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1. Uvod

Penicilinacylasy patfi mezi primyslové nejvyznamnéjsi enzymy, které mély zasadni piinos
pro zdravi lidstva, nebot umoznily masivni prumyslovou vyrobu celé fady ucinnych
semisyntetickych B-laktamovych antibiotik zaujimajich dnes zhruba 20% podil na svétovém
trhu s antibiotiky, coz predstavuje 35.000 tun ro¢ni svétové produkce (Parmar et al. 2000).
Principem technologie je enzymovéa konverze ptirodnich penicilini G a V a z nich chemicky
ptfipravenych  deacetoxycefalosporini GaV ~ pomoci penicilinacylasy na  klicové
meziprodukty vyroby semisyntetickych [-laktamovych antibiotik 6-aminopenicilanové
kyseliny a 7-aminodeacetoxycefalosporanové kyseliny. Z téchto klicovych meziproduktt se
dale ptipravuji bud’ chemickou nebo enzymovou syntézou semisyntetické derivaty, které
vykazuji v porovnani s pfirodnimi peniciliny vyrazné lepsi antibiotické vlastnosti: Sirsi

spektrum c¢inku, lep$i inhibi¢ni G¢inek, nizsi toxicitu a vhodné farmako-kinetické vlastnosti.

V soucasné dob¢ je vyzkum a vyvoj na poli B-laktamovych antibiotik vyrazné¢ zaméfen na
enzymové syntézy semisyntetickych B-laktamovych antibiotik, které postupné nahrazuji
tradi¢ni postupy chemické syntézy. Tyto projekty nejenze zahrnuji hledani postupti jak ucinné
posunovat chemickou rovnovahu ve sméru syntézy, ale také hledani novych a vhodnéjsich

enzymil.

Cilem této dizertacni prace bylo izolovat a charakterizovat novou penicilin-G-acylasu
z bakterialniho kmene Achromobacter sp. CCM 4824, ktery byl nalezen v ramci rozsahlého
screeningu provedeného v Laboratofi enzymovych technologii v Mikrobiologickém ustavu
AVCR, v.v.i. Soudasti projektu bylo také ovéfeni vlastnosti nové penicilin-G-acylasy pro
enzymovou syntézu ampicilinu, jakozto nejvyznamnéjSiho zastupce semisyntetickych [3-

laktamovych antibiotik.



2. Literarni prehled

2.1 Amidohydrolasy B-laktamovych antibiotik a jejich vyznam

Amidohydrolasy B-laktamovych antibiotik jsou Siroka skupina hydrolytickych enzymi, které
se pouzivaji pro deacylaci B-laktamovych slou¢enin. Oficialné je tato skupina enzymi dle EC
nomenklatury klasifikovana jako penicilinamidohydrolasy (EC 3.5.1.11). Neoficialné se tyto
enzymy nazyvaji penicilinacylasy nebo penicilinamidasy. Mezi penicilinamidohydrolasy patii
oficidlné 1 enzymy S$tépici rizné cefalosporiny. Spolecnou vlastnosti téchto amidohydrolas je
schopnost specificky hydrolyzovat stabilni amidickou vazbu penicilinii a cefalosporint,

pricemz B-laktamové jadro zlstava neposkozeno (obr. 2.1).

amidicka vazba

COOH

Obr. 2.1: Amidicka vazba v molekule penicilinu G; misto, kde dochézi k hydrolyze

Hlavni vyznam penicilinamidohydrolas spoc¢iva v piipravé klicovych meziprodukti vyroby
semisyntetickych [-laktamovych antibiotik: 6-aminopenicilanové kyseliny (6-APA), 7-
aminocefalosporanové kyseliny (7-ACA) a 7-aminodeacetoxycefalosporanové kyseliny (7-
ADCA). Vychazi se pfi tom z ptirodnich B-laktami (penicilin G, penicilin V, cefalosporin C),

které jsou dostupné ve velkém mnozstvi fermentacni technologii (Sudhakaran et al.1992).

Prvni zminka o penicilinacylase (PA), izolované z plisné¢ Penicilium chrysogenum, pochazi
zroku 1950, kdy autofi Sakaguchi a Murao (Parmar et al. 2000) poprvé popsali moznost
enzymové hydrolyzy penicilinu G na fenyloctovou kyselinu a 6-aminopenicilanovou
kyselinu. Od té doby bylo nalezeno mnoho amidohydrolas B-laktamovych antibiotik, které

jsou produkovany bakteriemi, kvasinkami i1 vlaknitymi houbami.



Ptredpoklada se, ze hlavni vyznam penicilinamidohydrolas pro mikroorganismy spociva
v asimilaci aromatickych sloucenin, kdy acylasy diky své Siroké substratové specifité dokazi

napiiklad degradovat fenylacetylované slouceniny rostlinného ptivodu (Valle et al. 1991).

2.2 Rozdéleni penicilinamidohydrolas

Penicilinamidohydrolasy se déli jednak podle substratové specifity tak také podle molekulové
struktury. Na zéklad¢ substratové specifity byly penicilinamidohydrolasy rozdéleny na dvé
hlavni skupiny: penicilinacylasy a cefalosporinacylasy, které¢ se dale déli na podskupiny

(Valle et al. 1991, Sudhakaran et al. 1992, Gabor et al. 2004).

2.2.1 Rozdéleni penicilinacylas (PA)

Penicilinacylasy byly plivodné rozdéleny na zakladé preference substratti do tfi podskupin:
penicilin-G-acylasy, penicilin-V-acylasy a ampicilinacylasy (Sudhakaran et al. 1992).
V soucasné dobé jsou vSak ampicilinacylasy definitivné¢ zatazeny do skupiny enzymi o-
aminoacidesterhydrolas, které¢ maji odliSné zatazeni EC 3.1.1.43 (Polderman et al. 2002,

Skrob et al. 2003), a nejsou to tedy jiz enzymy ze skupiny penicilinamidohydrolas.

Penicilin-G-acylasy (PGA, EC3.5.1.11) jsou enzymy, jeZ maji nejvyssi afinitu
ke slou¢enindm s amidicky vazanou fenylacetylovou skupinou, kterou hydrolyticky odstépuji.
Jelikoz byly tyto enzymy izolovany za ucelem Stépeni penicilinu G, byly pojmenovany
penicilin-G-acylasami. VSechny PGA maji podobnou molekulovou strukturu (kap. 1.4) a byly
nalezeny v mnoha bakteriich: Alcaligenes faecalis (Verhaert et al. 1997), Arthrobacter
viscosus (Konstantinovi¢ et al. 1994), Bacilus megaterium (Senthilvel et al. 1996),
Escherichia coli (Kutzbach et al. 1974), Kluyvera citrophila (Alvaro et al. 1992), Providencia
rettgeri (McDonough et al. 1999) a dalSich. PGA maji dominantni postaveni mezi
penicilinacylasami, nebot’ jiZ n€kolik desetileti slouZi k priimyslové konverzi penicilinu G na
klicovy meziprodukt vyroby semisyntetickych penicilinti, 6-aminopenicilanovou kyselinu
(obr. 2.2). PGA se také pouzivaji na prumyslovou vyrobu 7-aminodeacetoxy-cefalosporanové
kyseliny konverzi deacetoxycefalosporinu G (obr. 2.2), ktery se pfipravuje z penicilinu G

chemickou modifikaci. Princip modifikace spociva v expanzi péticlenného heterocyklu na



Sesticlenny heterocyklus, pficemz postup zahrnuje nékolik chemickych krokti (Bruggink et al.

2001).
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Obr. 2.2: Hydrolyza penicilinu G a deacetoxycefalosporinu G pomoci PGA

Penicilin-V-acylasy (PVA, EC3.5.1.11) jsou enzymy, které maji nejvyssi afinitu
ke slou¢enindm s amidicky vazanou fenoxyacetylovou skupinou, kterou hydrolyticky
odstépuji. Jelikoz byly tyto enzymy izolovany za ucelem S$tépeni penicilinu V, byly
pojmenovany penicilin-V-acylasami. Jednotlivé PVA jsou na rozdil od PGA odlisné
v molekularni struktufe a byly nalezeny v mnoha mikroorganismech zahrnujici bakterie,
kvasinky 1 vladknité houby: Achromobacter sp., Actinoplanes sp., Bacillus megaterium,
Bacillus sphaericus, Cryptococcus sp., Erwinia aroideae, Fusarium sp., Micrococcus ureae,
Penicillium chrysogenum, Pleurotus ostreatus, Pseudomonas acidovorans, Rhodotorula
glutinis a Streptomyces lavendulae (Sudhakaran et al. 1992, Shewale et al. 1997, Parmar et al.
2000). Penicilin-V-acylasy jsou také primyslové vyznamné, nebot’ zhruba 15 % svétové
produkce 6-aminopenicilanové kyseliny je vyrabéno konverzi penicilinu V pomoci PVA
(obr. 2.3). Stejn¢ jako v ptipadé PGA, PVA se pouzivd pro prumyslovou vyrobu 7-
aminodeacetoxycefalosporanové kyseliny konverzi deacetoxycefalosporinuV, ktery se

ptipravuje z penicilinu V chemickou modifikaci (Bruggink et al. 2001).
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Obr. 2.3: Hydrolyza penicilinu V pomoci PVA

a-aminoacidesterhydrolasy (AEH, EC 3.1.1.43) sice nepatii mezi penicilinacylasy, nicméné
byly dfive povazovany za ampicilinacylasy, podskupinu penicilinacylas. o-aminoacidester-
hydrolasy obecné katalyzuji pfenos acylové skupiny z esteru oi-aminokyseliny na H,O, avsak
nékteré enzymy patiici mezi AEH dokazi hydrolyzovat i syntetizovat -laktamova antibiotika
nesouci vyhradné a-aminoacyl (napf. ampicilin, amoxicilin, cefalexin). Prvni enzym tohoto
druhu byl nalezen v bakterii Pseudomonas melanogenum IFO 12020 (Kim et al. 1990) a byl
ptivodné pojmenovan ampicilinacylasa, nebot’ na rozdil od znamych penicilinacylas ucinné
Stépil ampicilin (obr. 2.4), zatimco penicilin G a V §té€pit nedokazal. Dalsi obdobné enzymy
byly izolovany z Xanthomonas citri IFO 3835 (Kim et al. 1990, Polderman et al. 2002)
a Acetobacter turbidans ATCC 9325 (Fernandez-Lafuente et al. 2001, Polderman et al. 2002).
Vsechny tfi enzymy maji podobnou podjednotkovou hmotnost 70 nebo 72 kDa, ale lisi se

podjednotkovym slozenim: A. turbidans - a,,, X. citri - o, P. melanogenum - o,.

0O
I S, CH S CH
C\H_C_H 3 +H,0 ClH—COOH H,oN 3
_ >
+
NH2 N CH3 NH2 N CH3
ampicili 0 fenylglyci 0
Pl COOH enygyem COOH
6-aminopenicilanova
kyselina

Obr. 2.4: Hydrolyza ampicilinu pomoci AEH

2.2.2 Rozdéleni cefalosporinacylas
Mezi cefalosporinacylasy patfi dvé skupiny enzyml: glutaryl-7-ACA-acylasa

a cefalosporin-C-acylasa.
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Glutaryl-7-ACA-acylasa (GAC, EC 3.5.1.14) se spravné nazyva 7-B-(4-karboxybutan-
amido)cefalosporinacylasa. Tento enzym byl izolovan znékolika kmenti bakterie
Pseudomonas sp. a svoji molekuldrni strukturou se podoba penicilin-G-acylasam (Sudhakaran
et al. 1992). GAC je primyslové vyznamny enzym, nebot” slouzi k dvojstupiiové enzymové
konverzi cefalosporinu C na klicovy meziprodukt 7-aminocefalosporanovou kyselinu (7-
ACA). Princip konverze spociva v prvotni oxidaci cefalosporinu C na ketoadipyl derivat
pomoci enzymu oxidasy-D-aminokyselin (DAO, EC 1.4.3.3), ktery spontanné¢ s pomoci
vzniklého H,0O, dekarboxyluje na glutaryl-7-aminocefalosporanovou kyselinu. Vznikla
glutaryl-7-aminocefalosporanova kyselina je ve druhém kroku enzymové hydrolyzovana
pomoci GAC na 7-ACA a kyselinu glutarovou (Becka et al. 2003, Gabor et al. 2004). Schéma

celé konverze cefalosporinu C na 7-ACA je uvedeno na obr. 2.5.

(0]
H [ s cefalosporin C
HOOC—C—C—C—C—C—N—
| Hz2 Hx H H
NH, O/—N = CH,OCOCH;z;
Oz + H0 COOH
DAO
NH3 + H,O, alfa-ketoadipyl-7-
0 -aminocefalosporanova
S kyselina
HOOC—C—C—C—C—C—N—"/
|| H2 Hx Hp H
(0] O/—N = CH,OCOCH;z;
H20, COOH

spontani dekarboxylace

CO, + H,O
(0] glutaryl-7-amino-
|| S -cefalosporanova kyselina
HOOC—C—C—C—C—N—‘K
H, Hy H, H

N~ CH0coCH;

H,0 COOH

GAC

HOOC—C—C—C—COOH + HoN—
Hy Hy H

~—N CH,OCOCH
kyselina glutarova e) Z 2 3

7-aminocefalosporanova

S kyselina

COOH

Obr. 2.5: Konverze cefalosporinu C na 7-aminocefalosporanovou kyselinu
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Cefalosporin-C-acylasa je zatim spiSe hypoteticky enzym, o némz je v literatufe malo
informaci (Matsuda et al. 1987). Tento enzym hydrolyzuje ptimo cefalosporin C na 7-

aminocefalosporanovou kyselinu bez nutnosti pouziti dvoustupniového procesu.

2.2.3 Alternativni rozdéleni penicilinamidohydrolas
Kromé rozdé€leni na zakladé substratové specifity byly penicilinamidohydrolasy rozdéleny
také podle jejich molekularni struktury (Valle et al. 1991, Verhaert et al. 1997, Gabor et al.
2004):
e Typ I - jedna se o penicilin-V-acylasy, které jsou slozené ze Ctyt identickych
podjednotek o molekulové hmotnosti kolem 35 kDa.
e Typ II - jedna se o acylasy sloZené ze dvou nestejné€ velkych podjednotek o (16-27
kDa) a B (54-66 kDa). Tento typ je dale rozdélen na dvé podskupiny:
o Typ A — penicilin-G-acylasy.
o Typ IIB - glutaryl-7-ACA-acylasy.
e Typ III - jednd se o a-aminoacidesterhydrolasy (ampicilinacylasy), které se skladaji

ze dvou nebo ¢tyfech podjednotek o molekulové hmotnosti kolem 70 kDa.

2.2.4 Modifikované penicilinamidohydrolasy

Kromé& enzymd, které byly izolovany z pfirodnich nebo sbirkovych kment, byla popsana fada
enzymu, jez byly pfipraveny mutaci a naslednou selekci produkéniho kmene nebo piimo
cilenou tpravou strukturniho genu enzymu (Sio et al. 2004). Cilem upravy ptirodnich enzymu
bylo predev§im zvySeni stability enzymu nebo zvySeni S/H poméru (kap. 2.5.2). Nékteré
modifikované enzymy jsou znamy pouze pod komercnimi ndzvy napi. Asemblase® 7500

a Asemblase® 3750 (DSM Gist, Holandsko).

2.3  Molekularni struktura penicilin-G-acylas
Aktivni formy penicilin-G-acylas (PGA) jsou lokalizovany bud’ v periplasmatickém prostoru
G bakterii (Alcaligenes faecalis, Escherichia coli, Kluyvera citrophila, Providencia rettgeri),

a nebo jsou produkovany extracelularné (Arthrobacter viscosus, Bacilus megaterium). PGA
jsou heterodimery, které maji molekulovou hmotnost kolem 85 kDa. Skladaji se ze dvou

nekovalentné propojenych podjednotek o (cca 24 kDa) a 8 (cca 62 kDa) (pfesné molekulové
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hmotnosti jsou uvedené v tab. 2.1). Spoleénym znakem PGA je vznik podjednotek o a B ze
spole¢ného prekurzoru post-translaéni tipravou (Bock et al. 1983). Tento proces byl nejlépe
prostudovan u PGA z E. coli ATCC 11105 (Sizmann et al. 1990, Kasche et al. 1999). Princip
post-transla¢ni Upravy je nasledujici (obr. 2.6). Transkripci a translaci strukturniho genu pro
PGA (pac) vznika neaktivni 98 kDa preproprotein obsahujici od N-konce: signalni peptid, o.-
podjednotku, endopeptid neboli spacer a B-podjednotku. V prvnim kroku signdlni peptid
dlouhy 26 aminokyselin sméruje preproprotein do periplazmatického prostoru, pfiCemz
prichodem periplazmatickou membranou je signalni peptid odstépen. V periplazmatickém
prostoru je nejprve autoproteolyticky odstépena B-podjednotka obsahujici 557 aminokyselin
a nakonec je dvoustupiiové odstépen endopeptid dlouhy 54 aminokyselin z C-konce -

podjednotky. Findlnim sbalenim a a B-podjednotek vznikne aktivni enzym.

27 235 290 846
signalni o-podjednotka spacer p-podjednotka
peptid

export | do periplazmatického prostoru

Obr. 2.6: Schéma post-translacni upravy preproproteinu PGA z E. coli ATCC 11105
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Tabulka 2.1: Molekularni parametry znamych PGA

A. faecalis E. coli K. citrophila  P. rettgeri A. viscosus  B. megaterium
aktivni enzym 85,7 kDa 86,2 kDa 85,2 kDa 86,1 kDa 85,7 kDa 85,6 kDa
signalni sekvence 26 AA 26 AA 26 AA 23 AA 26 AA 26 AA

diednotk 23,0 kDa 23,8 kDa 23,6 kDa 23,7 kDa 24,3 kDa 24,2 kDa
a-pocjednotka 202AA 209 AA 209 AA 205 AA 208 AA 208 AA
endopeptid 37 AA 54 AA 54 AA 56 AA 31 AA 31 AA

B-podjednotka 62,7 kDa 63,4 kDa 61,7 kDa 62,2 kDa 61,4 kDa 61,4 kDa
pod) 551 AA 557 AA 555 AA 553 AA 537 AA 537 AA

AA — aminokyselinové zbytky

Data byla ptevzata z publikace Verhaert et al. (1997). Ptistupova ¢isla sekvenci znamych
PGA v databazi GenBank jsou nasledujici: 4. faecalis, U93881; A. viscosus, 1L04471;
B. megaterium, U07682; E. coli, X04114; K. citrophila, M15418; P. rettgeri, M86533.

2.4 Struktura aktivniho mista PGA z E. coli a reakéni mechanismus

Driive nez byla znama struktura penicilinacylas, biochemické studie ukazaly, ze serin ¢. 1 -
podjednotky ma klicovou roli v aktivnim mist¢ PGA. Na zaklad¢ substratové specifity byl
navrzen model aktivniho mista PGA z E. coli (Svedas et al. 1996). Na obr. 2.7 je schéma
aktivniho mista, které se sklad4 z A-kapsy (A-site) a N-kapsy (N-site). A-kapsa (acyl binding
pocket) je hydrofobni a velmi dobie vadZe nepolarni aromatické molekuly. A-kapsa ma
i prostor pro R, substituent a-uhliku . Jako R; substituent jsou akceptovany skupiny NH,, OH
a CHj. Déle mald skupina (OH) je akceptovana i v poloze 4 fenylového kruhu, ¢imz je
uvolnén pfistup 1 antibiotiklim amoxicilin a cefadroxil (obr. 2.9). Na druh¢ strané N-kapsa
(nucleophile binding pocket) je schopna akceptovat Sirokou skupinu molekul od velkych B-

laktamovych struktur az po malé molekuly, jako naptiklad alkoholy, aminy a aminokyseliny.
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Ser

A-sile N -site

Obr 2.7: Schéma aktivniho mista PGA z E. coli s postrannim fetézcem v misté A
a nukleofilem v misté N

V roce 1995 byla stanovena 3-D struktura PGA (Duggleby et al. 1995) z E. coli, coz zaroven
objasnilo i1 reakéni mechanismus v aktivnim misté enzymu. Reakéni mechanismus PGA (obr.
2.8) se podoba dobie znamému reakénimu mechanismu serinovych proteas. Mechanismus
hydrolyzy substratu je nasledujici: serin B1 se sam aktivuje pomoci vlastni aminoskupiny
a poté nukleofiln¢ atakuje karbonylovy uhlik substratu, pficemz vznikne tranzitni komplex
stabilizovany vazbou na asparagin 3241 a alanin [69. Preskupenim vazeb vznikne acyl-
enzym intermedidt. Poté je intermediat rozstépen vodou opét skrz tranzitni komplex
stabilizovany asparaginem (3241 a alaninem [69. Reakéni mechanismus syntézy antibiotika je
analogicky (kap. 2.5.2) s tim rozdilem, Ze acyl-enzym intermedidt neni rozStépen vodou, ale

jinym nukleofilnim ¢inidlem (napft. 6-APA).
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Obr 2.8: Reakcéni mechanismus probihajici v aktivnim misté PGA z E. coli

2.5 Semisynteticka antibiotika a jejich vyroba

Pocatky vyvoje modifikovanych (semisyntetickych) penicilinli se datuji do doby 40. a 50. let
20. stoleti, kdy byly v pribéhu kultivace produkénich mikroorganizmii pfidavany do média
ruzné derivaty kyseliny octové. B€hem mikrobidlni syntézy penicilinu byly ptidané derivaty
inkorporovany do struktury penicilinu misto fenyloctové kyseliny a tim vznikaly nové
varianty penicilinovych antibiotik (Bruggink et al. 2001). Timto pfistupem byla vyvinuta
pfiprava penicilinu V (fenoxymethylpenicilin), ktery spolu s penicilinem G mél nejvétsi
klinicky vyznam do zacatku 60.let 20. stoleti. Bohuzel fermentaéni postup piipravy
modifikovanych penicilini byl limitovan pouze na inkorporaci alifatickych a arylalifatickych
karboxylovych kyselin, nebot’ produkéni kmeny vlaknitych hub rodu Penicillium vyuzivaly

pii syntéze penicilinll enzymy s omezenou substratovou specifitou.
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Prestoze peniciliny vyrabéné fermentacni technologii (penicilin G, penicilin V) mély
v poloviné 50. let 20. stoleti vyborné antibiotické ucinky, zacCala se jejich t¢innost vlivem
masivniho klinického pouziti postupné snizovat. Pokles uc¢inku byl zplsoben postupnou
selekci rezistentnich patogennich bakteridlnich kmenti, které syntetizovaly enzym J3-
laktamasu, §tépici B-laktamovy kruh penicilinovych antibiotik. Bylo tedy tfeba vyvinout nové
vyrobni postupy, umoziujici pfipravit rizné¢ modifikovana (semisyntetickd) antibiotika
nezavisle na moznostech fermenta¢ni technologie. Ve stejné dobé¢ byla popséna i1 fermentacni
ptiprava cefalosporinu C, ktery je produkovan plisni Acremonium chrysogenum. Na rozdil od

ptirodnich penicilint cefalosporin C m¢l minimalni antibioticky u¢innek.

