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Mutantni formy monooxygendzy cytochrom P450cam

Oblast techniky

Vyndlez se tykd mutantni formy monooxygendzy cytochrom

P450.

Dosavadni stav techniky

Monooxygenadza katalyzuje selektivni oxidaci aktivovanych
a neaktivovanych vazeb uhlik-vodik pomoci kysliku, viz. de
Montellano O. P. R. a editofi "Cytochrome P-450: Structure,
Mechanism, and Biochemistry", Plenum Press, New York, 1986.
Z tohoto divodu je to také enzym s potencidlné velkym vyzna-
mem pro organickou syntézu. VyuzZiti zminéného enzymu v této
oblasti dosud branily téZkosti v ziskavani dostatecného
mnoZstvi vlastni monooxygendzy a/nebo se ziskavanim asocio-
vanych proteinovych elektronovych pfenaSech. Navzdory tomu,
Ze jsou dostupné aminokyselinové sekvence vice nez 150 rtz-
nych monooxygendz cytochrom P450, doposud jsou k dispozici
strukturdlni udaje pouze u tf¥i z nich, viz. Poulos T. L.,
Finzel B. C. a Howard A. J., J. Mol. Biol., 1987, 195, stra-
na 687 aZ 700; Hasemann C. A., Ravichandran K. G., Peterson
J. A. a Deisenhofer J., J. Mol. Biol., 1994, 236, strana
1169 aZz 1185; Ravichandran K. G., Boddupalli S. S., Hasemann
C. A., Peterson J. A. a Deisenhofer J., Science, 1993, 261,
strana 731 aZ 736. Nékteré z téchto enzyml byly Uspésné ex-
primovany v bakteridlnich systémech, viz. Unger B. P., Guns-
alus I. C. a Sligar S. G., J. Biol. Chem., 1986, 261, strana
1158 aZz 1163; Miles J. S., Munro A. W., Rospendowski B. N.,
Smith W. E., McKnight J. a Thomson A. J., Biochem. J., 1992,
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288, strana 503 az 509; Richardson T. H., Hsu M. J., Kron-
bach T., Bames H. J., Chan G., Waterman M. R., Kemper B. a
Johnson E. F., Arch. Biochem. Biophys., 1993, 300, strana
510 az 516; Boddupalli S. S., Oster T., Estabrook R. W. a
Peterson J. A., J. Biol. Chem., 1992, 267, strana 10375 az
10380; Li H., Darish K. a Poulos T. L., J. Biol. Chem.,
1991, 266, strana 11909 az 11914.

Jedna z monooxygendz cytochrom P450, ktera je rozpustna
a miZe byt exprimovana v dostatelném mnoZstvi, Jje vysoce
specifickd P-450cam z P. putida, kterd katalyzuje polohové a
stereo-selektivni hydroxylaci kafru na 5-exo-hydroxykafr,
viz. Gunsalus I. C. a Wagner G. C., Methods Enzymol., 1978,
52, strana 166 aZ 188. Byla urcena krystalova struktura P-
450cam s vysokym rozliSenim, viz. Poulos T. L. a dalsi; J.
Mol. Biol. 1987. Vzhledem k tomu, Ze se pfedpoklada velmi
podobny mechanismus G&inku tohoto bakteridlniho enzymu stej-
né jako jeho sav&iho prot&jsku, byl tento bakteridlni enzym
pou?it jako zaklad, na kterém jsou zaloZeny strukturdlni mo-
dely sav&ich enzymu.

Byla také popsana nukleotidova a z ni odvozend aminoky-
selinova sekvence P-450cam, viz. Unger B. P. a dalsi, J. Bi-
ol. Chem., 1986; Miles J. S. a dalsi; Biochem. J., 1992; Ri-
chardson T. H. a dal3i, Arch. Biochem. Biophys., 1993; Bod-
dupalli S. S. a dalsi, J. Biol. Chem., 1992; Li H. a dalsi,
J. Biol. Chem., 1991; Haniu M., Armes L. G., Yasunobu K. T.,
Shastry B. A. a Gunsalus I. C., Biol. Chem., 1982, 257, sta-
na 12664 az 12671. Je znama také lokalizace aktivniho mista
enzymu a rovné&Z jsou znémy vztahy mezi jeho strukturou a
funkci. Byly popsany mutantni formy P-450cam, s mutacemi
v polohach 101 a 185 a v polohach 247 a 295, viz. Loida P.
J. a Sligar S. G., Biochemistry, 1993, 32, strana 11530 az
11538; Loida P. J. a Sligar S. G., Protein Eng., 1993, 6,
strana 207 a% 212; Atkins W. M. a Sligar S. G., J. Am. Chem.



Soc., 1989, 111, strana 2715 az 2717; a v poloze 87, viz.
Tuck S. F., Graham-Lorence S., Peterson J. A. a Ortiz de
Montellano P. R., J. Biol. Chem., 1993, 268, strana 269 az
275. Byla rovné&Z popséna mutantni forma tohoto enzymu, kde
byl tyrosin v poloze 96 (Y96) nahrazen fenylalaninem 96 (mu-
tant Y96F) viz. Atkins W. M. a Sligar S. G., J. Am. Chem.
Soc., 1989, 111, strana 2715 az 2717; Di Prime C., Hui Bin
Hoa G., Douzou P. a Sligar S. G., J. Biol. Chem., 1990, 265,
strana 5361 aZ 5363; Atkins W. M. a Sligar S. G., J. Biol.
Chem., 1988, 263, strana 18842 aZ 18849; Atkins W. M. a Sli-
gar S. G., Biochemistry, 1990, 29, strana 1271 az 1275. Ve
viech uvedenych pfipadech jsou popisovany ucinky mutaci na
oxidadni reakce molekul, které byly jiz dfive znamy jako
substraty pro prirozené se vyskytujici formu enzymu (wild-
type enzyme). Ze stavu techniky vSak neni znamo, jak mohou
byt mutantni formy enzymu vyuzity jako biokatalyzatory pro
oxidaci jinych, novych a nezvyklych substrata.

