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Abstrakt

Cytochromy P450 a NO-synthasy jsou hem-thiolatové proteiny podilejici se na katalyze
vyznamnych biochemickych reakci. V této praci byla provedena srovnavaci analyza obou
téchto skupin enzymut z hlediska hodnoty torznich thll pro vinylové postranni fetézce
hemu v pozicich 2 a 4 na zaklad¢ dostupnych krystalografickych dat pomoci programu
Yasara. Zatimco hodnoty torznich uhli obou vinyli u NO-synthas ukazuji na velmi
"konzervativni" konformace obou vinyli (v rozmezi od -30° do 90° pro pozici 2, resp. od
-150° do 120° pro pozici 4) a na prakticky zanedbatelné rozdily mezi jednotlivymi
formami téchto enzymi, pro sav¢i cytochromy P450 se ukézalo, ze mezi jednotlivymi
hodnot torznich hll pro vinyly v pozici 2 obvykle uzsi (od -120° do 150°) nez pro vinyly
v pozici 4, které jsou vyrazn¢ konformacéné flexibilngj$i (hodnoty torznich uhly se
pohybovaly v rozmezi od -30° do 180°). V druhé ¢asti prace byla zkoumana interakce
cytochromu P450 a jeho reakéniho partnera, cytochrom P450 reduktasy. Analyzou
krystalografickych dat bylo ovéfeno, nakolik jsou prostorové pozice bazickych
aminokyselinovych zbytkil, odpovidajici v primarni struktufe riznych savcich forem tém
zbytkiim v isoformé 2B4, o nichz se pfedpoklada, ze odpovidaji specificky za interakci
s reduktasou (Arg-422, Lys-433, Arg-434), kompatibilni s jejich Gc¢asti v této interakci.
Vysledky se vyrazné liily pro jednotlivé isoformy cytochromu P450. Nejméné jasna byla
situace u cytochromu P450 3A4, kde se nevyskytuje v primarni struktuie odpovidajici
triada bazickych zbytkl. Na zaklad¢ vzdalenosti od Arg-440, ktery odpovida Arg-434 ve

formé 2B4, byla vytipovéana dal$i moZn4 interak¢ni mista.

Klic¢ova slova
Cytochromy P450, NO-synthasy, hem-thiolatové proteiny, hemové enzymy, analyza
prostorovych struktur, torzni tthly vinylovych postrannich fetézcit hemu, mikrosomalni

monooxygenasy, NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa, pienos elektronu.



Abstract

Cytochromes P450 and NO-synthases are two classes of heme-thiolate proteins,
participating in catalysis of important biochemical reactions. In this work we analysed and
compared both enzyme groups from the viewpoint of torsional angles of vinyl side chains
of heme in positions 2 and 4. We used the Yasara programme to analyse the available
crystalographic data. Whereas the torsional angle distributions for both vinyl groups in
NO-synthases are pointing to a rather "conservative" conformations of both vinyls
(between -30° and 90° for position 2, -150° to 120° for position 4, resp.) with little
differences for individual forms of these enzymes, the mammalian cytochromes P450
display considerable differences between different families. In accordance with previous
analyses is the distribution of torsional angles of 2-vinyls in most cases narrower (-120° to
150°) compared to 4-vinyls, which display more conformational flexibility (with torsional
angles between -30° and 180°). In the second part of the Thesis we analysed the interaction
of cytochrome P450 with its reaction partner, cytochrome P450 reductase. On the basis of
crystalographic data we tried to prove, if the spatial positions of basic aminoacids,
corresponding in the primary structure of various mammalian forms the those in the
isoform 2B4 supposed to interact specifically with the reductase (Arg-422, Lys-433,
Arg-434), are compatible with this interaction. Results are quite different for different
cytochrome P450 isoforms. Most complicated situation was found for the isoform 3A4,
which does not have the corresponding triad of basic aminoacids in its primary structure.
On the basis of their distance from Arg-440 (homologue of Arg-434 in 2B4), we attempted
to predict the possible interaction sites. (In Czech)

Keywords
Cytochromes P450, NO-synthases, heme-thiolate proteins, heme enzymes, analysis of
spatial structures, heme vinyl chains torsional angles, microsomal monooxygenases,

NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase, electron transfer.
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Seznam zKratek

AMK
ARR
CPO

CPR

CYP

MFO
MPW
NOS

eNOS
INOS
nNOS
P450

pdb
wit

aminokyselina(y)
N-(4-{2-[(3-chlorobenzyl)amino]ethyl}fenyl)thiofen-2-karboxymidamid
chloridové peroxidasy, EC 1.11.1.10., systematicky nazev: chlorid:vodik
peroxidové oxidoreduktasy

NADPH:cytochrom P450 reduktasa, EC 1.6.2.4., NADPH:hemoprotein
oxidoreduktasa

cytochromy P450, EC 1.14.14.1., systematicky nazev: substrat, redukovany
flavoprotein: kyslik oxidoreduktasa (hydroxylujici RH nebo epoxidujici)
mikrosomalni monooxygenasovy systém
2-[2-(-methoxypyridin-2-yl)ethyl]-3H-imidazo[4,5-b]pyridin

NO-synthasy, EC  1.14.13.39., systematicky nazev: L-arginin,
NADPH:kyslik oxidoreduktasy (tvofici NO)

endothelialni NO-synthasy

inducibilni NO-synthasy

neuronalni NO-synthasy

cytochromy P450, EC 1.14.14.1., systematicky nazev: substrat, redukovany
flavoprotein:kyslik oxidoreduktasa (hydroxylujici RH nebo epoxidujici)
oznaceni krystalografickych soubort ulozenych v Protein data bank

z angl. wild-type - protein bez mutace



1. Uvod

V soucasné dob¢ je organismus vystaven mnoha skodlivym latkam, se kterymi se

diive bud’ nesetkal, anebo se neobjevovaly v takové mifte.

V poslednich letech se dostiva do popiedi zajmia otazka, jakym zpasobem je
organismus schopen poradit si s cizorodymi latkami, jako jsou polutanty zivotniho

prostiedi nebo 1é¢iva.

Jednim z klicovych systémi metabolizujici xenobiotika V organismu savcu je
jaterni mikrosomalni monooxygenasovy systém. Jednd se o multienzymovy komplex,
jehoz kli¢ovou slozkou je cytochrom P450. Dalsim kli¢ovym enzymem tohoto komplexu
je cytochrom P450 reduktasa. Interakce mezi témito dvéma proteiny hraje zasadni roli pfi
ptenosu elektronu z NADPH na hemové Zzelezo a dale molekularni kyslik. V této
diplomové praci budou pro rizné sav¢i formy cytochromu P450, pro které jsou k dispozici
udaje o prostorové struktufe, analyzovany prostorové vztahy mezi trojici bazickych
aminokyselin, které podle v literatufe publikované hypotézy hraji rozhodujici roli pii

interakci s reduktasou.

Cytochrom P450 patii do skupiny hem-thiolatovych proteint, pro které je
charakteristickd koordina¢ni vazba hemového zeleza na thioldtovou skupinu, vzniklou
deprotonaci sulfhydrylu z postranniho fetézce cysteinu. Dal§imi hem-thiolatovymi
oxygenasami jsou NO-synthasy (které oxiduji L-arginin za vzniku oxidu dusnatého,
vyznamného vazodilatans). Diky thiolatové ligaci hemu sdileji cytochromy P450

a NO-synthasy fadu charakteristickych spektralnich vlastnosti.

Tato prace navazuje na analyzy distribuce torznich uhli vinylovych postrannich
fetézcli v hemech raznych forem cytochromu P450, provedené¢ v minulosti v laboratofi
Skolitele (pfi niz byly zjiStény rozdily ve flexibilité vinylovych fetézci v polohach 2 a 4
hemu). Rozborem krystalografickych tdaji jsme chtéli zjistit, nakolik je flexibilita
vinylovych fetézci hemu NO-synthas podobna.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Xenobiotika

Jako xenobiotika (xenos — cizi) se oznacuji cizorodé latky, které se v organismu
normdlné nevyskytuji. V mikrobiologicky orientovanych publikacich se mnohdy za
xenobiotikum povazuji syntetické slouceniny, s nimiz se zddny z organismu zijicich na
Zemi v prub¢hu evoluce nesetkal. Naopak polutanty jsou latky, které se v pfirodé mohou
vyskytovat 1 ve vysokych koncentracich (ropa, t€Zké kovy), a to obvykle v disledku lidské
¢innosti. Primdrnim zdrojem xenobiotik je téméf vzdy chemicky primysl, zatimco jako
sekundarni zdroj takovych latek se oznacuji ty oblasti lidské ¢innosti, kde jsou produkty

chemického pramyslu pouzivany [1].

Jako biotransformaci cizorodych latek oznacujeme procesy, které méni strukturu
cizorodych latek, a pii nichz dochazi ke snizeni toxickych G¢inkl (detoxikace), nebo
naopak ke zvySeni toxicity ¢i jinych biologickych Gc¢inkid (aktivace) [2]. V dal§im textu se
budeme zabyvat zejména biotransformaci hydrofobnich organickych sloucenin Vv

zivociSnych organismech, ktera obvykle probiha ve dvou hlavnich fazich:

I.faze biotransformace — derivatizacni fdze. Dochazi pfi ni vétSinou ke zvySeni polarnosti

prislusnych xenobiotik. Cizorodd molekula miize byt modifikovdna oxidacnimi
reakcemi (za pfitomnosti oxidas se smisenou funkci - MFO ¢i peroxidas), redukénimi
reakcemi (pomoci enzyml jako je napf. xanthinoxidasa) anebo reakcemi
hydrolytickymi (kterych se Giastni esterasy nebo amidasy). Vysledkem je modifikace

molekuly cizorodé latky tak, aby byla schopna konjugace v dalsi fazi.

I1.faze biotransformace — konjugaéni faze. Jak uz ndzev napovida, podstatou druhé faze

biotransformace xenobiotik je konjugace endogenni slou€eniny s cizorodou molekulou,
ktera je dostatecné polarni a miize tak dojit k vylouceni konjugované molekuly. VéEtsina

konjugacnich reakei je katalyzovana enzymy ze tfidy transferas [1], [3].

2.2. Mikrosomalni monooxygenasovy systém — MFO

Vétsina xenobiotik se u savet metabolizuje v jatrech. V endoplazmatickém retikulu
jaternich bunék jsou ptfitomny mikrosomalni monooxygenasy (oxidasy) se smisenou funkci

(MFO, z angl. ,,mixed function oxidases*) [4]. Jako mikrosomalni se tyto monooxygenasy



oznacuji proto, ze pii izolaci se endoplazmatické retikulum rozbiji a vznikaji malé

uzaviené ,,pseudoorganely*, tzv. mikrosomy.

V typickych reakcich katalyzovanych MFO je molekula kysliku redoxné
aktivovana, jeden atom zaclenén do molekuly substratu (monooxygenasova funce) a druhy

atom piijima dva ionty vodiku za vzniku molekuly vody (oxidasova funkce) [5].

Mikrosomalni monooxygenasovy systém je multienzymovy komplex, ktery ptisobi
v oxida¢né-reduk¢nich reakcich. Jeho kliCovou slozkou je cytochrom P450, ktery zde
funguje jako terminalni oxidasa a monooxygenasa [4]. Dalsimi ¢leny jaterniho
monooxygenasového systému jsou NAPDH:CYP reduktasa, ktera piijima dva elektrony od
NADPH a pfenasi je na cytochrom P450. Tato oxidoreduktasa je flavoprotein, na pfenosu
elektronu se podileji postupné ob¢ jeji prostetické skupiny (FMN a FAD). Dale jsou pro
funkci enzymového komplexu potiebné NADPH (donor elektronil) a molekularni kyslik.
V nékterych pripadech se ¢innosti komplexu ucastni také dalsi hemoprotein, cytochrom bs,
a jeho specifickd reduktasa (NADH:cytochrom bs reduktasa). Detaily fungovani
a struktury tohoto slozit¢ho komplexu a vyznam jeho jednotlivych komponent nejsou

dosud ptesné poznany [6].

Zakladni pfedstavu o tom, jak je v MFO propojena funkce cytochromu P450
a cytochrom P450 reduktasy ilustruje nasledujici schematicky obrazek (obr. 1, str. 11):
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Obr. 1: Propojeni cytochromii P450 a cytochrom P450 reduktasy v mikrosomalnim monooxygenasovém
systému. Pievzato z [7]. Pojem ,,reductase oznacuje cytochrom P450 reduktasu, ,,substrate” substrat,
endoplasmic reticulum* ozna¢uje endoplazmatické retikulum a ,,phospholipid bilayer* pak fosfolipidovou

dvojvrstvu.

