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Abstrakt

Cytochromy P450 jsou riiznoroda skupina hemovych enzymi vyskytujicich se u vétsiny
organismi na Zemi. U lidi zasahuji napt. do metabolismu cizorodych latek, bakterie
jsou schopné diky nim metabolizovat rizné hydrofobni substraty. Obecnou reakci kata-
lyzovanou cytochromy P450 je monooxygenace, tedy vneseni jednoho atomu z molekuly
kysliku do substratu a redukce druhého za vzniku vody. Pro redukci kysliku je tfeba
dodavat elektrony, jako donor elektronti u eukaryot obvykle slouzi NADPH:cytochrom
P450 oxidoreduktasa ¢i cytochrom by, u bakterii vSsak donorem elektront byvaji malé
FeS proteiny a flavoproteiny Jiz dfive bylo ukdzéano, ze bakteridlni donor elektronti fla-
vodoxin je schopen dodavat elektrony nékterym lidskym cytochromtm P450 in wvitro.

V této praci jsem se snazil ovéfit hypotézu, ze flavodoxin je zodpovédny za redukci
vybranych lidskych (1A2, 2A6, 2A13, 2C9, 2C19, 3A4) a bakterialnich (101A1 a 176A1)
cytochromi P450 heterologné exprimovanych v bunkach FEscherichia coli. Ke studiu
byly pouzity techniky molekulového modelovani.

Byla navrzena sada moznych orientaci komplexu jednotlivych cytochromi P450
s flavodoxinem metodou fizeného ,dockingu“ a nasledné byla ovéfena stabilita téchto
komplexii fizenou disociaci. Byly vybrany nejstabilnéjsi orientace pro kazdy cytochrom
P450, ty byly dale optimalizovany molekulovou dynamikou, pticemz byla sledovana
vzdélenost redoxnich center (hemu a FMN). Prace vynaloZena na ¥izenou disociaci a
vzdalenost redoxnich center v optimalizovanych nejstabilnéjsich komplexech byly na-
sledné korelovany s publikovanym procentem redukovaného cytochromu P450 stanove-
ném v bakteriich in vivo.

Bylo zjisténo, ze pro lidské cytochromy P450 vstupni hypotéza plati a flavodoxin je
pravdépodobné zodpovédny za jejich redukci v Escherichia coli, zatimco u bakterialnich

cytochromi P450 se hypotéza nepotvrdila.

Klic¢ovy slova: cytochromy P450, flavodoxin, protein-protein interakce, pocitacové

modelovani, docking, molekulovd dynamika
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Abstract

Cytochromes P450 are diverse group of heme enzymes found in most species on Earth.
In humans they are involved in metabolism of foreign compounds or steroids, bacteria
employ cytochromes P450 for utilization of various hydrophobic substrates. General
reaction catalyzed by cytochromes P450 is monooxygenation, when one atom of oxy-
gen molecule is introduced into the substrate, while the other is reduced producing
water. NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase or cytochrome by usually serves as
an electron donor providing electrons needed for activation of oxygen in eukaryotic
organisms, in bacteria small FeS proteins or flavoproteins are these electron donors.
It was shown earlier that bacterial electron donor flavodoxin could also interact with
human cytochromes P450 in vitro.

This thesis employs molecular modeling techniques to support a hypothesis that
flavodoxin is responsible for reduction of human (1A2, 2A6, 2A13, 2C9, 2C19, 3A4) and
bacterial (101A1 a 176A1) cytochromes P450 heterologously expressed in Escherichia
coli.

An initial guess of possible mutual orientations of cytochrome P450 and flavodoxin
was predicted using information-driven protein-protein docking. The stability of these
complexes was examined by directed dissociation method. The most stable orientation
for each cytochrome P450 was further optimized using molecular dynamics and the
distance between redox centers (heme and FMN) was monitored. Two sets of calculated
parameters (i) the work done by the external force driving the directed dissociation
of protein-protein complex and (ii) the distance between redox centers in optimized
complex were correlated with percentage content of reduced cytochrome P450 measured
in bacteria in vivo.

It was found that for human cytochromes P450 the input hypothesis was correct and
flavodoxin is probably responsible for their reduction in Escherichia coli, while in case

of studied bacterial cytochromes P450 the hypothesis was not confirmed. (In Czech)

Keywords: cytochromes P450, flavodoxin, protein-protein interactions, computer-

aided modeling, docking, molecular dynamics
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Seznam zkratek

A Angstrom = 1071° m

Adx adrenodoxin

Cdx cindoxin

C. brakii Citrobacter braakii

CPR NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa
CYP Cytochrom P450

DNA deoxyribonukleova kyselina

E.coli Escherichia coli

ER  endoplasmatické retikulum

FAD flavinadenindinukleotid

FdR ferredoxin(flavodoxin):NADP* oxidoreduktasa
Fdx ferredoxin

Fld flavodoxin

FMN flavinmononukleotid

MD  molekulovd dynamika

MFO Mixed Function Oxidase — oxidasa se smisenou funkci
MM molekulovd mechanika

NAD(P)H nikotinamiddinukleotid (fosfat)

NNK 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon
P. putida Pseudomonas putida

PDB Proteinova databanka (www.pdb.org)
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PdR putidaredoxin reduktasa

Pdx putidaredoxin

QM  kvantova mechanika

RMSD angl. ,root mean square deviation“, odmocnina stfedni kvadratické odchylky

SMD steered molecular dynamics — fizena molekulovd dynamika

Dale byly v textu pouzity standardni zkratky aminokyselin.
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1 Uvod

Zivé organismy byly vystaveny $kodlivym chemickym latkdm jiz od pradavna — je to
soucasti tzv. chemické ,valky* rostlin s zivocichy, jakozto i bojii mezi mikroorganismy.
Zatimco vyssi zivocichové se utkavaji spise ve fyzické roviné, mikroorganismtim a rostli-
nam nezbyva nez bojovat s neprateli chemicky, tedy produkci takovych latek, které jsou
pro né samotné prinejmensim vyrazné méné toxické nez pro jejich nepratele. S nastu-
pem prumyslové éry zacaly do zivotniho prostiedi pronikat nové cizorodé latky ve formeé
toxického odpadu, umélych hnojiv a pesticidit pouzivanych v zemédeélstvi ¢i 1é¢iv pou-
zivanych v humanni a veterinarni mediciné. Jelikoz se tyto prevazné hydrofobni latky
objevily pro pfirodu relativné nedavno, nejsou vzdy odstranovany v ramci béznych sa-
mocisticich procesii a mohou se hromadit v Zivotnim prostfedi. Spolu s vdechovanym
vzduchem, znecisténou vodou a potravou je pak prijimame i my. Mezi nejnebezpec-
néjsi chemické polutanty patii polycyklické aromatické uhlovodiky a jejich derivaty
— nitroslouceniny a aminy [1]. V odborné literatute byva cizoroda latka nalézajici se
v organismu, kterd by se tam bézné neméla vyskytovat (popfipadé se tam vyskytuje
v mnohem vys§i koncentraci, nez je obvyklé) oznaovana jako xenobiotikum.