Ve snaze vyvinout nové biokatalyzdtory byl navrZen pro-
jekt, jehoZ cilem bylo pozménit P-450cam tak, aby byl tento
enzym schopen U&inn&ji provadét specifické oxidace organic-
kych molekul, nezavisle na tom, jsou-1li nebo nejsou substra-
ty pro ptirozen& se vyskytujici formu tohoto enzymu.

Trojrozm&rnd struktura P-450cam vykazuje aktivni misto,
které je pomoci van der Waalsovych sil v tésném kontaktu
s hydrofobnimi skupinami kafru (viz. obrazek 1). Zv14asteé vy-
znamné jsou interakce mezi kafrem a postrannimi Ffetézci leu-
cinu 244, valinu 247 a valinu 295. T¥i aromatické zbytky
(Y96, F87 a F98) jsou seskupeny tak, Ze lemuji kapsu pro
vazbu substratu a spoleéné& s vodikovou vazbou mezi tyrosinem
96 a karbonylovym kyslikem kafru udrzuji substrat ve spravné
orientaci tak, aby byla zaji3té&na spravna polohova a stereo-

specifita reakce.



Lipscomb a spolupracovnici (viz. Lipscomb J. D., Harri-
son J. E., Dus K. M. a Gunsalus I. C., Biochem. Biophys.
Res. Commun., 1978, 83, strana 771 aZ 778) v roce 1978 pro-
kdzali, Ze prirozené se vyskytujici forma enzymu P-450cam
vykazuje tendenci k dimerizaci, ale dale uvadéji, Ze nelze
rozlisit katalytickou aktivitu monomerniho a dimerniho enzy-
mu ve vztahu k oxidaci kafru. Vzhledem k tomu, Ze dimerizace
miZe byt zvrdcena za pouziti ¢inidel redukujicich thiolové
skupiny, do3li autori k zavéru, Ze dimery jsou tvofeny pomo-
ci intermolekularnich cysteinovych disulfidovych mastkl (S-
S). Autofi vsak nebyli schopni uréit, zda se dimerizace
ucastni jeden nebo vice cysteinll v jedné molekule P-450cam.
RovnéZ nebyli schopni identifikovat cysteinovy zbytek (&i
zbytky), které se na této reakci podilely, protoZe v té dobé
jeSté nebyla znadma ani aminokyselinové sekvence, ani krysta-
lova struktura P-450cam.

K objasnéni pravdépodobnych vlivi bodovych mutaci t#i
aromatickych aminokyselinovych zbytkd (Y96, F87 a F98)

v kapse aktivniho mista enzymu bylo pouZito molekulového mo-
delovani. Ndhradou jakéhokoliv z téchto aromatickych zbytkh
za menS$i, hydrofobni, nearomaticky postranni ¥fetézec dojde
ke vzniku ,aromatické kapsy", kterd by mohla vézat hydrofob-
néjsi substridty. Pro vypolet energie interakce mezi aroma-
tickou sondou a moZnymi mutanty monooxygendzy cytochrom P-
450, kde byly uvedené zbytky zaménény za alanin (F87A, Y96A
a F98A) byl pouzit program GRID, viz. Goodford P. J., J.
Med. Chem., 1985, 28, strana 849 aZ 857. Vysledky byly dale
zpracovany graficky za pouZiti programového baliku Quanta
(Quanta 4.0, Molecular Simulations Inc., 16 New England Exe-
cutive Park, Burlington, MA 01803-5297) pro molekulové mode-
lovéani.

Zda se, Ze mutant F98A jevi nejsilnéj3i vazebnou inter-

akci v aktivnim misté dostupném pro aromatickou sondu, za-



timco pro Y96A je tato interakce mirné slabSi a pro posledni
zmin&ny mutant, F87A, Jje vyznamné nejnizsi. Pro prvni pokusy
bylo rozhodnuto, Ze se zaméni tyrosin 96 za alanin, protoZe
tento je umistén bliZe ke stfedu vazebné kapsy, zatimco fe-
nylalanin 98 je umistén bliZe k jednomu z okraju. Také od-
stranéni tyrosinu 96 zfejmé sniZuje specifitu enzymu ke kaf-
ru, coZ? je zpusobeno ztratou moZnosti vzniku vodikovych va-

zeb se substratem.

Podstata vynéalezu

Vynalez popisuje mutantni formu monooxygenazy cytochrom
P-450cam, kde je v poloze 334 odstranén cysteinovy zbytek.

Ve vyhodném uspofddéni vyndlezu je odstranéni provedeno
pomoci substituce cysteinového zbytku libovolnou jinou ami-
nokyselinou (mimo cysteinu).

V jiném provedeni vyndlezu miZe byt cysteinovy zbytek
344 odstranén deleci tohoto aminokyselinové zbytku z enzymu.

V jiném provedeni vyndlezu mhZe byt také tyrosinovy zby-
tek v pozici 96 v mutantni form& nahrazen jakymkoli aminoky-
selinovym zbytkem mimo tyrosinu.