2.2.1. Cytochromy P450

Cytochromy P450 (nékdy oznacovany jako CYP nebo P450) jsou hemoproteiny
obsahujici hem typu b. Nazev ziskaly diky tomu, Ze redukovana forma tvoii s oxidem
uhelnatym komplex s absorpénim maximem Soretova pasu pii 450 nm, pfi¢emz P znaci

pigment [9].

Za objevitele cytochromi P450 jsou povazovani David Garfinkel a Martin
Klingenberg — v roce 1958 objevili novy mikrosomalni pigment schopny vazat CO [10],
[11]. Roku 1962 dokazali Omura a Sato, ze neznamym pigmentem je hemoprotein

a nazvali jej cytochrom P450 [12].

Typické reakce katalyzované cytochromy P450 probihaji tak, Ze CYP inkorporuji
jeden atom kysliku z molekuly O, do molekuly substratu, pfi¢emz druhy z atomt kysliku
je redukovan na vodu [13]. Bliz8§i princip mechanismu pusobeni vétSiny savéich

cytochromi P450 — viz kap. 2.2.1.2.

Mikrosomalni cytochromy P450 se klasifikuji s ohledem na typ katalyzované
reakce jako EC 1.14.14.1. Prvni ¢islo oznacuje skupinu enzymd, coz jsou v tomto piipadé

oxidoreduktasy. Druhé ¢islo zna¢i podtiidu — jedna se o to, ktera skupina je donorem
11



vodiku a podléha oxidaci. Dalsi ¢islo je oznaceni pro skupinu enzymu, oznacuje typ
akceptoru, cislo 14 patii oxidoreduktasam pracujicim s redukovanym flavinem nebo
flavoproteinem jako jednim z donori a inkorporaci jednoho atomu kysliku. Posledni ¢islo
uz je pfimo dany enzym ve své skupiné, v tomto piipadé nespecifické monooxygenasy

[14].

Z hlediska strukturniho patii cytochromy P450 do skupiny hem-thiolatovych
proteinti, spolu s hemovymi chloroperoxidasami (EC 1.11.1.10.) a NO synthasami
(EC 1.14.13.39.) [15].

2.2.1.1. Struktura P450

Prvnim cytochromem P450, ktery se podaftilo ziskat v dostatecné Cisté formé, byl
CYPI101. Protoze jde o enzym izolovany z mikroorganismu Pseudomonas putida
pestovaného na zivné pudé s kafrem jako vyluénym zdrojem uhliku, je tato forma
oznacovana také jako P450c,m. Jde - na rozdil od vétSiny ostatnich cytochromu P450 -
0 rozpustny protein, coZ usnadnilo ziskdni dat o jeho primarni i prostorové struktufe.
Krystalovou strukturu CYP101 s vysokym rozliSenim publikovali roku 1987 Poulos
a spol. [16], roku 1993 pak byla rozieSena struktura dalsi rozpustné formy CYP102
(izolované z Bacillus megaterium; cytochrom P450 BM-3) [17]. Jelikoz jsou sav¢i formy
cytochromi P450 asociovany s membranou, je jejich izolace, purifikace a krystalizace
velmi obtiznd. Do této chvile nebyla proto plné rozieSena krystalova struktura zadné
izolované sav¢i mikrosomalni formy cytochromt P450 - pro krystalizaci jsou nutné ¢asto
dosti vyrazné Upravy primdrni struktury (predev§im delece membranové kotvy). VeSkera
data o struktuie sav¢ich forem, které jsou v této praci zkoumany, pochézeji tedy z analyzy

podobnych chimérickych molekul, ziskanych v umélych expresnich systémech.

Podobné jako mnohé dal§i hemoproteiny (napt. cytochrom b, myoglobin) ma
cytochrom P450 v aktivnim misté tzv. hem b, Fe-protoporfyrin IX, jehoz struktura je

uvedena na obr. 2, str. 13.

12



Obr. 2: Struktura protoporfyrinu IX, pievzato z [18].

Zakladem této skupiny (viz obr. 2) je tetrapyrolovy kruh s charakteristickym
rozlozenim substituentd (dvé vinylové skupiny, dva propionaty a ctyii methylové
skupiny) s iontem Zeleza umisténym ve stiedu, pfi¢emz zelezo je koordinované se ¢tyimi
atomy dusiku z pyrolovych jader. Dalsi dvé koordinacni valence Zeleza (tzv. axialni) jsou

k dispozici pro vazbu na protein, popt. pro vazbu substratu nebo dalSich molekul.

V molekule cytochromt P450 je hem vazan nekovalentné (pfedevsim hydrofobné
a vodikovymi vazbami) a zaroven koordinacni vazbou prostfednictvim thiolatové siry
(odvozené z cysteinu v peptidovém fetézci enzymu). Vazba thiolatového aniontu na zelezo
podminiuje vyjimecné chovani téchto hemoproteini (zejména specifické spektralni
vlastnosti) [19], [20], [21], [22]. Sestym ligandem je v zakladnim stavu enzymu
(tzv. ,resting state) obvykle atom kysliku z molekuly vody [4].

Jak jiz bylo uvedeno v pfedeslém textu, prvni krystalovou strukturou cytochromt

P450 byla struktura P450.,, (CYP101), kterou ziskal Poulos se svymi kolegy [16].

Trojrozmérné strukture CYP101 dominuje 12 helikalnich segmentt (viz obr. 3, str.
14) oznacovanych A az L. Helixy I, L a D jsou pfiblizné v paralelnim uspotfadani
(s dip6lovymi momenty orientovanymi jednim smérem). Hem je pohiben uvnitt molekuly,
jeho okoli tvofi proximdlni (L) a distalni (I) helix. Takové uspotfadani je typické pro
mnoho hemoproteind, ale P450c,m (jehoZ struktura je zde popisovana) se od ostatnich 1isi
V tom, Ze usporadani helixt I a L je v tomto pfipad¢ paralelni radéji nez antiparalelni. Na

vstupu substratu a specifité jeho vazby se podili helixy B, C, F a G [16], [24].

13



A

B &7-73 226 - 233
C 108- 12l 287 - 301
D 123-143 315 - 320
E (49- 156 04 -2
F 76— 185 330 - 400
6 192-205

H 248 =225

1 234-267

J 268-2T6

K 282 -292

L 259-378

Obr. 3: Prvni 3D znama struktura P450 — P450,,,. Pismena A az L znaéi jednotlivé helixy, ¢isla u nich potom

oznacuji poéet aminokyselin v jednotlivych helixech. Pfevzato z [16].

V nasledujicim obdobi se vSak podafilo vyfeSit krystalové struktury dalSich
cytochromii P450, a to nejen prokaryotickych, ale i eukaryotickych, mezi nimi i sav¢ich
mikrosomalnich forem. Na rozdil od prokaryotickych P450, které vétSinou nejsou
asociovany s membranou, eukaryotické P450 jsou membranové proteiny. Vétsina z nich je
inkorporovéana do endoplazmatického retikula hepatocytl, najdeme je ale i jinde, naptiklad
formy zapojené do syntézy steroidii se nachazeji ve vnitini mitochondridlni membrané
bunék kary nadledvinek [22]. Trojrozmérna struktura sav¢iho cytochromu P450 2D6 je na

obrazku 4, str. 15.
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Obr. 4: Trojrozmérna struktura lidského cytochromu P450 2D6. Ptevzato z [23].

Pon¢kud piekvapivé se ukazalo, Ze prokaryotické a eukaryotické P450 si jsou
zakladnim strukturnim uspotfadanim dosti podobné, ackoliv sekvenéné vykazuji jen maly
stupen homologie. Nejvyraznéjsi analogii vykazuje rozmisténi elementli sekundarni
struktury. Obecné je znamo, Ze ¢im bliZe jsou jednotlivé struktury hemu, tim podobnéjsi si
elementy sekundarni struktury jsou mezi jednotlivymi cytochromy P450 navzajem. Toto
plati hlavné pro helixy I a L, které jsou s hemem piimo propojeny. Helix I, ktery prochazi
v tésné blizkosti hemového Zeleza, se jako strukturni prvek vyskytuje ve vSech dosud

znamych cytochromech P450 [24].

2.2.1.2. Mechanismus ptisobeni P450

Systémy cytochromia P450 jsou vV eukaryotickych bunkach nejcastéji vazany
v membrané hladkého endoplazmatického retikula bunc€k jater nebo mitochrondrii

pievazné kury nadlevin [22].
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Obecné Ize reakce katalyzované cytochromem P450 vyjadrit touto rovnici:
RH+0O,+2H"+2¢ — ROH + H,0
(RH v této reakci znaci substrat, ROH potom hydroxylovany produkt reakce) [15]

Reakéni cyklus cytochroma P450 probiha usporddanym mechanismem a sestava se

alespon z osmi krokd. Schéma cyklu je nasledujici (obr. 5):

Cys Cys
H0 o
HOoH o XKOOH &
2H*
I1I
OH—O
- ¥I
Fél Os Hﬁe" )
. R % . \\g\\\
Cys\ D’fo O Cys x ll
& | M v | I v
éﬁe; ; &
\\O,.fs \\Cys

Obr. 5 — Mechanismus reakéniho cyklu vétsiny cytochromt P450, ptevzato z [15].

I - 1I: Na pocatku je hemové Zelezo hexakoordinované, v nizkospinovém stavu
a méa formalni oxidaéni &islo +III (jedna se tedy o ferri- formu). Sestym ligandem je
molekula vody. Reakce zadina vazbou substratu (RH) do aktivniho mista, které je
lokalizovano mimo hem, avSak Vv jeho blizkosti. Toto zptsobi zménu konformace

molekuly — dochazi k vytlaceni molekuly vody, ferri- forma zeleza ztstava, dochazi v§ak
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k pfeméné na vysokospinovy stav, ktery se projevi posunem absorpéniho (Soretova) pasu

hemu a zménou spektralnich vlastnosti hemu.

Il - 111I: V dalsim kroku Zelezo redukuje. Redukce je usnadnéna vazbou substratu,
elektron dodava NADPH:CYP reduktasa (v piipad¢é P450, které patii do skupiny Class I,
viz kap. 2.2.1.4., str. 18). Oxidacni &islo Zeleza je nyni +II (ferro- forma). Zelezo ziistava

pentakoordinované, ve vysokospinovém stavu.

Il - 1V: Po navazani molekularniho kysliku na zelezo vznika adukt
s hexakoordinovanou, nizkospinovou formou Zeleza. Sestym ligandem se stava pravé

kyslik. Tento adukt se nazyva ternarni ferri-superoxidovy komplex a neni prilis stabilni.

IV — VI: V dalsim kroku dochazi opét k redukci. Druhy elektron je dodavan
v ptipadé Class I NADPH:CYP reduktasou. Kyslik je aktivovan na superoxidovy anion.

Tento komplex je jiz zcela aktivovanou formu cytochromu P450.

VI — VII: V ptedposledni casti tohoto cyklu je rozstépena molekula kysliku, jeden
z atomu piijme dva protony a dojde K uvolnéni molekuly vody, zatimco druhy zGstava
vazan na hemovém zeleze, ¢imz vznikd ferrioxenovy komplex. Tento komplex je

stabilizovan mezomernim posunem elektronu z thiolatové siry na kyslik.

VIl — VIII: Kyslikovy radikal se vaze do molekuly substratu (ktery je, jak jiz bylo
feceno, vazan na enzym, avSak mimo hem) a diky tomu se tvoii hydroxylovany produkt,

jez je z enzymu uvolnén a samotny hem se regeneruje do nativniho stavu [15], [22].

Podle toho, jakym zptsobem jsou dodavany elektrony do reakce popsané vyse,

muzeme cytochromy P450 rozd¢lit do nékolika tiid — vice viz kap. 2.2.1.4.

2.2.1.3. Vyskyt P450

Ackoliv byly cytochromy P450 objeveny v sav€ich jaternich preparatech, byly
nasledn¢ nalezeny v mnohych dalSich orgdnech a tkanich — v ledvinach, plicich, gonadach,
nadledvinkach, mozku, nosnim epitelu, placenté, slinivce, slezin¢, GIT ¢i kuzi [26].
V bunkéch jsou lokalizovany hlavné v membranach hladkého endoplazmatického retikula,

nékteré rovnéZz v membranach mitochondrii [4].