Potupné byly vyvinuty technologie pfipravy rtznych semisyntetickych [-laktamovych
antibiotik, které zahrnovaly dva hlavni kroky (Bruggink et al. 2001):

1. krok — pfiprava klicovych meziprodukti vyroby (6-APA, 7-ADCA, 7-ACA)
enzymovym odstépenim N-acylového postranniho fetézce B-laktamovych antibiotik,
které byly dostupné fermentacni technologii (penicilin G, penicilin V, cefalosporin C)
(kap. 2.2).

2. krok — syntéza modifikovaného antibiotika opetovnym navazanim vhodného acylu na
volnou aminoskupinu v poloze 6 ¢i 7 B-laktamového jadra (klicového meziproduktu).
Syntéza se provadi bud’ tradicné chemickou cestou, nebo modernimi postupy

enzymové syntézy, které se v soucasnosti zavadéji do primyslu.

Na obr. 2.9 jsou uvedeny strukturni varianty nejvyznamnéjSich B-laktamovych antibiotik
avtab. 2.2 je uvedena doba jejich zavedeni na trh a pfiblizny objem celosvétové vyroby.
Ztab. 2.2 je zfejmé, Zze dominantni postaveni na trhu maji dv€ antibiotika: ampicilin

a amoxicilin, které se vyrab¢&ji v nejveétsim mnozstvi.
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Obr 2.9: Strukturni varianty nejvyznamnéjsich derivat B-laktamovych antibiotik
odvozenych od 6-APA (A), 7-ADCA (B) a 7-ACA (C)
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Tabulka 2.2: Ptehled zavedeni jednotlivych antibiotik na trh a jejich celosvétova produkce.
Ptevzato z publikace Bruggink et al. (2001)

produkt rok zavedeni na trh V)’froba( t‘l’l ;;;e Lol V)'froba(tsl'l:'l(;;e ALDY
penicilin G 1941 3.000 55,000
penicilin V 1953

ampicilin 1961 900 20,000
amoxicilin 1972 -

ostatni peniciliny - 100 2.000
cefalexin 1970

cephradine 1972 ] 4,000
cefadroxyl 1977

cefachlor 1979

cefazolin 1971

cefotaxime 1980

ceftriaxime 1983

cefuroxim 1987 ) 3000
cefprozil 1992

ostatni cefalosporiny -

* véetné materidlu pro vyrobu semisyntetickych antibiotik

2.5.1 Chemicka syntéza semisyntetickych (-laktamovych antibiotik

Princip chemické syntézy (Bruggink et al. 2001) je zde uveden, aby byl ziejmy vyznam
enzymové syntézy. Syntézou semisyntetickych [B-laktamovych antibiotik je minén vznik
amidické vazby mezi vhodnym acylem a volnou aminoskupinou v poloze 6 ¢i 7 PB-
laktamového jadra (6-APA, 7-ACA, 7-ADCA). Tuto reakci lze provést riznymi metodami
napiiklad pfimou reakci

pouzivanymi v peptidové chemii, acylchloridu s volnou

aminoskupinou [-laktamového jadra. Bohuzel nékteré acyly obsahuji také volnou
aminoskupinu, kterou je tfeba blokovat. Zasadni zlepSeni chemické syntézy pfineslo
vypracovani technologie syntézy vyuzivajici blokovani volné aminoskupiny acylu pomoci
methylacetoacetatu. Tato technologie byla pojmenovana podle své objevitelky Elisabeth Dane
jako ,,Dane salt route” a byla vyuzivdna napfiiklad firmou Beecham k vyrobé ampicilinu.

Schéma syntézy ampicilinu je zndzornéno na obr. 2.10.
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Obr. 2.10: Schéma chemické syntézy ampicilinu
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Jednotlivé stupné chemické syntézy ampicilinu jsou nasledujici (Bruggink et al. 2001).
Prvnim krokem je pfiprava Dane soli D-fenylglycinu kondenzaci D-fenylglycinu
s methylacetoacetatem. Tim je blokovana volnd aminoskupina D-fenylglycinu. V dal$im
kroku se pfipravi reaktivni smésny anhydrid Dane soli a ethylchloroformatu. Smésny
anhydrid pfimo reaguje s volnou aminoskupinou B-laktamového jadra, v tomto ptipad¢ s 6-
aminopenicilanovou kyselinou. Vznika ampicilin, ktery ma stale blokovanou a.-aminoskupinu
acylu. Blokac¢ni skupina je nakonec odstranéna kyselou hydrolyzou. Ampicilin je poté
zreakéni smési precipitovan v izoelektrickém bod¢ (pH 5) jako krystalicky trihydrat
ampicilinu. Cela technologie syntézy je velice energeticky narocnd, nebot’ reakéni podminky
vyzaduji intenzivni chlazeni na teplotu -30 °C. Nemalé mnoZstvi energie je také spotfebovano
na regeneraci velkého mnozstvi organickych rozpoustédel, kterd jsou zapotiebi v reakénich

smésich.

2.5.2 Enzymova syntéza semisyntetickych [-laktamovych antibiotik

Enzymova syntéza pifinasi oproti chemické syntéze mnoho vyhod. Reakce se provadi ve
vodném prostiedi, nejsou potieba organicka rozpoustédla, blokacni a aktivacni ¢inidla. Dale
neni tfeba reakéni smés intenzivné chladit na velmi nizké teploty a také neni potieba
vynaklddat energii na regeneraci organickych rozpoustédel. Pfinos enzymové syntézy tedy
spociva hlavné v technologii Setrné k ptirodnimu prostfedi a ve sniZzeni energetické ndrocnosti
(Bruggink et al. 1998, Sheldon et al. 2001). Pro primyslovou syntézu se pouziva
penicilinacylasa imobilizovana vhodnym zplisobem, coz umoznuje snadnou separaci
biokatalyzatoru z reak¢ni smeési a zajisti dostatecnou stability enzymu pro opakované pouziti.
Hlavnim problémem enzymové syntézy [-laktamovych antibiotik je boj s chemickou
rovnovahou, kterd je ve vodném prostiedi znaéné posunuta ve prospéch hydrolyzy produktu
(Sheldon et al. 2001, van der Wielen et al. 2001). Pokud by probihala jednoduchd syntéza
ampicilinu z 6-APA a D-fenylglycinu ve vodném prostiedi za pritomnosti penicilinacylasy,
ustanovila by se chemicka rovnovaha, ve které by se v reakéni smési nachéazelo pouze asi 1-
2 % ampicilinu (v zavislosti na pH). Aby byla enzymova syntéza rentabilni, byly navrZeny
ruzné postupy (Bruggink et al. 1998) jak chemickou rovnovéhu posunout ve prospéch syntézy
antibiotika. Spolecnym pfistupem k rentabilni enzymové syntéze je tzv. kineticky fizena
reakce (Bruggink et al. 1998, Herndndez-Justiz et al. 1999). Kineticky fizena reakce je proces,
v némzZ jsou reakéni podminky nastaveny tak, aby v urcitém okamziku v reakéni smési vniklo

kinetické maximum koncentrace produktu. V tomto okamziku je vhodné reakci zastavit
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a izolovat produkt s maximalnim vytézkem. Princip kineticky fizené reakce je dale vysvétlen

na enzymové syntéze ampicilinu.

Kineticky Fizena syntéza ampicilinu

Pti kinetické syntéze ampicilinu (obr. 2.11) se nevychazi z D-fenylglycinu, ale z energeticky
bohatsi slouceniny D-fenylglycin methylesteru nebo amidu (Sheldon et al. 2001, van der
Wielen et al. 2001). Tato sloucenina vytvoii nejprve prechodny komplex s penicilinacylasou,
kdy se navaze v aktivnim misté na OH skupinu serinu ¢.1 B-pojednotky (plati pro penicilin-G-
acylasy). Vznikly komplex je dale st€pen nukleofilnim ¢inidlem (H,O nebo 6-APA). Pokud
komplex reaguje s 6-APA, vznikne ampicilin, pokud komplex reaguje s H,O, vzniké vedlejsi
produkt syntézy, D-fenylglycin. Jelikoz je syntéza ampicilinu reverzibilni reakce, vznikly
ampicilin slouzi také jako substrat penicilinacylasy a je zpétné Stépen na 6-APA a D-

fenylglycin. Podrobny reakéni mechanismus je uveden v kap. 2.4.

NH,

OCH; + HO
0

D-fenylglycin methylester

1 | -cHjoH ’

HO
—+
NH,
OH
o)

D-fenylglycin

komplex
D-fenylglycin-enzym

HoN
N
S_  CHs3
+ HO
© N CHs
... O
ampicilin COOH

Obr. 2.11: ZjednoduSeny reakéni mechanismus enzymové syntézy ampicilinu
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Vysledkem kineticky fizené syntézy je skuteCnost, ze v urCitém case se v reakéni smeési
nahromadi maximalni koncentrace ampicilinu, kterd se poté snizuje aZ na rovnovaznou
koncentraci. Pii primyslové syntéze je tedy tfeba reakci neustale monitorovat pomoci HPLC
a ve vhodny okamzik zastavit. Prubéh kineticky fizené syntézy ovliviiuje mnoho faktort:
vybér vhodného enzymu, posun chemické rovnovahy odéerpavanim produktu a reakcni
podminky (teplota, pH, koncentrace reaktantl, a to jak koncentrace nukleofilu 6-APA, tak

1 koncentrace acyldonoru D-fenylglycin methylesteru).

Dulezitym faktorem ovlivitujicim rentabilitu syntézy je vybér vhodného enzymu, nebot
enzymy se mezi sebou lisi tzv. S/H pomérem. S/H pomér nepitimo vyjadiuje, jestli enzym
vice preferuje jako nukleofilni ¢inidlo 6-APA nebo H,O. Tento parametr je zavisly na pH
ateploté a pouziva se pro srovnani vhodnosti enzymi k syntéze. S/H parametr je pomér
rychlosti syntetické reakce (3 na obr. 2.11) ku rychlosti hydrolytické reakce (2 na obr. 2.11).
Prakticky se méfi jako pomér pocatecnich rychlosti piirastki koncentraci ampicilinu a D-
fenylglycinu (v pfipadé syntézy ampicilinu, viz vzorec &. 2.1). Cim je S/H pomér vétsi, tim je
enzym vhodnéjsi pro danou syntetickou reakci. Obecné plati pro vSechny penicilinacylasy, Ze
S/H pomér vyrazné roste se snizujici se reakcni teplotou, coz je zpiisobeno potlacenim
hydrolytické reakce (Schroén et al. 2002). V literatuie je popsdna syntéza [B-laktamovych
antibiotik ve zmrazené reakéni smési (van Langen et al. 1999). Autofi uvadéji, ze v pripade
syntézy cefalexinu S/H pomér 1,3 pii 20 °C stoupl na 25 zmraZenim na teplotu -20 °C.
Problémem syntézy pii nizké teploté je snizenda reak¢ni rychlost. V tab. 2.3 jsou uvedeny S/H

poméry Ctyt riznych penicilinacylas pro syntézu vybranych antibiotik.
S/H = vy/vy, = ac*M/ac’¢ (2.1)

Dalsi moznosti, jak dale zvysit vytézek, je odCerpavani produktu béhem syntézy. V literatuie
byl naptiklad popsan postup, ktery vyuzival snizené rozpustnosti ampicilinu, kdy vznikajici
ampicilin precipitoval pfimo v reakéni smési, a tudiz byl chranén pied nezadouci zpétnou
hydrolyzou enzymem (Youshko et al. 2000, 2001, 2002). Princip technologie spocival
v extrémné vysokych po&ate¢nich koncentraci reaktantd (napt. ¢®*™ = 0,6 mol-1”, ¢PFM =
0,9 mol-I'"). Jelikoz maximalni rozpustnost ampicilinu byla za danych podminek jen kolem
™M = 20 mmol'l"), vnikajici ampicilin hranici rozpustnosti rychle dosahl a zadal

precipitovat. Autofi uvadéji, Ze dosdhli celkového vytézku vyssitho nez 90 % vztaZeno

na vstupni 6-APA. Popsand technologie je aplikovatelna i1 na syntézy jinych B-laktamovych
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antibiotik, které maji pfirozené¢ nizSi rozpustnost (napf. amoxicilin). V piipadé 1épe
rozpustnych produktli je mozné produkt odCerpavat béhem syntézy precipitaci pomoci
komplexa¢niho c¢inidla. Firma NOVO Nordisk naptiklad patentovala postup precipitace
cefalexinu pomoci B-naftolu (Faarup 1977). Cefalexin a B-naftol tvofi v reakéni smési
nerozpustny komplex v molarnim poméru 2:1. Po separaci je sraZenina snadno rozpusténa
snizenim pH. Analogicky lze precipitovat rizna antibiotika fadou komplexacnich ¢inidel

(Zwanenburg et al. 2001).

Neékteti autofi uvadéji jesté dals$i moznosti, jak posunout chemickou rovnovdhu ve sméru
syntézy antibiotika. Nej¢astéji je zminovano pridavani rdznych rozpoustédel do reakéni
smesi, kterd jsou misitelnd s vodou (Kim et al. 1996, Illanes et al. 2001, Aguirre et al. 2002).
Ptidavek rozpoustédla do reakéni smési zplsobi potlaceni vodni aktivity a tim posun
chemické rovnovahy ve sméru syntézy. Nevyhodou tohoto pfistupu je prace s organickymi
rozpoustédly spojend s jejich regeneraci. Autofi také popisovali snizeni stability katalyzatoru

v porovnani s reakci ve vodném prostiedi bez poziti organickych rozpoustédel.

Tabulka 2.3: Publikované hodnoty S/H poméra riznych penicilinacylas pro syntézu
ampicilinu, cefalexinu a cefamandolu. Reakce byly provadény pfi teploté 4 °C a pH 6,5. Data
byla ptevzata z publikace Hernandez-Justiz et al. (1999)

producent PA ampicilin cefalexin cefamandole
E. coli 1,86 6,25 3,87
K. citophila 1,14 0,64 2,05
A. turbidans 5,00 2,15 1,44
B. megaterium 0,61 0,60 1,25
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2.6 Bakterialni kmen Achromobacter sp. CCM 4824

Bakterialni kmen CCM 4824 byl nalezen v ramci screeningu, pii kterém byl cilené hledan
kmen, ktery produkuje enzym penicilinacylasu ucinné S$tépici ampicilin na 6-
aminopenicilanovou kyselinu a fenylglycin (Plhdckova et al. 2003). Predpokladalo se, Ze
pokud enzym dokaze hydrolyzovat ampicilin, mohl by byt vhodny i pro jeho zpétnou syntézu.
Celkem bylo otestovano ptiblizné¢ 2.000 sbirkovych kment a ptirodnich izolatl, ze kterych
byl vybran bakteriadlni kmen produkujici enzym, ktery dokazal §tépit vybrana semisyntetické
B-laktamova antibiotika (ampicilin, amoxicilin, cefalexin) vétSi rychlosti nez ptirodni
substraty (penicilin G, penicilin V). Tato vlastnost se zdala byt v porovnani se znamymi

penicilinacylasami zajimava.

Jelikoz izolovany kmen vykazoval soucasné B-laktamasovou aktivitu, kterd degradovala [3-
laktamova antibiotika nezadoucim zplUsobem, byla provedena chemicka mutageneze
bakteridlniho kmene pomoci N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidinu s cilem odstranit

nezadouci nezadouci aktivitu.

B-laktamasa negativni kmen s aktivitou penicilinacylasy byl klasifikovan na zakladé
morfologickych a fyziologickych testl jako Comamonas testosteroni. Tento kmen byl uloZzen
do Ceské sbirky mikroorganismii na Masarykové univerzité v Brné pod oznaenim

CCM 4824 (Plhackova et al. 2002).

v

Kmen CCM 4824 byl dale podroben ptesnéjsi identifikaci pomoci analyzy mastnych kyselin
a také pomoci analyzy sekvence genu 16S rRNA (Plhackova et al. 2003). Analyzou mastnych
kyselin, kterd byla provedena v Regiondlni hygienické stanici v Ostravé plynovou
chromatografii a vyhodnocena pomoci Sherlock Microbial Identification System, bylo
zjisténo, ze zastoupeni mastnych kyselin se nejvice podobd bakterii Achromobacter
xylosoxidans subsp. xylosoxidans (similarity index 0,701). Analyza sekvence genu 16S rRNA
byla provedena v German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ,
Braunschweig, Némecko). Analyzou bylo zjisténo, Ze sekvence genu 16S rRNA kmene
CCM 4824 vykazovala nejvyssi podobnost se sekvencemi geni 16S rRNA bakterie
Achromobacter xylosoxidans subsp. xylosoxidans (99,6 %) a bakterie Achromobacter
ruhlandii (99,4 %). Naopak podobnost sekvenci kmene CCM 4824 a Comamonas testosteroni

byla nizkd. Na obr. 2.12 je uveden fylogeneticky strom podobnosti genti 16S rRNA.

25



Na zaklad¢ analyzy mastnych kyselin a sekvence genu 16S rRNA byl bakteridlni kmen
definitivné klasifikovan jako Achromobacter sp. CCM 4824.

