bioreaktoru
na MG mediu obsahujici PTM a d-biotin pti 28°C. Sipka na ose x oznatuje &as spusiténi

ptitoku methanolu a start indukce syntézy PGA.

Kultivace byla ukonena po 138 h abyla ziskdna biomasa o aktivit¢ 10,61 U/ml

(10,8 U/mg proteinu pro substrat NIPAB).
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6.3 Purifikace PGAEC

K izolaci PGA z hrubého extraktu rekombinantni E. coli byl pouZit postup sloZeny ze tyf
hlavnich purifika¢nich krokt, vyuZivajici laboratorni techniku dostupnou v laboratofi. Pro
purifikaci bylo vzato 50 ml &aste¢né upraveného (hrubého) extraktu. Po jednotlivych
krocich izolace byla méfena aktivita jednotlivych frakci, u chromatografického déleni byla
pribéZzné monitorovana absorbance pfi 280 nm au koneénych vzorkd byla stanovena
specificka aktivita enzymu. Hodnoty specifické aktivity charakterizujici stupeii Cistoty
a ziskané vytézky po jednotlivych krocich jsou uvedeny v tab. 4, str. 51. Cistota vzorkd
PGA byla také ovétena pomoci SDS—elektroforézy. Jednotlivé metody jsou blize popsany
v kap. 5.5-5.8).

6.3.1 Srazeni PGA pomoci siranu amonného (1. krok)

Srazeni PGA siranem amonnym bylo provedeno mezi 40-60% nasyceni roztoku enzymu
siranem amonnym, coZ jsou podminky obecné pouzivani pro PGA z E. coli (kap. 5.7).
Precipitit PGA byl rozpustén do kone¢ného objemu 20 ml v 10 mM fosfatovém pufru
(pH 8,0).

6.3.2 Chromatografie na DEAE—fraktogelu (2. krok)

Jako druhy krok purifikace byla pouZita chromatografie na DEAE-fraktogelu (kap. 5.8.1).

Vzorek byl pfed nanesenim na kolonu upraven dialyzou (40 hod). Po dialyze byla
porovnana vodivost a pH vzorku a ekvilibra¢niho pufru prvni kolony. Po ekvilibraci
kolony s naplni DEAE-fraktogelu bylo na ni naneseno 27 ml upraveného vzorku.
U jednotlivych frakci (jimany po 2 ml) byla zmeéfena aktivita a pro dal$i izolaci byly
smichany frakce s aktivitou vys$$i nez 80 U/ml, coZ odpovidalo 63.—79. min eluce. Tim

bylo ziskéano 34 ml vzorku.
6.3.3 Chromatografie na koloné s naplni hydroxyapatitu (3. krok)
Tietim krokem purifikace byla chromatografie na koloné€ s néplni hydroxyapatitu (kap.

V4
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5.8.2). Vzorek byl pfed nanesenim na kolonu opét upraven dialyzou a spravna iontova sila
a pH byly pro dal$i naneseni na kolonu znovu upraveny dialyzou (16 hod). Po dialyze byla
opét porovnana vodivost a pH vzorku a ekvilibra¢niho pufru druhé kolony. Na kolonu bylo
aplikovano 37 ml vzorku akolona byla promyvana 120 min pfed spu$ténim gradientu
a zahdjenim eluce. Frakce byly jimany po 4 ml a frakce s aktivitou vy$§i nez 100 U/ml

(51.-58. min eluce) byly smichany (celkovy objem = 16,5 ml) a pouZity v dalsi purifikaci.

6.3.4 Gelova filtrace (4. krok)

Vzorek byl pfed nanesenim na kolonu zahustén ultrafiltraci na Amicon 8010 z 15,5 ml na
2,2 ml. Poté byl 1 ml zahu$téného vzorku aplikovan na kolonu a frakce byly jimany po
2 ml. Frakce s aktivitou vy$si nez 60 U/ml byly spojeny a tento roztok PGA byl pouZit pro

charakterizaci enzymu.

Tab. 4 Purifikace PGA®® — shruti jednotlivych krokt

PurifikaCni krok Celkové mnozstvi  Celkova aktivita  Specificka aktivita Purifikace VytéZek
proteinu [mg} V] [U/mg] [nasobek] [%]
Dezintegrovana biomasa - 8574 - - 100,0
Flokulace 504,1 6280 12,46 1,0 80,4
Srazeni (NH,4),SO, 306,8 5262 17,15 1,4 674
DEAE Fractogel 76,3 3692 48,37 3,9 473
Hydroxyapatit 41,0 2232 54,47 44 28,6
Gel filtrace 27,6 1784 64,61 52 22,8

flokulace — oznacuje soubor purifika¢nich krokd, které jsou uvedeny v kap. 6.1

6.4 Purifikace PGA®?

K izolaci PGA zbiomasy ziskané fermentaci P. pastoris R33(pPIC-PAl) byl pouzit
postup slozeny ze tfi hlavnich purifika¢nich kroku (jednotlivé kroky izolace vychazely ze
schématu purifikace PGA z E. coli). Purifikace PGA z P. pastoris byla provedena celkem
téikrat:

Purifikace ¢&.1: Pro purifikaci bylo vzato 500 ml hrubého extraktu, ktery byl ziskan po
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dezintegraci bunék z fermentace P. pastoris X33(pPIC-PA1l) izolat ¢. 2 leader]l. Hruby
extrakt byl pfipraven mechanickou dezintegraci bun€ék na dezintegratoru Manton Gaulin
(kap. 4.5.1).

Purifikace ¢. 2: Pro purifikaci byla vzata biomasa z fermentace P. pastoris X33 (pPIC—
PA1) izolat ¢&.7 leader2. Tato fermentace byla provedena v Laboratofi enzymovych
technologii MBU AVCR. K dezintegraci bylo vzato 11,8 g (vlhka hmotnost) stoenych
bunék, které byly resuspendovany do celkového objemu 25 ml 100 mM fosfatovym
pufrem (pH 8,0) a dezintegrace bun€k byla provedena mechanicky s vyuzitim balotin
(kap. 5.5.2).