Rada organismti si jiz ddvno vyvinula systém, jak xenobiotika detoxifikovat v reakci
na produkci jedlt béhem jiz vyse zminéné chemické valky. U zivocichi, kde tento proces
probiha pfrevazné v jatrech, v prvni fazi dochazi k zavedeni ¢i odmaskovani reaktiv-
nich skupin pomoci redoxnich a hydrolytickych reakei (tzv. derivatizace xenobiotika).
Xenobiotikum je dale konjugovano s polarni latkou (nejcastéji s kyselinou glukurono-
vou, sulfitem nebo glutathionem), coz ma za cil zvysit jeho hydrofilitu a usnadnit tak
jeho vylouceni z organismu [2]. V nékterych pfipadech ovSem derivatizace xenobiotika
vede ke vzniku reaktivnich sloucenin spontanné reagujicich s deoxyribonukleovou kyse-
linou (DNA), coz v koneéném dusledku muze vést k vyvoji nddorovych onemocnéni [3].
Dalsi vyznamnou skupinou xenobiotik dostavajicich se do lidského organismu jsou 1é-
¢iva, u kterych je tfeba s detoxifika¢nimi procesy pocitat pti studiu lékovych interakei a
predvidani jejich farmakokinetiky [4]. Krom toho jsou nékteré mikroorganismy schopny
pouzivat polutanty jako zdroj uhliku, ¢ehoz se védci snazi vyuzit k ¢isténi kontamino-
vaného prostiedi v procesu zvaném bioremediace [5].

Mezi nejvyznamnéjsi redoxni derivatizacni reakce patii hydroxylace, za kterou je



u vyssich organismu z velké ¢asti zodpovédny MFO (angl. ,mixed function oxidase“)
systém [6], jenZ se nachézi na cytosolarni strané membrany endoplasmatického retikula
a je tvoren cytochromy P450, jejich reduktasou (NADPH:cytochrom P450 oxidoreduk-
tasou), popfipadé i cytochromem bs a NADPH:cytochrom bs oxidoreduktasou [7].

Se zvysujicim se vykonem pocitac¢u zacinaji byt pro studium biochemické problema-
tiky stéale castéji pouzivané také metody teoretické chemie, napiiklad tzv. ,docking®
nebo molekulova dynamika. Tato prace takovych metod vyuziva ke studiu interakeci

cytochromi P450 s malym bakterialnim donorem elektronii flavodoxinem.

1.1 Cytochromy P450

Monooxygenasy zvané cytochromy P450 (EC 1.14.x.x) byly objeveny v padesatych le-
tech dvacéatého stoleti v mikrosomech z potkanich jater [8]. Nazev, ktery vznikl na
zakladé spektralni podobnosti s prenaseci elektronti — cytochromy, z pismena ,P*
pro pigment a charakteristického absorpé¢niho maxima po vazbé oxidu uhelnatého pri
450 nm, se pozd€ji ukazal ponékud zavadéjici, v novéjsi literature byvaji tyto proteiny
oznacovany jako enzymy P450 nebo zkratkou CYP. V pribéhu let byly tyto enzymy ob-
jeveny ve vSech doménéch zivota od bakterii po ¢lovéka a také u vira [9], jak pfehledné

ilustruje tabulka 1.

Tabulka 1: Popsané cytochromy P450 k bieznu 2010, upraveno dle [9].

Typ organismu | Pocet cytochromt P450
Zivocichové 4088*
Rostliny 4267
Houby 2784*
Protista 247
Bakterie 1042
Archea 26
Viry*** 2

* dalsich vic nez 1000 cytochromii P450 dosud nepojmenovano
**  databaze ,Fungal Cytochrome P450 Database“ obsahuje dalsich 4050

nepojmenovanych cytochromt P450

***  viry nebyvaji nékdy povazovany za zivé organismy

Z evolu¢niho hlediska se cytochromy P450 nejspise objevily uz na poc¢atku éry zivota

na Zemi u anaerobnich bakterii pred asi 3,5 miliardami let, kdy se objevily prvni stopy



kysliku a cytochromy P450 mohly pivodné slouzit k jeho detoxifikaci [10].

1.1.1 Nomenklatura cytochromi P450

Z pocatku byly cytochromy P450 pojmenovavany nesystematicky, kazda laboratof méla
svij systém zkratek a nékdy existovalo i vice oznacCeni pro stejny protein. S rozriis-
tajicim se poctem nové objevenych cytochromt P450 vznikla potieba je 1épe tridit,
a tak roku 1987 vznikla Komise pro standardizovanou nomenklaturu eukaryotickych
cytochromtt P450, kterd vydala prvni doporudeni k sjednoceni nomenklatury [11]. Pt-
vodné vychézela nova verze tohoto doporuceni kazdé dva roky, v roce 1995 pak vznikla
webova stranka, kde je mozné dodnes vyhledat nejaktudlnéjsi nomenklaturu [12].
Soucasna sjednocend nomenklatura déli superrodinu cytochromit P450 do rodin a
podrodin na zakladé identity v aminokyselinové sekvenci a prifazuje kazdému zastupci

superrodiny zkratku podle nésledujicich pravidel [11]:
e 7z nazvu ,cytochrom P450“ vznikne zkratka CYP,

e nasleduje arabska cislice oznacujici rodinu, kde je mezi zastupci homologie ami-

nokyselinové sekvence vyssi nez 40 % (napi. CYP1),

e nasleduje velké pismeno oznacujici podrodinu, kde je mezi zastupci homologie

aminokyselinové sekvence vyssi nez 55 % (napf. CYP1A),

e zkratku ukoncuje arabska cislice oznacujici potadi konkrétniho proteinu v jeho

podrodiné (napi. CYP1A2).

1.1.2 Struktura cytochroma P450

A¢ sekven¢ni homologie mezi jednotlivymi rodinami neni velka, vykazuji vSechny dosud
roziesené struktury cytochromt P450 uré¢itou podobnost (srovnéni struktur bakterial-
niho a lidského cytochromu P450 se sekvenc¢ni identitou 20,3 % je vidét na obrazku 1).
Ustfednim prvkem je prostheticka skupina hemu, ktera je k apoproteinu vazana pomoci
konzervovaného deprotonovaného cysteinu. Ve stfedu hemu je ¢tyfmi dusiky (ekvato-
ridlnimi ligandy) koordinovéano Zelezo, patym (axidlnim) ligandem je zminény thiolat

cysteinu (proto se cytochromy P450 fadi mezi hem-thiolatové enzymy) [13] (viz obr. 2).



Obrazek 1: Struktura bakterialniho solubilniho CYP101A1 (A, PDB ID 2CPP) a lidského
membranového CYP2A6 (B, PDB ID 1710, membranova kotva nezobrazena) s vyznacenymi
charakteristickymi elementy. Srovnani obou struktur (C).

Tato ponékud neobvykla koordinace zeleza zptsobuje posun absorpéniho maxima So-

retova pasu redukovaného hemu v komplexu s CO k charakteristickym 450 nm [14].

COOH COOH

Obrazek 2: Prosthetiska skupina hemu vyskytujici se u cytochromu P450 se znazornénym
patym ligandem Zeleza — cysteinem. Pfevzato z [13].

Sekundarni strukture dominuje a-helix, kde nejvyznamnéjsi oznacovany jako I helix
tvofi jakousi pater celého proteinu. I helix je uprostied v blizkosti Zeleza hemu zalomeny
v dusledku vodikové vazby hydroxylu konzervovaného threoninu na karbonylovy uhlik
hlavniho fetézce [15], coz by mohlo byt zodpovédné za spravnou vazbu molekuly kysliku
jako axialniho ligandu na distalni (opa¢nou nez kde se vaze cystein) stranu hemu [16].