Comamonas testosteroni ATCC 11996

Sutterell a wadsworthensis ATCC 51579

Lautropia mirabilis NCTC 12852

Alcaligenes faecalis 1AM 12369

Brackiella oedipodis LMG 1945

—— Taylorella asinigenitalis ATCC 700933

- Taylorella equigenitalis NCTC11184

Pelistega europaea LMG 10982

Alcaligenes defragrans S4PIN

Pigmentiphaga kullae DSM 13608

— Bordetella avium ATCC 35086
Bordetella pertussis ATCC 9797

Bordetella holmesii NCBI gi-517413

Bordetella bronchiseptica ATCC 19395

ALY Bordetella hinzii LM G 13501

L Bordetella trematum DSM 11334

' Bordetella petrii DSM 12804

Achromobacter xylosoxidans ssp denitrificans ATCC 15173

Achromobacter piec haudii DSM 10342
Achromobacter ruhlandii DSM 653
Strain CCM 4824

Achromobacter xylosoxidans ssp xylosoxidans DSM 10346

Comamonas terrigena DSM 7099

5%

Obr. 2.12: Fylogeneticky strom sestaveny na zaklad¢ podobnosti gent 16S rRNA. Méftitko
predstavuje substituci 5 nukleotidli na 100 nukleotidu.
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3. Material a metody

3.1 Material a pristrojové vybaveni

Chemikalie
NaCl, KC], NaOH, NaH2PO4'2H20, KH2P04, (NH4)2SO4, MgSO47H20, HCI, H3PO4,
H3;BO,4, CH;COOH, CH;0H (p.a.), CH;0H (HPLC grade), 2-propanol, moc¢ovina

Yeast extract (OHLY, DHW Hamburg), LB médium (Difco), agarosa

6-nitro-3-fenylacetylamidobenzoova kyselina (NIPAB), penicilin G, penicilin V,
deacetoxycefalosporin G (DAOC-G), deacetoxycefalosporin V (DAOC-V), ampicilin,
amoxicilin, cefalexin, 6-aminopenicilanova kyselina (6-APA), 7-aminocefalosporanova
kyselina (7-ACA), 7-aminodeacetoxycefalosporanova kyselina (7-ADCA), fenylglycin
metylester (PGME), fenyloctova kyselina (FOK), fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF),
p-dimethylaminobenzaldehyd (DAB)

Bromfenolova modi, Coomassie Briliant Blue R-250, tris(hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS), glycin, B-alanin, glycerol, merkaptoethanol, dodecylsulfat sodny (SDS), acrylamid,
bis-acrylamid, N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED), persiran amonny, riboflavin,
Pharmalyte 3-10 (Amersham Biosciences), standardy molekulovych hmotnosti Perfect
Protein™ Markers 10-225 kDa (Novagen), nativni standardy molekulovych hmotnosti
(Sigma): ferritin, katalasa, aldolasa, hovézi sérovy albumin, ovalbumin

IEF Markers 3-10 (Serva)

Penicilin-G-acylasa z rekombinantniho kmene Escherichia coli RE3(pKA18), lyofilizovana

(Mikrobiologicky ustav AV CR)

Voda pouzita pro ptipravu vSech roztokii byla demineralizovana zatizenim firmy Watrex

(moduly Rowapur 200 + Ultrapur)

Soupravy
BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce)
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Pristroje a zarizeni

spektrofotometr Shimadzu UV-1601 s temperovanou optickou celou
orbitalni tfepacka Gallenkamp, model INR-401

laboratorni bioreaktor Biostat MD (BBraun Biotech Int.)

centrifuga Beckman, model J2-21

stolni chlazend centrifuga Eppendorf, model 5403

ultrazvukovy desintegrator Clevedon, model Microson XL2000
vysokoucinny kapalinovy chromatograf Dionex Summit
automaticky titrator Radiometer (moduly ABU 80 + TTT 80 + PHM §82)
laboratorni termostat Techne, model Tempette TE-8D

ultrafiltra¢ni cela Amicon, model 8050

vertikalni elektroforéza Bio-Rad, model Miniprotean II

horizontalni, vodou chlazena elektroforéza Bio-Rad, model 1415

ELISA reader Tecan, model Sunrise

Software

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

Ostatni material

dialyzacni stfeva riznych prumérti (Hoechst)

chromatograficka kolona (100 mm % 16 mm) naplnéna gelem Fractogel COO™ (Merck)
chromatograficka kolona (700 mm % 16 mm) naplnéna gelem Superdex 200 (Amersham
Biosciences)

ultrafiltraéni membrany YM10 (Amicon)

folie GelFix pro polyakrylamidové gely (Serva)

PlusOne Repel-Silane ES (Amersham Biosciences)
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3.2 Metody

3.2.1 Uchovavani a kultivace bakterialni kultury

Bakterialni kmen Achromobacter sp. CCM 4824 byl uchovavan zmrazeny v konzervach pfi
teploté -70 °C. Konzervy byly pfipraveny zamraZzenim smési bunééné kultury z exponencialni

faze ristu na kompletnim médiu (2% LB medium) a 40% (w/v) glycerolu v poméru 1:1.

Jednorazova kultivace v michaném bioreaktoru byla provedena trojstupiiové. Nejprve byl ze
zamrazené¢ konzervy zaockovan Sikmy agar obsahujici 2% LB médium. Poté byly
z narostlého Sikmého agaru zaockovany 4 kultivaéni 500ml banky obsahujici 50 ml 2% LB
média s 0,4 g fenyloctové kyseliny (FOK). Baiiky byly umistény na orbitalni tfepatku
abyly kultivovany pfi teploté 28 °C a frekvenci tfepani 200 ot.min™ po dobu pfiblizné
12 hod. Baiiky s narostlymi kulturami byly pouzity k inokulaci bioreaktoru.

Produk¢ni kultivace byla provedena v laboratornim 10litrovém bioreaktoru Biostat MD

v médiu (PM) obsahujicim:

yeast extract (OHLY, DHW, Germany) 10,0 g1
NaCl 2,0 g1
KH,PO, 1,0 g1
MgSO, - 7H,0 02 gl"
fenyloctova kyselina 4,0 g1

Kultivace byla provadéna v pracovnim objemu 8 litrl pfi teploté 28 °C po dobu 24 hodin. pH
média bylo udrzovano na hodnoté 7.6. Po&atetni rychlost michadla byla 300 ot.-min™
a pritok vzduchu byl 4 I'min”. Koncentrace rozpu§téného kysliku (pO,) byla udrzovana
na hodnoté 15 % regulaci frekvence michani pfi konstantni aeraci. Béhem kultivace byly
odebirany vzorky média na stanoveni optické hustoty bun¢k (méfeno spektroskopicky pii
A =600 nm), suSiny, na stanoveni aktivity PGA v biomase a stanoveni zbytkové koncentrace
fenyloctové kyseliny v médiu. SuSina byla stanovovéna gravimetricky suSenim promyté
suspenze bunck v termostatu nastaveném na teplotu 105 °C. Aktivita PGA byla stanovovana

na substrat penicilin G dle postupu v kap. 3.2.15. Koncentrace fenyloctové kyseliny byla
stanovovana pomoci HPLC dle postupu v kap. 3.2.16.
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Po skonceni kultivace byla biomasa oddélena z kultivaéniho média centrifugaci pii 5000xg.

Odstfedéna biomasa byla pro dalsi zpracovani uchovana zamrazenim na teplotu -20 °C.

3.2.2 Desintegrace bakteridalni biomasy

Rozmrazena biomasa o obsahu susiny piiblizné 20 % byla 4x nafedéna roztokem NaCl
(0,1 mol1™") na hodnotu susiny piiblizng 5 %. Vysledna suspenze byla za stalého chlazeni
v ledové 1azni opakované desintegrovana (5x1 min., 25 W na cca 30 ml suspenze) pomoci
ultrazvukového desintegratoru. Bunéény detrit byl odstranén centrifugaci (15000xg, 4 °C,

15 min.).

3.2.3 SraZeni PGA pomoci siranu amonného

Nasyceny roztok siranu amonného byl piipraven rozpusténim za tepla 0,8 kg (NH4)>,SO4 v 11
H,O. Po Uplném rozpusSténi siranu byl roztok prefiltrovan ptes filtracni papir a ochlazen
na teplotu 4 °C. Po ochlazeni roztoku vykrystalizoval pfebytek siranu na dné¢ zasobni ldhve.
Vypocet objemu nasycené¢ho roztoku (NH4),SO, pottebného k tipravé 100 ml bunécéného
extraktu z hodnoty nasyceni X7 na pozadovanou hodnotu nasyceni X2 byl proveden podle

vzorce €. 3.1.

V¥R = 100-(X2-X1)/(1-X2) [ml nasyceného siranu na 100 ml roztoku] (3.1)

Nasyceny roztok (NH4)2SO4 (4 °C) byl za stdlého michani a chlazeni postupné ptikapavan
k surovému extraktu z bunééné biomasy do celkového relativniho nasyceni 35 %. Vznikla
srazenina byla po 30 min. stdni odstranéna centrifugaci (15000xg, 4 °C, 15 min.).
K odstfedénému roztoku byl za stdlého michani a chlazeni postupné piikapavan dalsi
vychlazeny nasyceny roztok (NH4)>SO4 do celkového relativniho nasyceni 55 %. Vznikla
srazenina, obsahujici PGA, byla po 30 min. stani odstfedéna (15000xg, 4 °C, 15 min.)

a rozpusténa ve 20 mmol-I"' fosfatovém pufru (pH 6,0).
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3.2.4 Prvni ionexova chromatografie na katexu Fractogel COO

20ml chromatografickd kolona (16x100 mm) obsahujici Fractogel COO™ byla pfipojena
k HPLC piistroji (Dionex Summit) a byla ekvilibrovana 20 mmol-I" fosfatovym pufrem
(pH 6,0). Rozpusténa srazenina obsahujici PGA byla dialyzovana pres noc proti 20 mmol-l”
fosfatovému pufru (pH 6,0, 4 °C). Dialyzovany roztok obsahujici celkové mnoZstvi cca
300 mg proteinu byl nanesen na chromatografickou kolonu pomoci peristaltické pumpy. Poté
byl spuitén pritok mobilni faze (20 mmol-lI" fosfatovy pufr, pH 6,0) kolonou, dokud se
nevymyly vSechny nenavazané proteiny, tj. dokud neklesla absorbance eludtu métena pfti
A=280 nm na Uroven promyvaciho pufru. Jednotlivé frakce byly z kolony eluovany linearnim
gradientem KCl v rozmezi koncentraci 0-250 mmol-I" ve 20 mmol-l" fosfatovém pufru
(pH 6,0). Celkovy objem eluéniho pufru byl 240 ml (pii pritoku 2 ml-min™), p¥i¢emz byly
jimény 4ml frakce. Po skonCeni chromatografie byly vSechny frakce otestovany na pfitomnost
PGA na mikrotitraéni desti¢ce (100 ul 1 mmol-1" substratu NIPAB + 20 ul vzorku). Aktivni
frakce (zIuté¢ zbarvené jamky na desticce) byly proméfeny na obsah proteinu a aktivitu

enzymu.

3.2.5 Druha ionexova chromatografie na katexu Fractogel COO

Vybrané aktivni frakce z prvni ionexové chromatografie (pH 6,0) byly slity, celkovy objem
byl 4x nafedén H,0O a pH bylo pomoci 0,1 moll" NaOH upraveno na hodnotu 7,0. Takto
upraveny roztok byl nanesen pomoci peristaltické pumpy na 20ml chromatografickou kolonu
(16x100 mm) obsahujici Fractogel COO", ktera byla ekvilibrovana 20 mmol-1" fosfatovym
pufrem (pH 7,0). Poté byl spustén pritok mobilni faze (20 mmol-I"' fosfatovy pufr, pH 7,0)
kolonou, dokud se nevymyly vSechny nenavazané proteiny. Jednotlivé frakce byly z kolony
eluovény linearnim gradientem KCI v rozmezi koncentraci 0-140 mmolI" ve 20 mmol-1" fos-
fatovém pufru (pH 7,0). Celkovy objem eluéniho pufru byl 240 ml (p#i pritoku 2 ml-min™),
pficemz byly jimany 4ml frakce. Po skonfeni chromatografie byly vSechny frakce opét
otestovany na ptitomnost PGA (kap. 3.2.4) a aktivni frakce byly proméfeny na obsah proteinu

a aktivitu enzymu.
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3.2.6 Gelovad filtrace na koloné Superdex 200

Vybrané aktivni frakce z druhé ionexové chromatografie pii pH 7,0 byly slity a zahustény
ultrafiltraci (Amicon, membrana YM10, cut-off 10 kDa) na objem pfiblizn¢ 1 ml. Zahustény
roztok PGA byl nanesen na kolonu Superdex 200 (16x700 mm), kterda byla ekvilibrovana
300 ml mobilni faze (50 mmol‘l" fosfatovy pufr, 150 mmol1" NaCl, pH 7,0). Praitok mobilni
faze kolonou byl nastaven na 1 ml-min’, pfi¢emz byly jimany 2ml frakce. Po skonéeni
chromatografie byly opé&t vSechny frakce otestovany na ptitomnost PGA (kap. 3.2.4). Aktivni
frakce byly prométfeny na obsah proteinu a aktivitu enzymu. Vybrané frakce vycisténé PGA
byly slity a znovu zahustény ultrafiltraci. Zahustény roztok PGA byl rozdélen na malé podily,

které byly zamrazeny na teplotu —70 °C pro dalsi pouziti.

Gelova kolona byla také kalibrovana standardy molekulovych hmotnosti: ferritin (450 kDa),
katalasa (232 kDa), aldolasa (158 kDa), hovézi sérovy albumin (67 kDa), ovalbumin
(43 kDa). Ze ziskanych reten¢nich objemti standardi a PGA byla vypoctena piiblizna celkova

molekulova hmotnost nativni PGA.

3.2.7 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu byla stanovovéana u vSech aktivnich frakcich pti kazdém purifikacnim
kroku. Pro stanoveni koncentrace byl pouzivan BCA Protein Assay Reagent Kit. Stanoveni
bylo provadéno dle navodu vyrobce. Metoda byla kalibrovana pomoci standardniho roztoku
BSA dodavaného s kitem v rozsahu koncentraci 0-2 mg-ml™”. Princip této metody stanoveni
proteini spo&iva v redukci ionti Cu®" pomoci peptidovych vazeb v alkalickém prostredi
(Biuretova reakce). Vznikly ion Cu'™ tvoii barevny komplex se dvémi molekulami BCA

(bicinchonic acid), jehoz absorbance je métena spektrofotometrem pii A=562 nm.

3.2.8 Stanoveni aktivity PGA pomoci umélého substratu NIPAB

Stanoveni  aktivity = PGA  pomoci  chromogenniho  substratu  6-nitro-3-fenyl-
acetylamidobenzoové kyseliny (NIPAB, Alkema et al. 1999) bylo pouzivano diky své
jednoduchosti a rychlosti pro rutinni stanoveni aktivit PGA béhem vSech purifika¢nich krok.
PGA rozpozna na molekule NIPAB stejn¢ jako na molekule penicilinu G fenylacetylovou
skupinu, kterou hydrolyticky odstépi. Hydrolyzou molekuly NIPAB vznikne fenyloctova

kyselina a barevny produkt S5-amino-2-nitrobenzoova kyselina, jez je detekovana
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spektrofotometricky pii A=405nm (¢*°=9,09 mM'cm™). Hodnota &' pro 5-amino-2-
nitrobenzoovou kyselinu je stabilni v rozsahu pH 4-11. Jedna jednotka (1 U) enzymové
aktivity PGA je definovana jako mnozstvi enzymu, které hydrolyticky rozstépi 1 pmol
substratu za minutu. Méfeni probihalo na dvoupaprskovém spektrofotometru Shimadzu UV-
1601, ktery byl vybaven temperaci méficich kyvet. Chromogenni substrat NIPAB
o koncentraci 1 mmol-I" ve 100 mmoll1" fosfitovém pufru (pH 7,5) byl vytemperovan
na teplotu 37 °C ptimo ve spektrofotometru v Iem kyveté. Po 3 minutach temperace byl
do kyvety pfipipetovan métfeny vzorek, ktery svym objemem nepiesahoval 5 % objemu
substratu. Kyveta byla shora uzaviena a promichéna né€kolikandsobnym pievracenim. Poté
byla kyveta co nejrychleji vracena do spektrofotometru a bylo provedeno kinetické méteni pti
A=405 nm po dobu 3 minut. Po skon&eni mé&feni spektrofotometr vypogital smérnici 44*?.
Enzymova aktivita byla pocitdna podle vzorce ¢. 3.2, kde fedéni znamena fedéni vzorku

substratem v kyvet¢.

aktivita = aA*/9,09-fedéni [U-ml'] (3.2)

3.2.9 SDS-PAGE elektroforéza

Cistota purifikovaného enzymu a velikost podjednotek enzymu byla v priibdhu purifikace
kontrolovdana pomoci SDS elektroforézy v 12% polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)
(Laemmli et al. 1970). Zatizeni Miniprotean II (Bio-Rad) bylo pouzito dle navodu vyrobce.
Mezi skla byl nejprve nalit 12% isokraticky separac¢ni gel (viz dale) a prevrstven H,O.
Po zpolymerovani separacniho gelu byla H,O odstranéna a vznikly prostor byl vyplnén 5%
zaostfovacim gelem, do kterého byly umistény hiebeny tvarujici jamky. Po zpolymerovani
zaostfovaciho gelu byly hiebeny vyjmuty a vzniklé jamky byly proplachnuty pomoci H,O.
Poté byly gely umistény do elektroforetické vany a elektrodové prostory byly vyplnény
elektrodovym pufrem. Bilkovinné vzorky zjednotlivych stadii purifikace byly smichany
s redukujicim vzorkovacim pufrem v poméru: 4 dily vzorku + 1 dil vzorkovaciho pufru
(5% koncentrovany). Poté byly vzorky kratce povatfeny a po zchladnuti naneseny do jamek
gelu. Do krajni jamky byl nanesen standard molekulovych hmotnosti (Perfect Protein™
Markers 10-225 kDa) pro odhad hmotnosti jednotlivych slozek. Elektroforéza probihala pii
napéti 100 V, dokud bromfenolovd modf ze vzorkovaciho pufru nedosahla spodniho okraje
separacniho gelu. Poté byla elektroforéza zastavena, gely byly vyjmuty z prostoru mezi skly

a umistény do barviciho roztoku. Po asi 20 minutach barveni za pomalého michani byly gely
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premistény do odbarvovaciho roztoku. Odbarvovaci roztok byl nékolikrat vyménén.

Po odbarveni byly gely usuSeny v rdmecku mezi dvémi celofanovymi foliemi.

Priprava 12% separacniho gelu (10 ml):

H,O 3,3 ml
30% (w/v) akrylamid (29% akrylamid + 1% bis-akrylamid) 4,0 ml
1,5 mol-l”! pufr TRIS-HCI (pH 8,8) 2,5 ml
10% (w/v) SDS 0,1 ml
10% (w/v) persiran amonny 0,1 ml
TEMED 4 ul

Piiprava 5% zaostiovaciho gelu (4 ml):

H,O 2,7 ml
30% (w/v) akrylamid (29% akrylamid + 1% bis-akrylamid) 0,67 ml
1,0 mol'l"" pufr TRIS-HCI (pH 6.8) 0,5 ml
10% (w/v) SDS 40 pl
10% (w/v) persiran amonny 40 ul
TEMED 4 ul

SloZeni 5% koncentrovaného vzorkovaciho pufru:
5% (w/v) SDS, 25% (v/v) merkaptoethanol, 50% (w/v) glycerol, 0,1% (w/v) bromfenolova
modf, 50 mmol-I"" TRIS-HCI (pH 6,8)

Elektrodovy pufr:
25 mmol-1”! TRIS, 192 mmol-l”! glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3

Barvici roztok:

0,25% (w/v) Coomassie Briliant Blue R250, 45% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octova

Odbarvovaci roztok:

25% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octova
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3.2.10 Izoelektricka fokusace

Izoelektrickd fokusace (Laas 1998) byla modifikovana a byla pouzita pro urceni
izoelektrického bodu enzymu. Gel o velikosti cca 4x7,5 cm byl pfipraven v nalévacim
stojanku zafizeni Miniprotean II (Bio-Rad). Na vétsi sklo byla za mokra umisténa podptrna
folie Gel-Fix tak, aby pfesn¢ licovala se spodnim okrajem skla. Druhé, mensi sklo bylo
osetfeno pripravkem PlusOne Repel-Silane ES pro snazsi odd¢leni skla od gelu. Roztok pro
ptipravu 6% gelu pro IEF (viz nize) byl po namichéani diikkladné odvzdusnén, poté byl piidan
persiran a TEMED, nalit mezi skla a pfevrstven petrolejem. Po zpolymerovani byl gel vyjmut
ze skel a zastfihnut tak, aby na podélnych stranach licoval s podpirnou folii. Takto upraveny
gel byl umistén na horizontalni vodou chlazenou elektroforézu Bio-Rad, pficemz mezi
elektroforézou a podpurnou f6lii byla dana kapka petroleje pro lepsi pienos tepla.
Do katodového prostoru byl nalit roztok 1 mol-I”" NaOH a do anodového prostoru byl nalit
roztok 1 mol-I"" H3PO,. Gel byl z obou stran spojen s elektrodovymi prostory pomoci pruhi
filtraéniho papiru namocenych v elektrodovych pufrech. Cely vnitiek zafizeni byl pomalu
proplachovan dusikem, aby se zabranilo kontaktu CO; s povrchem gelu v pribéhu fokusace.
Pted nanesenim vzorkl byl aparat pfipojen ke zdroji napéti (20 min., 400 V), aby amfolyty
ptitomné v gelu vytvoftily gradient pH v rozsahu hodnot piiblizn¢ 3-10. Poté bylo zafizeni
kratce otevieno a piiblizn¢ uprostied gelu byly vedle sebe umistény malé kousky filtraéniho
papiru (cca 5%5 mm) pro naneseni vzorkl a standardu pl (IEF Markers 3-10). Po naneseni
vzorkll bylo napéti postupné zvySovano dle nasledujiciho programu: 20 min. — 350 V, 60 min.
— 1125 V, 30 min. — 1500 V. Po skonceni fokusace byl gel fixovan 20 min. ve 20% (w/v)
trichloroctové kyselin€, 3% promyvan po 30 min. v odbarvovacim roztoku (slozeni viz kap.

3.2.9) a dale barven a odbarvovan jako v ptipadé SDS-PAGE (kap. 3.2.9).

Priprava 6% gelu pro IEF (6,7 ml):

H,O 4.4 ml
30% (w/v) akrylamid (29% akrylamid + 1% bis-akrylamid) 1,33 ml
Pharmalyte 3-10 0,33 ml
glycerol 0,67 g

ditkladné odvzdusnéno a dale pridano:
10% (w/v) persiran amonny 20 ul

TEMED 4 ul
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3.2.11 Nativni-PAGE elektroforéza v kyselém prostiedi

Kromé SDS-PAGE celektroforézy byla cistota enzymového roztoku ovéfovana i1 nativni
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu. Jelikoz izoelektricky bod purifikovaného enzymu
lezi kolem pl 8,2, byl zvolen systém obsahujici kysely separacni pufr (pH 4,3) umoziujici
separovat bazické proteiny (Reisfeld et al. 1962). Nativni elektroforéza byla provedena
podobné jako SDS-PAGE (kap. 3.2.9) s tim rozdilem, ze pufry mély jiné slozeni, vzorek
nebyl denaturovan a polarita elektrod byla opacna. Separacni gel obsahoval misto persiranu

riboflavin, proto byla polymerace zahdjena intenzivnim osvicenim UV lampou.