Ve vyhodném uspofadéni miZe byt pro substituci vhodna

aminokyselina vybrana z nasledujicich: alanin, arginin,
asparagin, kyselina asparagovd, cystein, kyselina glutamova,
glutamin, glycin, histidin, isoleucin, leucin, lysin, methi-
onin, prolin, serin, threonin, tryptofan, tyrosin a valin,
s tim, Ze pro pfipad vymény cysteinu v pozici 334, nemlze
byt nahrazujici aminokyselinou cystein a v pfipadé tyrosinu
v poloze 96 nemiZe byt nahrazujici aminokyselinou tyrosin.

V dal3im vyhodném provedeni vyndlezu je aminokyselinovy

zbytek v jedné nebo ve vice z nasledujicich pozic: 87, 98,



101, 185, 193, 244, 247, 295, 297, 395 a 396 zamé&né&n jinym
aminokyselinovym zbytkem.

Pomoci modelovaciho programu Quanta byla zkoumdna struk-
tura P-450cam vytvorend z publikovanych krystalografickych
atomovych soufadnic. Bylo zjiSténo, Ze existuje pé&t cysteina
v blizkosti povrchu P-450cam (cysteiny 58, 85, 136, 148,
334), které se mohou ucastnit vytvafeni intermolekularnich
disulfidickych vazeb, které pak vedou k tvorb& proteinovych
dimert. Byla provedena mistné specificka mutageneze tak, aby
byl substituovan kazZdy z téchto vyse zminénych cysteind za
alanin. Vzniklo tak pét mutantnich forem enzymu
s ,povrchovou™ mutaci Cys-Ala (,povrchové mutanty™).

Byl zkouman rozsah proteinové dimerizace vyskytujici se
u prirozeného typu P-450cam a u péti ,povrchovych mutantt™
Cys-Ala. Pritomnost dimeru byla stanovena jak pomoci anexové
~fast™ kapalinové chromatografii na sloupci Resource-Q
(Pharmacia), tak gelovou filtraci na molekulovém situ sloup-
ce Superose 12 (Pharmacia), a to u pfirozené se vyskytujici-
ho typu P-450cam a u mutantnich forem C58A, C85A, Cl36A a
Cl48A. U mutantni formy C334A (viz. obrédzek 2) nebyl zjistén
zadny dimer ani p¥i vysoké koncentraci (v rozsahu 0,1 mM).
DoSli jsme tudiZ k zavéru, Ze prirozené se vyskytujici P-
450cam dimerizuje intermolekuldrnimi S-S disulfidovymi vaz-
bami mezi povrchovymi cysteiny 334 na dvou molekulédch pro-
teinu.

Mutace v pozici C334A méd jasné viditelny u&inek na od-
stranéni neZadouci dimerizace proteinu, v roztoku byly vidy
pfitomny jen monomerni molekuly enzymu. Dale byl zaznamenan
zcela neocCekdvany dal3i vyhodny rys této mutace. Tak jako
v3echny proteiny, pfirozené se vyskytujici P-450cam vykazuje
po urcité dobé& sténi agregaci molekul. Divod, proé¢ dochazi
k agregaci proteinl neni jasny, ale agregidty P-450cam jsou

nerozpustné a katalyticky neaktivni. U p¥irozen& se vyskytu-



jiciho P-450cam, jakoZ i u mutantnich forem C58A, C85A,

C136A a C148A, dochédzi bé&hem skladovani p¥i teploté& 4°C a
dokonce i pfi skladovani v 50% glycerolu pfi teploté& -20°C k
dimerizaci a dale také agregaci molekul. Agregace se také
vyskytuje béhem katalytické funkce enzymu, zvl1asté pri vys-
Sich koncentracich P-450cam, které jsou nutné pro ekonomicky
realizovatelné pruimyslové aplikace, jako jsou naptiklad syn-
tézy organickych molekul. U mutantni formy C334A nebyla pro-
kdzana tvorba agregdtli, dokonce ani pf¥i pouZiti milimolar-
nich koncentraci po dobu tfi dnl a p#i pokojové teplot&. Lze
tedy odvodit, Ze mutace v pozici C334A ma& vyhodny vliv

na praci s témito proteiny, na jejich skladovani a prodlou-
Zzeni doby jejich katalytického Gé&inku.

Véfime, Ze mutace v pozici 96 je klifova pro schopnost
mutované formy enzymu katalyzovat oxidaci relativné 3irokého
okruhu organickych substratt. Dal3i aminokyseliny sousedici
s aktivnim mistem enzymu mohou byt rovné&Z mutovany tak, aby
zménily tvar a specifitu aktivniho mista. Témito aminokyse-
linami jsou zbytky v pozicich: 87, 98, 101, 185, 193, 244,
247, 295, 297, 395 a 396. Predpoklada se, Ze aminokyseliny
v jedné nebo vice z téchto pozic mohou byt nahrazeny bud ma-
lou hydrofobni aminokyselinou, ¢imZz lze zvét3it aktivni mis-
to enzymu, ¢i velkou hydrofobni aminokyselinou, coZ vede ke
zmenSeni velikosti aktivniho mista. Dale miZe jit o nahradu
aminokyselinou s aromatickym kruhem, ktery miZe interagovat
s odpovidajicim aromatickym kruhem substratu.