Po objevu prvniho cytochromu P450 zacaly byt zkoumany dalsi a dal$i struktury

CYP. Narist poctu zndmych forem si vynutil sjednoceni nomenklatury.
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V soucasnosti pouzivané rozdéleni a pojmenovani jednotlivych forem cytochromu
P450 je zalozeno na podobnosti sekvenci [25]. Oznaceni zadina zkratkou CYP, ktera
symbolizuje pfislusnost k tzv. superrodiné cytochromti P450. Néasleduje Cislo oznacujici
rodinu enzymui (jednotlivi ¢lenové této rodiny vykazuji podobnost aminokyselinové
sekvence alespon 40%), velké pismeno vyjadiujici piislusnost k podroding (kdy je
sekvenéni podobnost jednotlivych cytochromti P450 alespon 55%), posledni ¢islo oznacuje
danou individualni formu cytochromu P450. Obdobné oznaceni se pouziva také pro
ptislusné geny, je vSak psano kurzivou. Naptiklad, CYP2EL1 je gen, ktery koduje CYP2EI
(cytochrom P450 2E1). V nékterych piipadech se pouziva paralelné¢ i jinych nazva
(napiiklad CYP5A1 je thromboxan Aj-synthasa, kterd je Castéji oznaCovana zkratkou

TBXASI1), popt. pteziva star$i oznac¢eni (cytochrom P450,m) [26].

2.2.1.4. Déleni cytochromu P450 podle Fetézce pi‘enosu elektront

Cytochromy P450 je mozné klasifikovat také podle toho, z jakého zdroje jsou
elektrony, které redukuji molekularni kyslik, a pomoci jakych redox partnerti se tyto

elektrony k cytochromu P450 dostavaji. Siroce pfijimané je rozdéleni do Gty tiid:

- Tfida I (Class I) — donorem elektroni je NADH nebo NADPH, vyzaduji
NAD(P)H ferredoxin reduktasu obsahujici FAD, a dale Fe-S protein, ktery
zprostiedkovava prenos elektronu zreduktdzy na P450. Vyskytuji se
Vv bakteriich i mitochondriich eukaryot.

YV W

- Tiida IT (Class II) — nejbéznéjsi typ cytochromt P450 v eukaryotech, nalezneme
je asociované s endoplazmatickym retikulem. Je pro n¢ nezbytna NADPH:CYP
reduktasa obsahujici FAD/FMN.

- Tiida III (Class III) — P450 pattici do této tfidy nevyzaduji zddny exogenni
zdroj elektronti, proto jsou nazyvany ,,independent™ [27].

- Ttida IV (Class 1V) — cytochromy P450 fazené do této tfidy pfijimaji elektrony
ptimo od NAD(P)H bez nutnosti elektronovych prenasect [28].

V poslednich letech vSak nékolik tfid pfibylo, nejlépe je popisuje Clanek
Hannemanna a kol. [27], kde autofi zmifwuji i jinou mozZnost rozdéleni cytochromu P450,

a to az do deseti ttid.
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Experimentalni ¢ast prace je vénovana pievazné cytochromtim P450, které patii do

Class Il.

2.2.2. Cytochrom P450 reduktasa

Cytochrom P450 reduktasa (CPR; NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa, EC
1.6.2.4.) je integralni membranovy protein o molekulové hmotnosti asi 78 kDa, ktery je
nezbytny pro ptenos elektroni z NADPH na vSechny znamé mikrosomalni cytochromy
P450 [29]. Je to jeden ze dvou znamych savéich enzymu, ktery obsahuje jak FAD, tak
FMN koenzymy (dalsim ptipadem jsou NO-synthasy) [29], [30]. Soucasna piitomnost
FAD i FMN v molekule enzymu umoziiuje pusobit jako déli¢ elektronového paru
a redukovat tak cytochrom P450 v sekvenéné oddélenych krocich [22].

CPR katalyzuje ptenos elektronii cestou NADPH — FAD — FMN — P450
a organizuje prenos elektrontt z NADPH na P450 tak, ze stabilizuje jednoelektronovou
redukovanou formu flavinovych kofaktort FAD a FMN [31]. Akceptorem elektronu od
NADPH je tedy FAD, ktery elektrony nasledné piedava FMN. Za jednoelektronovou
redukci akceptorové molekuly — cytochromu P450 — je (v pripadé savci CPR) zodpovédny
zcela redukovany hydrochinon FMNH; (viz obr. 6) [22].

NADPH P450gep P450gep
FMNH FMNH FMNH, FMNH FMNH, FMNH
FAD FADH, FADH FADH FAD FAD
1e  NADP* 3¢ 3e0  P450,, 2e 2" P450, e

Obr. 6: Pfenos elektrontt mezi FAD a FMN. Pievzato z [22].

Cytochrom P450 reduktasa se sklada ze dvou prostorové oddélenych ¢asti. Prvni
je hydrofobni N-terminalni a-helikalni transmembranova kotva (~ 6 kDa), diky které je
CPR ukotvena v endoplazmatickém retikulu a zaroven je timto zajiSténa spravna orientace
pro elektronovy pienos. Druhou, o poznani vétsi Cast, tvori hydrofilni cytosolarni ¢ast

(~ 66 kDa). Obg¢ ¢asti jsou spojeny tzv. linkerem [32].

Strukturn¢ je mozné v CPR rozlisit ¢tyfi domény: FMN-vazebnou, FAD-vazebnou,

NADPH-vazebnou a spojovaci doménu [32], viz obr. 7, str. 20.
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Obr. 7: Cytochrom P450 reduktasa. Zelené€ obarvena ¢ast obsahuje FAD kofaktor a NADPH-vazebnou
doménu, modra FMN kofaktor, Cervena ¢ast je doména (linker) spojujici FAD a FMN doménu. Ptrevzato z
[33].

2.2.3. Interakce mezi cytochromy P450 a cytochrom P450 reduktasou

U cytochromti P450 je hem pohtben uvniti struktury molekuly a neni pfistupny
rozpoustédlu ¢i jiné latce v okoli P540. Bylo pfedpovidano, ze bazické zbytky by se na
proximalni strané¢ P450 (tam, kde se hem nejvice pfibliZzuje povrchu P450) mély vazat na
své redoxni partnery (tedy ty s kyselymi aminokyselinami na povrchu). Obecné plati, ze
tyto proteiny interaguji s povrchy, které jsou komplementarni z hlediska ndboje a tvaru
[34].

Studie vyuzivajici chemické sitovani a modifika¢ni studie [35] ukazuji, ze CPR
obsahuje vétsi mnozstvi karboxylovych skupin, k ¢emuz pravdépodobné piispivaji kyselé
aminokyseliny aspartat a glutamat [35]. Takto nabité skupiny se budou parovat
s aminokyselinami bazickymi (lysiny, argininy), které musi byt pfitomny na povrchu

molekuly elektronového akceptoru, tedy cytochromu P450.

Navic tvofi cytochrom P450 dipdl s pozitivnim nébojem na proximalni strané
enzymu, kde je hem nejblize k povrchu molekuly [37], viz obr. 8, str. 21. Tato ¢ast

povrchu je pravdépodobné nejvhodnéjsim mistem pro interakci s CPR.
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Membrane
anchor

Obr. 8: Interakce CPR a CYP, ptevzato z [38]. Pojem ,,membrane anchor* ozna¢uje membranovou kotvu

CPR.

Zatimco elektrostatické sily mohou slouzit k propojeni a orientaci paru, tak
hydrofobni sily, ke kterym pfispivaji nepolarni AMK (leucin, tryptofan, valin a dalsi),
mohou byt odpovédné za piiblizeni dvou proteini tak blizko k sobé€, Ze muize dojit

k pienosu elektronu [38], [39].

2.2.3.1. Interakce P450 2B4 — cytochrom P450 reduktasa

Podle literatury [40], [41], [42] jsou do interakce cytochromu P450 2B4
a cytochrom P450 reduktasy zapojeny tfi aminokyseliny: Arg-422, Lys-433, Arg-434. Toto
tvrzeni bylo ovéfovano v roce 1998 Angelou Bridges a jejimi kolegy [43]. O téchto

aminokyselinach bylo zjisténo nasledujici:

- Arg-422 — mutace R422A — tento mutant umistény na proximalni strané ligandu
cytochromu P450 2B4 vykazoval sniZzenou schopnost vazby k cytochrom P450

reduktase.

- Lys-433 — mutace K433A — mutant, ktery se rovnéz nachazi na proximalni
strané cytochromu P450 2B4, vykazoval snizenou schopnost vazby cytochromu
bs i cytochrom P450 reduktasy. V dasledku mutace také doslo ke ztraté solného
mustku s Asp-90 reduktasy.
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- Arg-434 — mutace R434A — i tento aminokyselinovy zbytek se vyskytuje na
proximalni stran€ cytochromu P450 2B4. Zaménou alaninu za arginin doslo
k vytvofeni hydrofilni dutiny. Zaména alaninu za arginin také zpusobila, Ze

nedoslo k expresi holoproteinu.

2.2.4. Cytochrom bs

Cytochrom bs je maly protein (~ 17 kDa) obsahujici 134 zbytkd. Struktura je
odd¢lena na N-terminalni hydrofilni hemovou doméni a C-terminalni hydrofobni
membranou vazané oblasti. Zatimco membranoveé vazané formy cytochromu bs se G¢astni
elongace a desaturace mastnych kyselin [44], biosyntézy cholesterolu a metabolismu 1é¢iv,
rozpustné formy bs a bs reduktasa se mohou vyskytovat naptiklad v erythrocytech, kde

katalyzuji redukci methemoglobinu [31].

Cytochrom bs byl ptivodné objeven v larvach bource morusového [45]. Jedna se
o enzym, ktery je velmi intenzivné studovan u savci. Stejné jako cytochrom P450
a cytochrom P450 reduktasa je i cytochrom bs integralni membranovy protein lokalizovany
na cytosolické strané¢ endoplazmatického retikula, kde je zapojen do biosyntézy lipida.
Navrhy, Ze cytochrom bs je zapojen do reakci cytochromi P450, je zndm uZ od pocatku

studii [31], [46], [47].

Obecné je akceptovan ndzor, Ze nabojové interakce tidi formaci komplext
cytochrom P450:cytochrom bs. Tato teorie je podpofena fadou studii fizené mutageneze.
Naptiklad vysledky Bridges a kol. [43] ukazuje, Ze kladné nabité zbytky R122, R126,
R133, K139 a K433 na povrchu cytochromu P450 jsou zapojeny do interakci
s cytochromem bs [43]. Avsak pfesny mechanismus, jakym bs podporuje funkci enzymu
P450, zatim neni objasnén [34]. Je znamo, Ze cytochrom bs mize cytochrom P450
stimulovat, inhibovat, nebo na n¢j také nemusi mit zadny vliv. Jakym zpisobem bude
cytochrom bs na cytochrom P450 pusobit zavisi na isoform¢ cytochromu P450, substratu

a podminkach experimentu [48].
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2.3. Dalsi hem-thiolatové proteiny

Hem-thiolatové proteiny, mezi které patii vedle jiz popsanych cytochromi P450
také NO-synthasy (dale NOS) a chloridové peroxidasy (dale CPO), katalyzuji velké

mnozstvi dilezitych biologickych reakci, o kterych bude pojednéno v nasledujicim textu.

Stejné jako u P450, i aktivni mista téchto proteint jsou velmi dobie prozkoumana
diky znalosti krystalovych struktur. Centrum aktivniho mista tvofi protoporfyrin IX
s zelezem vazanym ve stiedu molekuly, koordinovanym k cysteinthiolatové site. Vsechny
tii enzymy jsou oxidoreduktasami, které aktivuji bud’ molekularni kyslik (CYP a NOS),
nebo peroxid vodiku (CPO) a nasledné inkorporuji jeden z atomu kysliku do molekuly

substratu. Druhy atom kysliku je nasledné pfeménén na vodu [13].

Molekularni modely NO-synthas a cytochromu P450 jsou na obr. 9.

Obr. 9: Molekularni modely NO-synthasy a cytochromu P450. Krom& hemu v aktivnim centru mezi modely

neexistuje vyrazngjsi strukturni podobnost. — pievzato z [49].
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2.3.1. NO-synthasy

Oxid dusnaty je molekula, ktera je velmi reaktivnim volnym radikalem.

vvvvvv

smogu a kyselym destim, v soucasnosti se jednd o velmi ¢asto zkoumanou molekulu.

Zajimavosti je, ze az okolo roku 1998 doslo ke klicovym objeviim tykajicich se NO
jako signalni molekuly v kardiovaskuldrnim systému, Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro

a Ferid Murad za tyto objevy obdrzeli Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékatstvi [50].

V dnesni dobé je tedy znamo, ze NO je molekula, ktera hraje roli v mnoha
fyziologickych jevech jako je naptiklad udrzovani cévniho tonu, uc¢inkem na hladké
svalstvo cévy zplsobuje vazodilataci (rozSifeni cév), plni roli neurotransmiteru jak
Vv centralni, tak v periferni nervové soustavé, dale také zprostfedkovava buné¢nou obranu.
Dalsi neméné zajimavou funkci NO je interakce s mitochondrialnimi systémy, diky cemuz
dochazi k regulaci bunééného dychani a k tvorbé reaktivnich forem kysliku. Da se tedy

zjednodusené fici, ze zalezi na NO, zda bunka piezije, ¢i dojde k bunééné smrti [51].