Priprava 7,5% separacniho gelu (10 ml):

H,O 4,94ml
30% (w/v) akrylamid (29% akrylamid + 1% bis-akrylamid) 2,5ml
1,5 mol-I"! acetatovy pufr (pH 4,3) 2,5ml
riboflavin (4 mg'ml'1 H,0) 40ul
TEMED 16ul

Priprava 5% zaostfovaciho gelu (3 ml):

H,O 2,1ml
30% (w/v) akrylamid (29% akrylamid + 1% bis-akrylamid) 0,5ml
0,5 mol-I"' acetatovy pufr (pH 6,8) 0,38ml
10% (w/v) persiran amonny 30ul
TEMED Sul

SloZeni 5x koncentrovaného vzorkovaciho pufru:

50% (w/v) glycerol, 0,5 mol-I" acetatovy pufr (pH 6,8)

Elektrodovy pufr:

31,2 gI"" B-alaninu, upraveno pomoci kyseliny octové na pH 4,5
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3.2.12 Stanoveni molekulové hmotnosti enzymu metodou hmotnostni spektrometrie

MALDI-TOF

Ptesné molekulové hmotnosti podjednotek enzymu PGA byly stanoveny pomoci hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionisation reflectron time-of-
flight) na pfistroji BIFLEX (Bruker-Frazen, Germany). Méfeni bylo provedeno v Laboratofi
charakterizace molekularni struktury v . MBU AVCR, kam byl pfedan roztok PGA
po dikladné dialyze proti 1% kyseliné octové (dialyzacni roztok byl 5x vyménén).
Hmotnostni spektrometr byl pfedem kalibrovan na [M+H]", [M+2H]*" a [2M+H]" ionty

proteinu lysozymu (Sigma).

3.2.13 Stanoveni interni aminokyselinové sekvence

Interni aminokyselinové sekvence zpodjednotky o 1 P byly =ziskdny hmotnostnim

spektrometrem s iontovou pasti LCQP*“*

(Termo-Quest, USA) vybavenym nanoelektro-
sprayovym zdrojem iontl. VesSkeré méteni a interpretace dat byla provadéna v Laboratofi
charakterizace molekularni struktury v . MBU AVCR. Proteinové vzorky byly ziskany
vyfiznutim malého kousku gelu po rozdéleni podjednotek SDS-PAGE elektroforézou. Gel
obsahujici analyzovany protein byl rozpustén a protein byl Stipan trypsinem (sequencing
grade, Sigma). Vzorky trypsinovych S$tépti byly analyzovany a ziskand data byla

interpretovana manualné.

3.2.14 Stanoveni N-koncové aminokyselinové sekvence Edmanovym Stépenim

K uréeni N-koncovych aminokyselinovych sekvenci bylo nejprve potieba rozdélit molekuly
PGA na podjednotky a a B za denaturacnich podminek. K roztoku purifikované PGA byla
pfidana mocovina na vyslednou koncentraci 8,8 mol-l”’ a roztok byl inkubovéan pfes noc
za laboratorni teploty. Roztok byl nésledné zahustén ultrafiltraci (Amicon, membrana YMI10,
cut-off 10 kDa) na objem pfiblizn€¢ 1 ml. Zahustény roztok denaturované PGA byl nanesen
na kolonu Superdex 200 (16x700 mm), kterd byla ekvilibrovdna 300 ml mobilni faze
(50 mmol-1" fosfatovy pufr, 8,8 mol-l" mocovina, pH 7,0). Pratok mobilni faze kolonou byl
nastaven na 1 ml-min”', pfi¢emz byly jimany 2ml frakce. Vybrané frakce obsahujici o a f
podjednotky byly oddélen¢ spojeny, zahustény pomoci ultrafiltrace, dialyzovany proti 1%

kyselin¢ octové a lyofilizovany. Takto pfipravené vzorky a a B-podjednotek byly predany
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do Laboratofe architektury proteintt v MBU AVCR, kde probihalo sekvenovani. Vzorky byly
rozpus$tény pomoci roztoku 0,1% (w/v) trifluoroctové kyseliny v 10% (v/v) acetonitrilu a byly
naneseny na membranu Protein Support (Beckman). Membrana s analyzovanym proteinem
byla umisténa do reakéniho zasobniku pfistroje Protein Sequencer LF3600D (Beckman)

a protein byl podroben automatické Edmanové degradaci.

3.2.15 Stanoveni substratové specifity enzymu

Hydrolyticka aktivita enzymu PGA byla testovdna s pouzitim vybranych pfirodnich
a semisyntetickych  substratl:  penicilin G, penicilin V, cefalosporin C, deacetoxy-
cefalosporin G, deacetoxycefalosporin V, ampicilin, amoxicilin a cefalexin. Princip stanoveni
spoc¢iva v kolorimetrické detekci produktd: 6-aminopenicilanové kyseliny (6-APA), 7-
aminocefalosporanové kyseliny (7-ACA), 7-aminodeacetoxycefalosporanové kyseliny (7-
ADCA), které vznikaji enzymovou hydrolyzou substrati pomoci PGA (Balasingham et al.
1972). Tyto hydrolytické produkty substrati reaguji s p-dimethylaminobenzaldehydem
(DAB) za vzniku zlutého produktu, jehoz absorbance je pfimo imérna mnozstvi rozstépeného

substratu (obr. 3.1).

4
0} ~—N CH3
COOH ]

COOH
G-APA barevny produkt

H3C, s
N COH + H2N—*'/ CHs 0 _ H& S
HaC —=» N C=N— CH,
_N CH3

DAB

Obr. 3.1: Schéma reakce 6-APA s p-dimethylaminobenzaldehydem

Enzymova hydrolyza riiznych substratii o koncentraci 0,5 % (w/v) v 0,1 mol-I" fosfatovém
pufru (pH 7,5) probihala pfi teploté¢ 37 °C. Hydrolytickd reakce byla zahdjena piidavkem
PGA (vysledna aktivita PGA v reakéni smési byla cca 0,5 U'ml”, méfeno se substratem
penicilin G). V pravidelnych casovych intervalech byly zreakéni smési odebirany vzorky
(25 pl) do jamek mikrotitracni desticky se 150 pl stopovaci smési (2 dily 20% kyseliny
octové + 1 dil 50 mmol-I" NaOH). Po skonéeni viech odbérii byla chromogenni reakce
vyvolana ptidavkem 25 pl roztoku DAB (0,5 g p-dimethylaminobenzaldehydu ve 100 ml
methanolu) do kazdé jamky. Po 15 min. inkubace za laboratorni teploty byla odectena

absorbance jamek pomoci ELISA readeru pii A=415 nm. Kolorimetrickd metoda byla
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kalibrovéana na -laktamové produkty enzymové hydrolyzy testovanych substrati (6-APA, 7-
ACA, 7-ADCA).

3.2.16 Stanoveni koncentrace penicilini a cefalosporinit na HPLC

Stanoveni koncentrace penicilin, cefalosporinii, prekurzort a jejich hydrolytickych produkta
v reakénich smésich bylo provadéno pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) na reverzni fazi. Touto metodou byly sledovany priibéhy hydrolytickych nebo
syntetickych enzymovych reakci. Namétené koncentrace slouzily taktéz k vypoctu enzymové

aktivity.

Konfigurace pristroje

Kapalinovy chromatograf Dionex Summit byl vybaven pumpou s kvarternim nizkotlakym
gradientem, temperovanym bezztratovym autosamplerem, temperovanym boxem pro kolony,
diode-array detektorem a jimacem frakci. Chromatografickéd data byla zpracovana softwarem
Chromeleon 6, ktery soucasné slouzil k ovladani pfistroje. Déleni smési bylo provadéno
na kolon¢ s reverzni fazi LiChrospher® 100 RP-18 (Merck) s velikosti ¢astic 5 um. Velikost
pouzité kolony byla 4x125 mm. Pfed kolonou byla napojena mald ochranna ptredkolonka
obsahujici shodnou napln. Pfiprava vzorku spocivala v jeho vhodném nafedéni do mobilni

faze a odstfedéni nerozpustnych necistot pii 15000xg. HPLC analyzy probihaly za téchto

podminek:

prutok mobilni faze F=0,75 ml'min”’
teplota kolony T=40°C
detekce pii vinové délce A=225nm
objem nasttiku V=10l

SloZeni mobilni faze:

KH,PO4 0,26 g
Na,HPO, - 12H,0 0,80 g
H,0 500 ml
methanol 300 ml
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Po rozpusténi soli byl pufr (pH 7,2 bez Upravy) piefiltrovan pfes celulosovou membranu
(Millipore, 0.45 um) a kratce odvzdusnén pomoci vodni vyvévy. Poté byl pfidan methanol
(HPLC grade). Diisledné odvzduSnéni mobilni faze nebylo nutné, nebot’ ptistroj byl vybaven

zabudovanym odvzduSiiovacem.

Koncentrace jednotlivych slozek reakéni smési byly pocitany z ploch odpovidajicich pikt

podle vzorce €. 3.3,

c=S-d/k (3.3)

kde ¢ je koncentrace latky, S je plocha piku, d je ziedovaci faktor a kje prepocitavaci
koeficient. Prepocitavaci koeficient k byl stanoven experimentalné pro kazdou sledovanou
latku. Kalibrace byla provedena pfistrojem automaticky tak, ze do autosampleru byl umistén
standard o zndmé koncentraci, autosampler nanesl piesné riznd mnozstvi vzorku a z velikosti

piki byl automaticky spocitan ptepocitavaci koeficient.

3.2.17 Titracni stanoveni poctu aktivnich center enzymu

Stanoveni poctu aktivnich center purifikovaného enzymu bylo provadéno titraci inhibitorem
fenylmethylsulfonyl fluoridem (PMSF), ktery je znam jako ucinny inhibitor serinovych
proteas. Na zaklad¢ podobnosti aktivnich center serinovych proteas a penicilin-G-acylas byla
vypracovana a publikovéana titraéni metoda stanoveni (Svedas et al. 1977). Princip metody
spoc¢iva v ireverzibilni vazbé PMSF na hydroxylovou skupinu serinu ¢islo 1 B-podjednotky,
ktery se piimo ulastni katalytické reakce. Pro titraci PGA byl pfipraven zasobni 10 mmol-I"
roztok PMSF v 2-propanolu, ktery byl skladovan pfti teplot¢ -20 °C po dobu maximalné
1 tydne. Pted titraci byl zasobni roztok PMSF 10000x natfedén do H,O (2% stondsobné fedéni)
na 1 pmoll" koncentraci. Roztok PGA o znamé aktivitd (kolem 1 U-ml™") ve fosfatovém
pufru (50 mmol1" fosfat, 150 mmol-l" NaCl, pH 7,0) byl rozpipetovan po 100 pul do
polypropylenovych mikrozkumavek. Nésledné bylo do kazdé mikrozkumavky za intenzivniho
michani pfidano 0-50 pl 1 pmolI" titraéniho roztoku PMSF a vysledny objem
v mikrozkumavce byl doplnén fosfatovym pufrem na objem 200 pl. Vzorky byly inkubovany
za laboratorni teploty po dobu 20 min. a poté byla zmétena zbytkova aktivita PGA. Zbytkova
aktivita PGA byla vynesena do grafu v zavislosti na pfidaném latkovém mnozstvi PMSF.

ProloZenim naméfenych bodl bylo stanoveno latkové mnozstvi PMSF, pfi kterém zbytkova
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aktivita PGA pravé klesla na nulovou hodnotu. Toto latkové mnozstvi PMSF se rovnalo
mnozstvi aktivnich center enzymu v mikrozkumavce. Z hodnoty koncentrace aktivnich center
enzymu a znamé aktivity enzymu byla poitana katalyticka konstanta enzymu key [s'] pro
ruzné substraty, ktera vyjadiovala, kolik molekul substratu rozstépila jedna molekula enzymu

za sekundu.

3.2.18 Stanoveni kinetickych parametrii hydrolytickych reakci

Meéfieni kinetickych parametrt PGA pro hydrolyzu raznych substatt (penicilin G, penicilin V,
deacetoxycefalosporin G, deacetoxycefalosporin V, ampicilin, amoxicilin a cefalexin) bylo
kvili moznosti srovnani s jinymi publikovanymi enzymy provadéno pii teploté¢ 25 °C
av 0,1 mollI" fosfatovém pufru pH 7,5. Konstanty Michaelise-Mentenové (K,,) a limitni
rychlosti (V) hydrolytickych reakci pro jednotlivé substraty byly spocitany z pocatecnich
enzymovych rychlosti, méfenych za rtznych koncentraci substratu, pomoci pocitacového
programu Enzfitter a zaroven 1 pomoci dvojnasobného reciprokého vynosu podle Lineweaver-
Burka. Program Enzfitter pracoval na principu postupnych numerickych aproximaci
kinetickych parametri (K,,, Vim) tak, aby rovnice Michaelise-Mentenové (3.4) prochazela
naméfenymi body sco nejmensi odchylkou. V rovnici €. 3.4 parametr [S] piedstavoval

koncentraci substratu a v predstavoval poc¢atecni rychlost reakce.

V tim: [S ]
V==——FF—7=
Knt[S] 64
Dvojnasobny reciproky vynos podle Lineweaver-Burka (L-B vynos) byl také pouzit pro
ziskani kinetickych parametri z naméfenych dat bez pouziti programu Enzfitter. L-B vynos

umozioval ziskat kinetické parametry pomoci linearizované formy rovnice Michaelise-

Mentenové (3.5).

l_ Km. 1 N 1
v Viim [S] V 1im (33)

Me¢fteni pocatenich enzymovych reakci pomoci HPLC bylo provadéno nasledovné: 1 ml

substratu o koncentraci 1 pmol-I! az 15 mmol'l" v 0,1 mol-I" fosfatovém pufru pH 7.5
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v mikrozkumavce byl vytemperovan ve vodni ldzni na 25°C. Poté byl k substratu
pripipetovan enzym PGA (10 pl roztoku PGA o aktivité pfiblizné 0,5 U-ml™). V pravidelnych
¢asovych intervalech byly z reakéni smési odebirany 100ul vzorky do 100 pl stopovaci smési
(0,5% roztok SDS v methanolu). Nakonec byly vzorky odstfedény a analyzovany pomoci
HPLC na obsah reakénich slozek (kap. 3.2.16). Z asové zavislosti Ubytku substratu ¢i
ptirtistku produktu byla spogitana rychlost enzymové reakce (U-ml"). Jedna jednotka (1 U)
enzymové¢ aktivity PGA byla definovana jako mnozstvi enzymu, které hydrolyticky rozstépilo

1 umol substratu za minutu za uvedenych reakénich podminek.

3.2.19 Modelové syntézy semisyntetickych [-laktamovych antibiotik

Modelové syntézy byly provadény v malém bioreaktoru, ktery byl sestaven z dvouplastové
sklenéné cely o objemu 10 ml, ktera byla temperovana na pozadovanou teplotu pomoci
externi vodni lazn€. pH smési bylo automaticky korigovano pomoci automatického titratoru
Radiometer. Michéni reakéni smési bylo zajiSténo svrchu pomoci stojanové michacky
s upnutym michadlem. Pfed spusténim syntézy byly reakéni komponenty rozpustény v 5 ml
10 mmol‘1"" fosfatového pufru piimo v bioreaktoru. Po vytemperovani smési na pozadovanou
teplotu a tipravé pH byla reakce zahajena pridavkem enzymu. Mnozstvi ptidaného enzymu se
pohybovalo vrozmezi 0,1-12 U'ml” reakéni smédsi a zalezelo na vstupni koncentraci
reaktantl. V pravidelnych Casovych intervalech byly odebirdny z reakéni smési Sul vzorky,
které byly rozpousStény a nafedény do stopovaci smési (0,5% roztok SDS v methanolu).
Vzorky byly odstfedény a pribézné analyzovany pomoci HPLC na obsah reakénich slozek
(kap. 3.2.16). Synteticka reakce byla ukoncena poté, co koncentrace produktu dosahla

maxima a zacala opét klesat.
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4. Vysledky

4.1 Kultivace bakterialniho kmene Achromobacter sp. CCM 4824

Potiebné mnozstvi biomasy bakterialniho kmene Achromobacter sp. CCM 4824 bylo
piipraveno kultivaci v 10litrovém bioreaktoru Biostat MD. Celkem bylo uskute¢néno
5 kultivaci. Naésledujici udaje reprezentuji ukazkovou kultivaci bakteridlniho kmene
Achromobacter sp. CCM 4824, jejimz cilem bylo ziskat maximum biomasy s vysokou
specifickou aktivitou PGA. Tato metoda kultivace byla optimalizovana v Laboratofi
enzymovych technologii v MBU AVCR a osvédéila se i pro jiné bakteridlni kmeny

produkujici PGA (kap. 3.2.1)

Ze zmrazené konzervy bakteridlniho kmene Achromobacter sp. CCM 4824 byl zaockovan
Sikmy agar (pevnd puda LB), ze kter¢ho byly poté zaoCkovany 4 inokula¢ni banky obsahujici
po 50 ml kompletniho média (LB médium doplnéné FOK). Banky byly 12 hodin kultivovany
na orbitdlni tfepacce pfi teploté 28 °C. Bioreaktor, ktery obsahoval 8 1 sterilniho produkéniho
kultiva¢niho média (PM), byl zaockovan 200 ml narostlého inokula ze 4 banck. Behem

kultivace, kterd zpravidla trvala 24 hodin, byly udrzovany tyto podminky:

e teplota 28 °C

e pH 7,6

e pO; 15 %

e pocatecni rychlost michani 300 rpm
e priatok vzduchu 4 'min”

Béhem kultivace byly kazdou hodinu odebirdny vzorky na stanoveni optické density

suspenze, stanoveni susiny, stanoveni aktivity PGA a koncentrace fenyloctové kyseliny.

Na obr. 4.1 je zndzornén prubéh koncentrace rozpuSténého kysliku (pO,), pH a otacek
michadla (rpm). Z prib&hu kultivace je patrné, Ze saturacni koncentrace rozpusténého kysliku
klesala az na hodnotu 10 %. Poté¢ byla hodnota pO, v médiu udrzovéna na 15 % postupnym
zvySovanim rychlosti michani (300 az 580 rpm). Hodnota pH byla automaticky udrzovéana

na hodnoté 7,6.

43



Na obr. 4.2 je uveden graf pribéhu hodnot optické density suspenze bun¢k (OD) a zbytkové
koncentrace fenyloctové kyseliny (FOK), kterd slouZzila jako induktor exprese enzymu PGA.
Koncentrace biomasy postupné stoupala az do 24. hodiny kultivace, kdy dosdhla maxima (OD
= 16,5). Koncentrace induktoru (FOK), pribézn¢ monitorovand stanovenim na HPLC,
postupné klesala, nebot’ byla bunkkami vyuzivéana také jako jako zdroj uhliku a energie. V 17.
a 21. hoding kultivace, kdy koncentrace FOK klesla na nulu, byla FOK opakovan¢ pfidana do
bioreaktoru (2x160 ml 20% roztoku FOK).

Na obr. 4.3 jsou uvedeny hodnoty naméfené susSiny a specifické aktivity PGA. Nejvyssi
hodnoty suSiny bylo dosazeno v 25.hodin¢ kultivace, kdy byla v odebraném vzorku
stanovena hodnota suiiny 8,66 g1"'. Specificka aktivita PGA byla méfena se substratem
penicilin G po dezintegraci bunék ve vzorku. Namétené hodnoty specifické aktivity jsou
pouze orientacni, nebot’ mefeni aktivity PGA v odebranych vzorcich bylo zatizeno velkou

chybou zptisobenou méfenim nizkych aktivit v dezintegrované biomase.

Specificka rtstova rychlost bun¢k (p) byla vypoctena z priibéhu exponencialni faze rastu
kultury. Na obr. 4.4 jsou vyneseny logaritmické hodnoty optické density suspenze bunck
(InOD) v ¢ase. Hodnoty pro casovy interval 3. — 11. hodina kultivace byly prolozeny
pfimkou, pficemzZ byla spocitana jeji smérnice. Smérnice piimky je v tomto pifipadé rovna

specifické riistové rychlosti (p), nebot’ plati vzorec 4.1.

i = (InOD, — InODy) / t, (4.1)

Specificka ristova rychlost kultury mikroorganismu Achromobacter sp. CCM 4824 v pribéhu
exponencialni faze ristu byla: p= 0,355 hod™.