Distalni strana proteinu je pak méné konzervovana mezi rodinami a podrodinami,



nebot je zodpovédnd za rozpoznani a vazbu substratu, ktery mize byt napfi¢ rodinami
znacné odlisny [15]. Celkové ma pak cytochrom P450 tvar trojbokého hranolu, jak je
mozné vidét na obrazku 1. Cytochromy P450 z vysSich organismi jsou membranové
proteiny s asi 25 aminokyselin dlouhou membranovou kotvou na N-konci, jejiz struktura
nebyla dosud experimentalné zcela objasnéna. Podle nejnovéjsich teoretickych modela
se pravdépodobné jedna o jednoduchy transmembranovy helix a navic je i globularni
doména ¢astetné zanofena v membrané [17,18].

Jako prvni byla roku 1985 pomoci rentgenové krystalografie roziesena struktura roz-
pustného CYP101A1 (dfive P450cam) z bakterie Pseudomonas putida, ktery ma za sub-
strat kafr [19]. Druha byla publikovana v roce 1993 struktura rozpustného CYP102A1
(dfive P450-BM3) z bakterie Bacillus megaterium podilejiciho se na metabolismu mast-
nych kyselin [20]. Prvni struktura lidského cytochromu P450 byla publikovana v roce
2003 a jednalo se o mikrosoméalni membranovy CYP2C9, ktery je mimo jiné zodpo-
védny za biotransformaci antikoagulantu warfarinu [21]. Dnes je v proteinové databance
PDB (www.pdb.org) deponovano pies 350 struktur cytochromi P450 ziskanych pie-
vazné rentgenovou krystalografii, z toho ptes 80 lidskych, nicméné casto jde o varianty

jednoho proteinu s riznymi substraty ¢i inhibitory.

1.1.3 Reak¢éni mechanismus cytochromu P450

Cytochrom P450 jakozto monooxygenasa $tépi molekulu kysliku, pficemz jeden atom
je redukovan na molekulu vody a druhy je vnesen do molekuly zpravidla hydrofobniho
substratu [13]. Cely proces lze shrnout rovnici:

RH + Oy +2e~ +2HY — ROH + H,0O

Zakladni reakéni cyklus se sestava z nasledujicich kroki (viz obr. 3) [22]:

e V klidovém stavu je Zelezo hemu v oxida¢nim stavu III v nizkospinové forme,

Sestym ligandem je voda.

e Po navazani substratu do aktivniho centra (1) dojde k odstoupeni vody a pte-

chodu zeleza do vysokospinového stavu.

e Vysokospinové zelezo ma pozitivnéjsi redukéni potencial, a proto miize snaz dojit
k jeho redukeci na ferro formu (2). Spinovy prechod ovSem neni nutnou soucasti

reakéniho cyklu. V tomto kroku mize dochézet k vazbé oxidu uhelnatého.



Obrazek 3: Reakéni cyklus cytochromu P450 s alternativni cestou, kde probiha redukce zeleza
i bez pfitomnosti substratu. Reakéni centrum je reprezentovano zelezem hemu a jeho axialnimi
ligandy. Popis jednotlivych krokt v textu. Upraveno podle [23].

V dalsim kroku se vaze molekula kysliku jako Sesty ligand a vznikd oxo-ferri

komplex (3).

e Nasledné dochazi opét k redukei za vzniku peroxo-ferri formy (4), kteréd je pro-

tonovana na hydroperoxo-ferri formu (5).

e Kiyslik vzdalenéjsi od zZeleza je podruhé protonovan a nasleduje hydrolytické roz-
stépeni vazby mezi kysliky, coz zapricini odstépeni molekuly vody a vznik oxo-

ferryl radikélu zvaného ,slou¢enina I¢ (6).
e Reaktivni sloucenina I napada substrat a dochéazi tak k jeho hydroxylaci (7).

e Nakonec je produkt uvolnén a jako sesty ligand se vaze molekula vody za obnoveni

klidového stavu (8).

V priibéhu reakéniho cyklu miize dochazet k nezadoucim vedlejsim reakcim, které

vedou ke vzniku reaktivnich forem kysliku a neproduktivnimu zacykleni (zndzornény



¢arkované uprostied cyklu na obrazku 3). Oxo-ferri forma se muze rozpadnout za uvol-
néni superoxidového radikalu a navratu do vysokospinového ferri stavu (X). U hydroperoxo-
ferri formy miize byt protonovan atom kysliku blizsi k zZelezu a muze tak dojit k od-
Stépeni peroxidu vodiku a navratu do vysokospinového ferri stavu (Y). Konetné muze
byt sloucenina I protonovana a dat vzniku druhé molekuly vody pri navratu k vyso-
kospinové ferri formé (Z). [24]

Klasické pojeti reakéniho cyklu, ktery byl odvozen na bakteridlnich CYP101A1
a CYP102A1 nemusi byt ale zcela platné pro vsSechny cytochromy P450, konkrétné
predpoklad, Ze k prvni redukci ferri formy na ferro formu bez pritomnosti substratu
prakticky nedochéazi, a Ze spinovy stav ma zasadni vliv na kinetiku prvni redukce. Prav-
dépodobné totiz dochazi v rtizné mitre u jednotlivych cytochromi P450 vedle klasické
cesty také k redukci Zeleza bez vazby substratu (obr. 3 krok A), piipadné jesté k vazbé
molekuly kysliku a az poté k vazbé substratu do aktivniho centra (B) [25]. Opét zde
muze také dochazet k produkci superoxidového radikalu a neproduktivnimu zacykleni.
Céstecna redukcee Zeleza v hemu u vybranych cytochromi P450 byla za nepfitomnosti

substratu pozorovana jak in vitro, tak in vivo [23,25].

1.1.4 Redoxni partnefi cytochromu P450

Aby mohl reakéni cyklus popsany v predchozi kapitole fungovat, je potfeba ve dvou
krocich dodéavat elektrony pro redukci (viz obr. 3 krok 2 a 4). V zavislosti na orga-
nismu a také lokalizaci cytochromu P450 v bunce existuje nékolik zakladnich cest, jak
se elektrony dostavaji do jeho reakéniho centra. Na pocatku je vzdy redukovany nikoti-
namiddinukleotid resp. jeho fosfat (NADH resp. NADPH) pfedstavujici zasobu reduké-
nich ekvivalentii v burice, ktery predava dva elektrony NAD(P)H dependentni reduk-
tase (pfipadné doméné fizni reduktasy) obsahujici flavinadenindinukleotid (FAD) [26].
Podle dalsiho ¢lanku fetézu, ktery dopravuje elektrony od této reduktasy k cytochromu
P450 se daji MFO systémy rozdélit do dvou tiid: do t¥idy I spadaji bakterialni a mi-
tochondrialni systémy, kde je za transport zodpovédny FeS protein, do t¥idy II potom
mikrosomalni proteiny, kde je cytochrom P450 redukovan FMN (flavinmononukleotid)
doménou fazni reduktasy.

V bakterialnim systému (obr. 4 A) rozpustna NAD(P)H-dependentni ferredoxin re-
duktasa (FdR) interaguje s rozpustnym [2Fe-2S] ferredoxinem (Fdx), jenz pak jako ¢lu-
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Obrazek 4: Varianty redoxniho systému cytochromu P450. A: bakteridlni systém, B: mito-
chondridlni systém, C: mikrosomélni systém, D: flavocytochrom CYP102A1 (P450-BM3).
Upraveno podle [26].

nek po jednom predéava elektrony cytochromu P450. Interakce bakterialniho cytochromu
P450 s piislusnym ferredoxinem je obvykle velmi specifickd [27]. V mitochondriich
(obr. 4 B) se cely systém nachézi na vnitini mitochondridlni membrané smérem do
matrix. S membranou asociujici andrenodoxin reduktasa (AdR) predava elektrony roz-
pustnému [2Fe-2S] proteinu andrenodoxinu (Adx), ktery slouzi jako pfenase¢ elektront
mezi ni a cytochromem P450 ukotvenym v membrané [28].