Podminky oxidaénich reakci jsou popsény v pfiloZenych
literarnich odkazech. Typicky enzymovy systém v&tSinou jedté
zahrnuje, spolu s mutovanou formou enzymu, putidaredoxin a
putidaredoxinreduktdzu s NADH jako kofaktory. P¥iklad oxida-
ce cyklohexylbenzenu je popsan ddle v experimentdlni &asti.
Dale jsou popsény rovnéz p¥iklady rtznych typad uvaZovanych

organickych slouenin. Zjistili jsme, Ze pfirozené se vysky-



tujici P-450cam je aktivni pfi oxidaci velkého podtu molekul

popsanych v nasledujicich sekcich. Av3ak ve v3ech pfipadech

vykazovala mutovana forma P-450cam mnohem vy$$i aktivitu pf¥i

preméné substratu.

i)

ii)

Organickou sloucdeninou se rozumi aromatickd sloudenina,

bud uhlovodik nebo jind sloucdenina pouZitd za podminek,
pti kterych nedoché&zi k inaktivaci nebo denaturaci enzy-
mu. JelikoZ mutace byla provedena se zamérem vytvoFit

v aktivnim centru enzymu enzymovou kapsu vazajici aroma-
ty, mutovand forma enzymu je schopnd katalyzovat oxidaci
Sirokého spektra organickych sloucenin. P¥iklady oxidace
aromatickych a polyaromatickych sloucenin jsou popsany
dédle v experimentdlni C&sti. Oxidace téchto sloudenin je
celkem prekvapiva, vzhledem k tomu, Ze je znémo, Ze pFi-
rozené se vyskytujici forma enzymu je schopna oxidovat
pouze slouceniny strukturdlné odvozené od kafru a vyka-
zuje nizkou aktivitu vi¢&i nékolika dal$im molekulam, ja-
ko je styren, viz. Fruetet J. A., Collins J. R., Camper
D. L., Loew G. H. a Ortiz de Montallano P. R., J. Am.
Chem. Soc., 1992, 114, strana 6987 aZ 6993; etylbenzen,
viz. Loida P. J. a Sligar S. G., Biochemistry, 1993, 32,
strana 11530 az 11538; Loida P. J. a Sligar S. G., Pro-
tein Eng., 1993, 6, strana 207 az 212, derivaty tetralo-
nu, viz. Watanabe T. a Ishimura Y. J., Am. Chem. Sec.
1989, 111, strana 410 azZ 411; a nikotin, wviz. Jones J.
P., Trager W. F. a Carlson T. J., J. BAm. Chem. Soc.,
1993, 115, strana 381 aZz 387.

Organickou slouceninou miZe byt téZ uhlovodik, nap#iklad
alifaticky &i alicyklicky uhlovodik, ktery nese funké&ni
skupinu (viz. schéma 1). Pfed vlastni oxidadni reakci je

aromatickd chranici skupina navézéna na funk&ni skupinu



a po probéhnuti oxida&ni reakce je (zminénéd chrénici

skupina) z funk&ni skupiny odstranéna. Vhodnou chréanici
skupinou se jevi benzylovad skupina. Chré&nici skupiny
slouzi ke dvéma uCellim - jednak ¢ini substrat vice hyd-
rofobni a tim zesiluji jeho vazbu k hydrofobni kapse en-
zymu, a za druhé pomdhaji drZet substrdt na misté&

v aktivnim centru enzymu. Tak lze pouzitim vhodnych aro-
matickych chranicich skupin dosdhnout jak polohové spe-
cifické tak prostorové selektivni hydroxylace substratu.
Priklady uhlovodikd s jednou funk&ni skupinou jsou deri-
vaty cyklohexanu, cyklopentanu a alkylt (viz. schéma 1).
Oxidac¢ni produkty téchto sloucenin jsou cennym vychozim
materiadlem pro organické syntézy, zvlasté jsou-li produ-
kovany v chir&dlné homogenni formé. Mezi pouZivané chra-
nici skupiny patfi napfiklad benzyl- nebo naftylethery,
Ci benzoylethery a amidy (viz. schéma 1). Vyznamné jsou
také benzoxazolové skupiny, které jsou vhodné jako sku-
piny chranici karboxyl a N-benzyloxazoli-dinové skupiny,
které slouZzi k ochrané aldehydovych skupin. Oba typy
chranicich skupin mohou byt po prob&hnuti enzymové oxi-
dace lehce odstranény a byly popsény v lite-ratufe zaby-
vajici se mikrobidlni oxidaci aldehydl a kyselin, viz.
Davis H. G., Green R. H., Kelly D. R. a Roberts S. M.:
"Biotransformation in Preparative Organic Chemistry",

Academic Press, London, 1989, strana 169 ff.

Organickou slouCeninou je d&le alifaticky nebo alicyk-
licky uhlovodik C4 aZ Cl2. Oxidace cyklohexanu a linedr-
nich a vétvenych uhlovodikli je popsédna dale
v experimentalni c¢asti. Bylo zjiSténo, Ze pro oxidaci
téchto molekul lze také pouZit p¥irozené& se vyskytujici
formu enzymu P-450cam, ale jeji aktivity jsou nizké a

mutantni formy vykazovaly ve v3ech pfipadech podstatné



vys5i aktivity.

iv) Organickéd sloucenina miZe také byt halogenovany alifa-
ticky nebo alicyklicky uhlovodik. Oxidace lindanu (hexa-

chlorocyklohexanu) je popséana nizZe.