Z typické kultivace bylo celkem ziskano 65 g suché hmoty biomasy o specifické aktivit¢ PGA

19 U-g" susiny. Odstfedéna biomasa (susina = 21 %) byla zamraZena a uchovavana pii

teploté -20 °C pro dalsi zpracovani.
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Obr. 4.1: Pribéh hodnot pO,, pH a rpm pfi kultivaci kmene Achromobacter sp. CCM 4824

v bioreaktoru.
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Obr. 4.2: Prabeh opticke density bunck (OD) a koncentrace FOK pfi kultivaci kmene
Achromobacter sp. CCM 4824 v bioreaktoru. Sipky oznacuji davku FOK.
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Obr. 4.3: Pribeh hodnot suSiny biomasy a specifické aktivity PGA pfi kultivaci kmene
Achromobacter sp. CCM 4824 v bioreaktoru.
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Obr. 4.4: Stanoveni ristové rychlosti bunék v exponencialni fazi ristu semilogaritmickym
vynesenim hodnot OD.

46



4.2 Izolace PGA z biomasy kmene Achromobacter sp. CCM 4824

V prabéhu doktorského studia byla postupné optimalizovana metoda izolace periplasmatické
penicilin G acylasy produkované kmenem Achromobacter sp. CCM 4824. Metoda se skladala
z péti hlavnich purifika¢nich krokt. Nasledujici vysledky reprezentuji typickou izolaci PGA.

4.2.1 Desintegrace bunék (krok 1)

34 g zmrazené bunécné biomasy (susina 21 %) bylo rozmrazeno a nafedéno na obsah susiny
cca 5 %. Nafedénd biomasa byla podrobena opakované desintegraci. Bunécny detrit byl
odstranén centrifugaci a ziskany extrakt (celkovy objem 91,5ml) byl okamzit¢ dale
zpracovavan. Tato a vSechny nasledujici operace byly provadény za chladu a co nejrychleji,

ve snaze co nejvice eliminovat potencialni u¢inek proteolytickych enzymn.

4.2.2 SraZeni PGA pomoci siranu amonného (krok 2)

Z obr. 4.5 je patrné, Ze nejvetsi podil PGA se srazel pfi relativnim nasyceni siranem amonnym
40 — 50 %. Kvuili vyssimu vytézku PGA byla standardné zpracovavédna proteinova frakce

v rozmezi 35 — 55 % relativniho nasyceni.

50
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o
~ 30
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=
S 10
e
0

30-40 40-50 50-60 60-70
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Obr. 4.5: Srazeni PGA pomoci siranu amonného. Hodnota aktivity po desintegraci
v bezbunécéném extraktu je rovna 100 %.
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Postup byl takovy, Ze chlazeny enzymovy extrakt byl nejprve nasycen siranem amonnym na
koncentraci 35% relativniho nasyceni. Na nasyceni 91,5 ml extraktu bylo postupné ptidano

(po kapkach) 49,3 ml nasyceného roztoku siranu amonného.

Srazené proteiny byly odstranény centrifugaci a v enzymovém extraktu byla dale zvySena
relativni koncentrace nasyceni na 55 %. Na nasyceni 139 ml extraktu o relativni koncentraci
35 % na koncentraci 55 % bylo postupné ptidano (po kapkach) 61,7 ml roztoku nasyceného

siranu amonného.

SraZzenina vznikla pfi nasyceni z35 % na 55 % byla odstfedéna, peleta byla rozpusSténa
v 10 ml fosfatového pufru a byla pres noc dialyzovana proti 20 mmol-I" fosfatovému pufru

(pH 6,0).

4.2.3 Prvni ionexovda chromatografie na katexu Fractogel COO" (krok 3)

Dialyzovana proteinova frakce (10 ml) ziskand vysrazenim enzymového extraktu pomoci
siranu amonného v predchozim kroku byla rozdélena pomoci ionexové chromatografie (20ml
chromatografickd kolona obsahujici Fractogel COO"). Startovni i elu¢ni pufr mél hodnotu
pH 6,0. Tato hodnota se ukazala jako idealni pro prvni ionexovou chromatografii, nebot’ pl
izolovaného enzymu bylo 8,0-8,2, a tudiz bylo zajisténo u¢inné vychytani enzymu ze smési
balastnich bilkovin. Frakce, které byly eluovany z kolony pomoci gradientu koncentrace soli,
byly otestovany na pfitomnost aktivity PGA. V aktivnich frakcich byla zméfena aktivita PGA
pomoci substratu NIPAB a stanovena koncentrace proteinl. Zaznam chromatografie je

uveden na obr. 4.6 a bilance vytézku aktivity je uvedena v tab. 4.1.

4.2.4 Druhd ionexova chromatografie na katexu Fractogel COO" (krok 4)

Druhéd ionexova chromatografie byla provedena na stejné koloné jako prvni ionexova
chromatografie, ale zménou pH pouzitych pufri z 6,0 na 7,0, tj. blize k pI izolované¢ho
enzymu, doslo k jemnéj$imu déleni jednotlivych slozek. Vybrané aktivni frakce (14 a 15)
z prvni ionexové chromatografie (viz obr. 4.6) byly spojeny, nafedény 4x pomoci H,O a pH
bylo upraveno na 7,0. Upravena smés frakci byla nanesena na kolonu. Po promyti kolony
byly jednotlivé slozky eluovany pomoci gradientu koncentrace soli. VSechny frakce byly

otestovany na pfitomnost aktivity PGA. V aktivnich frakcich byla zméfena aktivita PGA
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pomoci substrdtu NIPAB a stanovena koncentrace proteinti. Zaznam chromatografie je

uveden na obr. 4.7 a bilance vytézku aktivity je uvedena v tab. 4.2.

4.2.5 Gelova filtrace (krok 5)

Vybrané aktivni frakce (28-33) z druhé ionexové chromatografie (viz obr. 4.7) byly slity
a zahu$tény pomoci ultrafiltracniho zafizeni na objem piiblizné¢ 1 ml. Zahustény roztok PGA
byl nanesen na gelovou kolonu naplnénou nosi¢em Superdex 200, ktera byla predem
ekvilibrovana mobilni fazi. Po skonCeni chromatografie byly vSechny frakce otestovany na
pfitomnost aktivity PGA. V aktivnich frakcich byla zmé&fena aktivita PGA (substrat NIPAB)
a koncentrace proteint. Pribéh gelové filtrace je uveden na obr. 4.8 a bilance aktivity je

uvedena v tab. 4.3.

4.2.6 Uchovani purifikované PGA

Vybrané frakce z gelové filtrace (49-52, viz obr. 4.8) obsahujici purifikovanou PGA byly slity
a zahustény na finalni objem 1,2 ml (akt. 7,9 U-ml™). Zahu§tény roztok PGA byl rozdélen na
malé podily, které byly zamrazeny pfi teploté¢ —70 °C pro dalsi pouziti.
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1. ionexova chromatografie

Kolona: Fractogel COO™ (16x100 mm)
Pufr A: 20 mmol-I"* fosfat (pH 6,0)
Pufr B: pufr A + 1 mol-I" KCI (pH 6,0)
Pratok: 2 ml'min’

Gradient: A — 25 % B (ve 120 min.)
Frakce: 10 mi

Obr. 4.6: Zaznam 1. ionexové chromatografie na katexu Fractogel COO’. Podminky
chromatografie jsou uvedeny v pravém hornim ramecku. Frakce pouzité v dalSim
purifika¢nim kroku jsou vyznacené prerusovanymi ¢arami.

Tabulka 4.1: Naméfené hodnoty aktivit PGA (A), koncentrace proteinil (Cprot) a specifickych
aktivit PGA (SA) v jednotlivych frakcich 1. ionexové chromatografie.

frakce ret. ¢as A Gt SA objem | celk. prot. | celkova A | bilance A

(min.) | (Uml") | (mgml™ | (Umg” prot.) | (ml) (mg) (V) (%)

nastfik - 3,70 3,733 0,99 11,5 42,93 42,55 100,0
propad - 0,028 - - 80 - 2,24 5,3
13 65 0,085 0,050 1,69 10 0,50 0,85 2,0
14 70 1,116 0,092 12,14 10 0,92 11,16 26,2
15 75 1,003 0,077 12,97 10 0,77 10,03 23,6
16 80 0,134 0,039 3,42 10 0,39 1,34 3,2
suma: 1,69 21,19 49,8
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2. ionexova chromatografie

Kolona:

Pufr A:
Pufr B:

Pratok:

Gradient:

Frakce:

Fractogel COO™ (16x100 mm)

20 mmol-I"* fosfat (pH 7,0)
pufr A + 1 mol-I" KCI (pH 7,0)

2 ml-min™

A —14.% B (ve 120 min.)

4 ml

Obr. 4.7: Zéaznam 2. ionexové chromatografie na katexu Fractogel COO". Podminky
chromatografie jsou uvedeny v pravém hornim ramecku. Frakce pouzité v dal$im
purifikacnim kroku jsou vyznacené pferusovanymi ¢arami.

Tabulka 4.2: Naméfené hodnoty aktivit PGA (A), koncentrace proteinil (Cpro) a specifickych
aktivit PGA (SA) v jednotlivych frakcich 2. ionexové chromatografie.
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frakce ret. ¢as A Gamiat SA objem | celk. prot. | celkova A | bilance A
(min.) | (Uml") | (mgml™) | (Umg” prot.) | (ml) (mg) (V) (%)
nastrik - 0,249 0,021 11,86 80 1,68 19,92 100,0
propad - 0,000 - - 135 - - -
27 54 0,162 0,030 5,33 4 0,12 0,65 3,3
28 56 0,572 0,025 23,15 4 0,10 2,29 11,5
29 58 1,127 0,036 31,57 4 0,14 4,51 22,6
30 60 1,169 0,036 32,63 4 0,14 4,68 23,5
31 62 0,822 0,027 30,65 4 0,11 3,29 16,5
32 64 0,735 0,027 27,28 4 0,11 2,94 14,8
33 66 0,319 0,010 31,57 4 0,04 1,28 6,4
34 68 0,144 0,026 5,65 4 0,10 0,58 29
suma: 0,64 18,98 95,3
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Gelova filtrace

Kolona:

Mobilni faze:

Pratok:

Frakce:

Superdex 200 (16x780 mm)

50 mmol-I"* fosfat (pH 7,0)
+ 150 mmol-I" KCl

1 mlmin”’

2mil

Obr. 4.8: Zaznam gelové filtrace. Podminky chromatografie jsou uvedeny v pravém hornim
ramecku. Frakce eluatu, které byly spojeny, jsou vyznacené pieruSovanymi Carami.

Tabulka 4.3: Namétené hodnoty aktivit PGA (A), koncentrace proteinl (cpror) a specifickych
aktivit PGA (SA) v jednotlivych frakcich gelové filtrace.

frakce ret. ¢as A Gt SA objem | celk. prot. | celkova A | bilance A

(min.) | (Uml") | (mgml™) | (Umg" prot.) | (ml) (mg) (9)) (%)

nastrik - 21,51 0,738 29,15 0,8 0,59 17,20 100,0
48 96 0,091 0,005 18,55 2 0,01 0,18 1,1
49 98 0,962 0,033 29,20 2 0,07 1,92 11,2
50 100 1,941 0,062 31,06 2 0,12 3,88 22,6
51 102 1,610 0,051 31,42 2 0,10 3,22 18,7
52 104 0,993 0,033 29,96 2 0,07 1,99 11,5
53 106 0,353 0,020 17,63 2 0,04 0,71 4.1
54 108 0,155 0,011 14,57 2 0,02 0,31 1,8
55 110 0,108 0,008 14,37 2 0,02 0,22 1,3
suma: 0,36 11,01 64,0
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Shrnuti vysledku purifikace

Ze 34 g zamraZené bakteridlni biomasy kmene Achromobacter sp. CCM 4824 bylo do
zdanlivé homogenity vycisténo celkem 9,5 mg PGA. Vysledna bilance vSech purifikacnich
krok je uvedena v purifikaéni tabulce (tab. 4.4). Pribéh purifikace byl dokumentovan
analyzou jednotlivych kroki pomoci SDS-PAGE elektroforézy. (obr. 4.9).

Tabulka 4.4: Purifikacni tabulka — celkova bilance purifikace

celkova celkové mnoz. | specificka vytézek stupen
purifikaéni krok aktivita PGA protein( aktivita PGA | aktivity PGA precisténi
V) (mg) (U'mg™ prot.) (%)

dezintegrovana biomasa 105,3 1028 0,10 100 1

(NH4).SO, precipitat 50,0 49,2 1,02 47 10
dialyza 42,6 42,9 0,99 40 10
1. ionex. chromatografie 21,2 1,69 12,5 20 125
2. ionex. chromatografie 19,0 0,64 29,7 18 297
gelova filtrace 11,0 0,36 30,6 10 306
finalni zahusténi PGA 9,5 0,32 29,7 9 297

L -225kDa

=150kDa
- 100kDa
- 75kDa
T . —
=50kDa
)
< -35kDa
Cs
o _— — - 25kDa
O
“

Obr. 4.9: SDS-PAGE elektroforéza jednotlivych purifikac¢nich krokt. Popis drah je
nasledujici:

1 - hruby bunécny extrakt po desintegraci a odstiedeni (neredény)

2 - hruby bunécny extrakt po desintegraci a odstredeni (10x naredeny)

3 - po srdazeni siranem amonnym

4 - proteinovy extrakt po dialyze

5 - spojené aktivni frakce po prvni ionexové chromatografii

6 - spojené aktivni frakce po druhé ionexove chromatografii

7 - spojené aktivni frakce po gelové filtraci

8 - standard molekulovych hmotnosti
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4.3 Charakterizace PGA izolované z kmene Achromobacter sp. CCM 4824

4.3.1 Stanoveni priblizné molekulové hmotnosti nativni PGA pomoci gelové filtrace

Gelova kolona, kterd byla pouzivana pro zavérecny purifikacni krok PGA, byla kalibrovana
pomoci standardi molekulovych hmotnosti (tab. 4.5). Z elu¢nich objemt (Ve) jednotlivych
standardi (tab. 4.5) byly vypocteny distribucni koeficienty (Kav) dle rovnice 4.2, kde Vo je
objem mobilni faze mezi ¢asticemi gelu a je roven elu¢nimu objemu pro blue dextran, Vt je

celkovy objem kolony.
Kav = (Ve-Vo)/(Vt-Vo) (4.2)

Vynesenim Kav a MW do grafu (obr. 4.10) a proloZzenim bodl byla ziskéna logaritmické
rovnice, ze které¢ byla vypoctena ptibliznd molekulova hmotnost MW = 61,4 kDa nativniho
enzymu PGA. Vypoctend hodnota je pouze orientacni, nebot’ elu¢ni objem nezavisi jen na

MW, ale i na tvaru molekuly a pfipadné 1 na nezddouci afinité ke gelovému nosici v koloné.

Tabulka 4.5: Elu¢ni objemy (Ve) a vypoctené distribu¢ni koeficienty (Kav) jednotlivych
standardi a PGA.

vzorek MW (kDa) Ve (ml) Kav
ovalbumin 43 107,2 0,476
hovézi sérovy albumin 67 99,2 0,393
aldolasa 158 88,9 0,287
katalasa 232 87,6 0,273
ferritin 450 75,0 0,143
blue dextran 2000 61,2 0,000
PGA ? 101,3 0,415
0,5
o
04 | —>
0,3 -
>
NS
0,2 -
y=-0,1229Ln(x) +0,0211 @
0,1 R? = 0,9868
0,0 ‘ \o
10 100 1000 10000

MW (kDa)

Obr. 4.10: Stanoveni molekulové hmotnosti (MW) pomoci gelové filtrace, kde Kav je
distribu¢ni koeficient. Sipkou je vyznacen Kav odpovidajici PGA.
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4.3.2 Stanoveni podjednotkového sloZeni PGA pomoci SDS elektroforézy

Elektroforetickou analyzou purifikované PGA pomoci SDS-PAGE bylo zjisténo, ze nativni
enzym se skladd z nekovalentné vazanych podjednotek o a B o molekulovych hmotnostech
priblizné 26 a 60 kDa (obr. 4.11). Odhad hmotnosti podjednotek byl proveden vizudlné
srovnanim se standardy. Jelikoz pfibliznd molekulovd hmotnost byla gelovou filtraci
stanovena na 61 kDa, nativni enzym se s vysokou pravdépodobnosti skladd pouze ze dvou

odli$nych podjednotek o a v poméru 1:1. Enzym je tedy heterodimerem.

Obr. 4.11: SDS-PAGE elektroforetické analyza purifikované PGA.

Popis drah je nasledujici:
1 — PGA purifikovana z kmene Achromobacter sp. CCM 4824
[ — 2 — standardy molekulovych hmotnosti

s ~ 10kDa

4.3.3 Stanoveni piesné hmotnosti podjednotek o a f pomoci MALDI-TOF

Vzorek purifikované PGA byl podroben hmotnostni spektrometrické analyze MALDI-TOF.
Roztok PGA, ktery vSak byl pouzit pro analyzu, obsahoval piimés necistoty (obr. 4.12).
Analyzou bylo ziskdno spektrum obsahujici tfi hlavni slozky M;, M,, M3 ve dvou

ionizovanych formach H™ a 2H*" (obr. 4.13).

[M,+H]" 25006 m.u. [M;+2H]*" 12510 m.u.
[Mo+H]" 27019 m.u. [M,+2H]* 13512 m.u.
[Ms+H]" 62448 m.u. [M;+2H]*" 31235 m.u.

Slozka M; byla dle SDS-PAGE povazovana za necistotu, jeji molekulovd hmotnost byla
25005 Da. Slozky M, a M3 byly dle SDS-PAGE ztotoznény s podjednotkami enzymu
PGA, a a B, o molekulovych hmotnostech 27018 Da a 62447 Da. Celkovd molekulova

hmotnost nativniho enzymu PGA (a+f) je tedy ptiblizn¢ 89,5 kDa.

55



Obr. 4.12: SDS-PAGE elektroforeticka analyza PGA.

Popis drah je nasledujici:

1 — PGA pouzita pro MALDI-TOF

2 — PGA purifikovana do zdanlivé homogenity
3 — standardy molekulovych hmotnosti

=35kDa
Ol = Sy — W - 5kDa
Intens. necistota
) MW = 25005
1500
o podjednotka
MW = 27018
1000
B podjednotka
500- MW = #2447

20000 30000 40000 50000 60000 miz

Obr. 4.13: Hmotnostni spektrum PGA analyzované pomoci MALDI-TOF

4.3.4 Nativni elektroforéza purifikované PGA

Elektroforetickou analyzou nativniho purifikovaného enzymu PGA (viz kap. 4.2) byla
ovéfena jeho homogenita. Jelikoz purifikovany enzym byl bazicky, pro separaci byl zvolen

kysely acetatovy pufr o pH 4,3. Z obrazku nativni elektroforézy (obr. 4.14) bylo patrné, ze
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enzym nebyl ziejmé uplné¢ homogenni, ale obsahoval pfinejmensim dv¢ izoformy. Jisty
naznak existence izoforem byl shledan jiz v prubéhu ionexové chromatografie, kde pik pattici
PGA nebyl symetricky, ale evidentné obsahoval dvé slozky (obr. 4.7), které nesSly dale
separovat gelovou filtraci ani SDS-PAGE. Byla proto provedena i nativni elektroforéza
jednotlivych frakcei (27-34) z druhé ionexové chromatografie (viz kap. 4.2). Z obrazku nativni

elektroforézy frakcei je patrné, Ze v hlavnim piku pfechazi jedna izoforma PGA ve druhou.

21 2829 30°.31 32 33 4

LM HHM:;)!:!

R T e i, e e g— —

Obr. 4.14: Nativni elektroforeticka analyza PGA. Popis drah je nasledujici:
1 a 2 — purifikovana PGA (dvé riiznd mnoZstvi)
27-34 — frakce 27 az 34 z druhé ionexové chromatografie na katexu Fractogel COO

4.3.5 Izoelektricka fokusace purifikovaného enzymu PGA

Dutkaz o existenci vice izoforem purifikovaného enzymu PGA byl proveden izoelektrickou
fokusaci. Zaroven byly stanoveny izoelektrické body (pl) izoforem. Fokusace probihala
v gradientu pH v rozmezi pfiblizné 3-10, ktery se vytvofil v elektrickém poli za pouziti
amfolyti Pharmalyte 3-10. Vzorek purifikovaného enzymu byl na gel nanesen spolu se
standardy pl (IEF Markers 3-10). Po prob¢hnuti fokusace byl gel obarven a usuSen (obr.
4.15). Hodnoty pl jednotlivych standardd byly identifikovany dle navodu ke standardim.
Standardy s pI 9,5 a 10,7 nebyly na gelu rozpoznany, nebot’ zfejme vlivem zmény strmosti
gradientu na alkalické stran¢ gelu v prubéhu dé€leni slozky alkalictéjsi nez pl 8,3 migrovaly
z gelu do katodového roztoku. Tento jev je u neimobilizovanych pH gradientl, vytvoienych
pomoci komer¢nich amfolytii, dobfe zndm (L&ds 1998). Purifikovany enzym PGA utvoftil na

gelu dva prouzky odpovidajici izoelektrickym bodiim ptiblizné 8,0 a 8,2.
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-—:—J--v«-g.—-—; Obr. 4.15: Izoelektricka fokusace purifikovaného
EY e enzymu PGA.
— 3
06 B -0 Popis drah je nasledujici:
s - 78 | — purifikovana PGA
W -1 2 standardy pl

4.3.6 Stanoveni N-koncové aminokyselinové sekvence Edmanovym $tépenim

Purifikovany enzym PGA byl denaturovan pfidanim mocoviny na vyslednou koncentraci
8,8 moll". Podjednotky enzymu byly poté separovany gelovou filtraci (Superdex 200)
v mobilni fazi, ktera obsahovala také 8,8 mol-1" koncentraci mo¢oviny (obr. 4.16). Vybrané

frakce byly spojeny, zahustény, dialyzovany a analyzovany pomoci SDS-PAGE (obr. 4.17).
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Obr. 4.16: Separace podjednotek enzymu PGA gelovou filtraci v pritomnosti 8,8 mol-1”
koncentrace mocoviny.
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1 74 3 Obr. 4.17: SDS-PAGE elektroforeticka analyza
229kDa - separovanych podjednotek PGA.

