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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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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