Je tedy patrné, Ze oxid dusnaty je velmi dilezitou molekulou pro lidsky organismus

a jeho vznik pomoci NO-synthas vyznamnou biochemickou reakci.

NO-synthasy (dale NOS, EC 1.14.13.39.) jsou monooxygenasy, pti¢emz v reakci,
kterou katalyzuji, vznika pravé oxid dusnaty a citrulin z L-argininu s vyuzitim NADPH
a 0,.

Katalyza pomoci NOS je proces skladajici se ze dvou redoxnich krokti: nejprve je
substrat, L-arginin, pfeménén na N-hydroxy-L-arginin (NOHA), jez se nasledné pfeméni
na NO a citrulin (viz obr. 10, str. 25). Prvni krok této reakce je né¢kdy srovnavan s reakci
cytochromu P450 — avsak az na povahu substratu, jez se v obou pfipadech vyrazné lisi
(vice viz kap. 2.3.2.). Pfeména N-hydroxy-L-argininu na citrulin je naopak reakci zcela

typickou pro NO-synthasy.
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Obr. 10 — Reakce katalyzovana enzymem NO-synthasou — ptevzato z [52].

Jak je patrné z obr. 10, atom dusiku v molekule NO pochazi z molekuly L-argininu,

atom kysliku potom z molekuly O, [52].

NOS jsou vyjimécné tim, ze vyuzivaji vazby péti kofaktorti/prostetickych skupin:
flavinadenindinukleotidu (FAD), flavinmononukleotidu (FMN), hemu,
tetrahydrobiopterinu (BH;) a Ca**-kalmodulinu (CaM) [50]. Elektrony jsou k hemu

NO-synthas dodavany diky tomu, Ze flavinova reduktasa je kovalentné vazana k hemové

doméné pies linker, ktery vaze kalmodulin [33] (viz obr. 11, str. 26).
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Obr. 11: Vznik NO z L-argininu a jeho vyuziti. NOS je znazornéna jako homodimer. Zvyseni koncentrace
vapniku v bunice stimuluje aktivitu NOS ptes Ca-kalmodulin vazbu na NOS, coZ podporuje pienos elektronu

z FAD-FMN domény k hemu. Pfevzato z [33].

NO-synthasy se vyskytuji ve tfech funkéné odliSnych isoformach — neuronlni,
inducibilni a endothelialni. NNOS, tedy neuronalni isoforma, je nejvice rozsifena
V nervovém systému [53]. Dalsi dvé formy, eNOS (endothelialni) a iNOS (inducibilni)
jsou konstitutivné exprimovany pievazné v endothelidlnich bunikach, INOS je pak
lokalizovana i v imunitnim systému [54].

Vsechny 3 isoformy maji spolecné nasledujici rysy:

- obsahuji hem v aktivnim centru;
- jsou aktivni jako homodimery;

- jsou stereospecifické (D-arginin nemuize byt substratem);

- vSechny isoformy NO-synthas vazou pét kofaktort/prostetickych skupin: FAD,

FMN, hem, tetrahydrobiopterin (BH,) a Ca**-kalmodulin (CaM) [50].
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Podrobnéjsi informace o jejich rozdilech poskytuje néasledujici tabulka:

Tab. 1: Jednotlivé isoformy NO-synthas, jejich vyskyt a funkce. Prevzato z [50].

Ezﬁgfiene NOS | NOS 11 NOS 111
lef;réleﬁvm nNOS (neuronilni) iNOS (inducibilni) eNOS (endothelialni)
Molelulova |- 160 kpa ~ 130 kDa ~ 133 kDa
Lokalizace cytosol cytosol buné¢na membrana
v buiice (kalveoly)
gzﬁiifirétaign;; makrofagy, glie, cévni endotel, plicni a
, P . hepatocyty, endotel, epitel, |renalni epitel,
Vyskyt gglxjflei;eo]illizgl}(]éi%tseigli srde¢ni myocyty, hladky trombocyty, srde¢ni
Kosterni sval > |sval,... myocyty, hipokampus
Exprese vétsinou inducibilni (pouze
ror'zeinu konstutivni (trvald) po stimulaci cytokiny konstutivni (trvald)
P apod.)
Regulace  |Ca®", ser/tyr fosforylace, jakmile je protein Ca®", ser/tyr fosforylace,
s exprimovan, neni aktivita
aktivity NO ] modulace exprese
regulovana; NO
Hla.ml . ., | neurotransmise, boj s infekci, tumory re%lﬂace Cevmh? tf) .,
fyziologicky neuromodulace (cytotoxicita) pratoku krve tkanémi,
vyznam krevniho tlaku

2.3.2. Srovnani cytochromi P450 a NO-synthas

Cytochromy P450 i NO-synthasy patii do skupiny hem-thiolatovych proteini. Oba

enzymy jsou také oxidoreduktasami, které¢ aktivuji molekularni kyslik a nasledné

inkorporuji jeden z atomt kysliku do molekuly substratu. Druhy atom kysliku je poté

pfeménén na vodu [13].

Je nutné na tomto mist€é zopakovat, Ze NOS obsahuji i1 vSechny sloZky

monooxygenasového systému: hem, FMN, FAD. Tetrahydrobiopterin nebo kalmodulin

jsou naopak u NO-synthas oproti P450 navic.

Zatimco reduktasovd doména obou enzymu je velmi podobnd, oxygenasova

(hemova) vykazuje malou podobnost. Jednim z mala podobnych motivii je naptiklad
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axialni ligand hemu, kterym je u obou enzymi thiolatova sira sulthydrylové skupiny

cysteinu [33].

Velkym rozdilem mezi obéma enzymy je také katalyzovana reakce. Zatimco
cytochrom P450 plsobi pievazné na nepolarni slouceniny, NO-synthasy katalyzuji
pfeménu velmi polarni aminokyseliny, L-argininu. Oba dva enzymy se lisi také poctem
elektrontl, které je nutné pouzit pro katalyzu dané reakce - cytochromy P450 pro jednu
reakci potfebuji 2 elektrony, NO-synthasy pro podobnou reakci stejny pocet elektronti
[52]. Nicmén¢ v dalsim reakénim kroku u NO-synthas dochazi ke spotiebé jesté dalsiho

elektronu.

2.3.3. Chloridové peroxidasy

Chloridové peroxidasy (CPO, EC 1.11.1.10., také chloroperoxidasy) jsou také
fazeny do skupiny hem-thiolatovych proteinti. SouCasné byvaji zafazovany mezi

peroxidasy [55], [56].

Nejvyznamnéjsi funkei téchto enzymi je katalyza halogenace riznych alifatickych
substratli (1). Nicméné se jedna o enzym univerzalni — CPO vykazuji také peroxidasovou
(2), katalasovou (3) a monooxygenasovou (4) aktivitu, jak je vyjadifeno v nasledujicich

rovnicich: [15]

AH + X +H" + H0, — AX +2 H,0 1)
2 AH, + H,0, — HA-AH + 2 H,0 )
2 Hy0, — Oy + 2 H,0 3)
AH + H,0, — AOH + H,0 (4)

2.3.4. Interakce hem-protein v hem-thiolatovych proteinech

Jednou z velmi zajimavych otazek je, jakym zplsobem komunikuje hem
s proteinem, ktery jej obklopuje. Zjisténi, jak hem s apoproteinem interaguje v odpovédi na
vazbu napiiklad substratu nebo inhibitoru, je tieba pro prozkoumani regulace enzymové

aktivity, zejména modulace redox potencialu a schopnosti vazby kysliku [57].

Existuje n¢kolik moznosti, jakym zplisobem hem (a Zelezo) muze interagovat

s okolnim proteinem:
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- Apoprotein mize mit vliv na axidlni ligand(y) hemového Zeleza, a to bud’ stericky
(jako napftiklad u prechodu mezi stavy R — T u hemoglobinu), nebo prostiednictvim
vlivu na eclektronovy stav ligandu [19]. Obecné plati, ze tento mechanismus
zahrnuje 1 zmény na neligandové strané hemu a v extrémnim piipadé¢ muize dojit

I kK vyméngé ligandu (ligandl) hemového zeleza [57].

- Vlivem apoproteinu mize dojit k odchyleni hemu od planarity. Tento mechanismus

hraje pravdépodobné¢ vyznamnou roli pro mnoho hemoproteinti, véetné cytochromt

P450 [59], [60].

- Apoprotein mize interagovat s hemem prostfednictvim postrannich fetézcti hemu,
pravdépodobné propionati (diky jejich moznosti tvofit vodikové mustky a vzniku

¢aste¢ného naboje) a vinylu [61], [62].

- Ovlivnéni separace naboji (tim padem je ovlivnén redoxni potencidl) zménou
permitivity okoli iontu zeleza z porfyrinu. U cytochromi P450 je tento
mechanismus navrzen jako jedno z vysvétleni specifickych vlastnosti. Je realizovan

naptiklad ptiblizovanim ¢i vzdalovanim hydrofobnich fetézcu [60], [63].

Tato prace bude blize zaméfend na variantu, Ze hem s apoproteinem, ktery jej

obklopuje, interaguje prostiednictvim postrannich fetézcti hemu — vinyld a propionati.

Existuje velké mnozstvi nejruznéjsich studii, které prokazuji, ze propionaty nejsou
pouze jakési ,.kotva® pro vazbu hemu, ale soucasné také aktivné ovliviiuji elektronové
vlastnosti. Studie Gullara a Olsena z roku 2006 [64] naznacuje, Ze propionaty hraji aktivni
roli v dodavani elektronu k hemovému Zelezu. Mechanismus tohoto déje je zalozen na

kiehké rovnovaze mezi volnymi parovymi orbitaly propionatu a n-systémem porfyrinu.

Dalsimi fetézci, které mohou fungovat jako mediatory v interakci hem-protein, jsou
vinyly [57]. Pro vinylové skupiny plati, Ze je mozné rozlisit tii zakladni orientace vinylu
vici hemu — dvé jsou v roviné anebo pfiblizn€ v roviné (cis a trans konformace), jedna je
mimo rovinu (twist konformace) [65]. Tyto mozné orientace vinylu vuéi hemu jsou

znazornény na obr. 12, str. 30.
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Obr. 12: Ruzné konformace vinylovych fetézcu, pievzato z [65].

Tato prace navazuje na diplomovou praci Kristyny Majerové [60] a bude se blize
vénovat interakcim vinylovych postrannich fetézcti hemu. V piedchozich pracich se pfi
analyze rtuznych cytochromti P450 (nejen savéich) zjistilo, ze vinyly v pozici 2 jsou
konforma¢né¢ omezengj$i a jejich torzni uhly spadaji do uZSiho intervalu ve srovnani
s vinyly v pozici 4, kde jsou tyto postranni fetézce vice flexibilni [57], [60]. Pti analyze
torznich hli vinyl v pozici 2 sav€ich cytochromti P450 se prokdzalo, ze tyto uhly lezi
vV rozmezi hodnot -120° az 150° (aZ na nékteré vyjimky). Na rozdil od tohoto Uzkého
intervalu hodnot byla situace u torznich thli v pozici 4 odlisna — zde se jednalo o interval
uhlt od 0° do 180° [57], [60]. Prokazalo se také, Ze existuje strukturni variabilita mezi

jednotlivymi podrodinami cytochromi P450, ktera je typicka pro 4-vinyly [57].

Kromé¢ téchto dvou praci, které zkoumaly hodnoty torznich Ghli pro cytochromy
P450, existuje i studie zabyvajici se torznimi 0hly vinyli peroxidas [65]. V té bylo
zjisténo, Ze torzni uhly pro vinyly v pozici 2 jsou u peroxidas v daleko $ir§im intervalu nez
u cytochromu P450, a to od 0° do 152°. Naopak torzni uhly vinyli v pozici 4 jsou

Vv intervalu uzsim, a to od 110° do 157°.
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3. Cil prace

Tato prace se bude v prvni Casti zabyvat interakcemi hemové Casti molekul
cytochromi P450 a NO-synthas s apoproteinovou ¢asti. Cilem je analyzovat rizné formy
savCich cytochromii P450 1 NO-synthas, jejichz struktury jsou dostupné v databazi Protein
Data Bank. Analyza méla zjistit, zda zavéry o rozdilu ve flexibilité vinyld v pozicich 2 a 4,
zjisténé v predchozich pracich pro nékteré formy CYP, maji obecnéjsi platnost, a dale

nakolik se uplatiuji i pro NO-synthasy.