Mikrosomalni systém (obr. 4 C) se nachazi na membrané endoplasmatického reti-
kula (ER) smérem do cytoplasmy. Za prenos elektroni z NADPH je zde zodpovédna
multidoménova v membrané kotvend NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (CPR),
jejiz FAD doména je funkéné i strukturné podobna FdR. Elektrony v ramci reduktasy
putuji po jednom k FMN doméné podobné flavodoxinu, ktera po konformacni zméné
interaguje s cytochromem P450 rovnéz ukotvenym v membrané [29]. Na rozdil od bak-
teridlnich systému bylo prokazano, ze jedna CPR dokéaze dodavat elektrony rtznym
mikrosomdlnim cytochromim P450 [27]. Soucasti mikrosomélniho systému muze byt
v membrané kotveny cytochrom bs; s NADPH:cytochrom by oxidoreduktasou, jehoz
efekt neni jesté z cela pochopen. Predpoklada se, ze mize byt zodpovédny za dodani

druhého elektronu (viz obr. 3 str. 6 krok 4) a tim muze, pokud je jeho koncentrace



vzhledem k CPR nizka, urychlit tvorbu produktu. Pokud je ovSem jeho koncentrace
prilis vysoka, zamezuje vazbé CPR pfi prvni redukci ferri formy na ferro formu a tim
inhibuje cely cyklus [30].

Zvlastnim piipadem je bakteridlni CYP102A1, ktery pfedstavuje spojeni cytochromu
P450 a jeho reduktasy do jednoho fazniho rozpustného flavocytochromu (obr. 4 D).
Jeho reduktasova doména obsahuje FAD a FMN a je podobnd mikrosomalni CPR,
stejné jako cytochromova doména je spiSe podobnda eukaryotnim cytochtomtim P450
[31]. CYP102A1 je jen jednim z dikazt, Ze redoxni systém cytochromi P450 se neda
tak snadno délit do dvou tiid. Dale to potvrzuje napiiklad nedavno objeveny bak-
terialni rozpustny CYP176A1, u kterého elektrony z FdR prenasi misto ferredoxinu
rozpustny flavoprotein cindoxin obsahujici FMN [32].

1.2 Bakterialni cytochromy P450

Zprvu se mélo za to, ze bakterialni cytochromy P450 jsou specializované na vyuziti ci-
zorodnych latek jakozto zdroje uhliku a energie, a ze jsou kodovany hlavné plasmidovou
DNA. Postupné se vsak ukazuje, Ze jsou kédovany i na bakteridlnich chromozomech a
jejich vyskyt u bakterii je celkem bézny [33]. Zatimco u Escherichia coli cytochromy
P450 zcela chybi, napiiklad Mycobacterium tuberculosis jich kéduje 20 [34] nebo Strep-
tomyces coelicolor 18 [35]. Bakteridlni cytochromy P450 se podili na metabolismu fady
hydrofobnich latek, at jiz jde o aroméaty nebo o mastné kyseliny ¢i dokonce linearni
uhlovodiky [36]. Muze se jednat jak o déje katabolické s cilem ziskani uhliku a energie,
tak o anabolické, napfiklad syntézu sfingolipidu [37] (nékteré piiklady metabolismii
uvadi tabulka 2).

7 lékarského hlediska je zajimavé studium bakteridlnich cytochromi P450 jakozto
cili terapeutického zasahu, napriklad CYP121A1 z Mycobacterium tuberculosis miize
byt inhibovan azolovymi 1é¢ivy [38]. Déale mohou byt bakteridlni cytochromy P450
pro svou ucast v metabolismu polutantii zajimavé z hlediska bioremediace, jak bylo
naznaceno jiz v avodu této prace. Bakterie Rhodococcus sp. izolované z ptudy po desitky
let vyuzivané k vojenskému vycviku jsou schopny degradovat vybusninu hexahydro-
1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin a vyuzivat ji jako zdroj dusiku. Fuazni flavocytochrom P450

177A1 zodpovédny za tuto dergadaci byl upraven a pracuje se vytvoreni geneticky



Tabulka 2: Priklady metabolickych drah, kterych se tcastni nékteré bakteridlni cytochrom
P450. Pfevzato z [36].

Rodina CYP | Katalyzovana reakce
101 5-exo hydroxylace kafru
102 w-2 hydroxylace mastnych kyselin
105 oxidace sulfonylmocoviny
106 oxidace mastnych kyselin a steroidi
107 biosyntéza erythromycinu
108 4-methyl hydroxylace a-terpineolu
113 12-hydroxylace erythromycinu
154 biosyntéza tylosinu a dalsi funkce

modifikovanych rostlin exprimujicich tento enzym [39].

1.2.1 Cytochrom P450 101A1

Rozpustny CYP101A1 (dfive P450cam, kafr-5-monooxygenasa, EC 1.14.15.1) je prav-
dépodobné nejvice prozkoumany cytochrom P450 viibec. Vyskytuje se u Pseudomonas
putida, coz je gram-negativni tyCinkovita bakterie zijici v ptudé. Prirozenym substra-
tem CYP101A1 je kafr (angl. ,,camphor®, odtud P450cam), ktery je hydroxylovan na
5-exo-hydroxykafr [40] (schéma na obr. 5 A). Upravené enzymy jsou ovSem schopny
hydroxylovat derivaty benzenu [41] ¢ polycyklické aromatické uhlovodiky [42]. Redoxni
systém CYP101A1 je modelovy bakteridlni systém (viz podkapitola 1.1.4) — elektrony
potfebné k redukci ziskava z NADH prostfednictvim putidaredoxinu (Pdx, FeS pro-
teinu typu ferredoxinu) a putidaredoxin reduktasy(PdR). Uloha Pdx spo¢iva predevsim
v dodéni druhého elektronu (viz obr. 3 str. 6 krok 4), zatimco prvni elektron k redukci
Fe!!! na Fe!! miize dodat jakykoliv donor elektronti s dostateénym redukénim poten-
cidlem [43]. Struktura CYP101A1 byla prvni roziesenou strukturou cytochromu P450

a dnes existuje fada riznych mutantnich a jinak pozménénych variant [19,44].

1.2.2 Cytochrom P450 176A1

Rozpustny CYP176A1 (také P450cin, 1,8-cineol-2-endo-monooxygenasa, EC 1.14.13.156)
byl objeven pfed jedenacti lety u Citrobacter braakii, coz je ptidni gram-negativni ty-
¢inkovita bakterie zijici v ptidé pod eukalypty. C. braakii je schopna vyuzivat 1,8-cineol

(monoterpen podobny kafru obsazeny v eukalyptovych listech) jako jediny zdroj uh-
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liku [45]. CYP176A1 katalyzuje hydroxylaci uhliku hlavniho kruhu, jak je vidét na
obrazku 5 B. Redoxni systém je v zasadé bakteridlniho typu, ale misto ferredoxinu
prenasi elektrony od FdR k cytochromu P450 FMN obsahujici flavodoxin zvany cin-
doxin (Cdx), ktery by mohl byt podobny FMN vézici doméné eukaryotni CPR [32].
Struktura CYP176A1 byla rozfeSena rentgenovou krystalografii [46,47] a ukazuje se, Ze
cely systém by mohl byt jakymsi prechodem od bakterialniho k mikrosomalnimu sys-

tému, protoze kinetika pfenosu elektronii je blizsi mikrosoméalnimu systému, zatimco

strukturné je CYP176A1 blizsi bakteridlnimu CYP101A1 [48].

o) (0]
HO.
e —_— HO
0 (0]

kafr 5-exo-hydroxykafr cineol (R)6-a-hydroxycineol
A B

Obrazek 5: Reakce katalyzované bakterialnimi cytochromy P450 101A1 (A) a 176A1 (B).
Upraveno podle [40,46].