Purifikace ¢ 3: Vychézela ze stejného vzorku jako purifikace €. 2 i ze stejného mnozZstvi
vzorku. V ptipadé této purifikace bylo ale ke vzorku jest¢ pied dezintegraci pfidano 0,5 ml
koktejlu proteasovych inhibitorii pro plisné a kvasinky.

Po jednotlivych krocich izolace byla méfena aktivita PGA v jednotlivych frakcich,
u chromatografického déleni byla prib&€zn€ monitorovana absorbance pfi 280 nm
a u kone¢nych vzorki byla stanovena specificka aktivita enzymu. Hodnoty charakterizujici
stupeni Cistoty a ziskané vytézky po jednotlivych krocich jsou uvedeny v tab. 5 (str. 53)
a v tab. 6 (str. 54). Cistota vzorkti PGA byla také ovéfena opét pomoci SDS—elektroforézy.

6.4.1 Odstranéni ¢asti proteini pomoci flokula¢niho ¢inidla CYSEP (1. krok)

Jelikoz ani pifi velmi vysokych koncentracich tohoto flokula¢niho ¢inidla nedoslo
k precipitaci PGA, bylo mnozstvi pfidaného ¢inidla odhadnuto z provedené kalibrace
flokulace (porovnanim koncentrace flokula¢niho €inidla a mnozstvi vysraZenych ostatnich

proteini—ODggo). Pro sraZeni byla pouzita koncentrace 0,133 | CYSEP/1 vzorku (kap. 5.6).

6.4.2 Srazeni PGA pomoci siranu amonného (2. krok)

Protoze bylo k upravé vzorku pouzito Cinidlo CYSEP, jehoZ pouZziti neni v literatuie
uvadéno, byla pro néasledné sraZzeni PGA siranem amonnym provedena kalibrace a pro
vysraZzeni PGA bylo pozito 50% nasyceni roztoku enzymu siranem amonnym (409 g/1).
SraZeni probihalo podle podminek uvedenych v kap. 5.7. Precipitat byl poté resuspendovan

v 10 mM fosfatovém pufru (pH 7,0):
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1. purifikace: precipitat byl rozpustén do kone¢ného objemu 50 ml
2. purifikace: precipitat byl rozpustén do kone¢ného objemu 5 ml

3. purifikace: precipitat byl rozpustén do koneéného objemu 5 ml
6.4.3 Chromatografie na DEAE—fraktogelu (3. krok)

Vzorky byly pied nanesenim na kolonu upraveny dialyzou (kap. 5.8.1). Po dialyze byla
porovnana vodivost a pH vzorkll a ekvilibraéniho pufru prvni kolony. Po ekvilibraci
kolony s naplni DEAE—fraktogelu byly na ni nanaSeny nasledujici vzorky:

1. purifikace: 55 ml upraveného vzorku

2. purifikace: 4 ml upraveného vzorku

3. purifikace: 4 ml upraveného vzorku

U jednotlivych frakci (jimany po 4 ml) byla zmé&fena aktivita PGA.

1. purifikace: byly spojeny frakce s aktivitou vy$si nez 4 U/ml (151.-202. min eluce)

2. purifikace: byly spojeny frakce s aktivitou vys$si nez 0,25 U/ml (120.—176. min eluce)
3. purifikace: byly spojeny frakce s aktivitou vy$si nez 0,5 U/ml (120.—180. min eluce)

Vzorky ziskané po chromatografii na DEAE—fraktogelu v pfipad¢ druhé a tfeti purifikace

byly zahu$tény ultrafiltraci na Amicon 8010 z56 ml na 8 ml v pfipad¢ vzorku z

druhé purifikace a z 60 ml na 11 ml v pfipadé vzorku ze tfeti purifikace.

Tab. 5: Purifikace PGA®" &.1: biomasa P. pastoris X33(pPIC-PA1), izolat &. 2 leaderl

Purifikatni krok Celkové mnoZstvi proteinu| Celkova aktivita | Specificka aktivita | Purifikace | Vytézek
[mg] U] [U/mg] [nasobek] [%]
Dezintegrovana biomasa 7669 5200 0,68 1,0 100,0
Flokulace 5036 4290 0,85 1.3 82,5
Srazeni (NH,).SO, 1108 3350 3,02 45 64,4
DEAE Fractogel 36 640 17,58 259 12,3
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Tab. 6: Purifikace PGA™ &.2 a3: biomasa P. pastoris X33 (pPIC-PAl), izolat &.7
leader2

Purifikaéni krok Pritomnost Celkové mnoZstvi| Celkova aktivita Specificka Purifikace | Vytézek
inhibitort protedz| proteinu [mg] [U] aktivita [U/mg] | [nasobek] %]
Dezintegrovana biomasa +1 187 225 1,21 1,0 100,0
- 189 233 1,24 1,0 100,0
Flokulace +1 161 222 1,38 1,1 98,4
-1 138 232 1,80 1.5 99,3
Srazeni (NH,),SO, +1 83 181 2,17 1,8 80,3
-1 85 186 2,17 1,8 79,5
DEAE Fractogel +1 3 103 31,81 26,4 45,6
-1 3 122 40,96 33,1 52,2
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6.5 Ovéreni Cistoty PGA po jednotlivych krocich purifikace pomoci SDS-

elektroforézy
Pro ovéfeni Cistoty vzorkli auinnosti jednotlivych krokd izolace byly vzorky po

jednotlivych krocich purifikace naneseny na SDS—gely (Obr. 11-13, str. 55-57). Vzhledem
k velikosti proteinu PGA byl zvolen 12% separacni gel (kap. 5.9):

1 2 3 4 5 LS Hs MV

[kDa]
«— 907 4
P oy’
- ' e 450

L L e s S W
) . — 215
-y

Obr. 11: SDS—elektroforetické rozd&leni vzorkii PGA®C po jednotlivych krocich

purifikace.

Popis drah na gelu je nasledujici: 1 — €aste€né piecistény roztok enzymu, 2 — vzorek po
sraZeni siranem amonnym, 3 — vzorek po chromatografii na koloné s naplni DEAE-
fraktogelu, 4 — vzorek po chromatografii na koloné s naplni hydroxyapatitu, 5 — vzorek po
gelové filtraci. LS — standart nizkych molekulovych hmotnosti, HS — standart vysSich

molekulovych hmotnosti, MW — molekulové hmotnost proteinii standardu [kDa]
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Obr. 12: SDS-elektroforetické rozdéleni vzorki PGAP® po jednotlivych krocich

purifikace.