Druha cast prace je pak zamétfena na interakce cytochromu P450 s cytochrom P450
reduktasou. Je zndmo, Ze u cytochromu P450 2B4 jsou za tyto interakce odpovédné
pfevazné tfi aminokyselinové zbytky: Arg-422, Lys-433, Arg-434. Cilem tedy bude zjistit,
jakou roli hraji tyto aminokyselinové zbytky u dalSich cytochromi, zda i u ostatnich jsou
za reakci odpovédné praveé tyto tfi aminokyseliny, zda jsou na stejnych nebo jinych
mistech v primarni struktufe, pfipadné nakolik jsou prostorové vztahy (vzdéalenosti) mezi
zbytky v té€chto pozicich kompatibilni s pfedstavou o konzervativni povaze interakce P450

s reduktasou.
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4. Prakticka ¢ast

4.1. Metody studia

4.1.1. Interakce hem - apoprotein v cytochromech P450 a NO-
synthasach

Nejprve byla stazena data pro jednotlivé savéi cytochromy P450 a NO-synthasy
z databaze Protein Data Bank [66]. Byly vybrany pouze takové krystalové formy P450
a NOS, jejichz rozliseni bylo maximalng 3.0 A. V piipadg, Ze néktera z forem byla slozena
z vice nez jednoho proteinového fetézce, byl analyzovan kazdy fetézec zvlast. VyuZzitim
programu Yasara [71] byly méfeny torzni thly vinylt v pozici 2 a 4. Pro 2-vinyly se
jednalo o fadu atomt C4B-C3B-CAB-CBB, pro 4-vinyly pak C4C-C3C-CAC-CBC.

H SC CAC CH2 vinyl v pozici 4

Obr. 13: Umisténi a ¢islovani zkoumanych vinyld, ptevzato z [57] a upraveno.

Které struktury cytochromt P450 byly zkoumany, ukazuje tabulka 2. V n¢kterych

piipadech krystalizuji cytochromy P450 jako dimery, nebo oligomery. Jednotlivé fetézce
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téchto oligomerti byly zkoumény samostatné a tyto ptipady jsou v dal$im textu oznaceny

jako fetézce A a B.

Tab. 2: Seznam zkoumanych cytochromt P450 spolu s poétem analyzovanych fetézct.

typ cytochromu P450, typ cytochromu P450,
pdb kod | pocet analyzovanych [pdb kod |pocet analyzovanych

fetézcl fetézcl
3NAO 11A1, 2 fetézce 2NNH 2C8, 4 fetézce
2HI14 1A2, 2 fetézce 2NNI 2C8, 4 fetézce
3PMO 1B1, 4 tetézce 2NNJ 2C8, 2 fetézce
3K9V 24A1, 4 tetézce 2VNO 2C8, 2 fetézce
3K9Y 24A1, 2 tetézce 10G5 2C9, 2 fetézce
1710 2A6, 2 fetézce 1R90 2C9, 4 fetézce
1711 2A6, 2 fetézce 3E4E 2E1, 4 fetézce
2FDU 2A6, 2 fetézce 3GPH 2E1, 4 fetézce
2FDV 2A6, 2 tetézce 3C6G 2R1, 4 fetézce
2FDW 2A6, 2 fetézce 3DL9 2R1, 4 tfetézce
2FDY 2A6, 4 tetézce 1TON 3A4, 4 tetézce
2PG5 2A6, 4 tetézce 1WOE 3A4, 2 fetézce
2PG6 2A6, 2 fetézce 1WOF 3A4, 4 tetézce
3EBS 2A6, 4 tetézce 1W0G 3A4, 4 fetézce
2P85 2A13, 8 fetézcl 2J0D 3A4, 2 fetézce
1PO5 2B4, 4 tetézce 3NXU 3A4, 2 tetézce
1SUO 2B4, 4 tetézce 2Q9F 46A1, 4 fetézce
2BDM 2B4, 4 tetézce 2Q9G 46A1, 4 fetézce
3G5N 2B4, 2 fetézce 3MDM 46A1, 4 tetézce
3KW4 2B4, 4 tetézce 3MDR 46A1, 4 tetézce
3MVR 2B4, 4 tetézce 3MDT 46A1, 4 tetézce
31BD 2B6, 2 tetézce 3MDV 46A1, 4 fetézce
1N6B 2C5, 2 tetézce 3DAX 7A1, 2 fetézce
INR6 2C5, 2 fetézce

Nasledujici tabulka 3 ukazuje analyzované struktury NO-synthas:
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Tab. 3: Seznam zkoumanych NO-synthas. U typu isoformy (zkratka IF) zna¢i N neuronalni, E

endothelialni a I inducibilni.

pdbkod| IF | pdbkoéd | IF |pdbkod | IF |pdbkéd | IF [ pdbkod | IF
1K2R |N 3JT6 N 1IDM8 |E |3NST E 20RP |l
1K2S [N 3JT7 N 1DMI E |[3NLD |E 20RQ ||
1K2T [N 3JT8 N 1DMJ |E |3NLE |E 20RR ||
1K2U |N 3JT9 N 1IDMK |E |3NLF E 20RS ||
1LZX |N 3JTA N 1ED4 E |[3NLG |E 20RT ||
1L.ZZ |N 3N2R [N 1ED5 E |[3NLT |E 2Y37 |
1IMO0O |N 3N5V [N 1ED6 E [3NLU |E 3E65 |
IMMV |N 3NSW [N 1FOI E [3NOS |E 3E67 |
IMMW |N 3N5SX [N 1FOJ E |[3NSE E 3E68 |
10M4 |N 3N5Y [N 1IFOL |E |3PNH |E 3E6L |
10M5 |N 3N5Z N 1IFOO |E |4NSE E 3E6N |
1P6H N 3N60 N 1FOP E [5NSE E 3E60 |
1P6I N 3NLM [N 1183 E |[6NSE E 3E6T |
1P6J N 3NLV [N 1M9J E [7NSE E 3E7G |
1QW6 |N 3NLW [N IM9K |E |8NSE E 3E7I |
1QWC |N 3NLX [N IMOM |E |9NSE E 3ETM |1
1RS6 N 3NLY [N IM9Q |E |1DD7 |I 3ETT |
1RS7 N 3NLZ |N IMO9R |E |1DF1 I 3EAI |
1IVAG |N 3NMO |N INSE |E |1DWV |I 3EBD |l
17V1 N 3NNY [N 1P6L E |1DWW |I 3EBF |
1ZVL |N 3NNZ |N 1P6M  |E  |1IDWX |I 3NOD ||
2G6H |N 3PNE [N 1P6N E [IM8D |I 3NQS I
2G6l N 3PNF N 1RS8 E |IM8E |I 3NW2 |1
2G6K |N 3PNG [N 1RS9 E |1IM8H |I

2G6L |N 3Q99 N 2G60 |E |1M8I I

2G6M | N 3Q9A [N 2HX2 |E |1IM9T |I

2G6N |N 3SVP N 2NSE |E |IN2N I

2HX3 |N 3SVQ [N 3DQS |E |INOC |I

2HX4 |N 3TYL [N 3DQT |E |INOD |I

3B3M [N 3TYM [N 3E7S E [INOS |I

3B3N [N 3TYN [N 3EAH |E |1QOM |I

3B30 |N 1D0C |E 3IIWW |E  |[1QW4  |I

3B3P N 1D00 |E WX |E  |1QW5 |1

3HSN |N 1D1V |E 3IWY |E  |1R35 I

3HSO [N 1DIW |E 3IWZ |E |1VAF |I

3HSP [N 1D1IX |E 3N5P E [|2NOD |I

3JT3 N 1D1Y |E 3N5Q |E  |2NOS |l

3JT4 N 1IDM6 |E 3N5R E [2NSI I

3JT5 N 1IDM7 |E 3N5S E [20RO |I
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Grafické znazornéni vysledkii bylo provedeno v pocitacovém programu Matlab,

verze 7.12.0. Skript pro tvorbu grafii uvedenych ve vysledcich je v ptiloze €. 1.

4.1.2. Interakce cytochrom P450 — cytochrom P450 reduktasa

Pfi tomto vyzkumu byla vyuzita data pro cytochromy P450 stazena z Protein Data
Bank [66]. Podle Shena a Strobela a dale pak Shimizu a kolegt [40], [41], [42] jsou za
interakci cytochromu P450 2B4 a cytochrom P450 reduktasy zodpovédné tii
aminokyseliny, Arg-422, Lys-433, Arg-434 — tato domnénka byla dale zkoumana
i A. Bridges a jejimi kolegy [43]. V programu Yasara byly méfeny vzdalenosti mezi témito
aminokyselinovymi zbytky (respektive mezi jednotlivymi C,) pravé pro cytochrom 2B4.
Aby se predeslo chybé, byly vzdalenosti mezi aminokyselinovymi zbytky jesté ovéteny

vypoctem pro zjisténi vzdalenosti mezi dvéma body v roviné:

|AX| = \"f{xrz - x:r}z-l_ (}’ﬂ - }rx}:_" (zrz - Z:rJIz

Jelikoz webova stranka, ve které byly hodnoceny sekvence vybranych cytochromd,
bohuzel nenabizela sekvenci P450 2B4, ale pouze P450 2B6, bylo nejprve nutné K pozicim
Arg-422, Lys-433 a Arg-434 v sekvenci P450 2B4 ptifadit odpovidajici aminokyselinové
zbytky v P450 2B6. Nasledné pak bylo mozné pomoci webové stranky Berlinského
institutu molekularni biologie a bioinformatiky [67] porovnat sekvence cytochromu P450
2B6 se sekvencemi vybranych cytochromi P450. V piipadé, ze na mistech odpovidajicich
Arg-422, Lys-433 a Arg-434 byly jiné aminokyselinové zbytky, bylo na zakladé fyzikalné-
chemickych vlastnosti posouzeno, zda se mohou ucastnit interakce s cytochrom P450
reduktasou. Pokud ne, bylo zkoumano Vv alignmentu ostatnich cytochromt, zda jsou
pfitomny v blizkosti téchto tfi mist kladn€ nabité aminokyseliny, které by se na interakci
s reduktasou mohly podilet. Pokud byly takové AMK zbytky na jinych pozicich nalezeny,
byly méfeny vzdalenosti mezi jednotlivymi AMK zbytky a porovnany se vzdalenostmi

naméefenymi pro cytochrom P450 2B4.
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4.2. Vysledky
4.2.1. Interakce hem — apoprotein v cytochromech P450 a NO-

synthasach

Prvnim tkolem v této praci bylo urcit distribuci torznich thla vinylt jak v pozici 2,
tak 4 (rozdil mezi nimi viz obr. 13 na str. 32) pro vybrané savéi cytochromy P450
i NO-synthasy. Kazda ¢ara na nasledujicich obrazcich ukazuje jednu zjisténou hodnotu

torzniho uhlu.

Nejprve byly proméfeny torzni uhly vinylt pro cytochrom P450 3A4, ktery tvofi
vyznamné procento ze vSech cytochromti P450 ptitomnych v lidském téle a ktery se

nejcasteji vyskytuje v jatrech. Vysledky méfeni jsou na obr. 14.

® P40 3A4, inyly 0 ® P450 3Ad, dvinyly o0

120

Obr. 14: Hodnoty torznich tihli pro cytochrom P450 3A4. Vlevo na obrazku 2-vinyly, vpravo 4-vinyly.

Zobr. 14 je patrné, ze rozpéti hodnot torznich hli pro cytochrom P450 3A4
pomérné Siroké jak pro vinyly v pozici 2, tak v pozici 4. Pro pozici 2 je vyraznéji
odchylena hodnota torzniho tthlu 96° (pdb kod 1WOF) a 115° (pdb kod 1WOF), pro pozici
4 zase hodnota -176° (pdb koéd 3NXU), nicméné vzhledem k ostatnim hodnotam torznich
uhlt se neda fici, Ze by byla odchylka zvlast’ vyrazna. Z obr. 14 je ale ziejmé, Ze hodnoty

torznich uhla pro vinyly v pozici 2 a 4 se vyrazné lisi.

DalSimi zkoumanymi cytochromy P450 byla podrodina 2A. Zajimavosti je, Ze
krajni hodnoty torznich uhli pro vinyly v pozici 2 u této podrodiny patfily stejnému
cytochromu P450 2A6, pdb kéd 2PG6. Tyto uhly jsou -139° a 156°. Duvodem téchto
odchylek je mutace cytochromu P450 2A6, pdb kod 2PG6, a to L240C a N297Q. Tato, da

se fici konformacni rigidita pro vinyly-2 uz neplati pro torzni Ghly vinyld v pozici 4. Pro ty
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byly u této podrodiny charakteristické hodnoty torznich (thli mezi cca -90° a 150°. Odlehlé
hodnoty byly v tomto piipadé dvé, a to -36° (P450 2A6, pdb kod 3EBS) a 119° (P450

2A13, pdb kod 2P85). Vysledky jsou na obr. 15.

P450 24, 2+vinyly P450 24, d-inyly

90

120

Obr. 15: Hodnoty torznich uhli pro 2A podrodinu cytochromti P450. Vlevo na obrazku 2-vinyly, vpravo 4-
vinyly.