Popis drah je nasledujici:
— - P 1 — standardy molekulovych hmotnosti

2 — spojené frakce odpovidajici a-podjednotce
35kDa = 3 — spojené frakce odpovidajici -podjednotce

SDS-PAGE analyzou po denatura¢nim déleni bylo zjiSténo, Ze spojené frakce, které mély
obsahovat a-podjednotku, obsahuji pouze dva fragmenty o niz8i molekulové hmotnosti, nez
odpovida a-podjednotce (27 kDa, vyznaceno na obr. 4.17). Tyto fragmenty nebyly podrobeny
stanoveni N-koncové sekvence. Naopak spojené frakce, které mély obsahovat -podjednotku,
krom& dvou minoritnich necistot zadanou podjednotku obsahovaly. Tento vzorek p-
podjednotky byl sekvenovan Edmanovym Stépenim a byla ziskdna N-koncova

aminokyselinova sekvence o délce 20 aminokyselin (obr. 4.18).

4.3.7 Stanoveni interni aminokyselinové sekvence hmotnostni spektrometrii

Interni aminokyselinové sekvence byly ziskdny hmotnostni spektrometrii provedenou
v Laboratofi charakterizace molekularni struktury v MBU AVCR. Proteinové vzorky byly
ziskany vyfiznutim malého kousku gelu z SDS-PAGE. Interpretaci naméienych dat byla
ziskana interni sekvence a-podjednotky o délce 20 aminokyselin (obr. 4.18), ktera vykazovala

vysokou podobnost s dosud znamymi sekvencemi PGA.
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Interni sekvence o podjednotky N-koncova sekvence 3 podjednotky

CCM 4824 YGYGYAVAQDRLFQMEMAR SNMWIVGRDHAKDARSILLN

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

Obr. 4.18: Interni aminokyselinova sekvence a-podjednotky a N-koncova aminokyselinova
sekvence B-podjednotky PGA z bakteridlniho kmene Achromobacter sp. CCM 4824 a jeji
porovnani se znamymi sekvencemi ostatnich PGA. Pristupova ¢isla sekvenci znamych PGA
v databazi NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/gquery.fcgi) jsou nasledujici:

A. faecalis, AAD11517; A. viscosus, AAA22077; B. megaterium, AAD45609; E. coli,
P06875; K. citrophila, P07941; P. rettgeri, A56681.

4.3.8 Stanoveni substratové specifity PGA 7 kmene Achromobacter sp. CCM 4824

Substratova specifita je vyjadiend jako soubor relativnich aktivit enzymovych hydrolyz
vybranych substratii vztaZzenych na aktivitu hydrolyzy pfirodniho penicilinu G (100 %).
Meéieni probihalo kolorimetrickym stanovenim produktii enzymové hydrolyzy vybranych

ptirodnich a semisyntetickych penicilinovych a cefalosporinovych substrati (tab. 4.6).

V pribéhu purifikace a charakterizace PGA bylo zjisténo, Ze tento enzym se vyskytuje ve
dvou izoformach (plI 8,0 a 8,2). Byla proto stanovena substratova specifita obou izoforem. Pro
stanoveni byly pouzity dvé frakce z 2. ionexové chromatografie purifikaéniho procesu (viz
obr. 4.7). Frakce ¢. 28 reprezentovala izoformu s pl 8,0 a frakce ¢. 32 reprezentovala izoformu
spl 8,2. Méfeni substratové specifity obou izoforem probéhlo paralelné vzdy ve dvou
nezavislych métenich pro kazdy substrat. Z naméfenych hodnot (tab. 4.7) je ziejmé, ze mezi
obémi izoformami neni zadny vyznamny rozdil. Drobné odchylky jsou zpusobeny chybou

meéreni.

Substratovd specifita smési obou izoforem PGA byla opakované testovana v prub&hu
projektu. Priméry z hodnot relativnich aktivit vypocétenych ze vSech méfeni jsou uvedeny
v tab. 4.6. Substratova specifita PGA byla nakonec ovéfena i méfenim kinetickych parametra

pro enzymovou hydrolyzu substratl pomoci HPLC (viz kap. 4.4).
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Tabulka 4.6: Hydrolytickd aktivita PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 s riznymi substraty

relativni aktivita
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(]
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Ha |l
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penicilin G Ho N CH 100
3
O
COOH
@)
Ha Il
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O
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O
(il s o
ampicilin lllH Ho N 180+ 17
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COOH
0O
Hol s
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Tabulka 4.7: Hydrolyticka aktivita obou izoforem PGA s rtiznymi substraty

T relativni aktivita izoformy PGA (%)
pl 8,0 pl 8,2

penicilin G 100 100
penicilin V 22 23
ampicilin 168 164
amoxicilin 146 151
deacetoxycefalosporin G 97 91

deacetoxycefalosporin V 14 12
cefalexin 155 169
cefalosporin C 0 0

4.3.9 Stanoveni teplotniho profilu hydrolytické aktivity PGA

Teplotni profil hydrolytické aktivity purifikované PGA byl stanoven pomoci substratu
NIPAB. M¢feni probihalo v temperované kyveté umisténé ve spektrofotometru, ale skutecna
teplota byla pied méfenim oveéfovana pomoci digitdlniho teploméru piimo v kyveté. Z grafu
na obr. 4.19 je patrné, Ze relativni hodnota hydrolytické aktivity rostla se vzriistajici teplotou
reakce az do hodnoty 60 °C, kdy aktivita prudce klesla pravdépodobné vlivem denaturace
enzymu. Maximalni hydrolytickd aktivita namétend pii 60 °C byla témét o polovinu vyssi

(149 %) nez za standardnich podminek méteni (37 °C).
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Obr. 4.19: Teplotni profil hydrolytické aktivity PGA. Jednotlivé body grafu jsou primérem
ze dvou nezéavislych méteni.
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4.3.10 Stanoveni pH profilu hydrolytické aktivity PGA

Profil hydrolytické aktivity purifikované PGA v zavislosti na pH byl stanoven pomoci
substratu NIPAB pii1 37 °C. M¢éfeni probihalo v sad¢ pufri v rozmezi hodnot pH od 4 do 11,
které byly pfipraveny Upravou pH univerzalniho Britton-Robinsonova pufru, ktery dokéaze
pufrovat v rozmezi pH 2-12. Pufr byl slozen ze tfi slozek: H;PO4, CH;COOH a H3BO,,
z nichz kazda byla o koncentraci 0,04 mol'l'. Pozadované pH bylo pfipraveno upravou
pomoci 10% NaOH. Z pH profilu na obr. 4.20 je patrné, ze hydrolyza substratu probihala
témef stejnou rychlosti v rozmezi hodnot pH 6,5-9,0. Na ob¢ strany od tohoto intervalu

hydrolytick4 aktivita PGA klesala.

120

100 +

80 -

60 -

40 1

relativni aktivita (%)

20 ~

pH

Obr. 4.20: Profil hydrolytické aktivity PGA v zavislosti na pH. Jednotlivé body grafu jsou
prumérem ze dvou nezavislych méfeni.

4.4 Stanoveni kinetickych parametri PGA pro hydrolyzu vybranych
substrati

Veskera méfeni kinetickych parametrti hydrolytickych reakci byla provadéna pii teploté

25°C a pH 7,5, aby vyslednd data byla srovnatelnd s publikovanymi parametry jinych

penicilinacylas. Méfeni pocatecnich rychlosti hydrolyzy substratli bylo provadéno pomoci

HPLC. Pro méfeni byla pouzita jedna Sarze purifikovaného enzymu, kterd byla zamrazena

v malych podilech na teplotu -70 °C. Pro kazdé¢ méteni byl pouzit vzdy Cerstvé rozmrazeny

enzym.
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4.4.1 Titracni stanoveni poctu aktivnich center enzymu ve vzorku PGA

Pred samotnym méfenim kinetickych parametrii bylo stanoveno mnozstvi aktivnich center

aktcemtery homoci titrace inhibitorem fenylmethyl-

v roztoku purifikovaného enzymu PGA (c
sulfonyl fluoridem (PMSF). Hodnota ¢ byla pouzita k piepo¢tu naméfenych limitnich
rychlosti enzymovych reakci (Viim) na katalytické konstanty (kes). K sérii 100ul vzorka
roztoku purifikovaného enzymu bylo pfiddno PMSF v mnozstvi 0-30 pmol a po inkubaci byla
zmétena aktivita PGA pomoci HPLC (substrat penicilin G). Stanoveni probihalo pii teploté
25 °C ve fosfatovém pufru o koncentraci 0,1 mol-I"" a pH 7,5. Vynesenim naméfenych aktivit
PGA (dva body pro kazdou koncentraci PMSF) v zavislosti na mnozstvi pfidaného inhibitoru
byla ziskana pfimka (obr. 4.21). Z rovnice piimky bylo spocitdno latkové mnoZstvi PMSF
potiebného k inhibici 100 pl roztoku enzymu, pii kterém zbytkova aktivita PGA pravé klesla
na nulovou hodnotu. Toto latkové mnozstvi PMSF bylo rovno latkovému mnozstvi aktivnich
center enzymu. Z rovnice pifimky uvedené na obr. 4.21 tedy vyplynulo:

akt. center
C

344 pmol'ml™

0,4
0.3 -
PR A =-0,0107n + 0,3682
= R? = 0,9941
;-_), 0,2
<
0.1-
0,0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

n (pmol)

Obr. 4.21: Graf zavislosti zbytkové aktivity PGA (A) na mnozstvi pfidaného inhibitoru
PMSF (n).
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4.4.2 Stanoveni kinetickych parametrii purifikované PGA pro hydrolyzu vybranych

substratu

Konstanty Michaelise-Mentenové (K,,), limitni rychlosti (Vi) a katalytické konstanty (kcar)
byly spocitany z pocatecnich rychlosti hydrolytickych reakci namétenych v Sirokém rozmezi
koncentraci substrati. Rychlosti enzymovych hydrolyz pro substraty: penicilin G, penicilin V,
deacetoxycefalosporin G, ampicilin, amoxicilin a cefalexin byly stanovovany pomoci HPLC.
Vyhodnoceni namétfenych dat bylo provedeno pomoci pocitatového programu Enzfitter
a paraleln¢ také pomoci dvojnasobné reciprokého vynosu podle Lineweaver-Burka.
Kompletni namétena data v grafické podob¢ jsou uvedena pouze pro dva komeréné dilezité

substraty: penicilin G a ampicilin.

Me¢éieni pocateCnich rychlosti hydrolyzy penicilinu G pomoci enzymu PGA bylo provedeno
pii koncentracich substratu 2-1000 umol-l'l. Na obr. 4.22 jsou vyneseny pocatecni rychlosti
hydrolyzy (v) v zavislosti na koncentraci substratu (S). Na obr. 4.23 je dvojnasobné reciproky
vynos naméfenych dat (1/v verus 1/S). Méteni pocatecnich rychlosti hydrolyzy ampicilinu
pomoci enzymu PGA bylo provedeno pii koncentracich substratu 0,1-15 mmol-1”. Na obr.
4.24 jsou vyneseny pocatecni rychlosti hydrolyzy v zavislosti na koncentraci substratu. Na

obr. 4.25 je dvojnasobné reciproky vynos namétenych dat.

Vypoctené hodnoty Ky, Keat @ kea/Kin pro jednotlivé substraty jsou uvedeny v tab. 4.8. Pomér
keat/ Ky pfedstavuje parametr u€innosti enzymu pro jednotlivé substraty. Z tabulky je patrné,
ze kinetické parametry souvisi se strukturou postranniho fetézce molekuly substratu (vzorce
molekul substrati jsou uvedeny v tab. 4.6). Substraty, které nemaji na a-uhliku postranniho
fetézce navazanou aminoskupinu (penicilin G, penicilin V, deacetoxycefalosporin G),
vykazuji podstatné vyssi afinitu k enzymu (o tfi fady niz8i K,) nez substraty s aminoskupinou
na a-uhliku (ampicilin, amoxicilin, cefalexin). Na druhou stranu substraty s aminoskupinou
na a-uhliku vykazuji vyssi limitni rychlost hydrolytické reakce v porovnani s penicilinem G

a deacetoxycefalosporinem G.

Vtab. 4.9 jsou porovnany kinetické parametry jinych penicilin-G-acylas, které¢ byly

publikovany v literatufe pro hydrolytické St€peni penicilinu G.
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Obr. 4.22: Pocatecni rychlosti hydrolyzy penicilinu G (v) v zavislosti na koncentraci
penicilinu G (S).

1lv
w

. y = 3,8827x + 2,8536
R? = 0,9318

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

1/S

Obr. 4.23: Dvojnésobné reciproké vyneseni poc¢ate¢nich rychlosti hydrolyzy penicilinu G (v)
v zavislosti na koncentraci penicilinu G (S).
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Obr. 4.24: Pocatecni rychlosti hydrolyzy ampicilinu (v) v zavislosti na koncentraci
ampicilinu (S).
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Obr. 4.25: Dvojnasobné¢ reciproké vyneseni pocatecnich rychlosti hydrolyzy ampicilinu (v)
v zavislosti na koncentraci ampicilinu (S).
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Tabulka 4.8: Stanoveni kinetickych parametrit PGA z kmene Achromobacter sp. CCM 4824
pro hydrolytické reakce vybranych substratii. Vypocet byl proveden programem Enzfitter
a paraleln¢ i dvojnasobné reciprokym vynesenim podle Lineweaver-Burka.

Enzfitter Lineweaver-Burk
substrat Km Viim Keat Keat/Km Kn Viim Keat Keat/Kim
@M) | Um | (s (M's™) @M) | Um | (s (M's™)
penicilin G 1,4 0,351 17,0 1,25x10" 1,4 0,350 17,0 1,25x10’
penicilin V 1,1 0,077 3,7 3,46x10° 1,3 0,077 3,7 2,76x10°
DAOC-G* | 3,1 0,355 17,2 | 5,57x10° 3,5 0,369 17,9 | 511x10°
ampicilin 1040 0,570 27,6 2,65x10* 980 0,568 27,5 2,81x10*
amoxicilin 733 0,534 25,9 3,53x10* 563 0,499 24,2 4,30x10*
cefalexin 3390 0,731 35,4 1,04x10* 3030 0,684 33,1 1,09x10*
Veskeré métfeni bylo provadéno pfi teploté 25 °C a pH 7,5.
* deacetoxycefalosporin G
Tabulka 4.9: Srovnani kinetickych parametrti hydrolyzy substratu penicilinu G
publikovanych pro rizné PGA.
zdroj PGA = = el reference
(M) (s (M's™)

Achromobacter sp. CCM 4824 1,4 17 1,25%10" tato prace
Achromobacter xylosoxidans 8,9 73 8,20x10° Cai et al. (2004)
PAS2 12 25 2,08x10° Gabor et al. (2005)
Alcaligenes faecalis 4,2 54 1,29%10" Svedas et al. (1997)
Escherichia coli 4,6 48 1,04x10’ Margolin et al. (1980)
Kluyvera citrophila 18 56 3,11x10° Roa et al. (1995)

Data méfena pfi teploté 25 °C a pH 7,5.
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4.5 Modelové syntézy semisyntetického antibiotika ampicilinu

Protoze identifikace novych penicilinacylas ma ptfedevsim aplikacni vyznam, byla PGA
z Achromobacter sp. CCM 4824 pouzita pii syntéze P-laktamovych antibiotik. Syntéza
ampicilinu byla vybrana jako modelovy systém pro ovéfeni syntetickych schopnosti. Cilem
bylo ziskat maximalni vytézek ampicilinu a porovnat syntetické schopnosti nové PGA
z Achromobacter sp. s prumyslové pouzivanym rekombinantnim enzymem PGA z E. coli
RE3(pKA18), jehoz vysoce expresni syst¢tm byl vyvinut v Laboratofi enzymovych
technologii MBU AVCR. JelikoZ syntéza ampicilinu probihala ve vodném prostfedi, reakéni
rovnovaha byla vyrazn€ posunuta ve prospéch hydrolyzy. Proto bylo tfeba reakéni podminky
optimalizovat tak, aby v urcitém okamziku v reakéni smési vzniklo kinetické maximum
koncentrace ampicilinu, jez by bylo vyrazné¢ vyssi, nez je koncentrace ampicilinu
v rovnhovazném stavu. Jako aktivovany donor acylu byl pouzit D-fenylglycin methylester

(PGME).

4.5.1 Optimalizace reakcnich podminek pro syntézu ampicilinu

V ramci optimalizace reak¢nich podminek byla hledana vhodna teplota a pH, za kterych by
reakéni systém vykazoval maximalni pomér pocateéni rychlosti syntézy ampicilinu ku
rychlosti hydrolyzy ampicilinu a fenylglycin methylesteru (S/H pomér). Podminky
optimalizace S/H pomérti byly nasledujici: reakéni smés (5 ml) obsahovala 10 mmol-"' roztok
PGME, 50 mmol‘l"' roztok 6-aminopenicilanové kyseliny (6-APA) a 10 mmol-l" fosfatovy
pufr (pH 7,5). Po vytemperovani smési a Gpravé pH byla reakce zahdjena ptidavkem roztoku
purifikované PGA o celkové aktivité¢ 0,5 U (méfeno pro hydrolyzu ampicilinu pii 25 °C). Ze
smési byly odebirdny vzorky, v nichZ byla pomoci HPLC stanovena koncentrace ampicilinu
a fenylglycinu. Smérnice pocate¢niho piiristku ampicilinu odpovidala rychlosti syntetické
reakce, zatimco smérnice pocatecniho ptirtstku fenylglycinu odpovidala souhrnné rychlosti
hydrolyzy vzniklého ampicilinu a substratu PGME. Pomér obou smérnic odpovidal S/H
poméru. Z grafli na obr. 4.26 az 4.29 vyplyva, Ze se snizujici se reakéni teplotou S/H pomér
vyrazn¢ roste, zatimco synteticka aktivita klesd. Optimalni pH, kdy S/H pomér je nejvyssi,
lezi v rozmezi 7,0-7,5. Porovnanim enzymt PGA z Achromobacter sp. a E. coli bylo zjisténo,
ze PGA z Achromobacter sp. poskytuje vyrazn€ vyssi S/H poméry, coz dava predpoklad

vysSiho vytézku ampicilinu pfi jeho enzymové syntéze.
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Obr. 4.26: Graf zavislosti S/H poméru a syntetické aktivity PGA z Achromobacter sp.
na reak¢ni teploté pti konstantnim pH 7,5.
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Obr. 4.37: Graf zavislosti S/H poméru a syntetické aktivity PGA z Achromobacter sp. na
pH reak¢ni smési pii konstantni teploté 15 °C.
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Obr. 4.28: Graf zavislosti S/H pom¢éru a syntetické aktivity PGA z E. coli na reakéni teploté
pii konstantnim pH 7,5.
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Obr. 4.29: Graf zavislosti S/H poméru a syntetické aktivity PGA z E. coli na pH reakéni
smési pii konstantni teploté 15 °C.
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4.5.2 Enzymova syntéza ampicilinu pomoci PGA

Na zéklad¢ vysledkt optimalizace syntézy pomoci PGA z Achromobacter sp. byly zvoleny
tyto reakéni podminky: pH 7,0 a teplota 15 °C jako kompromis mezi poklesem syntetické

aktivity a S/H pomérem.

Syntézy ampicilinu pomoci PGA z Achromobacter sp. 1 z E. coli byly provadény paralelné
a za stejnych podminek.Vychozi koncentrace reaktantti (6-APA, PGME) byla 50 mmol-1™".
Na obr. 4.30 a 4.31 jsou uvedeny prub¢hy syntéz katalyzovanych obéma enzymy. Pti pouziti
PGA z Achromobacter sp. (1,6 Uml" reakéni smési) bylo dosazeno v 75. min. kinetické
maximum koncentrace ampicilinu (20,7 mmoll'), jez odpovidalo vytézku 37,9 %
(pfepodteno na pocateéni mnozstvi 6-APA). Pii pouziti PGA z E.coli (1,1 Uml" reakéni
smési) bylo dosazeno v 60. min. kinetické maximum koncentrace ampicilinu (15,5 mmol-1™),
jez odpovidalo vytézku 29,2 %. Kromé rozdilu ve vytéZku ampicilinu bylo mozné pozorovat
irozdil v rychlosti poklesu koncentrace ampicilinu po dosazeni kinetického maxima.
Rychlejsi ubytek ampicilinu, ktery byl pozorovan v piipadé pouziti PGA z E.coli, byl
zpusoben rychlejsi enzymovou hydrolyzou aktivovaného acylu PGME a ampicilinu na ukor

syntézy ampicilinu, coz koresponduje s niz§im S/H pomérem PGA z E.coli.