Popis gelu: MW — molekulova hmotnost proteind standardu [kDa], LS — standart nizkych
molekulovych hmotnosti. 1 — vychozi vzorek pro purifikaci, 2 — vzorek po kroku srazeni
flokulaé¢nim ¢inidlem CYSEP, 3 — vzorek po sraZeni siranem amonnym, 4 — vzorek po

chromatografii na koloné s naplni DEAE—fraktogelu
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Obr. 13 SDS—elektroforetické rozdéleni vzorki PGA™ po jednotlivych krocich purifikaci
¢.2a3.

Popis gelu: 1 — vychozi vzorek pro purifikaci, 2 — vzorek po kroku sraZeni flokula¢nim
¢inidlem CYSEP, 3 — vzorek po srdZeni siranem amonnym, 4 — vzorek po chromatografii
na koloné s naplni DEAE—-fraktogelu, LS — standart nizkych molekulovych hmotnosti,
MW — molekulova hmotnost proteind standardu [kDa]. -1 oznacuje purifikaci €. 2, ktera
byla provadéna se vzorkem bez koktejlu inhibitorti proteaz. +I oznafuje purifikaci €. 3,

ktera byla provadéna se vzorkem obsahujici koktejl inhibitort proteas.

Z SDS—elektroforetického rozdéleni vzorki bylo zjisténo, Ze podjednotkové slozZeni
PGAE® aPGA™® je odlisné. Je patmé, Ze P-podjednotka je ziejm& stejna, ale o
podjednotka je v pfipadé PGA™" ptitomna ve vice formach (aZ &tyfech), pFitemz dvg, resp.
tfti formy (v pfipadé vzorku z druh€ izolace, tj. bez inhibitori proteas) se vyskytuji ve
vétsim mnozstvi. U jednotlivych podjednotek byla dale stanovena molekulova hmotnost

a podjednotky byly zkoumany hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF MS.
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6.6 Odhad molekulovych hmotnosti podjednotek PGA™ a PGA®*

Molekulové hmotnosti byly uréeny za pouziti programu Inteligent Quantifier, ktery pro

kalibraci pouziva standart nizkych molekulovych hmotnosti.

Tab. 7: Molekulové hmotnosti podjednotek PGA®® a PGA™”

Typ PGA MW [kDa]

a,y a, Ay B
PGAEC 27 - - 59
PGA™® +| 27 29 - 59
PGA™ - 27 28 29 59

MW — molekulova hmotnost [kDa], o, 0, 03 B — podjednotky PGA

Z tab. 7 vyplyva, Ze PGAF® ma jednu formu o i B—podjednotky. PGAP" ziskana purifikaci
&. 3 v pfitomnosti inhibitorii proteas ma dvé hlavni formy a—podjednotky a jednu formu -
podjednotky (jsou oproti ostatnim v nadbytku) a PGA™ ziskana pti purifikaci &.2
v nepfitomnosti inhibitori proteas ma tfi hlavni formy o—podjednotky ajednu formu

podjednotky B. Dale je jako PGA™ oznatovana smés viech forem PGA.
6.7 Analyza podjednotek PGA™ a PGA®* pomoci MALDI-TOF MS

Vzorky pro analyzu na MALDI-TOF MS byly pfipraveny elektroforetickym rozdélenim
podjednotek purifikované PGA®® aPGAP na 12% SDS-gelu. Samotnd uprava
jednotlivych podjednotek pro analyzu hmotnostni spektrometrii byla provedena Laboratoti
charakterizace molekularni struktury MBU AVCR. Byly analyzovany nésledujici
podjednotky PGA: o a B-podjednotka PGAF®, nejmensi a nejvétsi o—podjednotky a B-
podjednotky PGA? vzorka purifikovanych jak bez inhibitort, tak s inhibitory proteaz (viz.
obr. 14, str. 59).
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Obr. 14: Podjednotky PGA rozdélené na SDS—gelu a analyzované MALDI-TOF.

1 — PGA®® purifikovana bez inhibitora proteas, 2 — PGA®® purifikovana s inhibitory
proteas, 3 — PGA®®, PGA,"* — PGA®™ obsahujici nejmensi formu oa—podjednotky,
PGA,"*— PGA™ obsahujici nejvétsi formu a—podjednotky

Z analyzy experimentalnich dat byly u¢inény nasledujici zavéry (obr. 15, str. 60):

1. Analyzy vzorki PGA® purifikovanych bez iv ptitomnosti inhibitord proteas
poskytly stejné vysledky.

2. B-podjednotky z PGA®® a z PGA® jsou shodné (uobou byly nalezeny N a C—
koncové peptidové fragmenty a spektra ziskanda MALDI-TOF MS byla stejna).

3. Umensi iv&tsi a—podjednotky PGA™ byl nejblize N-konci nalezen fragment
odpovidajici 12.-37. aminokyselin€. Tento N-koncovy peptid (poéinajici 12.
aminokyselinou) muize byt o 3 aminokyseliny delsi, nebot’ mu ptedchazi sekvence
tripeptidového S$té€peni obsahujici pouze tfi AMK (IVR), které vSak u pouzité
metody spadaji pod prah detekce.

4. V oblasti C-konce byl u v&tsi a—podjednotky PGA™ nalezen peptidovy fragment z
oblasti spaceru a kon¢ici 227. aminokyselinou.

5. C—konec mensi a—podjednotky PGAF” je zfejmé€ o 1 aminokyselinu del§i nez C—

konec u PGA®C, ktery kon¢i alaninem na pozici 209.
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a - podjednotka B - podjednotka
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Vysvétlivky:
o pofadi AMK v sekvenci PGAEC
('VR)DE' ) schéma podjednotky

sekvence aminokyselin peptidu ohrani€ujicich podjednotky
(v zavorkach jsou oznageny neprokazané AMK)

PGA™
PGA™

PGAY

Obr. 15: Struktura PGA® a PGA™ odvozena z vysledki analyzy pomoci MALDI-TOF
PGA;*® — PGA™ obsahujici nejmensi o - podjednotku, PGA,** — PGA™ obsahujici

nejvétsi formu a - podjednotky.