Naésledujici obrazek 16 ukazuje rozlozeni hodnot torznich uhli cytochromti P450,
podrodiny 2B. Zatimco vinyly v pozici 2 jsou vpomérné uzkém intervalu hodnot
a vyjimku tvofi jen torzni uhel 23° (P450 2B4, pdb kéd 3G5N), hodnoty torznich thli pro
vinyly v pozici 4 jsou od sebe vyrazngji vzdaleny. Nejvice patrné je to pro hodnotu 40°

(P450 2B4, pdb kéd 1PO5).

90

120

#®  P450 2B, 2-vinyly ®  P450 2B, 4-vinyly %0

Obr. 16: Hodnoty torznich uhlt pro 2B podrodinu cytochromi P450. Vlevo na obrazku 2-vinyly, vpravo 4-
vinyly

Posledni podrodinou, jejiz torzni tthly byly méfeny, byla podrodina 2C. Vysledky
jsou na obr. 17, str. 38. Ani v jednom piipad¢ se neda fici, ze by se néktera z hodnot

torznich thla (at’ uz se jedna o vinyly v pozici 2 nebo 4) vyraznéji odchylovala.
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@ P450 2C, 2vinyly o ®  P450 2C, 4-vinyly %0

120

Obr. 17: Hodnoty torznich uhli pro 2C podrodinu cytochromi P450. Vlevo na obrazku 2-vinyly, vpravo 4-
vinyly

Na dal$im obrazku 18, str. 39 jsou zobrazeny hodnoty torznich hlu, které byly
naméfeny pro vSechny zkoumané savei cytochromy P450 (jejich seznam viz tab. 2,
str. 33). Pro vinyly v pozici 2 byly torzni tihly nalezeny pievazné v intervalu od cca -120°
do 150°. Ostatni hodnoty se daji povazovat za odchylky — jedna se o nasledujici torzni
uhly: 9° (P450 2E1, pdb kod 3GPH), 23° (P450 2B4, pdb kod 3G5N), 30° (P450 2E1, pdb
kod 3GPH), 96° (P450 3A4, pdb kod 1WO0G) a 115° (P450 3A4, pdb kod 1WOF).

Torzni Ghly pro vinyly v pozici 4 se vyskytuji pifevazné v intervalu pfiblizn€ od
-30° do 180°. Vyjimkami jsou tyto torzni uhly: -5° (P450 2B4, pdb kéd 3GS5SN), 10°
(P450 7A1, pdb kod 3DAX), 40° (P450 2B4, pdb kod 1POS), 42° (P450 7A1, pdb kod
3DAX) a 119° (P450 2A13, pdb kod 2P8S).

Pti porovnani téchto dvou obrazku je jasné, ze zatimco hodnoty torznich thli pro
vinyly v pozici 4 se nachazeji v Sir§im rozmezi a jsou tedy, zda se, flexibilngjsi, hodnoty
torznich thla pro sav¢i cytochrom P450 jsou (az na odchylky) v rozmezi jednoznaéné

uzsim.
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®  P450, 2vinyly a0 ®  P450, d-vinyly 90

Obr. 18: Hodnoty torznich uhli pro sav¢i cytochromy P450. Vlevo na obrazku 2-vinyly, vpravo 4-vinyly.

Kromé cytochromii P450 byly méteny torzni uhly vinyll i pro dal§i hem-thiolatové
proteiny, a to NO-synthasy. Prvni skupinou, u niz byla zjistovana distribuce torznich uhlu,
byla skupina neuronalnich NO-synthas. Vysledky jsou na obr. 19. Zadna z hodnot se ani

u vinyli nijak vyrazn¢ neodchyluje.

®  nNOS, 2-vinyly 90 ®  nNOS, d-vinyly an

Obr. 19: Hodnoty torznich tihlii pro neuronalni NO-synthasy. Vlevo na obrazku 2-vinyly, vpravo 4-vinyly.

Hodnoty torznich thla byly méfeny i pro dalsi isoformu NO-synthas (viz obr. 20,
str. 40), a sice endothelialni NOS. Stejné jako v piechozim ptipad¢é se hodnoty torznich

Ghlé u vinyld v pozici 2 pohybuji mezi piiblizné -30° a 60°.
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®  eNOS, 2-vinyly %0 @ eNOS, 4-vinyly a

90

Obr. 20: Hodnoty torznich tihli pro endothelialni NO-synthasy. Vlevo na obrazku 2-vinyly, vpravo 4-vinyly.

Posledni isoformou, jejiz torzni whly byly analyzovany, byly NO-synthasy
inducibilni (viz obr. 21). Oproti pfechozim dvéma isoformédm se mirn¢ vychyluji hodnoty
109° (pdb kod 1VAF, komplex iNOS s inhibitorem ARR) pro vinyl v pozici 2 a -160° (pdb
kod 3NW2, komplex s inhibitorem MPW) pro vinyl v pozici 4.

®  iNOS, 2-inyly ® iNOS, 4-vinyly
90 90

Obr. 21: Hodnoty torznich thla pro inducibilni NO-synthasy. Vlevo na obrazku 2-vinyly, vpravo 4-vinyly.

Na nésledujicim obr. 22, str. 41 jsou potom vidét vSechny hodnoty torznich uhlt

ey ee

(iNOS, pdb kod 1VAF) a -160° (iNOS, pdb koéd 3NW2) v pozici 4. Kromé tohoto je
zfejmé, Ze zatimco se hodnoty torznich thli u vinyld v pozici 2 soustied’uji do rozmezi
hodnot od -30° do 90°, pro torzni uhly v pozici 4 jsou typické hodnoty v rozmezi od -150°
do 120°.
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®  NOS, 2-vinyly ®  NOS, 4-inyly “

Obr. 22: Hodnoty torznich tihli pro NO-synthasy. Vlevo na obrazku 2-vinyly, vpravo 4-vinyly.

4.2.2. Interakce cytochrom P450 — cytochrom P450 reduktasa

Druhym tkolem byla nejprve piesna lokalizace tfi aminokyselin u cytochromu
P450 2B4, které pravdépodobné interaguji s cytochrom P450 reduktasou, tedy Arg-422,
Lys-433 a Arg-434, které se nachazeji na povrchu cytochromu P450. Na obr. 23 jsou tyto

téi aminokyseliny zluté zvyraznény:

Obr. 23: Umisténi aminokyselinovych zbytkt Arg-422, Lys-433, Arg-434 (zluté zvyraznény) u cytochromu
P450 2B4, pdb kod 3KW4.

DalSim krokem bylo zméfeni vzdalenosti mezi jednotlivymi aminokyselinami pro
cytochrom P450 2B4, vysledky jsou vtab. 3, str. 42. To bylo provedeno za pomoci

programu Yasara a ovéfeno vySe uvedenym matematickym vztahem.

41



Tab. 3: vzdalenosti mezi Arg-422, Lys-433 a Arg-434 u cytochromu P450 2B4. Vzdalenosti mezi

AMK jsou udany v A
pdb
kod P450 AMK Zbyt9k [ArQaz; LYSszs] | [LYSszs; Ardazs] | [Ardagp; Ardszal
2BDM |2B4 | Arg-422 | Lys-433 | Arg-434 19,6 3,8 20,3
1SUO |2B4 | Arg-422 | Lys-433 | Arg-434 20,4 3,8 20,8
3G5N |2B4 | Arg-422 | Lys-433 | Arg-434 20,2 3,8 20,6
3KW4 |2B4 | Arg-422 | Lys-433 | Arg-434 19,7 3,8 20,2
3MVR |2B4 | Arg-422 | Lys-433 | Arg-434 20,1 3,9 20,5

Nejprve byly podle ¢lanku doc. Sulce a kolegli [68] porovnany sekvence

cytochromi P450 2B4 a 2B6. Bylo zjisténo, ze na vybranych mistech (tedy na mistech,

kde se vyskytuji aminokyseliny, které pravdépodobné interaguji s reduktasou) jsou si velmi

podobné, v cytochromu P450 2B6 jsou na téchto mistech pfitomny tyto aminokyseliny:

Lys-422, Lys-433 a Arg-434. Nasledné byly pomoci webové stranky Berlinského institutu

molekularni biologie a bioinformatiky [67] porovnany sekvence cytochromu P450 2B6 se

sekvencemi vybranych savéich cytochromt P450. Nasledujici tabulka 4 na str. 43 doklada,
které aminokyseliny odpovidaji Arg-422, Lys-433 a Arg-434 u cytochromim P450 2B4
(tedy Lys-422, Lys-433 a Arg-434 u 2B6). Tyto informace byly nasledné ovéfeny

v odpovidajicich pdb souborech.
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Tab. 4: Piehled aminokyselinovych zbytkd, které se u vybranych cytochromi P450 vyskytuji po porovnani
sekvenci na misté Lys-422, Lys-433 a Arg-434 cytochromu P450 2B6 (zvyraznéno zeleng), coz podle [68]
odpovida pozicim Lys-422, Lys-433 a Arg-434 pro P450 2B4.

CYP pdb kédy AMK zbytky

1A2 |[2HI4 Leu-444 | Lys-455 | Arg - 456

1B1 |3PMO Lys-454 | Lys-467 | Arg -468
1710, 1711, 2FDU, 2FDV,

2A6 |2FDW, 2FDY, 2PG5, 2PG6, Lys-425 | Lys-436 | Arg -437
2PG7, 3EBS
2BDM, 1SUO, 3G5N, 3KW4,

2B4 3MVR Arg-422 | Lys-433 | Arg-434

2B6 |3IBD Lys-422 | Lys-433 | Arg-434

2C8 1PQ2, 2NNH, 2NNI, 2NNJ, Lys—421 | Lys-432 | Arg-433
2VNO

2C9 |10G2, 10G5, 1R90 Lys-421 | Lys-432 | Arg-433

2E1 |3E4E, 3GPH Tyr-423 | Lys-434 | Arg - 435
1TQN, 1IWOE, 1WOF, 1W0G,

3A4 2J0D. 3NXU Asp - 428 | Pro-439 | Arg -440

V dalsim kroku bylo vyhodnoceno, ze u P450 1B1, 2A6, 2C8 a 2C9 je velmi
pravdépodobné, Ze s reduktasou budou nejspiSe reagovat Lys, Lys a Arg (piesné pozice

u jednotlivych P450 viz pfedchozi tabulka 4).

Domnénka, Ze budou Vv tabulce uvedené aminokyseliny cytochromi P450 1Bl1,
2A6, 2C8 a 2C9 pravdépodobné reagovat s reduktasou, byla dale ovéfena zméfenim

vzdalenosti mezi témito aminokyselinovymi zbytky. Vysledky jsou v tab. 5.
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Tab. 5: Naméfené vzdalenosti mezi AMK zbytky podezielymi z interakce s cytochrom P450 reduktasou.

Vzdalenosti mezi AMK jsou udany v A

pdb
kod | P450 AMK Zbytek [LySasa: LySaer] | [LYSaer; ArQass] | [LYSasa: Argaes]
3PMO |1B1 |Lys-454 | Lys-467 | Arg - 468 22,2 3,8 22,4
[LySap1; LySazp] | [LYSazp; ArGazs] | [LYSazii Argass]
1PQ2 |2C8 [Lys-421 [Lys-432 [Arg-433| 202 38 20,7
2NNH |2C8 |Lys-421 |Lys-432 |Arg-433 | 202 38 20,6
2NNI |2C8 |Lys-421 |Lys-432 |Arg-433 20 3,8 20,5
2NNJ |2C8 |Lys-421 |Lys-432 |Arg-433 20,1 3,8 20,7
2VNO |2C8 |Lys-421 |Lys-432 |Arg-433 | 201 38 20,5
10G2 |2C9 |Lys-421 |Lys-432 |Arg-433 20,9 3,9 21,1
10G5 |2C9 |Lys-421 |Lys-432 |Arg-433 21 3,8 21,2
1R90 |2C9 |Lys-421 |Lys-432 |Arg-433 20,5 3,8 20,9
[LySaps; LySazs] | [LYSaze; ArGazz] | [LYSazs; Argasy]
1710 |2A6 |Lys-425 [Lys-436 |Arg-437 | 208 38 21,6
1711 |2A6 |Lys-425 |Lys-436 |Arg-437 | 20,8 3,8 21,6
2FDU | 2A6 |Lys -425 |Lys-436 |Arg-437 20,8 3,8 21,5
2FDV |2A6 |Lys -425 |Lys-436 |Arg-437 20,8 3,8 21,5
2FDW | 2A6 |Lys -425 |Lys-436 |Arg - 437 20,9 3,8 21,7
2FDY |2A6 |Lys-425 |Lys-436 |Arg-437 21,1 3,8 21,8
2PG5 |2A6 |Lys-425 |Lys-436 |Arg-437 20,8 3,8 21,6
2PG6 |2A6 |Lys-425 |Lys-436 |Arg-437 | 209 38 218
2PG7 |2A6 |Lys-425 |Lys-436 |Arg-437 20,9 3,8 21,7
3EBS |2A6 |Lys-425 |Lys-436 |Arg-437 20,9 3,8 21,7

Dale byly studovany pouze nasledujici cytochromy P450: 1A2, 2E1 a 3A4 a to
z toho diivodu, Ze nebylo zcela jasné, které aminokyseliny by mohly byt zapojeny do
interakce s cytochrom P450 reduktasou. U P450 3A4 byla situace jest¢ o néco malo
mimo jiné Kyselina asparagova (pozice 428) a prolin (pozice 439), coz je znainé

nepravdépodobné (viz kap. 2.2.3., str. 20).