Byly vytvo¥eny i mutanty enzymu, kde je substituce
v aktivnim centru kombinovand s povrchovou mutaci. U téchto
mutantd je cystein v pozici 334 nahrazen alaninem a misto
tyrosinu v pozici 96 (Y96) obsahuji alanin, leucin, valin
nebo fenylalanin. Nakonec bylo zkombinovdno nékolik mutaci
v aktivnim misté a zminénd mutace na povrchu enzymu a byly
tak vytvofeny mutantni formy enzymu s ndsobnymi mutacemi.
Geny kédujici cytochrom P-450cam a jeho pfirozené partnery
pri prenosu elektront putidaredoxin a putidaredoxinreduktézu
byly amplifikovadny za vyuZiti polymerdzové retézové reakce
(PCR) z celkové bunécé¢né DNA vyizolované z P. putida. Dale
byly pouzity nésledujici kombinace expresivniho vektoru a
hostitelského kmene E. coli: vektor pRH1091 (viz. Baldwin J.
E., Blackburn J. M., Heath R. J. a Sutherland J. D., Bioorg.
Med. Chem. Letts. 1992, 2, strana 663 aZ 668) ve kmeni JM109
pro P-450cam; vektor pUC118 ve kmeni JM109 pro putidaredo-
xin; a vektor pGL W1l ve kmeni DHS5 pro putidaredoxinreduktd-
zu. Cilend mutageneze pomoci oligonukleotidl byla provedena
za pouziti subklonu M13 mp postupem podle Zollera a Smitha
(viz. Zoller M. J. a Smith M., Nucleic Acids Res., 1982, 10,
strana 6487 aZ 6500). Selekce mutantd byla provddé&na metodou
podle Kunkela (viz. Kunkel T. A., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1985, 82, strana 488 az 492).

Vazba potencialnich substratl byla zkoumdna pomoci spek-
trofotometrickych metod. Pfirozené se vyskytujici enzym se
vyskytuje v hexakoordinované nizkospinové formé& se slab& va-

zanou vodou na Sestém koordinac¢nim misté a vykazuje charak-
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teristické Soretovo maximum p¥i vlnové délce 418 nm. Vazbou
kafru a analogickych substrata jako adamantanonu, adamantanu
a norbonanu dojde ke zmé&né& hemového kruhu

na pentakoordinovanou vysokospinovou formu, ktera ma charak-
teristicky Soretuv pas p¥i 392 nm. Tento posuv spinového
stavu hemu je doprovdzen zvySenim redukéniho potencidlu he-
mu, coz umoziuje fyziologicky p¥enos elektronu

z putidaredoxinu za soudasné redukce P-450cam a iniciuje tak
katalyticky hydroxylaé&ni cyklus, viz. Sligar S. G. a Gunsa-
lus I. C., Proc. Natl. Acad. Sci. Usa, 1976, 73, strana 1078
az 1082. Posun spinového stavu hemu je tak kvalitativnim
ukazatelem pravdépodobnosti, Ze molekuly uvedené v Tabulce 1
a 2 jsou oxidovany pomoci pfirozené& se vyskytujiciho se typu

P-450cam respektive pomoci jeho mutantnich forem.

Pfiklady provedeni vynalezu

Pufrovany roztok (50mM Tris.HC1l, pH 7,4), obvykle o ob-
jemu 3 ml, obsahujici 10 uM putidaredoxin, 2 pM putidaredo-
xinreduktézu, 1 pM monooxygendzu cytochrom P-450cam (p¥iro-
zené se vyskytujici typ nebo mutantni formu), 200 mM KC1,

50 pg/ml hovézi jaterni katalazy (Sigma) a 1 mM cilovou or-
ganickou slouceninu jakou je naptriklad cyklohexylbenzen
(pfidany jako 0,1 M z&sobni roztok v ethanolu) byl inkubovéan
pfi teploté 30°C po dobu péti minut. Enzymova reakce byla
odstartovéna pfidanim NADH do vysledné koncentrace 2 mM., V
desetiminutovych intervalech byly pfidadny c¢tyfi alikvoty
NADH ke zvy3eni jeho koncentrace vidy o 1 mM. Po tF¥iceti mi-
nutach inkubace byl rovné&z p#idan jeden alikvot substratu
tak, aby jeho koncentrace vzrostla o 1 mM. Reakce byla za-
stavena po 60 minutdch pf¥idanim 0,5 ml chloroformu a vorte-

xovanim smési. Faze byly oddé&leny centrifugaci (4000 x g)
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pfi 4°C. Chloroformova vrstva byla analyzovana plynovou
chromatografii.

Co se tyka mnoZstvi substratovych sloudenin jako je na-
priklad cyklohexylbenzen, u kterych nejsou komeré&né dostupné
vSechny produkty oxidace pomoci P-450cam, chloroformové ex—
trakty se odpari do sucha pod proudem dusiku. Zbytky po od-
pafeni se extrahuji hexanem a oxidaé&ni produkty se déli vy-
sokotlakou kapalinovou chromatografii, pomoci eluce v gradi-
entu hexan/isopropanol. Predisténé produkty jsou potom iden-
tifikovdny pomoci hmotnostni spektroskopie a zvlasté pak po-
moci magnetické resonanlni spektroskopie.

Pro razné substraty, které se 1i$i svou rozpustnosti ve
vodném pufru se 1i3i mnoZstvi substratu pfidané do inkubad&-
nich smési. Koncentrace se m&ni v rozsahu od 0,2 do 4 mM vy-
sledné koncentrace substrdtu. Koncentrace NADH se m&%i spek-
trofotometricky absorbanci p#i 340 nm, ve v3ech pripadech se
v prubéhu inkubace pf*iddvalo dal$i mnoZstvi substratu i
NADH.