Ze ziskanych dat byly také vypocteny molekulové hmotnosti podjednotek, které jsou

uvedeny v tab. 8.

Tab. 8: Vypotitané molekulové hmotnosti podjednotek PGAF® a PGA™ z dat MALDI-

TOF
Typ PGA MW [kDa]
oLy o2 B
PGAEC 23,8 - 62,4
PGAP? 22,5 (22,8) 24,6 (24,9) 62,4

MW — molekulova hmotnost [kDa], oy, 0, a f — podjednotky PGA. MW o PGAFC je standardni.

Hodnoty v zavorkach predstavuji MW subjednotky zvétSenou o hmotnost tfi aminokyselin I, V

aR.
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6.8 Charakterizace a porovnani PGA*® a PGA™"

Zakladni charakteristiky (pH a teplotni optimum, pH a teplotni stabilita) obou enzymu byly
stanoveny s penicilinem G jako substratem. Substratové specifika a kinetické parametry
pak byly provedeny s jednotlivymi substraty. Stanoveni aktivity PGA pro urleni
jednotlivych charakteristik bylo provedeno podle kap. 5.10. Pro charakterizaci PGA"" byl
pouzit vzorek ziskany purifikaci v pfitomnosti inhibitord. Primémé hodnoty aktivity

a jejich smérodatné odchylky byly vypocteny ze tii nezavislych méteni.
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6.8.1 Stanoveni pH stability PGA®© a PGA®"

Vzorky PGA byly preinkubovany v pufrech o rizném pH vrozmezi hodnot 3-10
(kap. 5.13). Bylo zjisténo, e PGAFC je stabilni v oblastech pH 3-8,5, zatimco PGA® je
stabilni v uZ§im intervalu hodnot pH 4-8. Tento enzym pfi pH 3,5 a 8,5 vykazoval jiz 15—
20% ztratu své aktivity a pfi pH 3 a pH 9 jiZ m¢l jen polovi¢ni zbytkovou aktivitu. Na
obr. 16 je znazoména stabilita PGA po 1 h inkubaci pti danych pH.
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Obr. 16: Zavislost zbytkové aktivity PGAF® a PGA™ na pH po 1 h inkubaci v daném pH
pfi teploté 37°C. Aktivita je vyjadfena jako relativni. Jako 100% byly vzaty maximalni
hodnoty aktivity daného enzymu: pro PGAE® byla maximaélni aktivita dosaZena pfipH 5
(94,0 U/ml), pro PGA™" byla maximalni aktivita dosaZena pti pH 7 (6,7 U/ml).
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6.8.2 Teplotni stabilita PGA®C a PGA™"

Vzorky PGA byly preinkubovany 30 min pfi riznych teplotach v rozmezi 20-60°C (kap.
5.12). Bylo zjisténo, Ze obé¢ PGA jsou stabilni pii 40°C. PGA®" jevila pokles aktivity po
preinkubaci pfi teploté 45°C asi 0 20% vé&tsi nez PGAFC, PGA®? po preinkubaci pii 50°C
jesté vykazovala vice nez 10% aktivitu, zatimco aktivita PGA®® byla nedetekovatelna. Na

obr. 17 je znazornéna stabilita PGA po 30 min inkubaci pfi danych teplotach.
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Obr. 17: Zavislosti zbytkové aktivity PGA®® a PGA® po 30 min inkubaci v dané teplot&
v 50 mM fosfatovém pufru (pH 8,0). Aktivita je vyjadfena jako relativni. Jako 100% byly
vzaty maximalni hodnoty aktivity daného enzymu: pro PGA® byla maximalni zbytkové
aktivita 40,3 U/ml, pro PGA®" byla max. zbytkova aktivita 3,6 U/ml.
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6.8.3 pH optimum pro aktivity PGA" a PGA™"

Pro uréeni pH optima (hydrolytického $té€peni penicilinu G) pro aktivity PGAE® a PGA™”
byla méfena zavislost aktivity na pH reakéni smési. Méfeni byla provedena v oblasti
hodnot pH 4-10 (kap. 5.15). Vynesenim ziskané zavislosti bylo zji§t¢no, Ze PGAF® ma
nejvyssi aktivitu pfi pH 8,0 a PGA"" pti pH 7,5. Na obr. 18 je znazomnéna zavislost aktivity

na pH reakéni smési.
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‘(& PGA™

Relativni aktivita [%)]

Obr. 18: Zavislosti aktivity PGAF® a PGA®® na pH reakéni smési (37°C). Aktivita je
vyjadfena jako relativni. Jako 100% byly vzaty maximalni hodnoty aktivity daného
enzymu: pro PGAE® byla maximalni aktivita 100,6 U/ml, pro PGA byla max. aktivita
7,9 U/ml.
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6.8.4 Teplotni optimum PGA®C a PGA®®

Pro urdeni teplotniho optima PGA®® a PGAP” byla méfena zavislost aktivity na teploté
reakéni smési v rozmezi 20-70°C (kap. 5.14). Vynesenim ziskané zavislosti bylo zji§téno,
7e PGA®® ma nejvyssi aktivitu pHi 55°C a PGA®® p# 50°C. Na obr. 19 je znazornéna

zavislost aktivity na teploté reakéni smési.
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Obr. 19: Zavislosti aktivity PGA®® a PGA®* na teploté reakéni smési (pH 8,0). Aktivita je
vyjadfena jako relativni. Jako 100% byly vzaty maximélni hodnoty aktivity daného
enzymu: pro PGAE® byla maximaélni aktivita 100,0 U/ml, pro PGA®® byla max. aktivita
11,3 U/ml.
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6.8.5 Substratova specifita hydrolytickych reakci PGA™ a PGA®®

Pro porovnéni hydrolytickych aktivit PGAFC a PGAP? byly pouzity substraty: penicilin G,
penicilin V, ampicilin, amoxicilin, cefalexin, fenylacetamid a NIPAB (kap. 5.16). Aktivity
pro jednotlivé substraty jsou vyneseny v obr. 20.
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Obr. 20: Substratové specifity PGA®® a PGA®". Aktivita je vyjadfena jako relativni. Jako
100% byly vzaty aktivity enzym s penicilinem G jako substratem: pro PGAFC byla vzata
jako stoprocentni aktivita 64,6 U/mg proteinu, pro PGAP? pak 31,8 U/mg proteinu. M&feni
byla provadéna pii 37°C a pH 8,0 pro PGAFC a pH 7,5 pro PGA™".