1.3 Lidské cytochromy P450

V lidském genomu se nachazi 57 funkénich gent pro cytochromy P450 a dale 58 pseu-
dogent (inaktivovanych a jiz nefunkénich gent). Vétsina z lidskych cytochromu P450
se nachazi na cytosalarni strané membrany ER, avsak 7 je lokalizovano na vnitini mito-
chondrilni membrané [12]. Nejvétsi mnozstvi lidskych CYP je exprimovano v jaternich
bunkach, nicméné v mensi mife jsou pritomny také v ledvinach, stfevech, plicich, ktzi a
dokonce v mozku [49]. Substratova a ¢astécné i reakéni specifita cytochromtt P450 neni
vysokd, diky ¢emuz se podili na metabolismu xenobiotik, sterolti, mastnych kyselin a
dalsich [50], funkce nékterych z nich vSak nebyla dosud objasnéna a byvaji oznacovany
jako sirotci (angl. ,orphans®). Rozdéleni lidskych cytochromi P450 podle metabolismi
uvadi tabulka 3.

Odhaduje se, ze za metabolismus 1é¢iv jsou z 95 % zodpovédné CYP3A4, 2C9,
2C19, 2D6 a 1A2, coz usnadiuje studium farmakokinetiky a pfedpovidani lékovych
interakci. Na aktivaci karcinogent se podili predevsim CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A13,
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Tabulka 3: Rozdéleni lidskych cytochromt P450 podle typu metabolismu, na kterém se podili.
Prevzato z [50].

Steroly | Xenobiotika | Mastné kyseliny | Eikosanoidy | Vitaminy | Neznamy
1B1 1A1 2J2 4F'2 2R1 2A7
TA1 1A2 4A11 4F'3 24A1 251
7B1 2A6 4B1 4F'8 26A1 2U1
8B1 2A13 4F12 5A1 26B1 2W1

11A1 2B6 8A1 26C1 3A43
11B1 2C8 27B1 4A22
11B2 2C9 4F'11
17A1 2C18 4F'22
19A1 2C19 4V2
21A2 2D6 4X1
27A1 2E1 471
39A1 2F'1 20A1
46A1 3A4 27C1
51A1 3A5

3AT

2E1 3A4 a mozna 2W1 [51]. V lidské populaci je t¥eba poéitat s polymorfismy u jed-
notlivych cytochromti P450, a proto se tyto stavaji predméty genetickych studii s cilem

predepisovat léky ,na miru“ [52].

1.3.1 Cytochrom P450 1A2

CYP1A2 se vyskytuje pfevazné v ER v jaterni tkani [53], byl nalezen ale i v plicich [54],
mozku [55], prostaté ¢i gastrointestindlnim traktu [56]. Jeho exprese miZe byt indu-
kovana N-heterocyklickymi aminy obsaZzenymi v cigaretovém koufi nebo grilovaném
mase [57], dale napfiklad kofeinem [58].

Krom endogennich substrati estradiolu a ethynyl estradiolu [59] zasahuje CYP1A2
také do metabolismu fady 1é¢iv (napfiklad antipsychotika klozapinu [60] nebo antide-
presiva klomipraminu [61]) a také jiz zminéného kofeinu a karcinogennich aromatickych
a heterocyklickych amint. Mezi jeho inhibitory patii naptiklad 2-ethynylpyren nebo a-
naftoflavon [62].

Struktura lidského CYP1A2 v komplexu s a-naftoflavonem byla vyfesena pomoci

rentgenové krystalografie [63].
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1.3.2 Cytochrom P450 2A6

Mikrosomalni CYP2A6 (kumarin-7-hydroxylasa, nikotin-C-oxidasa) je exprimovan hlavné
v jaternich buiikach [64], vyskytuje se ale i v monocytech a makrofazich [65] nebo astro-
cytech v mozku [66]. Jeho prvni popsany substrat je rostlinny toxin kumarin, ktery se i
pouziva pro stanoveni aktivity tohoto enzymu [67] (katalyzovana reakce viz obr. 6 A).
Nejstudovanéjsim substratem je nicméné nikotin obsazeny v tabaku, ktery CYP2A6
metabolisuje na kotinin, z mensi ¢asti mtze vznikat i nornikotin, jenz je dale preméno-
van na karcinogenni produkty [68] (schéma viz obr. 6 B). Dalsim karcinogenem z ta-
békového koure metabolisovanym CYP2A6 je derivat nikotinu 4-(methylnitrosamino)-
1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) [69]. Nikotin slouzi také jako induktor CYP2A6 a tim
zvySuje miru biotransformace ostatnich karcinogenti vdechovanych v cigaretovém koufi.
kuje expresi CYP2A6 v monocytech [64]. Tato souvislost vede k zajimavym zavérim
ohledné vztahu mezi zavislosti na alkoholu a na tabaku. Oxidac¢ni stres vznikly meta-
bolickou pfeménou nikotinu mize také v makrofazich podporovat mnozeni viru HIV a

tak zhorSovat pribéh onemocnéni AIDS [66].
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7-hydroxykumarin (2'S)-5'-hydroxynikotin (2'S)-kotinin
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Obrazek 6: Reakce katalyzované CYP2A6 — 7-hydroxylace kumarinu (A) a dvé varianty

pfemény nikotinu, kde je CYP2A6 zodpovédny vzdy za prvni krok (B). Upraveno podle
[67,68].

Z 1é¢iv metabolisuje CYP2A6 napiiklad anestetikum halothan [70] nebo antikon-
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vulzivum (1ék proti epilepsii) kyselinu valproovou [71]. Z endogennich substrati po-
tom oxiduje bilirubin na biliverdin [72]. Mezi inhibitory pat¥i méné specificky pilokar-
pin [73] nebo specifi¢téjsi tranylcypromin [74], dale aktivitu CYP2A6 snizuje grapefru-
itova stava [75]. Inhibitory CYP2A6 by mohly také slouzit jako 1éky proti zavislosti na
tabaku. V proteinové databance (pdb.org) bylo v dobé sepisovani prace deponovéno 10
krystalovych struktur CYP2A6 s rtiznymi substraty a inhibitory (struktura CYP2A6

s kumarinem [76] je na obrazku 1 str. 4).

1.3.3 Cytochrom P450 2A13

CYP2A13 se vyskytuje predevsim v tkanich dychaciho traktu (plice, nosohltan, pri-
dusky) [77], ale také tieba v a-ostriveich pankreatické tkané [78]. Diky blizké pribuz-
nosti s CYP2A6 (94% sekvenc¢ni identita) metabolizuje CYP2A13 i podobné substraty
jako je nikotin nebo NNK, pii jehoz aktivaci je az 500x efektivnéjsi nez CYP2A6. A pro-
toze se vyskytuje hlavné v dychacim traktu predpoklada se, ze je hlavnim aktivatorem
karcinogent z tabdkového koute zptisobujicich rakovinu plic [79]. Déle je CYP2A13
zodpovédny za metabolismus polutanti vyskytujicich se ve znecisténém vzduchu napf.
naftalenu, styrenu a toluenu [80]. Inhibitory CYP2A13 vétsinou také sdili s CYP2AG6.