Uzitim vySe zminénych experimentdlnich zpisobi, puvodci
vynalezu prov&¥ili velky po&et organickych slouenin, které
by mohly slouZit jako substrity jak pro pfirozené& se vysky-
tujici formu enzymu P-450cam, tak pro mutovanou verzi enzymu
Y96A. Vyndlez zahrnuje mutanty oznadené Y96V, Y96L, Y96f,
C334A, kombinovany mutant F87A-Y96G-F193A a mutanty
s kombinaci mutaci v aktivnim mist& a na povrchu enzymu
Y96A-C334A, Y96V-C334A, Y96L-C334A, Y96F-C334A a F87A-Y96G-
F193A-C334A. Vysledky pro mutantni formy C334A a C334A-Y96A
jsou shrnuty v Tabulkdch 1 a 2, kde jsou strukturné& podobné
molekuly uvedeny ve spoleé&nych skupinéch.

Tabulka 1 popisuje spotfebu NADH pro oxida&ni reakci ma-
lych lineadrnich, vé&tvenych a cyklickych uhlovodikd za pouZi-
ti mutované formy enzymu Y96A-C334A. Tabulky 2(a) az 2(h)

popisuje detaily o rozdéleni produktll jednotlivych mutant-
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nich forem enzymu a vhodné kombinace substratd pro tyto en-
zymy tam, kde jsou tyto udaje znamy.

Cysteinovy zbytek v pozici 344 miZe byt odstranén pomoci
vSech volné dostupnych standardnich zpGsobll zndmych ze stavu

techniky, a proto zde neni jeho odstranéni podrobné popséno.
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Tabulka 1
Kapp (pM)*®
WT Y96A
% 1 6,3 12
E 2 12 28
o
@ 3 8,4 1,4
LE> 4 330 92
O/\O 5 >1500° 73

? Hodnoty jsou primérem dvou nezavislych mé¥eni za pouZiti
metody podle Sligara (Sligar S. G., Biochemistry, 1976,
15, strana 5399 aZ 5406). Hodnota Kapp siln& zAavisi na
koncentraci iontu K v pufru. P¥i hodnotach [K']>150 mM je
Kapp pro kafr 0,6 pM jak pro enzym divokého typu tak pro
mutant Y96A. Dat v této tabulce byla stanovovana pfi [K']
= 70 mM ve fosfadtovém pufru o pH 7,4 proto, aby se

zabranilo vysoleni substratd pfi vy33ich koncentracich
iontt.

b >
Nebylo dosaZeno saturace.
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Interakce P450cam-substrat

Tabulka 2 (a)

Divoky typ Mutant Y96A Divoky typ | Mutant Y96A
. . i A .
Podskupina: 1 kruh mewﬁc ) spinu P¥eména Pfemé&na
vysokospinovy/| Vs DTT |vysokospinovy/| Vs DTT NapH? | 6C? NapH? | GC?
nizkospinovy nizkospinovy ) )
@ Benzen - - - -
@\ Toluen - - 30 30
@\/ Ethylbenzen - - 40 40
@\/ Styren - - 30 30
_ AMHUV Cyklohexen - 5 40 40
@ 1, 3-cyklohexadien nd nd nd nd
© 1,4-cyklohexadien - 5 15 20
O Cyklohexan - - 60 60 +
5 Hexan - - 70 60 +
Q\ Methylcyklohexan 50 50 100 70
MYlAAHHVYnn (S)-(+)-Karvon 10 60 10 80
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Interakce P450cam~substrat

Tabulka 2 (b)

Divoky typ Mutant Y96A Divoky typ | Mutant Y96A
Podskupina: 2 kruhy, naftalen Dmmuh.:uc. Dmmuu..sc Piemd Piems
vysokospinovy/| Vs DTT |vysokospinovy/| Vs DTT mwwmwm GC? Mwﬂmwm GC?
nizkospinovy nizkospinovy i )
8 Naftalen - - 15 20
8 l-ethylnaftalen - - 5 20
8\/ 2-ethylnaftalen - - 10 20
o
8\ o 2~-naftylacetat - 5 - 5
N
\mu./\ OQ l-naftylacetat - 5 - 5
O
Q \ﬁ\/\ l-naftylpropionat - 20 0 20
~ 0
8 l-naftylbutyrat - 5 - 5
(o}
8\:/0 Naftylfenylketon - 5 - 5
g 1,2-dihydronaftalen 5 20 30 90
1,2,3,4,-tetrahydro- 5 10 40 40
naftalen
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Interakce P450cam-substrat

Tabulka 2 (c¢)

Divoky typ

Mutant Y96A Divoky typ | Mutant Y96A
Podskupina: 2 kruhy, DFM Dmmuu..bc Dmvu..bc . S
P P
vysokospinovy/| Vs DTT | vysokospinovy/| Vs DTT MMWMMN GC? MMMMMN GC?
nizkospinovy nizkospinovy ) )
O\/Q Difenylmethan - 5 45 nd + +
Hﬂuu\nrﬁuuu Difenylether 10 5 20 50
o]
Q O Benzofenon - 20 - 20
O
o O\:/@ Cyklohexylfenylketon - 30 60 nd
Q[n@ Fenylbenzoat - 5 - -
@ N-fenylbenzylamin - 5 45 nd
O O Bibenzyl - - 55 55
O O cis-Stilben - 20 40 50
OI.O Bifenyl - 20 - 90
O'@ Cyklohexylbenzen 20 20 80 nd
O \ O trans-stilben - - - -
Q/Q\/@ Benzylether - 5 55 nd
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Interakce P450cam-substrat

Tabulka 2 (d)

Divoky typ Mutant Y96A Divoky typ | Mutant Y96A
Podskupina: 3 kruhy Aspinu Aspinu — o
Premena Premena
vysokospinovy/ | Vs DIT |vysokospinovy/| Vs DIT NADH? GC? zMomo GC?
nizkospinovy nizkospinovy i i
§ Antracen
% Fenantren - - 20 20 +
3 Fluoren - - - 50
@. 2- - - - 50
3\ fluorenkarboxyaldehyd
0
% 9-fluorenon - 20 - 5
o
% Antron - 5 - 5
o)
Q.Q Antrachinon
|
O
(0]
%Qﬁgu 2-ethylantrachinon
0
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Interakce P450cam-substrat