66



6.8.6 Stanoveni kinetickych parametri PGAF€ a PGA®® pro substraty penicilin
G a NIPAB

Pro substraty penicilin G a NIPAB byly stanoveny kinetické konstanty K, Vmax, Keat
a kca/Km (kap. 5.17). Méfeni pocatecnich rychlosti hydrolyzy penicilinu G katalyzované
PGA bylo provedeno pii koncentracich substratu 5-100 uM, apro hydrolyzu NIPAB
v oblasti koncentraci 6,7-2000 uM (kap. 5.17). Hodnoty ziskané vyhodnocenim

naméfenych dat pomoci programu Enzfitter a metodou Lineweaver-Burk jsou uvedeny
v tab. 9.

Tab. 9: Kinetické konstanty PGA®® a PGA®" pro substraty NIPAB a penicilin G uréené

pomoci programu Enzfitter a metodou Lineweaver-Burk.

EnZfitter Lineweaver-Burk
Enzym | Substrat Km Vinax Keat KeaKm Km Vinax Keat KeatKm
Ml | Umil | (s L M's ] M| [Uimi | s | [MsT)
PGAEC | penicilin G| 34 121 13,6 | 4,00E+05 45 150 16,8 | 3,73E+05
NIPAB 28 15 1,6 5,71E+04 32 16 18 5,63E+04
PGAFP | penicilin G 12 77 6,4 5,33E+05 16 86 72 4,50E+05
NIPAB 30 2,6 2,2 7,33E+04 45 3,2 2,6 5,78E+04

Hodnoty byly stanoveny z méfeni aktivit, ktera byla provadéna pii 37°C a pti pH 7,5 pro PGA™
a pH 8,0 pro PGA®,

Srovnani nami naméfenych hodnot kinetickych parametri s porovnatelnymi udaji
uvedenymi v literatufe pro né€kolik PGA exprimovanych riznymi mikroorganismy je
uvedeno v tab. 10 (str. 68). Literarni udaje tykajici se substratové specifity jsou uvedeny

v tab. 11 (str. 69).
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Tab. 10: Kinetické parametry riznych PGA

Providencia
rettgeri exp. v
P. pastoris

Bacillus
subtilis

Achromobacter
xylosoxidans
exp. v E. coli

E. coli NCIB
874A

mutantni
E.coli ATCC
11105

Providencia
reftgeri exp. v
S. cerevisiae

Typ exprese
Bunéé&na aktivita [U/ml]

Spec. akt. purif. PGA [U/mg]

Km Peniciin G [ pM]

K "™ M)

Vinax "€ [U/mg]
Vmax NIPAB [U/mg]
kca( Penicliin G [S"]

NIPAB [5-1]

Keat
kcat/Km Peniciin G [M-1s-1].106
kcathm NIPAB [M-1s-1].106
pH - optimum

T - optimum [°C]

Pozn.

Zdroj informaci

extracelularni
0,18 "
304"

19,7132

34,72

A

(57)

extracelularni
40

453

(58]

intracelularni

4

89 14

27,01

72,7£30
688+38
8.2
2,6
85
60
B

(59]

intracelularni

6,352

67

71

(60]

intracelularni
3459
31809

22,739

60
Cc

[51]

extracelularni

15"

D

[61]

NIPAB: 6-nitro—3—fenylacetylamidobenzoova kyselina, ¥ 25°C, substrat NIPAB, ? 37°C, pH
7,5, substrat penicilin G, 3 37°C, pH 7,5, substrat NIPAB, M 40°C, pH 8, substrat penicilin G, A —

v této praci byl purifikaci pfipraven nehomogenni vzorek; PGA ma dvé B—podjednotky, pficemz

vétsi je N—glykosilovana, a jednu o—podjednotku plné¢ N—glykosilovanou. o—podjednotka po

deglykosilaci méla dvé formy, coz bylo dano zkracenim N—konce o 5 AMK, B — popsan vyznamny

pokles aktivity pfi pH reakce mensim nez 5,3 C — popsan vyznamny pokles aktivity pfi pH men§im

nez 6 a pH vét$im nez 9, D — a—podjednotka je ¢astené O—glykosilovana
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Tab. 11: Substratové specifity riznych PGA (hydrolytické reakce)

Relativni aktivita [%)]
Substrat Proteus rettgeri | Achromobacter sp. | Escherichia coli | Escherichia coli
PCM 1384 CCM 2428 5K(pHM12) ATCC 11105
penicilin G 100 100 100 100
penicilin V 13 23 14 7,2
ampicilin 25 197 11 -
amoxicilin - 199 - -
cefalexin - 190 6 -
NIPAB - 65 - 52
fenylacetamid 59 - - -
Zdroj informaci [62] [63] [64] [55]