V proteinové databance bylo v dobé psani této prace deponovani 5 krystalovych

struktur CYP2A13 s riznymi inhibitory a substraty.

1.3.4 Cytochrom P450 2C9

CYP2C9 vyskytujici se pfevazné v mikrosomech jaternich bunék (kde tvoii az 18 %
metabolismus 1é¢iv [81]. Jeho nejprozkoumanéjsim substratem je antikoagulant warfa-
rin, u néhoz CYP2C9 provadi 7-hydroxylaci jeho S formy (viz obr. 7), pfi¢emz R forma
mé spiSe inhibi¢ni efekt [82]. Déle je zodpovédny kupiikladu za metabolismus ibupro-
fenu [83] a dlouhé fady dalich bézné uzivanych 1é¢iv. Z karcinogent aktivuje spolu
s dalsimi CYP dibenzo|a,l]pyren, ze kterého vznikaji jeho silné karcinogenni 11,12-diol-
13,14-epoxidy [84]. Z endogennich latek zasahuje CYP2C9 do metabolismu kyseliny
arachidonové, 5-hydroxytryptaminu a kyseliny linolové [85].

CYP2(C9 je inhibovan celou plejadou latek, velmi silné tieba antimykotikem fluko-
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Obrézek 7: 7-hydroxylace (S)-warfarinu katalyzovand CYP2C9. Hvézdicka oznacuje asymet-
ricky uhlik.

nazolem [86] nebo amentoflavonem z jinanu dvoulalo¢ného ¢ tiezalky [87]. Nedavno
se ukdzalo, Ze i latky obsaZené v marihuanovém kouii (kanabidiol, kanabiol a A°-
tetrahydrokanabinol) mohou mit na tento CYP inhibi¢ni efekt [88].

A¢ byla struktura CYP2C9 prvni roziesenou strukturou lidského cytochromu P450,

dosud byla publikovéana pouze jedna dalsi krystalova struktura tohoto proteinu [89].

1.3.5 Cytochrom P450 2C19

CYP2C19 je blizky piibuzny CYP2C9 (sekven¢ni identita 91 %), coz znamend, Ze
s nim sdili fadu substratt a inhibitord, nicméné casto s rozdilnou afinitou. Je exprimo-
van hlavné v jatrech a ve stievech [90]. Podili se na metabolismu 1é¢iv jako omeprazol
(inhibitor protonovych pump), diazepam (anxiolytikum) nebo antikoagulantu feno-
barbitalu [91], z endogennich substrati pak na metabolismu testosteronu a progeste-
ronu [92]. Dal§im vyznamnym substratem je (S)-mefenytoin, jehoz 4’-hydroxylace se po-
uziva k radiometrickému stanoveni aktivity CYP2C19 pfi vyvoji novych 1é¢iv [93].Mezi
silné inhibitory patii napiiklad antidepresivum fluvoxamin [94].

Na konci roku 2012 byla publikovana prvni krystalova struktura CYP2C19 [95].

1.3.6 Cytochrom P450 3A4

e/

chyby CYP3A4. Je nejzastoupenéjsim cytochromem P450 na membranach ER lidskych
hepatocytt (pii indukci predstavuje az 60 % z celkového mnozstvi CYP) a podili se
na metabolismu skoro poloviny pouzivanych 1é¢iv [96]. Zatimco mnoho 1é¢iv je podéa-

vano ve formé prekursori, které pocitaji s metabolickou aktivaci CYP3A4, néktera

15



lé¢iva, napiiklad antibiotikum erythromycin, antivirotikum ritonavir nebo antidepre-
sivum midazolam, jsou jeho silnymi inhibitory [97]. Izotopové znaceny erythromycin
se také pouziva ke stanoveni aktivity CYP3A4 in vivo [98]. Z karcinogennich xenobi-
otik je CYP3A4 zodpovédny za aktivaci aflatoxinu B1 produkovaném plisnémi rodu
Aspergillus [99]. CYP3A4 se podili i na metabolismu endogennich substratii jako jsou
steroidni hormony testosteron, progesteron nebo 17-/3-estradiol [100] , dile potom pro-
véadi 4- beta-hydroxylaci cholesterolu (obr. 8), ktery diky své vysoké koncentraci v ja-
terni tkani mize inhibovat biotranformaci lé¢iv [101]. 4-8-hydroxycholesterol mize také

slouzit jako endogenni marker enzymové aktivity CYP3A4 [102].

CYP3A4

B —

OH

HO
OH

Cholesterol
olestero 4B-hydroxycholesterol

Obrazek 8: 4-5-hydroxylace cholesterolu katalyzovand CYP3A4. Upraveno podle [102].

Krom jiz zminénych inhibitort z fad 1éCiv jsou z hlediska farmakokinetiky a prevence
rakoviny zajimavé také ty obsazené v potrave, jako je podobné jako u CYP2A6 berga-
mottin z grapefruitové §tavy [103] nebo jako u CYP2C9 amentoflavon z tfezalky [86].
Déle je CYP3A4 inhibovan latkami obsazenymi v rajéatové stave [104].

Strukturné se CYP3A4 od ostatnich lidskych cytochromi P450 se znamou struk-

-----

tovou variabilitu [105]. V PDB databance bylo v dobé sepisovani prace deponovanych

8 struktur CYP3A4.

1.4 Flavodoxiny
1.4.1 Vyskyt a funkce flavodoxinu

Flavodoxiny (Fld) jsou malé rozpustné prenasece elektronii vyskytujici se u bakterii a

nizsich eukaryot, které obsahuji jeden nekovalentné vazany kofaktor FMN jakozto re-
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doxni prosthetickou skupinu. Poprvé byly popsany v Sedesatych letech minulého stoleti
u sinic [106] a u bakterie Clostridium [107], kde dokazi pfi nizké koncentraci zeleza
v prostiedi nahradit FeS protein ferredoxin pfi redukci NADP* béhem fotosyntézy
resp. pii redukci No.

Postupem casu bylo objeveno mnoho dalsich enzymovych systémi, kde se na pte-
nosu elektronit podili. Flavodoxin u Bacillus subtilis dodava elektrony pro syntézu
biotinu CYP107H1 (P450 Biol) a biotinsynthase [108] a pro syntézu NO NO-synthase
[109]. U bakterie Azobacter vinelandii se flavodoxin podili na redukci nitratu [110].
FEscherichia coli vyuziva flavodoxin jako zdroj elektronti napf. pro methioninsynthasu
[111] nebo ribonukleotidreduktasu [112]. Bakterie zodpovédna za vznik Zzaludecénich
viedt Helicobacter pylori pouziva flavodoxin jako prenasSec¢ elektront vzniklych oxi-
da¢ni dekarboxylaci pyruvatu k dal$im enzymovym komplextim redukujicim NADP*
na NADPH. Jelikoz je flavodoxin pro H. pylori esencialni, a protoze zaroven neni pii-

tomny v lidskych buiikich, predstavuje zajimavy cil terapeutického zasahu [113].