Dalsi syntézy byly provedeny s postupné se zvysSujicimi koncentracemi reaktantii az na
hodnoty 750 mmol-l" 6-APA a 1050 mmol-I" PGME (obr. 4.32 a 4.33). Zvy3eni vstupnich
koncentraci reaktantd az k témto extrémnim hodnotdm pfineslo vyrazné zvySeni vytézku
ampicilinu. Divodem zvySeni vytézku byl posun chemické rovnovahy ve sméru syntézy
vlivem precipitace ampicilinu, ktery ma nizsi rozpustnost nez reaktanty vstupujici do reakce.
Pfi pouziti PGA z Achromobacter sp. (11 U-ml™ reakéni smési) bylo dosazeno ve 450. min.
kinetické maximum koncentrace ampicilinu (589 mmol-1™), jez odpovidalo vytézku 78,5 %.
Naopak pti pouziti PGA z E.coli (12 U'ml” reakéni smési) nebylo dosazeno kinetického
maxima koncentrace ampicilinu, ale pfiblizné po 60 min. byl veSkery enzym PGA
denaturovan a syntéza ampicilinu byla zastavena. V tomto piipadé maximalni vytézek

ampicilinu byl pouze 12,5 %.

Kwvuli vétsi citlivosti PGA z E. coli k deneturaci bylo srovnani vytézku ampicilinu provedeno
pfi nasledujicich vstupnich koncentracich reaktantd: 500 mmol1' 6-APA a 700 mmol-1"!
PGME. Za téchto podminek byl ziskdan maximalni vytézek ampicilinu 79,4 % pfti pouziti PGA
z Achromobacter sp. a 68,9 % pti pouziti PGA z E. coli (vysledky nejsou uvedeny).
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Obr. 4.30: Casovy priibéh koncentraci reaktantii béhem syntézy ampicilinu pomoci PGA
z Achromobacter sp. Pocateni koncentrace 6-APA a PGME byly 50 mmol-I"". Maximalni
vytézek ampicilinu v 75. min. byl 37,9 %.
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Obr. 4.31: Casovy priibéh koncentraci reaktantii béhem syntézy ampicilinu pomoci PGA
z E. coli. Po&ate¢ni koncentrace 6-APA a PGME byly 50 mmol‘l"'. Maximalni vyt&Zek
ampicilinu v 60. min. byl 29,2 %.
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Obr. 4.32: Casovy pribéh koncentraci reaktantl béhem syntézy ampicilinu pomoci PGA
z Achromobacter sp. Po&atetni koncentrace 6-APA byla 750 mmol-1" a PGME byla
1050 mmol'l"". Maximalni vyt&zek ampicilinu ve 450. min. byl 78,5 %.
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Obr. 4.33: Casovy priibéh koncentraci reaktantii béhem syntézy ampicilinu pomoci PGA z
E. coli. Po&atedni koncentrace 6-APA byla 750 mmol-1" a PGME byla 1050 mmol-I"".
Maximalni vytéZek ampicilinu ve 90. min. byl 12,5 %.
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5. Diskuse

V této préci byl studovan novy enzym patiici do skupiny penicilinacylas (PA) izolovany
z ptirodniho bakteridlniho izolatu, ktery byl v pribéhu projektu, na zéklad¢ diive popsané
charakterizace, identifikovan jako nova penicilin-G-acylasa (PGA). Bakteridlni kmen,
taxonomicky zatrazeny jako Achromobacter sp. CCM 4824 (Plhackova et al. 2003), byl
nalezen v Laboratofi enzymovych technologii v Mikrobiologickém ustavu AVCR v ramci
rozsahlého screeningu, pifi kterém byl hleddn mikroorganismus produkujici enzym ucinng
Stépici ampicilin na 6-aminopenicilanovou kyselinu a fenylglycin. Pfedpokladalo se, ze pokud
enzym dokaze uc¢inné §tépit ampicilin, mohl by byt vhodny i pro jeho zpétnou enzymovou
syntézu. PGA produkovand nalezenym kmenem vykazovala unikétni, doposud nepopsanou
substratovou specifitu: enzym dokazal téméf dvojnasobnou rychlosti Stépit semisynteticka [3-
laktamova antibiotika ampicilin, amoxicilin a cefalexin nez pfirodni penicilin G, coZ je
netypické pro penicilin-G-acylasy (PGA) a zaroven 1 pro a-aminoacidesterhydrolasy (AEH),

které nestépi piirodni penicilin G vibec.

Pro ucely studia nové PGA bylo tieba ziskat znacné mnozstvi bakteridlni biomasy kmene
Achromobacter sp. CCM 4824. Proto byl kmen vsadkové kultivovan v laboratornim
bioreaktoru Biostat MD. Kultivace byly provddény za podminek optimalizovanych pro
produkci rekombinantni PGA z E. coli kmenem, ktery byl v laboratofi pfipraven a kultivovan
diive. Vsadkovou kultivaci o pracovnim objemu 8 I bylo celkem ziskano 65 g suché hmoty
biomasy o specifické aktivité PGA 19 U-g” sudiny. Kultivace byla ukon&ena v 25. hoding,
kdy byl stanoven nejvyssi obsah suSiny. Namétené hodnoty specifické aktivity PGA znacné
kolisaly kvuli vétsi nepiesnosti méteni aktivity v desintegrovanych buiikach, nicméné lze
z obr. 4.3 vypozorovat, ze nejvyssi specificka aktivita byla dosazena kolem 10. hodiny
kultivace. Poté, z diivodu dosazeni vyssi koncentrace biomasy, byla do bioreaktoru béhem
kultivace dvakrat doplnéna kyselina fenyloctovd, kterd slouZila jako zdroj C a energie
a soucasn¢ indukovala syntézu enzymu. V této fazi kultivace se specificka aktivita PGA

mirné sniZila, aviak celkova aktivita dosahla ke konci kultivace hodnoty 180 U-1™.
Z bakterialni biomasy ziskané kultivaci v bioreaktoru byla izolovana penicilin-G-acylasa.

Postup izolace, ktery byl vyvinut a optimalizovan v pribéhu studia, se sklddal z 5

purifikacnich krokl. Prvnim krokem byla desintegrace suspenze biomasy o dané susiné
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pomoci ultrazvuku. Ve druhém kroku byl supernatant po odstfedéni zbytkd bun€k podroben
frakcionaci vysolovdnim pomoci siranu amonného. Bylo zjisténo, Ze PGA se nejvice srazela
v rozmezi relativniho nasyceni siranem amonnym 40-50 %. Kvli vy§§imu vytézku PGA byla
izolovana frakce proteinll v rozmezi relativniho nasyceni siranem ammonym 35-55 %, ktera
byla opétovné rozpusténa a dialyzovana. Tretim purifikacnim krokem byla zvolena ionexova
chromatografie na kolon¢ s nosi¢em Fractogel COO™ za pouzZiti pufri o pH 6,0. Toto pH bylo
dostatecné nizké, aby se na koloné¢ zachytilo maximum PGA z dialyzované proteinové frakce
po srazeni siranem ammonym. Aktivni frakce byly spojeny a ve ¢tvrtém purifikacnim kroku
byly znovu naneseny na kolonu s nosi¢em Fractogel COO". Rozdil oproti piedchozi
chromatografii byl v hodnoté pH pufria. U druhé chromatografie bylo pH zvySeno na 7,0, coz
umoznilo jemné&j$i déleni smési diky pfiblizeni pH k izoelektrickému bodu PGA. Aktivni
frakce z druhé ionexové chromatografie byly slity a zahustény. Zahustény roztok PGA byl
v patém purifikaénim kroku docistén pomoci gelové filtrace na kolon¢ naplnéné gelem
Superdex 200. Timto purifikaénim procesem byla ziskavana penicilinacylasa o specifické
hydrolytické aktivité kolem 30 U-mg™ proteinu s celkovym vytézkem kolem 10 % a stupném
precisténi kolem 300. Bilance vSech purifikacnich krokti pro uvedenou purifikaci je shrnuta

v tab. 4.4.

Purifikovana penicilinacylasa byla podrobena charakterizaci. Nejprve byl gelovou filtraci
proveden odhad molekulové hmotnosti nativniho enzymu. Z elu¢nich objemt bylo spocitano,
ze molekulova hmotnost nativni penicilinacylasy je piiblizné 60 kDa. Vypoctena hodnota
byla pouze orientacni, nebot’ elu¢ni objem nezéavisi jen na molekulové hmotnosti, ale i na
tvaru molekuly a pfipadné 1 na nezddouci afinit¢ enzymu ke gelovému nosi¢i v koloné.
Elektroforetickou analyzou PA pomoci SDS-PAGE bylo zjisténo, Ze enzym se sklada ze dvou
nestejn¢ velkych a nekovalentné spojenych podjednotek o pfibliznych hmotnostech 26
a 60 kDa. Toto podjednotkové slozeni enzymu je charakteristické pro vSechny znadmé
penicilin-G-acylasy, kde se podjednotky oznacuji jako o (mensi) a [ (vétSi). Hmotnosti
podjednotek zndmych penicilin-G-acylas jsou uvedeny vtab. 2.1. Pfesné hmotnosti
podjednotek  penicilinacylasy byly stanoveny pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrické analyzy. Analyzou bylo zjiSt€éno, Ze molekulovd hmotnost mensi o-
podjednotky byla 27,02 kDa a vétsi B-podjednotky byla 62,45 kDa. S pfihlédnutim k odhadu
molekulové hmotnosti nativniho enzymu (60 kDa) bylo dedukovéno, ze izolovanad PGA m¢la

sloZeni 1a+1P o celkové molekulové hmotnosti 89,47 kDa. Porovnanim zjisténych hmotnosti
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s publikovanymi hodnotami hmotnosti penicilin-G-acylas, které jsou uvedené v tab. 2.1, je
vidét, Ze izolovany enzym ma B-podjednotku piiblizné stejné velkou jako znamé PGA,
naopak mensi a-podjednotka svou molekulovou hmotnosti zndmé PGA ptevysSuje piiblizné

o 3 kDa.

Kromé SDS elektroforézy byla homogenita purifikované PGA jesté ovéfena pomoci nativni
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu. Jelikoz bylo zjisténo, ze izolovany enzym je
bazicky, byla elektroforéza provedena v kyselém separacnim pufru o pH 4,3. Z obr. 4.14 je
patrny naznak, ze purifikovany enzym obsahoval pravdépodobné dveé izoformy. Tuto
domnénku podpofil i fakt, Ze PGA béhem purifikace pii druhé ionexové chromatografii
netvofila symetricky pik, ale vytvoftila zfetelny dvojpik (viz obr. 4.7), ktery nebylo mozné
dale separovat pomoci gelové filtrace. Vzorky frakci z druhé ionexové chromatografie
odpovidajici PGA byly dodate¢né analyzovany vedle sebe nativni elektroforézou. Z obrazku
nativni elektroforézy je patrné, Ze ve frakcich dvojpiku postupné nahrazovala jedna izoforma
PGA druhou izoformu. Pravdépodobné se izoformy li§i pouze nébojem, nebot je nebylo

mozné pomoci SDS-PAGE separovat.

JelikoZz nativni elektroforéza neposkytla v tomto piipad¢ dostate¢né rozliSeni izoforem, byl
findlni dikaz o existenci izoforem PGA proveden pomoci izoelektrické fokusace. Soucasné
byly stanoveny také jejich izoelektrické body. Analyza byla provedena v gradientu pH
v rozmezi ptiblizné 3-10. Na obr. 4.15 je vidét, ze purifikovany enzym vytvoftil pii fokusaci
dva zfetelné prouzky. Podle standardi pl bylo odhadnuto, ze izoelektricky bod dvou izoforem
PGA byl ptiblizné 8,0 a 8,2. Vyskyt vice izoforem enzymu je pomérné ¢asty jev. U PGA z E.
coli ATCC 11105 byl popsan vyskyt dvou izoforem s izoelektrickymi body 6,3-6,4 a 6,7-6,8
(Kutzbach et al. 1974) a u PGA z Alcaligenes faecalis, jehoz gen byl klonovan do E. coli byly
izolovany dvé aktivni izoformy s izoelektrickymi body 5,3 a 5,5 (Ignatova et al. 1998). Obé&
izoformy izolované PGA byly porovnany z hlediska substratové specifity pro hydrolyzu
vybranych substrati (tab. 4.7). Srovnanim bylo zjisténo, ze jejich substratova specifita se

nelisi, a tak byly ob¢ izoformy PGA dale povazovany za jeden enzym.

V ramci projektu byla opakované testovana substratova specifita enzymu. Pro tato stanoveni
byla pouzita smés obou izoforem PGA. Primérné hodnoty relativnich aktivit vypoétenych ze
vSech méfeni jsou uvedeny v tab. 4.6. Substratova specifita nové PGA je parametrem, kterym

se izolovany enzym zcela zdsadné 1iSil od publikovanych penicilinacylas. Diky této vlasnosti
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se enzym nachdzi na pomezi skupin enzymu penicilin-G-acylas a a-aminoacidesterhydrolas.
Novy enzym vykazoval témét dvojnasobnou relativni rychlost (tab. 4.6) 1 ke (tab. 4.9)
hydrolyzy semisyntetickych B-laktamovych antibiotik, které mély na o-uhliku postranniho
acylu aminoskupinu (ampicilin 180 %, amoxicilin 176 %, cefalexin 184 %), nez byla rychlost
hydrolyzy ptirodniho penicilinu G (100 %), ktery nemé4 aminoskupinu na a-uhliku acylu.
Tato vlastnost je zcela unikatni a nebyla zatim popséna u zadné jiné penicilin-G-acylasy.
Znamé PGA vykazuji pouze nizkou relativni aktivitu hydrolyzy ampicilinu v porovnani
s hydrolyzou penicilinu G: 19 % (PGA z E. coli, Kutzbach et al. 1974), 25 % (PGA z Proteus
rettgeri, Robak et al. 1981), 64 % (PGA PAS2 z pfirodniho kmene izolovaného z pudy,
Gabor et al. 2005). Naopak enzymy ze skupiny o-aminoacidester-hydrolas, které se diive také
nazyvaly ampicilinacylasy, dokazi hydrolyzovat pouze substraty, které maji na a-uhliku
postranniho acylu aminoskupinu, a substraty, které tuto aminoskupinu postradaji, rozstépit

nedokazi vibec (kap. 2.3.1, Kim et al. 1990, Polderman-Tijmes et al. 2002).

Srovnani kratkych aminokyselinovych sekvenci nové PGA bylo provedeno se sekvencemi
Sesti znamych PGA. Edmanovym $tépenim byla ziskdna pouze N-koncova aminokyselinova
sekvence B-podjednotky o délce 20 aminokyselin. N-koncova sekvence o-podjednotky nebyla
ziskana, nebot’ se nepodafilo pfipravit izolovanou a-podjednotku gelovou filtraci za
deneturac¢nich podminek. Misto N-koncové sekvence o-podjednotky byla ziskana interni
sekvence o délce 19 aminokyselin hmotnostni spektrometrii. Srovnani ziskanych
aminokyselinovych sekvenci se znamymi PGA je uvedeno na obr. 4.18. Interni
aminokyselinova sekvence o-podjednotky je téméf identickd (95% identita) se sekvencemi
PGA z A. faecalis, E. coli, K. citrophila a P. rettgeri. Ziskana interni sekvence odpovidala 55.
az 73. aminokyseliné sekvence a-podjednotky PGA z E. coli. Tato sekvence je shodou
okolnosti vysoce konzervativni pro vSechny PGA (Verhaert et al. 1997). Naopak ziskana N-
koncova sekvence P-podjednotky vykazovala pouze 55% identitu se sekvenci PGA
z P. rettgeri a 50% identitu s PGA z E. coli a K. citrophila (290. az 309. aminokyselina).
v potradi N-konce. Tato aminokyselina ma zcela zasadni vyznam v aktivnim misté v§ech PGA
(kap. 2.5), nebot’ umoznuje vznik acyl-enzym intermediatu béhem hydrolyzy i syntézy -
laktamovych antibiotik. Podobnost obou ziskanych sekvenci s jinymi proteiny nez s penicilin-

G-acylasami nebyla nalezena.
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V bieznu 2002 byla do databdze NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) vlozena kompletni

nukleotidovd sekvence prekurzoru penicilin-G-acylasy z bakterie Achromobacter
xylosoxidans (ptistupové Cislo sekvence: AF490005; Zhu et al.). V této nukleotidové
sekvenci, prelozené do aminokyselinové sekvence, byly nalezeny useky, které byly na rozdil
od ostatnich zndmych PGA 100% identické se ziskanymi sekvencemi izolované¢ PGA
z Achromobacter sp. CCM 4824. Tato kompletni nukleotidova sekvence byla pouZita kolegy
v Laboratofi enzymovych technologii pfi lokalizovani a nasledném klonovéni strukturniho
genu PGA z Achromobacter sp. CCM 4824. Strukturni gen PGA z Achromobacter sp. CCM
4824 byl nakonec klonovan, sekvenovan a ulozen do databaze NCBI pod ptistupovym kdédem
AAY25991 (Stépanek V, Kyslik P 2005). Jelikoz hledani a klonovani strukturniho genu
nebylo soucasti mé prace, jsou aminokyselinové sekvence PGA 2z obou kmenl
Achromobacter uvedeny pouze ve formé piilohy k této dizertacni praci. Porovnanim
aminokyselinovych sekvenci prekurzord PGA bylo zjisténo, ze PGA z Achromobacter sp.
CCM 4824 vykazuje nejvyssi podobnost se sekvenci PGA z Achromobacter xylosoxidans
(AF490005, 95% identita) a se sekvenci PGA oznacené jako PAS2 ziskané analyzou
metagenomu pudniho vzorku (Gabor et al. 2005, AAS87335, 82% identita). Podobnost
s ostatnimi znamymi PGA byla nasledujici: Kluyvera citrophila (P07941, 53% identita),
Escherichia coli (P06875, 52% identita), Providencia rettgeri (A56681, 52% identita),
Alcaligenes faecalis (AAD11517, 42% identita), Arthrobacter viscosus (AAA22077, 28%
identita) a Bacilus megaterium (AAD45609, 28% identita).

O rok pozdgji po publikaci o vlastnostech nové PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 (Skrob
et al. 2003) byla publikovéana prvni prace zabyvajici se klonovanim a charakterizaci penicilin-
G-acylasy z Achromobacter xylosoxidans (Cai et al. 2004). Strukturni gen PGA z bakterie
Achromobacter xylosoxidans byl klonovan do hostitele Escherichia coli. V publikaci autofi
predevsim poukazali na termostabilitu této nové PGA, kdy teplotni profil vykazoval nejvyssi
aktivitu enzymu kolem 60 °C. Publikované molekulové hmotnosti podjednotek enzymu a a 3
(27,0 62,4 kDa) byly identické s hmotnostmi stanovenymi hmotnostni spektrometrii
podjednotek izolované¢ PGA z Achromobacter sp. CCM 4824. Autoti se vSak v publikaci
nezabyvali substratovou specifitou, kterd by byla pro srovndni obou PGA z bakterii rodu

Achromobacter nejzajimaveé;jsi.

V rdmci charakterizace PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 byl stanoven teplotni a pH
profil hydrolytické aktivity enzymu. Pouzitym substratem byl v obou ptipadech NIPAB.
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Teplotni profil byl stanoven v rozmezi teplot 20-70 °C. Z vysledkt uvedenych na obr. 4.19
vyplynulo, ze maximalni hydrolytickou aktivitu enzym vykazoval pfi 60 °C. Stejného
vysledku dosahli Cai et al. (2004) s PGA z Achromobacter xylosoxidans, kteti tvrdi, Ze tento
enzym je termostabilnéjsi nez znamé PGA: naméfili polocas degradace 55 min. pii 55 °C
a 8 min. pii 60 °C. Za dosud nejvice termostabilni PGA byl povazovan enzym z Alcaligenes
faecalis, u néhoz byl publikovan polocas degradace 15 min. pii 55 °C (Verhaert et al. 1997).
Profil hydrolytické aktivity PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 v zavislosti na pH (rozsah
hodnot pH 4-11) doklada, ze enzym vykazuje nejvyssi hydrolytickou aktivitu v Sirokém
rozsahu pH 6,5-9,0 (obr. 4.20).