NIPAB: 6—nitro—3—fenylacetylamidobenzoova kyselina

69



7 DISKUSE

V této praci byla studovana penicilin-G-acylasa z Escherichia coli, ktera byla
exprimovana kvasinkovym kmenem Pichia pastoris X33(pPIC-PA1). Tento heterologni
enzym (PGAP®) byl porovnan s homologni penicilin-G—acylasou (PGAE®) produkovanou
rekombinantnim kmenem E. coli RE3(pKA18). Za ti¢elem purifikace PGA®" pro jeji dalsi
charakterizaci byla provedena kultivace P. pastoris X33(pPIC-PAl) v michaném
bioreaktoru za definovanych podminek v reZimu pfitokované kultivace. Kultivace byla
provedena s pracovnim objemem bioreaktoru 6 1, aby mohlo byt pfipraveno dostate¢né
mnozZstvi purifikovaného enzymu. Experiment probihal ve dvou fazich, ato ve fazi
pfikrmu glycerolem (narist biomasy) a ve fazi pfikrmu methanolem (indukce syntézy
PGA). Obé faze byly oddéleny kratkou tranzitni fazi (pfechod z piikrmu glycerolem na
piikrm methanolem). Cely kultivaéni experiment trval 138 h. Ve fazi pfikrmu methanolem,
kdy byla indukovana syntéza PGA, dochazelo k naristu celkové aktivity PGA. V této
produkéni fazi byla dvakrat sterilné odebrana kultura (vidy po vyznamném poklesu
aktivity PGA: v 78. h kultivace byl odebran 11 kultury o aktivit¢ 5,3 U/ml av116h
kultivace 0,37 1 kultury o aktivit¢ 8,3 U/ml). Kolisavy charakter aktivity PGA je ziejmy
z grafu na obr. 9, maximalni aktivity bylo dosaZeno v pfiblizné¢ 105. h kultivace. Kultivace
byla ukonéena v 138.h, kdy zni bylo ziskdno 3,8 1 biomasy (376,4 g suché vahy)
o aktivité 10,61 U/ml.

Kultivace rekombinantniho kmene E. coli RE3(pKA18) pro ziskani PGA®C byla provedena
v Laboratofi enzymovych technologii MBU AVCR jiz dfive. Pro purifikaci PGA®® byl
vzat roztok enzymu, ktery jiZz byl c&aste€né purifikovan, mél specifickou aktivitu
12,46 U/ mg proteinu a byl uchovavén pfi teploté -20°C. Postup izolace se dale skladal ze
&ty kroki (srazeni PGA z roztoku siranem amonnym mezi 40—60% nasycenim, purifikace
chromatografickymi metodami na kolonach s naplni DEAE—fraktogelu, hydroxyapatitu a
Superdexu 200). Jednotlivé kroky izolace byly pievzaty z literatury, kde byly pouzity téz
pro izolaci PGA z bakterie E. coli za predpokladu, Ze PGAF bude mit stejné vlastnosti.
Purifikaci byl ziskan vzorek o specifické aktivitté PGA®® 64,6 U/mg proteinu
s penicilinem G jako substratem (8,9 U/mg proteinu pro substrdit NIPAB). Vytézek
predstavoval 23 % z celkové aktivity PGA ve vychozim vzorku. Bilance vSech

purifikaénich krokti izolace je shrmuta v tab. 4 (str. 51) a jejich ucinnost je téZ doloZena
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SDS-elektroforetickym délenim (obr. 11, str. 55). Z kvasinkové biomasy ziskané kultivaci
Pichia pastoris v bioreaktoru byla izolovana PGA™ tfemi hlavnimi purifika&nimi kroky
(desintegrace bunék a flokulace pomoci CYSEP, sraZzeni siranem amonnym,
chromatografie na koloné s naplni DEAE—fraktogelu), které vychazi ze schématu izolace
PGA z E. coli, jelikoz se ptedpokladalo, 2¢ PGA® bude mit podobné vlastnosti. ProtoZe jiZ
po chromoatografii na DEAE—fraktogelu byl vzorek relativné Cisty (obr. 12, str. 56), a aby
navic nedoSlo k dal§im ztratdm aktivity, dal$i dvé chromatografie (hydroxyapatit a
Superdex 200) jiZ nebyly pouzity. Purifikace PGA® byla provedena celkem ttikrat. Prvni
purifikace vychazela ze vzorku ziskaného kultivaci P. pastoris X33(pPIC-PA1) izolat ¢. 2
leaderl, ktera je popsana v této praci. JelikoZ po ovéfeni ucinnosti purifikace SDS-
elektroforetickym délenim bylo zji§t€éno, Zze o-podjednotka PGA je pfitomna ve vice
formach, byly provedeny dalsi dvé nezavislé purifikace. Tyto experimenty byly provedeny
se zamérem vyloucit ¢i potvrdit, zda pfitomnost vice o—podjednotek neni zpuisobena
pfitomnosti proteas, které by o—podjednotku béhem purifikace $té€pily, pfipadné, zda nejde
o nespecifické modifikace proteinu zptisobené metodicky. Obé dalsi purifikace vychazely
znové pripraveného vzorku pracovniky laboratote, ziskaného kultivaci P. pastoris
X33(pPIC-PA1) izolat €. 7 leader2 za stejnych podminek v bioreaktoru. Tak bylo mozné
pfidat smés inhibitort proteas ke vzorku jesté pred dezintegraci bun€k. Dezintegrace bunék
po druhé a tieti purifikaci byly provedeny v malém objemu na balotinach, kdezto v pfipadé
prvni purifikace, kdy se vychazelo z objemu vétsiho, byl pouzit dezintegrator Manton
Gaulin vyuzivajici vysokého tlaku. Prvni purifikaci byl ziskan vzorek o specifické aktivité
PGA® 17,6 U/mg proteinu, jeho vytéZnost viak byla jen 12% (bilance jednotlivych
purifikacnich kroki je uvedena v tab. 5, str. 53). Druhou purifikaci (bez inhibitori proteas)
byl ziskdn vzorek o specifické aktivit¢ 41,0 U/mg proteinu a vytézek &inil 52% a
tfeti purifikaci (s inhibitory proteas) byl ziskan vzorek o specifické aktivité¢ 31,8 U/mg
proteinu (10,8 U/mg proteinu pro substrat NIPAB) s vytézkem 46% (tab. 6, str. 54).
Cistota enzymu byla opét ovéfena SDS—elektroforetickym délenim, kde bylo zjisténo, Ze
purifikaci tentokrat nebylo dosaZzeno uplné homogenity vzorku. Dals$i purifikaéni kroky jiZ
nebyly pouZzity, aby nedoslo ke ztratam PGA.