1.4.2 Sekvence a struktura flavodoxinu

Sekvence flavodoxint ma obvykle 140 az 180 aminokyselin. Podle sekvenc¢niho a struk-
turniho srovnani se daji rozdélit do skupin na kratkofetézcové (napt. z Desulfovibrio
vulgaris) a dlouhotetézcové (napt. z E. coli nebo H. pyroli), které se 1isi dvacetiami-
nokyselinovou smyckou, jenz by mohla hrat roli pti interakci Fld s redoxnimi part-
nery [114]. Sekvencni identita mezi flavodoxiny z rtiznych organismt je obvykle pod 50
%, v rdmci zminénych skupin jsou si zastupci Fld podobnéjsi nez mezi nimi [115].

Strukturné jsou si flavodoxiny velmi blizké, cely protein ma ovalny tvar, kde uvnitt
je [-list obklopeny a-helixy, na povrchu jsou hlavné kyselé aminokyselinové zbytky
(struktura flavodoxinu z E. coli je na obr. 9 A). Za vazbu FMN jsou zodpovédné kon-
zervované aminokyselinové postranni fetézce v oblasti aromatického isoalloxazinového
kruhu (tyrosin a tryptofan) a v oblasti fosfatu (threoniny a amidy hlavniho Fetézce tvo-
fici soustavu vodikovych vazeb). FMN se véaze do jiz sloZzeného apoproteinu a za jeho
rozpoznani jsou zodpovédné hlavné zminéné aromatické aminokyseliny, jak prokazaly
studie mutanti [116,117]. FMN je, a¢ nekovalentné, vazéan velmi pevné a jeho vazba
stabilizuje tercialni strukturu flavodoxinu [118].

Kromé vazby redoxnich partnertt spociva tloha apoproteinu ve stabilizaci semi-

17



chinonového stavu FMN oproti redukovanému hydrochinonovému stavu, za kterou je
zodpovédny konzervovany tyrosin. Tato stabilizace podporuje prenos elektronii na re-
doxni partnery. Semichinonovy stav je ale stabilizovan i oproti plné oxidovanému stavu
vodikovou vazbou s hlavnim fetézcem. FMN ve flavodoxinu béhem pfenosu elektroni
ptrechazi hlavné mezi hydrochinonovym a semichinonovym stavem. [115].

I kdyz se flavodoxiny u vyssich eukaryot nevyskytuji, zda se pravdépodobné, Ze se
z nich vyvinuly FMN domény (nebo také flavodoxinu podobné domény, angl. , flavodoxin-
synthasa nebo reduktasa methioninsynthasy, které jsou flavodoxinu strukturné velmi
blizké [119,120] (strukturni srovnani Fld z E. coli s FMN doménou lidské CPR, mezi

nimiz je sekvenéni identita pouze 18 % je na obr. 9).

Obrézek 9: Struktura flavodoxinu z E. coli (A, PDB ID 1AG9) a FMN vazici domény lid-
ské CPR (B, PDB ID 1B1C) s vyznacenymi dulezitymi strukturnimi prvky. Srovnani obou
struktur (C).

1.4.3 Flavodoxin jako soucast redoxnich systému v Escherichia coli

V bakterii Escherichia coli je flavodoxin soucéasti enzymovych systémii methioninsyn-
thasy, ribonukleotidreduktasy, pyruvat-formiatlyasy a biotinsynthasy [121]. Elektrony
z bunécné zasoby redukénich ekvivalentti uchovavanych predevsim ve formé NADPH se
prenasi na FAD obsahujici ferredoxin(flavodoxin):NADP™ oxidoreduktasu (FdR), ktera
redukuje FMN flavodoxinu [122]. Rozpustny Fld poté interaguje s vySe jmenovanymi
enzymy a po jednom predava elektrony jejich redoxnim centrtim. DalSim prenasecem
elektronii figurujicim v téchto systémech je FeS protein ferredoxin (Fd), ktery jednak

muze flavodoxin do urcité miry v jeho tloze zastoupit, na druhou stranu by ale mohl
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slouzit jako primérni zdroj elektronti pro Fld, protoze Fd dokaze in vitro redukovat
Fld dokonce s vyssi rychlosti nez FdR, a protoze koncentrace Fd v burice je mnohem
vyssi nez koncentrace FdR [121]. Alternativnim zdrojem elektront pro redukei Fld (a

také Fd) by mohla byt pyruvat: ferredoxin oxidoreduktasa [123].

1.4.4 Flavodoxin a cytochromy P450

Ukazuje se, ze systém flavodoxin reduktasa — flavodoxin mtze slouzit také jako zdroj
elektronu pro cytochromy P450. V predchozich kapitolach jiz byl popsan CYP176A1 a
CYP107H1, jejichz pfirozenym redoxnim partnerem je flavodoxin. Dalsim takovym by
mohl byt alespon podle in vitro studie CYP152A2 z bakterie Clostridium acetobuty-
licum [124] nebo CYP109B1 z Bacillus subtilis [125]. Krom toho je flavodoxinovy motiv
pritomen ve faznich proteinech, jako je jiz dfive zminény bakterialni flavocytochrom
P450 102A1 a také eukaryotni CPR.

Flavodoxin z E. coli vaze fadu eukaryotnich mikrosoméalnich cytochromt P450,
tudiz by systém rozpustnych proteinti flavodoxin reduktasa — flavodoxin mohl slouzit
jako priméarni zdroj elektronii pro lidské CYP heterologné exprimované v této bakterii
[126]. Pfi heterologni expresi lidského mikrosomélnitho CYP17A1 v E. coli byla in
vivo pozorovana katalyticka aktivita vici jeho pfrirozenym substrattim, ackoliv nebyla
koexprimovana lidskd CPR a E. coli systém cytochromt P450 pfirozené neobsahuje.
Nésledné bylo in wvitro prokazano, ze dodavani elektroni pro CYP17A1 je schopen
pravé flavodoxin a jeho reduktasa [127]. Dalsi studie prokézaly, Ze systém FdR-Fld (a
také FdR-Fd) dokéze dodavat elektrony lidskym mikrosomélnim cytochromtim P450
1A2 a 3A4 [128,129]. U vsSech uvedenych prikladu byla katalyticka aktivita hybridnich
systému (FdR-FId-CYP) nizsi v porovnani s pfirozenym systémem (CPR-CYP).

Na zékladé faktu, ze prenos elektront ve fiznim CYP102A1 je efektivnéjsi nez
v pripadé rozdélenych systémit byly také studovany umélé rozpustné flzni proteiny
slozené z lidského mikrosomélniho cytochromu P450 (bez membranové kotvy), fla-
vodoxinu a flavodoxin reduktasy, ptipadné flavoproteinové domény CYP102A1 [130].
Navic v téchto systémech neni tieba pouzivat jako zdroj elektront NADPH, fazni sys-
tém CYP-FId lze imobilisovat na povrch elektrod (samotny CYP nestaci, protoze hem
je prilis hluboko v proteinu). Takto byl studovan napiiklad lidsky CYP3A4 fazovany
s Fld z Desulfovibrio vulgaris a flavoproteinovou doménou z CYP102A1 [131] nebo
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lidsky CYP2EL s toutéz doménou [132]. Umélé fazni systémy cytochromt P450 maji

biotechnologické a bioanalytické aplikace.

1.5 Molekulové modelovani

Techniky molekulového modelovani maji za cil simulovat co mozna nejvérnéji urcité
vlastnosti (elektrostatické ¢i dynamické chovani) chemickych latek na pocitaci (in si-
lico) v mikroskopickém métitku, pficemz jde vzdy o implementaci ur¢itého zjednoduse-
ného fyzikalniho modelu atomt a molekul. Zejména u latek zajimavych pro biochemiky
— makromolekul proteini a DNA — je tieba se uchylit ke zna¢nym aproximacim, ne-
bot i vykon soucasnych pocitaci je omezeny a vysledky simulace je zadouci obdrzet

v prijatelném case.