Tabulka 2 (e)

Divoky typ Mutant Y96A Divoky typ | Mutant Y96A
N . . D . > .
Podskupina: 4, 5 kruhu wmmpdﬁ ./ | vs prT wmvwﬁc 27| vs prT Pfeména ce» | PEeména
<<mo omvwbo<x <%mo 0mw¢bo<x NADH? ? NADH?
nizkospinovy nizkospinovy
Chrysen - -
1,2-benzanthracen - - -
Fluoranthen - 20 10
Pyren

Perylen
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Interakce P450cam-substrat

Tabulka 2 (f)

Divoky typ Mutant Y96A Divoky typ | Mutant Y96A
. C Ao Agpi
Podskupina: Cyklické alkany m@HH.E ) mvwﬂc ) Pfem&na Pfeména
vysokospinovy/| Vs DTT | vysokospinovy/| Vs DTT NapH? | 6C? NapH? | 6C?
nizkospinovy nizkospinovy i )
cis-
%ﬁ/ dekahydronaftalen nd nd nd nd
trans—
/@% dekahydronaftalen 20 10 90 70
O Cyklohexan - - 60 60 +
O\ Methylcyklohexan 50 50 100 70
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Tabulka 2(qg)
Interakce P450cam-substrat

22

Divoky typ Mutant Y96A Divoky typ | Mutant Y96A
i ¢ e Acm 4 }
Podskupina: n-alkany <wmoxwwwwmo<w\ Vs DTT <<mowwwwwwo<m\ Vs DTT mmwwmww GC? mmwwmwm, GC?
nizkospinovy nizkospinovy
n-pentan - 5 55 40 +
n-hexan - - 60 40 +
n-heptan 5 5 60 40 +
n-oktan - 5 80 45 +
n-nonan - - 70 45 +
n-dekan nd nd nd nd
n—-undekan nd nd 20 20
n-dodekan nd nd 5 5
CH3 (CHz) 14CH;3 n-hexadekan - - - -
CH3 (CH2) 15CH3 n~heptadekan - - - -
CH3 (CHz) 120S03.Na SDS - 20 - 60
CH3 (CH2) 7CH=CH (CH;) 7COOH | kyselina oleova - 107 - 20_
(Che) iR (CHay CHicHs 7y | PKvalen - - - 20
”V” isopren - - 10 10




Interakce P450cam-substrat

Tabulka 2 (h)

Divoky typ Mutant Y96A Divoky typ | Mutant Y96A
. . Py D . > .
Podskupina: Podobné kafru m@ﬁ.:p ) mvﬁwc ) Pfemé&na Pfem&na
vysokospinovy/ | Vs DTT | vysokospinovy/| Vs DTT NADH? GC? NADH? GC?
Lt nizkospinovy nizkospinovy i )
N .‘"I .
Y ... .
. (1R)~(-)~Kafrochinon 80 80 80 80
-o s u
.
»
s o '“
* (1R)-(-)-Fenchon 40 70 50 80
0 .
Dicyklopentadien 50 80 90 90
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Pfeména alkant pusobenim mutantg P450cam

VSechny mutanty zminé&né n

C344A.

Tabulka 3

iZe obsahuji rovné&s mutaci

Rychlost pfemény byla stanovovéna jako Ubytek NADH (nmol
NADH/nmol P450cam/s) .

Substrat:
Délgé h}avniho_ Nazey Divoky Y96a
retéezce typ

C4 n-butan - -
C4 2-methylbutan pozadi 4,6
c4 2,3-dimethylbutan pozadi 16,8
Cc4 2,2-dimethylbutan pozadi 14,0
C5 n-pentan pozadi 5,8
C5 2-methylpentan 3,8 11,7
C5 3-methylpentan 1,3 14,2
C5 2,4—dimethylpentan 0,2 12,6
C5 2,2—dimethylpentan 5,2 12,8
C5 2,2,4—trimethyl pentan 0,9 5,3
C5 3-ethylpentan pozadi 16,2
Cé n-hexan pozadi 6,0
Cé 2-methylhexan pozadi 10,6
c7 n-heptan 2,17 4,4
C7 2-methylheptan pozadi 2,1
Cc7 4-methylheptan 1,4 10,2
C8 n-oktan pozadi 5,8
C7 cykloheptan 4,4 42,5

Struktury produkts a rozmisténi funké&nich skupin po

oxidaci substraty pomoci mutantd aktivniho mi

sta P450camn.

“pozadi” - typické pozadi rychlosti oxidace NADH je 0,07
nmol NADH (nmol P450cam) ‘sek~!
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Struktura produkti a rozmisténi funk&nich skupin po oxi
VSechny mutanty zobrazené niZe obsahuji rovnéZz mutaci C

Tabulka 4 (

a)

O/R P450cam

chemicky Smuwmdep<bmuWH

misto

A” D nebo L g

/

\

OH

daci substratl pomoci mutantd aktivniho mista P450cam.
344A.
Produkty (v procentech) pro jednotlivé
..u Produkty cyklohexylbenzenu mutanty:
WT Y96A | Y96F | Y96L Y96V
”. D nebo L
., 3-o0l 43 20 54 38 28
...H..u oM
T 3-ol 20 20 27 23 39
L nebo D
" A““”HMY/&WHHHM?Q‘ trans-4-ol 25 15 6 23 10
on
g cis-4-ol 12 45 13 16 23
Celkové mnoZstvi produkta (plocha/107) 0,8 7,4 1,1 10,4 12,5
OH
Cyklohexylbezen