Kultivaci P. pastoris bylo ziskdno dostate¢né mnozstvi PGA a porovnanim s tab. 10
(str. 68) lze konstatovat, pii purifikaci PGA®" byla dosaZena specifické aktivita srovnatelna
s ostatnimi publikacemi. Purifikaci PGA®® bylo dosaZeno vysoké specifické aktivity (1,5

nasobek maximalni uvedené v tab. 10, str. 68).
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Porovnanim velikosti podjednotek enzymu rozdélenych za denaturacnich podminek
v SDS—gelu u vzorku purifikovaného bez inhibitori proteas (-I) a vzorku purifikovanaho
s inhibitory proteas (+I) bylo zji§téno, Ze oba vzorky obsahuji ¢tyfi formy o-podjednotky
a jednu formu B-podjednotky, pfic¢emz kazdy vzorek mél jiny pomér mnoZstvi jednotlivych
typu a—podjednotek. U vzorku -I pievladaly 3 formy o—podjednotky, zatimco u vzorku +I
pfevladaly pouze 2 formy o—podjednoty. U obou vzorkii byla odhadnuta molekulova
hmotnost podjednotek z SDS—elektroforetického déleni (tab. 7, str. 58), a vzdy nejvétsi a

nejmensi v obou vzorcich byly dale zkoumany pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-
TOF.

Pfitomnost vice forem jednotlivych podjednotek uvadeji téz jiné prace [57, 61], ve kterych
byla PGA téZ exprimovana kvasinkami (tab. 10, str. 68). V téchto pracich je ale PGA
exprimovana extracelularné a pfitomnost vice forem je dana prevazné glykosilaci, ke které
dochazi pfi tomto zpisobu exprese, zatimco vtéto praci je PGA exprimovana
intracelularné. U tohoto zpisobu expresse nebyla posttranslatni modifikace doposud
u P. pastoris popséna. Dalsi prace, kde PGA (z Providencia rettgeri) je téZ exprimovana
v P. pastoris, uvadi, Ze kromé& pfitomnosti dvou typl B—podjednotky, z nichZ jedna je N—
glykosilovana, je pfi¢inou existence vice forem o—podjednotky také zkraceni jedné formy

o 5 aminokyselin na jejim N—konci, pfi¢emz jsou obé také N—glykosilované [57].

Hmotnostni spektrometricka analyza MALDI-TOF byla provedena pro porovnani viech
typi o aP—podjednotek PGAEC a PGA®® purifikované v pfitomnosti ibez inhibitord
proteas. Analyzou bylo zjidténo, Ze P—podjednotka PGA®® a B—podjednotky ze vzorkd
PGA" jsou shodné, nebot’ byly nalezeny identické C i N-koncové peptidové fragmenty.
JelikoZ byla B—podjednotka z PGA™ spravné velk4, bylo tim potvrzeno, e autokatalytické
$t€peni mezi spacerem a B—podjednotkou probiha pfi posttranslaénim skladani spravné.
Dal$im procesem pii posttranslacnim skladani je né€kolika krokové odstranéni spaceru
smérem od jeho C-konce. Toto odbourdavani by meélo byt katalyzovano proteasami
pfitomnymi v daném mikroorganismu, vnémz dochazi k expresi. Analyzou o~
podjednotek PGAP® viak bylo zji§téno, Ze uP. pastoris dochazi vtomto kroku
posttranslani modifikace ke $patnému od$t€peni spaceru, nebot’ u vétsi o—podjednotky

PGA®? byl nalezen peptid odpovidajici N—koncovému fragmentu spaceru (viz. obr. 15,
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str. 60). Umensi o—podjednotky je ziejmé spacer odbouran vice a C—konec o—
podjednotky je jen o jednuaminokyselinu delsi nez v ptipadé PGA®C. Navic pki
porovnavani obou typii o—podjednotek nebyl nalezen u PGA'" jejich spravny N—koncovy
peptidovy fragment. S urcitosti je ptitomen peptid zacinajici az dvanactou aminikyselinou.
Té u PGAE® predchazi trojice aminokyselin IVR, které pfi tripeptidovém 3tépeni tvoti
samostatny fragment, ktery spada pod préh detekce této metody. Nebylo tudiz potvrzeno,
zda u a—podjednotky PGA" je tento tripeptid pfitomen & nikoli. Divod, pro¢ dochazi ke
ztraté¢ puvodniho N—-konce o—-podjednotky nebyl zjistén, avSak podobna modifikace je

uvadéna i jinymi autory [57].

PGAEC a PGA®" byly podrobeny charakterizaci a jejich vlastnosti byly porovnany. Jelikoz
u PGA™" nebyla posttranslaéni tiprava tiplna, byl zkouman vliv této skute&nosti na aktivitu
enzymu (byly uréeny teplotni a pH stability, teplotni a pH optima hydrolytického Stépeni
penicilinu G). Experimentaln¢ bylo zjisténo, ze PGAFC je stabilni p¥i rozsahu pH 3-8,5; pfi
pH nad 9 jiz ztraci svoji aktivitu. PGA™ je stabilni pti pH 4-8 a p¥i pH 3 a 9 vykazuje uz
pouze 50% aktivitu PGAFC. 1 pies pokles stability PGA™ pii pH 3 a 9, jsou piesto oba
enzymy stabilni v oblasti pH uvadéné v literature [59, 51]. Oba enzymy jsou stabilni do
teploty 40°C, nad ni jiz jejich aktivita prudce klesa. Ackoli po preinkubaci pfi teplote 45°C
bylo zjisténo, ze PGA™ jevi pokles aktivity asi 0 20% vé&tsi nez PGAFC, po preinkubaci
pti 50°C PGA™" jests vykazovala vice neZ 10% aktivitu, zatimco aktivita PGAEC jiz byla
nedetekovatelna. Pro aktivitu PGA®® bylo nalezeno pH optimum hydrolytického t&peni
penicilinu G pfi pH 8 a teplotni optimum 55°C. Pro PGA'* bylo uréeno pH optimum pfi
hodnot& 7,5 a teplotni optimum 50°C, tedy ob& hodnoty jsou niz$i nez ma PGAC. pH
optima PGA zjinych mikroorganismii pro hydrolytické reakce jsou vétSinou v oblasti
pH 7-8,5. JelikoZ pi stanoveni pH optima PGA™" bylo zjisténo, Ze pokles aktivity p¥i pH 8
od aktivity stanovené pii pH 7,5 je asi 10%, bylo dalSi stanoveni aktivity (substratova

specifita a kinetické parametry) provadéno v reakéni smési s pH 7,5.