Pomoci  webové stranky  Berlinského institutu  molekuldrni  biologie
a bioinformatiky tedy bylo podrobnéji prozkoumano okoli nasledujicich aminokyselin:
Leu-444 u 1A2, Tyr-423 u 2E1 a Asp-428 a Pro-439 u 3A4. V pripad¢, ze v okoli byla
pfitomna bazickd aminokyselina, u které by se predpokladala interakce s cytochrom P450

reduktasou, byla zmétena jeji vzdalenost k dalsim aminokyselinovym zbytkam.
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Cytochrom P450 1A2
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Obr. 23: Srovnani sekvenci cytochromi P450 1A2 a 2B6. Cerné tecky oznaduji Lys-422, Lys-433 a Arg-434
u P450 2B6.

Pro cytochrom P450 1A2 (obr. 23) jsou pravdépodobné za interakci s cytochrom
P450 reduktasou odpovédné aminokyselinové zbytky Lys a Arg, které odpovidaji Lys-433
a Arg-434 cytochromu P450 2B6. Naopak aminokyselina Lys v pozici 422 pro cytochrom
P450 2B6 zde nema protéjsek.

Cytochrom P450 2E1

400 410

430

1 ' ' 1 1
m|P2OS?3|CP286_!—fUMAW?-49?VFLIL_SIAL.PHYFEKPIAF NP FLDA GALl EAF IPFILG |c|.e llLFLFF
SOIPOS181|CR2E 1 HUMAN/-493VVR T L DBVL NQEFPDPEKFKP FLNEMNGKF LFKPF TG che LFLLL

Obr. 24: Srovnani sekvenci cytochromi P450 2E1 a 2B6. Cerné tecky oznaduji Lys-422, Lys-433 a Arg-434
u P450 2B6.

Lys-433 a Arg-434 u cytochromu P450 2B6 po porovnani sekvence s formou 2E1
(obr. 24) odpovidaji Lys a Arg pro cytochrom P450 2E1. Naopak tyrosin, ktery se zda jako
protéjSek pro Lys-422 u P450 2B6 se interakce ucastnit nebude, za tu by vSak mohl byt
zodpovédny Lys-422 (u 2E1)

Cytochrom P450 3A4

410 420 430 440 45

m|F208?3|CP236_HWAW?-49?lmEKPIAFNP.HF LDAIGAL kKT ERE IPFSLGKIIQLGEGIARAELF LFFTTI L. IMASPV
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Obr. 25: Srovnani sekvenci cytochromii P450 3A4 a 2B6. Cerné tecky oznacuji Lys-422, Arg-433 a
Arg-434 u P450 2B6.

Méné¢ jasna situace vznikla u cytochromu P450 3A4 (obr. 25). Zatimco je velmi
pravdépodobné, Ze se interakce bude Gcastnit arginin (ktery odpovida Arg-434 u 2B6), tak
dalsi aminokyseliny (Asp-428 a Pro-439 odpovidajici Lys-422 a Arg-433 u 2B6) nemaji

vhodné vlastnosti, které jsou tieba k interakci s reduktasou.
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DalSim krokem bylo ovéfeni domnénky, ze za interakci cytochrom P450 2EI1 -
cytochrom P450 reduktasa je odpovédny aminokyselinovy zbytek Lys-422 — a to

zméfenim vzdalenosti mezi aminokyselinovymi zbytky — viz tab. 6.

Tab. 6: Naméfené vzdalenosti mezi AMK zbytky cytochromu P450 2E1 podezielymi z interakce
s cytochrom P450 reduktasou. Vzdalenosti mezi AMK jsou udany v A.

pdb kod | PA50 AMK Zbytek [LySazo; LySsza]l | [LYSazas ArQass] | [LYSazos ArQass)
3E4E 2E1 |Lys-422 |Lys-434 | Arg-435 25,4 3,8 25,4
3GPH 2E1 |Lys-422 |Lys-434 | Arg-435 25,6 3,8 25,5

Posledni ¢asti této prace byla analyza okoli AMK zbytku Arg-440 u cytochromu
P450 3A4 (viz tab. 7). Na zaklad¢ zjisténi, ze aminokyselinové zbytky Arg-422 a Lys-433
jsou u cytochromu P450 2B4 vzdaleny od Arg-434 cca 4 A, resp. 21 A, bylo analyzovéano
okoli AMK zbytku Arg-440 u cytochromu 3A4. Prvni tabulka ukazuje nalezené
aminokyselinové zbytky, které byly vzdaleny do 4A od zbytku Arg-440.

Tab. 7: Bazické aminokyselinové zbytky ve vzdalenosti do 4 A od Arg-440 u cytochromu P450 3A4.

pdb kod |P450 |bazické AMK vzdalené do 4 A od Arg-440
1TQN 3A4 | Arg-105, Arg-130, Arg-375

1WOE 3A4 | Arg-105, Arg-130

1WOF 3A4 | Arg-105, Arg-375

1W0G 3A4 | Arg-105, Arg-375

1.fetézec (A): Arg-105, Arg-130, Arg-375
2J0D 3A4 | 2.tetézec (B): Arg-105, Arg-130, Arg-375
1.retézec (A): Arg-105, Arg-130, Arg-375
3NXU 3A4 | 2. Fetézec (B): Arg-105, Arg-375

Naésledujici tabulka 8 na str. 47 ukazuje nalezené aminokyselinové zbytky, které
byly od Arg-440 vzdaleny od 19 do 22 A.
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Tab. 8: Bazické aminokyselinové zbytky ve vzdalenosti 19-22 A od Arg-440 u cytochromu P450 3A4.

pdb kéd |P450 |bazické AMK vzdalené od 19 A do 22 A od Arg-440
Lys-70, Lys-141, Lys-143, Lys-209, Arg-243, Lys-257,
1TON 3A4 | Arg-250, Lys-424, Arg-403, Lys-453,

Lys-70, Lys-143, Lys-173, Lys-209, Arg-243, Arg-250,
1WOE 3A4 | Lys-257, Arg-403, Lys-424, Lys-453

Lys-70, Lys-141, Lys-143, Lys-173, Lys-209, Arg-243,
1WOF 3A4 | Arg-250, Lys-257, Arg-403, Lys-453,

Lys-70, Lys-141, Lys-143, Lys-173, Lys-209, Arg-243,
1W0G 3A4 | Arg-250, Arg-403, Lys-424, Arg-453,

1.retézec (A): Lys-70, Lys-143, Arg-212, Arg-243,
Arg-250, Arg-403, Lys-424, Lys-453

2.iretézec (B): Lys-70, Lys-141, Lys-143, Lys-173,
Lys-209, Arg-243, Arg-250, Lys-254, Arg-424, Arg-
2J0D 3A4 403, Lys-453

1.retézec (A): Lys-143, Lys-173, Lys-209, Arg-212,
Arg-250, Arg-260, Arg-268, Arg-403, Lys-424, Lys-453
2.iretézec (B): Lys-141, Lys-173, Lys-209, Arg-212,
3NXU 3A4 | Arg-250, Lys-257, Lys-330, Arg-403, Arg-418
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5. Diskuse

V prvni Casti této prace byly analyzovany torzni uhly vinyld v pozici 2 a 4
cytochromi P450 a NO-synthas. Jiz diive bylo prokdzano, ze se torzni thly mezi
jednotlivymi cytochromy P450 (at’ uz se jednalo o torzni uhly vinyla v pozici 2 nebo 4)
znaéné lisi a lze tedy fici, ze zadny z téchto uhli neni skute¢né typicky pro cytochromy

P450.

vvvvvv

Zatimco pro hodnoty torznich hla vinylt v pozici 2 bylo typické rozpéti hodnot od -120°
do 150°, tedy pomérné izké rozmezi, u hodnot torznich thlu vinylt v pozici 4 bylo toto
rozmezi $irSi. Hodnoty se u vétSiny cytochromi P450 pohybovaly od -30° do 180°.
Prokazalo se tedy, Ze vinyly v pozici 2 jsou konformaéné omezengjsi a vinyly v pozici 4
zase flexibilné;si.

U NO-synthas se dokazalo, ze vinyly v pozici 2 i 4 jsou konformaéné velmi
omezené. Velmi jasn€ to dokazuji vinyly v pozici 4, jejichz hodnoty torznich hli se vesly
do rozmezi -150° az 120°. Hodnoty torznich thli vinylt v pozici 2 byly az na vyjimky

V rozmezi -30° az 90°.

Zasadnim rozdilem mezi cytochromy P450 a NO-synthasami je tedy mimo jiné

orientace torznich thll vinyld, kdy se tyto hodnoty nachazeji v jinych rozmezich.

Pokud tyto hodnoty torznich 0hli porovname s hodnotami ziskanymi pro
peroxidasy [65], situace je zde velmi odlisna. Zatimco pro peroxidasy je typicky S$irsi
interval torznich uhli vinyli v pozici 2 (od 0° do 152°) a uzsi pro vinyly v pozici 4 (od
110° do 157°), u sav¢ich P450 bylo zjisténo uzsi rozmezi hodnot torznich uhla v pozici 2,
zatimco vinyly v pozici 4 jsou konformacné méné omezené. NO-synthasy se vyznacovaly

pomérné Uzkym intervalem hodnot torznich Ghli vinyli v obou pozicich.

Pfi méfeni torznich Ghld vinyli-4 pro podrodinu 2A cytochromt P450 (obr. 15,
str. 37) se velmi vyrazn¢ odchyluje hodnota 119° (cytochrom P450 2A13, pdb kod 2P85).
U této struktury s rozlisenim 2,35 A je za takovouto odchylku pravdépodobné odpovédny
indol, ktery je ligandem, nebo mutace proteinu V23M, W24A, R25K, Q26K, R27T, K28S
a R30K Dalsi odchylkou je hodnota -36° (cytochrom P450 2A6, pdb kéd 3EBS), za tu
muze byt odpovédna bud’ vazba fenacetinu, ktery byl zkouman jako substrat, anebo

aminokyselinové mutace 1208S, 1300F, G301A, S369G
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Co se tyCe podrodiny 2B, torzni Ghly vinyld v pozici 2 jsou v pomérné uzkém

intervalu hodnot, vyjimkou je thel 23° (cytochrom P450 2B4, pdb kod 3G5N). Tato

odchylka je nejspi$ zptsobena vazbou dvou ligandi na tento cytochrom, a to 5-cyklohexyl-

1-pentyl-B-D-maltosid a 1-(bifenyl-4-ylmethyl)-1H-imidazol.

Torzni uhly vinyli v pozicich 2 i 3 pro podrodinu 2C jsou v pomérné tzkém

intervalu hodnot, Zadna z nich se vyraznéji neodchyluje od ostatnich.

Pfi analyze vSech dostupnych sav¢ich cytochromi P450 bylo zjisténo, Zze v pozici 2

se odchyluji tyto hodnoty:

9° (cytochrom P450 2E1, pdb koéd 3GPH), ligand: 10-(1H-imidazol-1-yl)dekanova

kyselina

23° (cytochrom P450 2B4, pdb kod 3G5N), ligandy: 5-cyklohexyl-1-pentyl-p-D-
maltosid a 1-(bifenyl-4-ylmethyl)-1H-imidazol

29° (cytochrom P450 2E1, pdb kod 3GPH), ligand: 10-(1H-imidazol-1-yl)dekanova

kyselina
96° (cytochrom P450 3A4, pdb kod 1WO0G), ligand: metyrapon

115° (cytochrom P450 3A4, pdb kéd 1WOF), ligand: progesteron

U vinyla v pozici 4 se nejvyraznéji odchylovaly nasledujici hodnoty:

-5° (cytochrom P450 2B4, pdb kod 3G5N), ligandy: 5-cyklohexyl-1-pentyl-p-D-
maltosid a 1-(bifenyl-4-ylmethyl)-1H-imidazol

10° (cytochrom P450 7A1, pdb kod 3DAX), ligand: neidentifikovany

40° (cytochrom P450 2B4, pdb koéd 1POS5), v tomto piipadé se pravdépodobné

jedné o tzv. otevienou konformaci
42° (cytochrom P450 7A1, pdb kod 3DAX), ligand: neidentifikovany

119° (cytochrom P450 2A13, pdb kod 2P85), ligand: indol
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Vzhledem Kk pomérné vysokému rozliseni vSech analyzovanych struktur se da
zjednodusen¢ fici, ze za odchylku od béznych hodnot torznich uhld je zodpovédny (az na

vyjimku — P450 2B4, pdb kéd 1POS5) vazany ligand, pfipadné mutace aminokyselin.