Kinetické parametry PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 pro hydrolyzu vybranych
pfirodnich a semisyntetickych p-laktamovych antibiotik byly stanoveny pomoci HPLC.
Z naméfenych dat byly spocitdny konstanty Michaelise-Mentenové (Kp,), limitni rychlosti
(Viim) a katalytické konstanty (kca). Pro vypocet katalytickych konstant bylo vyuzito znamé

hodnoty koncentrace aktivnich center enzymu (¢ ™"

) v roztoku enzymu, ktery byl pouzit
pro stanoveni kinetickych parametrii. Koncentrace aktivnich center byla stanovena titra¢ni
metodou pomoci inhibitoru PMSF. V tab. 4.8 jsou uvedeny hodnoty namétenych kinetickych
parametrti, které byly spoCitdny jak programem Enzfitter, tak pomoci dvojnasobné
reciprokého vynosu podle Lineweaver-Burka. Z namétenych dat vyplyva, ze prestoze PGA
dokazala rychleji Stépit semisyntetické substraty, které mély na a-uhliku postranniho acylu
aminoskupinu (ampicilin, amoxicilin, cefalexin), vys$si afinitu enzym PGA (nizsi K,,)
vykazoval k substratim bez aminoskupiny na o-uhliku postranniho acylu (penicilin G,
penicilin V, deacetoxycefalosporin G). Naméfené limitni rychlosti koresponduji se
substratovou specifitou PGA, kterd byla pro tyto substraty stanovena kolorimetrickou
metodou (viz kap. 4.3.8). V tab. 4.9 je uvedeno srovnani kinetickych parametri hydrolyzy
penicilinu G pro jednotlivé publikované PGA. Z tabulky je zfejmé, Ze nejvyssi afinitu
4824. Strukturné nejblizs§i enzym PGA z Achromobacter xylosoxidans mél nizsi afinitu
k substratu, ale podstatné vyssi ke Srovnani kinetickych parametri enzymi PGA pro dalsi
substraty nebylo provedeno, nebot’ v literetuie k tomu nebylo nalezeno dostate¢né mnozstvi

relevantnich udaja.
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V zéavéru této prace byly provedeny experimenty, které mély zjistit, zda novy enzym PGA
z Achromobacter sp. CCM 4824 bude vhodny pro syntézu B-laktamovych antibiotik typu
ampicilin, amoxicilin, cefalexin. Pro ucely modelové syntézy byla vybrana enzymova syntéza
ampicilinu, jako zastupce fady semisyntetickych P-laktamovych antibiotik, ktery se vyrabi
v celosvétoveé nejvetSim méfitku (tab. 2.2). Syntézy byly provadény paralelné s enzymem
PGA z E. coli RE3(pKA18), ktery jiz je primyslové pouzivan pro biotransformace [3-
laktamovych antibiotik. V prvé tadé¢ byla provedena optimalizace podminek syntézy
ampicilinu z 6-aminopenicilanové kyseliny (6-APA, nukleofil) a D-fenylglycin methylesteru
(PGME, donor acylu) scilem zajistit maximalni S/H pomér (pomér rychlosti syntézy
ampicilinu k souhrnné rychlosti hydrolyzy ampicilinu a D-fenylglycin methylesteru, kap.
2.6.2). V ramci optimalizace podminek syntézy ampicilinu bylo zji$téno, ze pro oba enzymy
byl dosazen nejvyssi S/H pomér pii pH 7,0 a 7,5. Dale bylo zjiSténo, Ze S/H pomér vzrista se
snizujici se teplotou pfi reakci. BohuZzel se snizujici se teplotou se znacn€ snizovala i aktivita
enzymu. Vhodné¢ podminky pro syntézu ampicilinu byly proto zvoleny na zékladé
kompromisu takto: pH 7,0 a t = 15 °C. Za té€chto podminek byl naméfen S/H = 3,9 pro PGA
z Achromobacter sp. CCM 4824 a S/H = 1,7 pro PGA z E. coli RE3(pKA18). V tab. 2.3 jsou
uvedeny pro srovnani S/H pomeéry pro syntézu ampicilinu ¢tyi vyznamnych PGA, které byly
publikovany (Hernandez-Justiz et al. 1999). Hodnoty parametru vSak byly méieny za
odli$nych podminek. Srovnanim publikovanych hodnot v tabulce s vysledky uvedenymi na
obr. 4.26 — 4.29 lze vy¢ist, ze PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 svou hodnotou parametru
S/H = 6,2 (pti pH 7,5 a 4 °C) prevysuje ostatni PGA. S/H pomér je zakladnim parametrem pro
efektivitu syntézy ampicilinu katalyzovanou PGA. Optimélni podminky byly nasledné
ovéfeny pii enzymovych syntézdch ampicilinu, které byly vedeny az za koncentracni
maximum ampicilinu v reakéni smési. Syntézy byly provedeny opét s obéma enzymy (PGA
z Achromobacter sp. CCM 4824 a E. coli RE3(pKA18)) ve dvou odlisnych experimentalnich
pristupech liSicich se koncentraci vstupnich reaktanti. Prvni experimentalni uspofadani bylo
provedeno s nizkou vychozi koncentraci reaktanti (c"“™F= 50 mmol‘l”, ¢®***= 50 mmol‘1™),
aby nedochazelo k precipitaci vznikajiciho produktu (ampicilinu) a tim i k posunu chemické
rovnovahy. Na obr. 4.30 a 4.31 jsou uvedeny prubéhy syntéz. Z obrazkl je patrné, ze bez
jakéhokoliv posuvu chemické rovnovahy PGA z Achromobacter sp. CCM 4824
vyprodukovala vy$si koncentraci ampicilinu v maximu (20,7 mmoll"', vytézek 37,9 %) ne
PGA z E. coli RE3(pKA18)(15,5 mmol-I"', vytézek 29,2 %). Navic bylo pozorovéano, e PGA
z Achromobacter sp. CCM 4824 zieteln¢ pomaleji katalyzuje zpétnou hydrolyzu (po dosazeni
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koncentracniho maxima) ampicilinu na 6-APA a fenylglycin. Diivodem je vys$si S/H pomér
enzymu, ktery vyjadiuje pomér rychlosti syntézy ampicilinu k rychlosti hydrolyzy
aktivované¢ho acylu PGME a ampicilinu. Dalsi syntézy byly provedeny v reakéni smési
s podstatng vy$§imi koncentracemi reaktantti neZ v pfedchozim piipadé (¢"MF = 1050

mmol I, ¢4 = 750 mmol'l"), kdy pii reakci koncentrace ampicilinu rychle presahla

AMP_ 20 mmol'lI") a precipitujici ampicilin posunul chemickou

hranici rozpustnosti (c
rovnovahu ve sméru syntézy. Pii syntéze ampicilinu pomoci rozpustného enzymu PGA
z Achromobacter sp. CCM 4824 bylo dosazeno kinetické maximum koncentrace ampicilinu
589 mmol-l”, jez odpovidalo vyt&zku 78,5 %. P¥i syntéze srozpustnym enzymem PGA
z E. coli RE3(pKA18) doslo v takto extrémnich koncentracich reaktant k rychlé denaturaci
enzymu a reakce se brzy po spusténi sama zastavila. Kvili zvySené denaturaci PGA z E. coli
RE3(pKA18) byly po&ateéni koncentrace reaktant snizeny (c"™™* = 700 mmol-1”, ¢**P* =
500 mmol-1™"), aby mohlo byt provedeno srovnani obou enzymil. Za t&chto podminek byl
naméfen maximalni vytézek ampicilinu 79,4 % pti pouZziti PGA z Achromobacter sp. CCM
4824 a 68,9 % pti pouziti PGA z E. coli RE3(pKA18). Youshko et al. (2000, 2001, 2002),
podle kterych byly tyto syntézy navrzeny, udavaji, ze dosahli celkového vytézku ampicilinu
vice nez 90 % (vztazeno na vstupni mnozstvi 6-APA). Ze srovnani obou enzymi PGA pfi
syntézach ampicilinu lze fici, ze novy enzym PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 pfii

katalyze dosahoval vysSich vytézkt ampicilinu a vykazoval vys§i odolnost vic¢i denaturaci

oproti prumyslové pouzivanému enzymu PGA z E. coli.

V této fazi moje Ucast na feSeni projektu studia novych enzymi pro biotransformace [3-
laktamovych antibiotik skonc¢ila. Kvuli velice slibnym vlastnostem nové penicilin-G-acylasy
z Achromobacter sp. CCM 4824 projekt pokracuje: byl pfipraven vysoko produkéni
bakteridlni expresni systém produkujici novou penicilin-G-acylasu a navrzen proces
enzymové syntézy P-laktamovych antibiotik. Nova penicilin-G-acylasa je v imobilizované
formé testovana pro pouziti v primyslovém méfitku farmaceutickou firmou v Indii pro

ptipravu antibiotik typu ampicilin, amoxicilin a cefalexin.
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Zavér
Kultivaci bakterialniho kmene Achromobacter sp. CCM 4824 v bioreaktoru byla
ziskana biomasa s penicilinacylasovou aktivitou jako vychozi materidl pro purifikaci

enzymu. Specificka aktivita biomasy méfena se substratem penicilin G byla 19 U-g™

susiny.

Byla vyvinuta metoda purifikace nové PGA. Specifickd aktivita purifikovaného
enzymu byla kolem 30 U'mg™' proteinu s celkovym vytézkem kolem 10 % a stupném

preciSténi kolem 300.

Bylo zjisténo, Ze purifikovany enzym se skladd ze dvou nekovalentné spojenych,
nestejné velkych podjednotek a a B. Pfesné molekulové hmotnosti obou podjednotek
byly stanoveny pomoci hmotnostni spektrometrické analyzy: o = 27,02 kDa a 3 =
62,45 kDa. Molekulova hmotnost B-podjednotky ptiblizné¢ odpovida hmotnostem -
podjednotek zndmych PGA, naopak mensi a-podjednotka svou molekulovou

hmotnosti a-podjednotky znamych PGA ptevysuje ptiblizné o 3 kDa.

Pomoci nativni elektroforézy a izoelektrické fokusace bylo zjisténo, ze purifikovana
PGA obsahovala dvé izoformy o izoelektrickych bodech pl 8,0 a 8,2. Substratova
specifita obou izoforem byla stejnd, proto byla smés izoforem povazovana za jeden

enzym.

Novy enzym se od zndmych PGA odliSuje svoji substratovou specifitou: hydrolyzuje
témét dvojndsobnou rychlosti semisyntetickd B-laktamova antibiotika, kterd maji na
o-uhliku postranniho acylu aminoskupinu (ampicilin 180 %, amoxicilin 176 %,
cefalexin 184 %) nez piirodni penicilin G (100 %). Znamé PGA hydrolyzuji nejvyssi
rychlosti penicilin G.

Porovnanim aminokyselinovych sekvenci preproproteinti (prekurzori) PGA bylo
zjisténo, ze PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 byla nejvice podobna sekvenci
PGA z Achromobacter xylosoxidans (95% identita) a sekvenci PGA oznacené jako

PAS2, ktera byla detekovdna v metagenomu plidniho vzorku (82% identita).
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10.

Podobnost s ostatnimi zndmymi PGA je nasledujici: Kluyvera citrophila (53%
identita), Escherichia coli (52% identita), Providencia rettgeri (52% 1identita),
Alcaligenes faecalis (42% identita), Arthrobacter viscosus (28% identita) a Bacilus

megaterium (28% identita).

PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 vykazovala nejvyssi hydrolytickou aktivitu pii
60 °C shodné jako strukturné nejbliz§i enzym PGA z Achromobacter xylosoxidans.

Ten povaZzovali autofi Cai et al. za nejvice termostabilni PGA.

Kinetick¢é parametry PGA purifikované z Achromobacter sp. CCM 4824 byly
stanoveny pro hydrolyzu vybranych piirodnich a semisyntetickych B-laktamovych
antibiotik. Z namé&fenych dat vyplynulo, Ze pfestoZze nova PGA dokaZze rychleji $tépit
semisyntetické substraty, které maji na o-uhliku postranniho acylu aminoskupinu
(ampicilin, amoxicilin, cefalexin), enzym PGA ma vyssi afinitu k substratim bez této

aminoskupiny (penicilin G, penicilin V, deacetoxycefalosporin G).

Nova PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 vykazovala vyhodné vlastnosti pro
enzymovou syntézu ampicilinu z 6-aminopenicilanové kyseliny a D-fenylglycin
metylesteru. Purifikovany enzym PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 byl stabilni
béhem syntézy i pfi extrémni koncentraci reaktantll. Za stejnych podminek syntézy
ampicilinu pomoci enzymti PGA z Achromobacter sp. a E. coli vykazoval enzym

z Achromobacter sp. ptiblizn€ o 10 % vyssi vytézek antibiotika.
Diky novym vlastnostem PGA z Achromobacter sp. CCM 4824 projevil o tento

enzym zajem farmaceuticky primysl. Rekombinantni PGA je v sou€asnosti testovana

pro primyslové vyuziti.
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8. Seznam pouzitych zkratek

6-APA
7-ACA
7-ADCA
16S rRNA
A

AEH
CCM
DAB
DAO
FOK
GAC
HPLC
IEF

kDa
MALDI-TOF
mAU
MW
NIPAB
OD

PA

PGA

pl

PMSF
PVA
rpm

SA

SDS
SDS-PAGE
S/H
TEMED
TRIS

U

v/v

w/v

6-aminopenicilanova kyselina
7-aminocefalosporanova kyselina
7-aminodeacetoxycefalosporanova kyselina
ribonukleova kyselina ribozomalni podjednotky 16S
aktivita

a-aminoacidesterhydrolasa

Czech Collection of Microorganisms
p-dimethylaminobenzaldehyd
oxidasa-D-aminokyselin

fenyloctova kyselina

glutaryl-7-ACA-acylasa

vysoko uc¢inny (tlaky) kapalinovy chromatograf
izoelektricka fokusace

kilodalton

matrix-assisted laser desorption/ionisation reflectron time-of-flight

miliabsorpéni jednotka

molekulova hmotnost
6-nitro-3-fenylacetylamidobenzoova kyselina

opticka densita suspenze bunék

penicilinacylasa

penicilin-G-acylasa

izoelektricky bod

fenylmethylsulfonyl fluorid

penicilin-V-acylasa

otacky za minutu (revolutions per minute)

specificka aktivita

dodecylsulfat sodny

dodecylsulfatova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
pom¢ér syntetické a hydrolytické aktivity
N,N,N',N'-tetramethylethylenediamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

jednotka enzymové aktivity (1U = 1 pmol-min™)
Znamena, ze procenta jsou vyjadiend jako objem v objemu

Znamena, ze procenta jsou vyjadiend jako hmotnost v objemu
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9. Priloha

Srovnani aminokyselinovych sekvenci penicilin-G-acylas

Tuéné vyznacené aminokyseliny jsou identické se sekvencemi ziskanymi pfi charakterizaci

PGA z Achromobacter sp. CCM 4824.

Achromobacter sp. CCM 4824

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

Achromobacter xylosoxidans

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

MKQOWLSAAL
ADTVYGIFYG
QLAALPAADR
TMANRFSDAN
VEFQPDGADPL
AGFPTTSNMW
ILFGHNAHVT
TLDVYRSVHG
LTINWYYADD
GFIANWNNQP
YADVNRRHFL
LRAMLRRTLA
YDFEFNGARAD
LCYRATQNRG
RVWEFTADEVR

MAQPVAQAAG
FQMEMARRST
NAWLARIRAQ
ALKDRHGEAE
PPMLERVVRD
RSILLNGPQF
VDIYAEKLDP
VAYAKARAWE
FYPRRRPGHD
AIVWGQADRY
PADDPRVRLV
YSATGYPTPQ
LAALRQAYGK
KSVRAVDVVA
YRR

LAASSCLPAM
YGYAVAQDRL
QVLDGYAAGM
SEIDNLALLT
AYALPRYDGT
IVGRDHAKDA
WGSTAGFGDD
LIVKFDDAQH
RGNIGYAHTG
MRGYPSTDLF
PFLORAVQGL
DEMPADFFKW
DVILAALDDA
TENNMTVEDG
RNATSEETLR

QESAAVAAPA
QGRVAEVLGA
PGOLMPKEFN
AMRIFNQLRW
PATRGVVDGA
GWWNPAYTYG
ADRNRYFHDG
GFELQSLMAW
PRLPVPGTGE
AETETRLKAM
AGLGGWDGMM
APATGSLNLT
DPAAWKIPAP
PGQSGFVAPD

Escherichia coli

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

MKNRNRMIVN
VAQDRLFQME
GYADGMNAWI
NLALLTALKD
YDLPAPMLDR
ODAKAIMVNG
GDDVDIFAER
TTQTAYAKSR
HTGAYPDRQS
DLFAFLWGGA
QSDPRRQLVE
SASGYETTQD
ETLSKRYGNN
TSDRPVLAWD
VLHVQR

CVTASLMYYW
MARRSTQGTV
DKVNTNPETL
KYGVSQGMAV
PAKGADGALL
POQFGWYAPAY
LSAEKPGYYL
AWDGKEVASL
GHDPRLPVPG
DRVTEIDRLL
TLTRWDGINL
GPTGSLNISV
VSNWKTPAMA
VVAPGQSGFI

AAQPVAPAAG
FQMEMARRST
NAWLARVRAQ
ALKDRHGAAD
PPMLERVVRD
RSILLNGPQF
VDIFAEKLDP
VAYAKARAWE
FYPRRRPGHD
AIVWGQADRY
PADDPRVRLV
YSATGYPTPQ
LAALRQAYGQ
KSVRAVDVVA
YPR

QGAAGKVTIR
SMVAFDKSIR
DLGFAPADWT
LTDSRAPTTV
PATLRARLAE
IGLHGAGFDV
QWKTLEKRTD
TRKTQSANWE
MDWLGLLPFS
TANGGKVSPQ
TSEREPGYYD
TGVKVLENAL
PMVFAPKNFL
GTPSPHTRDQ

QTSEAVAARP
QGRVAEVLGA
PGQLMPKEFN
AMRIFNQLRW
PATRGVVDGA
GWWNPAYTYG
ADRTRYFHDG
GYELQSLMAW
PRLPVPGTGE
AETETRLKAM
AGLAAWDGMM
APATGSLNLT
DPAAWKIPAP
PGQSGFVAPD

RDAHGMPHVY
GNFSPERIQR
AYDVAMIFIG
PPQEGSYQPA
OYAQSGQPGI
VGNTPFAYPS
LILVKDAAPV
QWKTQAARHA
TNPQVYNPGQ
OMWDLIRTTS
NAGPAVMDAW
AGPAAGVPQOR
GVPQADAKAV
FDLYNSFGSK

(P06875)

SLPALAEQSS
AEVLGKDFVK
LPKQFNTFEGEF
FNQLKWLVNP
ALTAGKNRET
TYGIGLHGAG
HNGKWVKMLS
LAWTHQOMKAK
TGKWDWKGLL
EQKPRLTADQ
LNDDGKTWQQ
GAKILYEAVQ
LTFRANNFEG
APDGTVDKHY

SEIKIVRDEY
FDKDIRRNYW
TPKRWEPEDV
SAPTTIAVQE
IAAQFAQGGA
YDVTGNTPFA
REETITVKNG
NWOQEWTQQAA
PFEMNPKVYN
AWDVIRQTSR
PGSAILNVWL
GDKSPIPQAV
VPQAAAEETR
EDQLKMYENF

93

(AAY25991)

QTADGKVTIR
SMVGFDKSIR
DLGFAPADWT
LTDSRAPTTV
PATLRAQLAA
IGLHGAGFDV
QWKTLEKRTD
TRKTQSANWE
MDWLGLLPFES
TANGGKVSAQ
TSERQPGYFD
TGVKVLENAL
PMVFAPKNFL
GTPSPHTRDQ

(AF490005)

ADTVYGIFYG
QLAALPAADR
TMANRFSDAN
VEFQPEGAEQL
AGFPTTSNMW
ILFGHNAHVA
TLDVYRSVHG
LTINWYYADD
GFIANWNNQP
YADVNRRHFL
LRAMLKRTLA
YDFEFNGARAD
LSYPATQNRG
RVWFTADEVR

GMPHIYANDT
PDATRAQIAA
AMIFVGTMAN
SNYPLKENQQ
NGLAGYPTTS
YPGLVFEFGHNG
QAETFTVWRT
KOALTINWYY
POSGYIANWN
QODLNLRLFLP
TSMLKRTVVA
DLFAGKPQQE
HQOAEYQNRGT
GRKSLWLTKQ

RDAYGMPHVY
ANFSPERIQR
AYDVAMIFVG
PAEAGSYQPP
QYAQSGQPGI
VGNTPFAYPS
LILVKDAAPV
OWKAQAARHA
TNPQVYNPRQ
OMWDLIRTTS
NAGPAVMDAW
AGPEAGVPQR
GVPQADAKAV
FDLYNTFGSK

YGYAVAQDRL
QVLDGYAAGM
SEIDNLALLT
AYALPRYDGT
IVGRDHAKDA
WGSTAGFGDD
LIVKFDDAQH
RGNIGYAHTG
MRGYPSTDLF
PFLORAVQGL
DEMPADFFKW
DVILAALDDA
TENNMTVEDG
RNATSEETLR

WHLFYGYGYV
LSPEDMSILQ
REFSDSTSEID
NSQTAALLPR
NMWVIGKSKA
VISWGSTAGE
VHGNILQTDQ
ADVNGNIGYV
NSPQKDYPAS
TLOAATSGLT
AVPMPFDKWY
VVLAALEDTW
ENDMIVFESPT
DVEAHKESQE
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