a—podjednotka, ktera je pravé u PGAP modifikovana, ma obecné vliv na substratovou
specifitu enzymu. Proto byly také porovnany aktivity enzymu pfi katalyze hydrolytickych
reakci substrati, které jsou Casto v literatufe uvadény. Z grafu na obr. 20 (str. 66) vyplyva,
7e PGA™ opravdu jevi urgitou zménu v substratové specifits. Pro substraty penicilin G,

penicilin V, ampicilin a amoxicilin ma stejné afinity jako PGA®C, ale u substrati cefalexin,
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fenylacetamid a NIPAB doslo k vice nez 20% ndristu aktivity PGA™ oproti PGA™.
Ackoli PGA® v porovnani s PGA z Achromobacter sp. CCM 2428 [63] nedosahla tak
vysokych afinit pro uvedené substraty, ve srovnani s ostatnimi PGA uvedenymi v tab. 11
(str. 69) vykazovala podstatné vys$$i afinity k substratim cefalexinu, fenylacetamidu

a ampicilinu. U ostatnich substrati vykazovala afinitu velmi podobnou PGA uvedenym

v tab. 11 (str. 69).

Kinetické parametry PGA®C i PGAP* byly stanoveny pro hydrolyzu penicilinu G a NIPAB.
Z naméfenych dat byly spocitany konstanty Michaelise-Mentenové (K,,), maximalni
rychlosti (Vmax) a katalytické konstanty (kcs). V tab. 9 (str. 67) jsou uvedeny hodnoty
naméfenych kinetickych parametri, které byly spocitany jak programem Enzfitter, tak
pomoci dvojnasobného reciprocniho vynosu podle Lineweavera-Burka. V tab. 10 (str. 68)
je uvedeno srovnani kinetickych parametrii hydrolyzy penicilinu G popsanych pro nékolik
PGA zjinych mikroorganismt, které byly stanovovany za srovnatelnych, resp. velmi
podobnych podminek. Z tabulky je zifejmé, Ze nejvyssi afinitu (nejnizsi Kp) k substratu
penicilinu G vykazoval enzym PGA z Achromobacter xylosoxidans exprimovany E. coli.
Ackoli u PGA"® dochazi k neuplné posttranslaéni modifikaci, presto u ni doslo k sniZeni
Km atim k zvyseni rychlosti hydrolyzy penicilinu G o vice neZ 50% oproti PGA® a jeji
hodnota je srovnatelna pravé s K, PGA z Achromobacter xylosoxidans. U Ky, PGA™ doslo
k mimému zvyseni oproti Km PGAF® pro hydrolyzu NIPAB. V literatufe publikované
hodnoty K, PGA pro tento substrat [57, 59] jsou sice trochu niz§i, ale stile jesté

srovnatelné.

Srovnani v této praci stanovenych kinetickych parametrii, substratovych specifit (vyjma
substratu penicilinu G a NIPAB) a dalSich vlastnosti obou enzymu s PGA popsanymi
v literatufe u dalSich mikroorganismi nemohlo byt provedeno, nebot’ literarni idaje jsou
zaloZzeny na méfenich provadénych za velmi riznorodych podminek a jsou

neporovnatelné.
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8 ZAVER

1. Kultivaci rekombinantni methylotrofni kvasinky Pichia pastoris X33(pPIC-PA1),
v niZ je exprimovana penicilin-G-acylasa z donora Escherichia coli RE3 (PGAFS),

byl pfipraven vychozi material pro izolaci penicilin—G-acylasy

2. Purifikaci penicilin-G-acylasy (PGAFC) z Escherichia coli RE3(pKA18) byl
ziskan &isty enzym o specifické aktivité 64,6 U'mg™ proteinu s celkovym vytéZkem
aktivity pfiblizné 23 %.

3. Penicilin-G-acylasa z Pichia pastoris X33(pPIC-PA1l) byla purifikovana
s inhibitory proteas a bez jejich pfitomnosti scilem porovnat heterogennost

vysledného purifikovaného enzymu (PGA™).

4. Purifikaci PGA™ v pritomnosti inhibitorti proteas byl ziskan vzorek o specifické
aktivité 31,8 U-mg' proteinu s celkovym vytézkem aktivity pfiblizné 46%.
Purifikaci bez pritomnosti inhibitori proteas byl ziskan vzorek o specifické aktivité
41,0 Umg"' proteinu scelkovym vytézkem aktivity pfiblizng 52%. V obou
ptipadech vzorky vykazovaly stejnou heterogennost velikosti proteinu v nativnim

gelu.

5. Hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF MS byla provedena analyza podjednotek,
pii které bylo zji§t€no, Ze pfi posttranslacni upravé PGA v P. pastoris dochazi
k neuplné degradaci spaceru. U o-podjednotky PGA® nebyl nalezen N—konec
shodny s PGAFC (a-podjednotka PGA®" je o minimalng devét aminokyselin z N—
konce kratii). Shodna a iplna B—podjednotka byla nalezena u PGAE® i PGA™”.

6. PGAF® a PGA™ byly charakterizovany a porovnany jejich vlastnosti. PGA™ jevi
v porovnani s PGAEC pokles stability pfi pH nizsich nez 3,5 a vysSich nez 8,5.
Nasledujici teplotni a pH optima byla urena pro hydrolyzu penicilinu G: pro
PGAFC 55°C a pH 8, a pro PGA™ 50°C a pH 7,5.
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7. Porovnanim substratové specifity obou enzymi byl zjistén vzrist afinity PGA™?
k substratim cefalexinu, fenylacetamidu a 6-nitro—3—fenylacetylamidobenzoové

kyselin€ oproti PGA®C.
8. Kinetické parametry obou enzymu byly stanoveny pro hydrolyzu penicilinu G a 6—

nitro—3—fenylacetylamidobenzoové kyseliny. Z naméfenych dat vyplynulo, Ze

PGAP" dokaze penicilin G §tpit vice nez dvakrat rychleji.
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