Analyza torznich Ghla pro cytochromy P450 tedy ukazuje, ze mezi vinyly v pozici
2 a 4 existuje urCity rozdil. Zatimco vinyly v pozici 2 jsou vyraznéji konformacéné
omezeny, pozice 4 je z pohledu vinylu vice flexibilni. Kromé tohoto existuje i jisty rozdil
mezi vinyly v ramci jednotlivych podrodin, tento rozdil vSak neni nikterak velky —
vinyly-2 se v ramci svych podrodin pomérné podobaji. Pro vinyly-4 uz tento trend tak

vyrazny neni.

DalSim ukolem pro tuto praci bylo analyzovat torzni uhly pro vinylové postranni
fetézce pro NO-synthasy. U NO-synthas se ukazalo, ze torzni thly vinyll se pohybuji mezi
-30° a 90°. Vinyly v pozici 4 jsou v porovnani stémi v pozici 2 jeSt¢ konformaéné
omezenéjsi — hodnoty torznich thli vinyli v pozici 4 se pohybuji v rozmezi od -150° do
120°. Zatimco u cytochrom P450 byla u vinyli konformacné flexibilngjsi pozice 2,
u NO-synthas se spiSe jedna o pozici 4, nicméné i vinyly v pozici 2 jsou pomérné

konforma¢né omezené.

U vinylll v pozici 2 se Zadny z Ghll neodchyluje nijak vyrazng, mirné vzdalen od
ostatnich hodnot je torzni uhel 109° (iNOS, pdb kod 1VAF), kdy se jedna o komplex
NO-synthasy s inhibitorem ARR, v pozici 4 se pak od ostatnich hodnot mirn¢ vzdaluje
torzni thel -160° (iNOS, pdb kod 3NW2). | vtomto piipadé je za toto odchyleni
pravdépodobné zodpovédna vazba ligandu MPW na tuto inducibilni NO-synthasu.

Druha ¢ast této prace byla vénovana interakci cytochromu P450 s cytochrom P450
reduktasou. JelikoZ CPR obsahuje pomérne velké mnozstvi karboxylovych skupin, budou
se tyto reaktivni skupiny parovat s bazickymi (lysin, arginin) na povrchu reakéniho
partnera, vtomto piipadé CYP [35]. V této praci bylo oveéfovano tvrzeni, ze za tuto
interakci jsou odpovédné aminokyselinové zbytky Arg-422, Lys-433 a Arg-434 (v piipadé
cytochromu P450 2B4) na povrchu cytochromu P450. U jednotlivych cytochromi P450
bylo zjisténo nasledujici:

- Interakce P450 1A2 s CPR je zprostiedkovana diky Lys-455 a Arg-456. Arg-422

u P450 2B4 nema u 1A2 v alignmentu protéjsSek.
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-V interakci P450 1B1 s CPR jsou zapojeny AMK zbytky Lys-454, Lys-467, Arg-
468.

- Interakce P450 2A6 s CPR je zprostiedkovana AMK zbytky Lys-425, Lys-436,
Arg-437.

- Zainterakci P450 2B4 s CPR jsou odpovédné Arg-422, Lys-433 a Arg-434.

- Lys-422, Lys-433 a Arg-434 se Gcastni interakce P450 2B6 a CPR.

- Stejné aminokyseliny, avSak sjinymi sekven¢nimi pozicemi, se zapojuji do

interakce mezi P450 2C8 a CPR. Jsou to Lys-421, Lys-432, Arg-433.

- Tyto aminokyselinové zbytky se stejnymi sekvencnimi pozicemi se ucastni

interakce P450 2C9 a CPR. Jde tedy o Lys-421, Lys-432 a Arg-433.

- Interakce mezi P450 2E1 a CPR je s nejvétsi pravdépodobnosti zprostifedkovana

Lys-434 a Arg-435. Tyr-423, ktery byl po porovnani sekvenci na misté¢ Arg-422
cytochromu P450 2B4, se této interakce rozhodné¢ ucastnit nemize. Bylo ovéteno,

Ze misto tohoto tyrosinu se bude do interakce s nejvétsi pravdépodobnosti

zapojovat Lys-422 (u P450 2E1).

Informace vySe byly ovéfeny dvojim zplsobem — po ziskani téchto jednotlivych
AMK zbytkii srovnanim sekvenci byla jeSt¢ meétfena vzdalenost mezi AMK zbytky,
pricemz se o¢ekavalo, Ze tato vzdalenost bude velmi podobna vzdéalenostem naméfenym

pro P450 2B4. Tato domnénka se nakonec potvrdila.

Kromé tohoto bylo diky méteni vzdalenosti zjiSténo, Ze tyto tfi aminokyselinové
zbytky spolu tvofti pfibliZzn€ rovnoramenny trojihelnik, pfi¢emz vzdalenost dvou ramen je
19-22 A, tieti strana méfi zhruba 3-4 A. Toto zjisténi bylo dale vyuzito pro vyhodnoceni
interakce cytochromu P450 3A4 s cytochrom P450 reduktasou.

Pro jiz zminény cytochrom P450 3A4 je situace problematictéjsi. Za jeho interakci
s cytochrom P450 je nejspis zodpovédny Arg-440, ktery odpovida Arg-434 u cytochromu
P450 2B4. Arg-422 odpovidal Asp-428, Lys-433 pak Pro-439. Kyselina asparagova ani
prolin se nemohou interakce sreduktasou tcastnit, nebot’ nejsou bazickymi

aminokyselinami.

Na zaklad¢ predchozich zjisténi je vSak velmi nepravdépodobné, ze by se interakce

ucastnil pouze aminokyselinovy zbytek Arg-440 — u ostatnich zkoumanych cytochromt

51



P450 se vymény elektronu s reduktasou nejspiSe ucastni jesté dalsi AMK zbytky, které
odpovidaji Arg-422 a Lys-433 u P450 2B4. Na zakladé ptedchozich vysledkt, kdy byly
méieny vzdalenosti mezi tfemi zkoumanymi aminokyselinovymi zbytky, byly tedy
vytipovany dalsi bazické AMK zbytky, které by za interakci mohly byt odpovédné.
Vzdélenosti 3-4 A od Arg-440 u P450 3A4 odpovidaji Arg-105, Arg-130 a Arg-375.

O téchto aminokyselinovych zbytcich bylo zjisténo nasledujici:

- Arg-105 (P450 3A4) odpovida Lys-100 (P450 2B4). Je velmi nepravdépodobné, ze
by se tento AMK zbytek Ucastnil interakce s cytochrom P450 reduktasou, nebyl

nalezen zadny ¢lanek, ve kterém by tato domnénka byla vyslovena.

- Arg-130 (P450 3A4) odpovida Arg-125 (P450 2B4). Aminokyselinovy zbytek
Arg-125 u cytochrom P450 2B4 se mize ucastnit interakce s reak¢nim partnerem

cytochromu P450, avSak timto partnerem neni cytochrom P450 reduktasa, ale

cytochrom bs [69], [70].

- Arg-375 (P450 3A4) odpovida His-369 (P450 2B4). Tento aminokyselinovy zbytek
se pravdépodobné interakce s cytochrom P450 reduktasou ucastnit nebude, nejedna

se 0 siln¢ bazickou aminokyselinu.

U zjistovani, kterd z bazickych AMK by mohla byt protéjskem Arg-422 u P450

vvvvvv

19-22 A. Seznam vSech aminokyselinovych zbytki, které by se mohly ugastnit interakce

s cytochrom P450 reduktasou, je v tabulce 8 na str. 53:
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Tab. 8: Bazické aminokyselinové zbytky ve vzdalenosti 19-22 A od Arg-440 u cytochromu P450 3A4.

pdb kéd |P450 |bazické AMK vzdilené od 19 A do 22 A od Arg-440
Lys-70, Lys-141, Lys-143, Lys-209, Arg-243, Lys-257,
1TON 3A4 | Arg-250, Lys-424, Arg-403, Lys-453,

Lys-70, Lys-143, Lys-173, Lys-209, Arg-243, Arg-250,
1WOE 3A4 | Lys-257, Arg-403, Lys-424, Lys-453

Lys-70, Lys-141, Lys-143, Lys-173, Lys-209, Arg-243,
1WOF 3A4 | Arg-250, Lys-257, Arg-403, Lys-453,

Lys-70, Lys-141, Lys-143, Lys-173, Lys-209, Arg-243,
1WO0G 3A4 | Arg-250, Arg-403, Lys-424, Arg-453,

1.retézec (A): Lys-70, Lys-143, Arg-212, Arg-243,
Arg-250, Arg-403, Lys-424, Lys-453

2.iretézec (B): Lys-70, Lys-141, Lys-143, Lys-173,
Lys-209, Arg-243, Arg-250, Lys-254, Arg-424, Arg-
2J0D 3A4 403, Lys-453

1.Fetézec (A): Lys-143, Lys-173, Lys-209, Arg-212,
Arg-250, Arg-260, Arg-268, Arg-403, Lys-424, Lys-453
2.fetézec (B): Lys-141, Lys-173, Lys-209, Arg-212,
3NXU 3A4 | Arg-250, Lys-257, Lys-330, Arg-403, Arg-418
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6. Zavér

Vysledky analyzy torznich thli vinyld v pozici 2 a 4 cytochromd P450 potvrdily,
ze vinylové postranni fetézce jsou zapojeny do interakce hem-protein. Pro torzni thly
vinyld sav¢ich cytochromi P450 v pozici 2 bylo az na vyjimky typické rozmezi hodnot od
-120° do 150°. Pro vinyly v pozici 4 byly hodnoty torznich thla az na vyjimky soustfedény
do rozmezi od -30° do 180°.

V piipadé NO-synthas se hodnoty torznich thla vinyld v pozici 2 pohybovaly
v rozmezi hodnot od -30° do 90°. Pro vinyly v pozici 4 bylo typické rozmezi hodnot

torznich uhla jesté uzsi. Tyto hodnoty se pohybovaly od -150° do 120°.

Je tedy patrné, Ze zatimco u cytochromt P450 byly torzni uhly vinylt v pozici 2
konforma¢né znacné omezenéj$i, v pozici 4 pak flexibilngjsi. NO-synthasy vykazovaly
hodnoty torznich thli ve velmi tzkych intervalech pro vinyly v obou pozicich, mozné

orientace vinyll jsou tedy zna¢né omezeny.

Druha c¢ast prace se zabyvala interakcemi mezi cytochromem P450 a cytochrom
P450 reduktasou. Ve vétSiné pfipadl jsou do této interakce zapojeny tfi aminokyseliny —
bud’ dva lysiny a arginin, nebo dva argininy a lysin. U cytochromu P450 3A4 nebylo
zpocatku jasné, které tfi aminokyseliny jsou do interakce s cytochrom P450 reduktasou
zapojeny. Zjistilo se, Ze se ji svelkou pravdépodobnosti ucastni Arg-440. Dalsi
aminokyselinové zbytky, které za tuto interakci mohou byt odpovédné, jsou uvedeny

v souhrnnych tabulkéach v pfedchozim textu.
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Priloha ¢.1

Skript pro tvorbu grafii pro vyhodnoceni hodnot torznich uhlu.

lineColor = ['-',barval;
dotColor = ['.',barval;

for i = l:length(deg_input)
if deg_input (i) < 0

deg_input (i) = 360 + deg_input(i);
else

deg_input (i) = deg_input(i);

end

end

rad input = (pi/180) .*deg input;
figure(l),set (0, 'ShowHiddenHandles"', 'on');

for i=l:length(rad input')

1 = polar([rad input (i) rad input(i)], [0 1],1lineColor);
set (1, 'LineWidth',2)

hold on;
h = polar(rad_input(i),1,dotColor);

set (h, '"MarkerSize',20);
end
legend(h, {legenda}) ;

b = findobj (gcf, 'string','210")
set (b, 'string','-150")
b = findobj (gcf, 'string','240")
set (b, 'string','-120")
b = findobj (gcf, 'string','270")
set (b, 'string','-90")
b = findobj (gcf, 'string','300")
set (b, 'string','-60")
b = findobj (gcf, 'string','330")
set (b, 'string', '-30")

b2 = copyobj (b,gcf) ;
set (b2, 'Position', [50 50])
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Svoluji k zaptijceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena evidence

vypujcovateli.
Jméno a pfijmeni Cislo OP Datum Poznamka
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