25




Tabulka 4 (b)

Produkty (v
procentech) pro
' e Produkty fenylcyklohexenu jednotlivé mutanty:
SR WT Y962
c.c o
oy O/ﬁ 3-on (A) 24 25
.." ¢
* 3-0l1 (B) 76 75
-cto " \
(X
Celkové mnozZstvi produkta A@Hoodm\HOmv 42 36 N

chemicky reaktivni mista

Bt ———

\ P450cam
76 4

chemicky reaktivni

mista




Tabulka 4 (c)

Produkty (v procentech) pro jednotlivé mutanty:
Produkty naftalenu WT Y96A Y96F Y96L Y96V F87A-F96G-
F193A
T
‘ 1-o01 100 100 | 100 100 100 100
8 2-o1 0 0 0 0 0 0
(o ]]

Celkové mnoZstvi produktu Avwoovm\poj (0,016) 1,1 2,4 0,7 1,4 0,1

Mutanty P450cam
7 2
6 3

Y
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Tabulka 4 (d)

Produkty (v procentech) pro jednotlivé mutanty:
Produkty fenantrenu WT Y96A Y96F Y96L Y96V F87A-F96G-
F193A
A 38 49 41 35,5 41 27
B 15 23 31 41 38 41
C 12 13 5 9 11 3
D 35 15 23 14,5 10 29
Celkové mnoZstvi produkta
Gpoosm\pow 0,075 7,0 4,5 2,8 1,6 0,065

Fenanthren

9 _c\\\

Mutanty P450cam

-

4 hydroxylované produkty
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Tabulka 4 (e)

Produkty (v procentech) pro jednotlivé mutanty:
Produkty fluoranthenu WT Y96a Y96F Y961 Y96V F87A-F96G-
F193Aa
A 0 84 - - - 0
B 0 16 - - - 100
Celkové mnoZstvi produktna
Aﬁwoobm\wo% 0 2,7 - B - 0,2

Fluoranthen

Mutanty P450cam

o
t

2 hydroxylované produkty
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Tabulka 4 (f)

Produkty (v procentech)

L

4 hydroxylované produkty

pro jednotlivé mutanty:
Produkty pyrenu WT Y96A Y96F Y961L Y96V F87A-F96G-
F193A
A 0 40 43 23 30 33
B 0 43,6 29 64,5 55 40
C 0 5 12,5 7,9 12 20
D 0 11,4 15,5 4,6 3 7
Celkové mnozstvi produktu
Gwoowm\pomw 0 1,2 1,5 1,5 1,6 0,02
P450cam
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Tabulka 4(g)

Produkty (v procentech) pro
Produkty lindanu (hexachlorcyklohexanu) jednotlive mutanty:
WT Yo6A
A 100 100
Rychlost pfemény nmol NADH (nmol p450) 's™! 7,5 43,5
c Ci Cl %
OH
Cl Cl - Cl Cl

Hexachlorcyklohexan

P450cam
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Tabulka

4h

Zastoupeni produktl
Produkty odvozené od hexanu (v %) pro mutanty
YO6F Y96A
2-hexanon 10 15
3-hexanon 16 28
2-hexanol 24 26
3-hexanol 50 32
Relativni aktivita (pfirozené se
vyskytujici enzym=1) 18,2 25:5

Produkty odvozené od 2-methyl

Zastoupeni produktua

(v %) pro mutanty
hexanu
Y96F Y96A
2-methyl-2-hexanol 72 74
5-methyl-2-hexanon 16 14
2-methyl-3-hexanol 7 4
S5-methyl-2-hexanol 5 8
Relativni aktivita (p¥irozené se 5 3 ) 6
vyskytujici enzym=1) ’ !
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PATENTOVE NAROKY W

Mutant monooxygenadzy cytochrom P450cam, kde je cystei-

novy zbytek v pozici 334 odstranén.

Mutant podle naroku 1, kde je odstranéni zminéného
cysteinového zbytku provedeno zaménou Jjinou aminokyseli-

nou mimo cysteinu.

Mutant podle naroku 1, kde je odstranéni zminéného
cysteinového zbytku z enzymu provedeno deleci cysteinu na

pozici 334.

Mutant podle jakéhokoliv z p¥edchozich narokd, kde je
v tomto mutantu tyrosinovy zbytek na pozici 96 nahrazen

jakoukoliv jinou aminokyselinou mimo tyrosinu.

Mutant podle jakéhokoliv z néarokd 1, 2 nebo 4, kde je
zmin&na aminokyselina vybréna z nasledujici skupiny: ala-
nin, arginin, asparagin, kyselina asparagova, kyselina
glutamova, glutamin, glycin, histidin, isoleucin, leucin,
lysin, methionin, prolin, serin, threonin, tryptofan, ty-

rosin a valin.

Mutant podle jakéhokoliv z p¥edchozich narokid, kde je
aminokyselinovy zbytek v jedné nebo ve vice z pozic 87,
98, 101, 185, 193, 244, 247, 295, 297, 395 a 396 nahrazen

jinym aminokyselinovych zbytkem.



7. Mutant monooxygenazy cytochrom P450cam, popsany vyS3e,

s odkazy k doprovodnym obrazkim a/nebo prikladum.
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OBRAZEK 1

Y96
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OBRAZEK 2

Relativni intenzita

_

A\

6,0 9,87

Doba po nastriku (min)

<N\
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