1.5.1 Kvantova mechanika a molekulova mechanika

Kvantové-mechanické (QM) modely se snazi explicitné popsat chovani elektronového
obalu atomt, ktery je zodpovédny za jejich chemické vlastnosti. Existuji dva zakladni
pristupy: ab initio a semi-empiricky. Prvni z nich vychazi ¢isté z elektronovych konfi-
guraci a spociva v feSeni Schrédingerovy rovnice, druhy se omezuje na interakce va-
len¢nich elektronii. Oba pfistupy jsou vzhledem k vypocetni narocnosti aplikovatelné
jen na nizkomolekularni latky, tudiz jsou pro biochemii zajimavé pouze okrajove, vzdy
1ze simulovat jen malou ¢ast cilové biomolekuly. [133]

Molekulovd mechanika (MM) se naproti tomu snazi aplikovat vypocetné pomérné
nenaro¢né principy klasické fyziky na atomy a molekuly. Atomy jsou vniméany jako
nabité kulicky o rtizném poloméru a tvrdosti podle typu atomu, které jsou spojeny
pruzinami predstavujici vazby, vazebné thly a torzni thly. Nevazebné interakce (van
der Waalsovy a elektrostatické) jsou popsany pomoci jednoduchych vztahi. Aby ta-
kovy model mohl fungovat, je tfeba nadefinovat fadu empirickych parametrt jako jsou
van der Waalsovy poloméry atomi, konstanty tuhosti ,,pruzin®, délky vazeb, velikosti
vazebnych a torznich thli a parcialni naboje jednotlivych atomii. Soubor empirickych
parametri pro v8echny slouceniny v simulaci je oznacovan jako silové pole (angl. ,force
field“). Potenciélni energii pro ur¢ity atom lze v jednom z bézné pouzivanych silovych

poli — poli CHARMM - vyjadfit timto vztahem (vynechany dva ne vzdy zahrnované
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korekéni ¢leny) [134]:

UR) =D Kyb—bo)*+ Y Ko(0 —0p)° + Y K,(1+ cos(ng — )
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kde b symbolizuje délku vazby, 6 velikost vazebného thlu, ¢ velikost torzniho thlu,
w velikost nepravého torzniho thlu, symboly s indexem 0 jsou rovnovazné hodnoty
danych parametrti a K jsou konstanty tuhosti. Van der Waalsovy interakce jsou repre-
zentovany Lennardovym-Jonesovym potencidlem (pribéh okolo energetického minima
a vysvétleni symbolti na obr. 10), elektrostatické interakce popisuje Coulombuv zékon,
kde ¢; a g; jsou naboje interagujicich atomd, 7;; jejich vzdalenost a pe je permitivita

prostiedi.
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Obrazek 10: Prabéh Lennardova-Jonesova potencidlu v blizkosti energetického minima (op-
timalni vzdélenosti danych dvou atomi).

Je tfeba zminit, ze MM pristup nebere viibec v potaz mozné pfesuny elementarnich

¢astic, tudiz zanedbava jakékoli acidobazické nebo redoxni reakce v systému. Urcitym
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kompromisem je hybridni QM /MM piistup, ktery se hodi naptiklad pro studium me-
chanismii enzymové katalyzy [135]. Reakéni centrum a substrat jsou simulovany pomoci
QM, zbytek proteinu a rozpoustédlo tvorici pozadi pak pomoci vypocetné rychlejsi

MM [136].

1.5.2 Modely rozpoustédla

V MM (ale i v QM) obvykle nechceme simulovat systém skladajici se pouze ze zkouma-
nych molekul (umisténych ve vakuu), ale abychom se piiblizili vice realité, potfebujeme
simulovat i prislusné rozpoustédlo, kterym je v pripadé biomolekul takika vyhradné
voda.

Jednou z moznosti jak reprezentovat vodu v MM je simulovat pfimo jednotlivé jeji
molekuly (tzv. explicitni rozpoustédlo). V tomto pfipadé se na po¢atku simulace kolem
biomolekuly rozmisti 5-10 A §irok4 vrstva molekul vody, s nimiZ se pracuje stejné jako
s ostatnimi prvky simulace. Do roztoku lze stejnym zpiisobem pridat i dalsi ¢astice,
napf. ionty rozpusténé soli. Jelikoz vSak s poc¢tem atomt vzriista i naro¢nost simulace,
byly zavedeny tzv. ,periodické boxy*, které umoznuji simulovat nekone¢né rozpous-
tédlo pfi zachovani nizkych narokii na vypocetni vykon. Princip spociva v obklopeni
simulovaného systému (ve tvaru krychle ¢i kvadru) jeho identickymi kopiemi, v nichz
probihaji identické dé&je [137].

Druhou moznosti jak simulovat urcité vlastnosti rozpoustédla obklopujiciho mole-
kulu je jednotlivé molekuly rozpoustédla nahradit kontinuem neboli implicitnim roz-
poustédlem. U Poisson-Boltzmannova modelu simulujeme pouze elektrostatické vlast-
nosti rozpoustédla, kde simulovand molekula pfedstavuje prostiedi s nizkou dielektric-
kou konstantou, zatimco jeji okoli s vysokou (obr. 11) [138]. Pfi znalosti parcidlnich
naboju jednotlivych atomt 1ze Poissontiv-Boltzmanntiv model pouzit k vypoctu mapy
elektrostatického potencidlu okolo napf. proteinu nebo vypoétu vazebnych energii [139].
Rychlejsi aproximaci Poisson-Boltzmannova modelu je zobecnény Borniv model (angl.

~generalized Born“) vhodny pro simulace dynamiky biomolekul (viz déle) [140].
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Obrazek 11: Schematické zndzornéni Poissonova-Boltzmannova modelu implicitniho rozpous-
tédla (A) a numerické feseni pomoci rozdéleni systému na body mfizky (B). 2,, pfedstavuje
oblast molekuly s dielektrickou konstantou €,,, {2 a €, oblast rozpoustédla, §€2 je hranice
simulované oblasti, I' je povrch molekuly. Upraveno podle [138].

1.5.3 Energetickad minimalizace struktury

Vychozi struktury pro simulace (napf. krystalové struktury proteinti obklopené pra-
videlné rozmisténymi molekulami vody) nebyvaji v optimalni konformaci. Pro dalsi
simulace je vhodné dostat strukturu do stabilniho stavu, kdy mé& miniméalni celkovou
energii v daném molekulové-mechanickém silovém poli, ¢ehoz docilime nalezenim mi-
nima multidimenzionalni energetické funkce (rovnice (1)).

A¢ existuji i nederivacni metody, vétsina pouzivanych minimaliza¢nich metod je
zalozena na vypoc¢tu prvnich, pripadné druhych derivaci energetické funkce a itera-
tivnim hleddni minima. Metoda tzv. nejprudsiho sestupu (angl. ,steepest descent®)
pohybuje strukturou vzdy ve sméru nejzapornéjsiho energetického gradientu a kolmo
na piedchozi smér (obr. 12 A), coz mize u ostrého minima vést k oscilacim. Metoda tzv.
konjugovaného gradientu (angl. ,,conjugated gradient*) bere v potaz vSechny predchozi

kroky a mnohdy vede rychleji k cili (obr. 12 B). Metody pouzivajici druhé derivace jsou

Vv
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Obrézek 12: Ilustrace minimaliza¢niho algoritmu nejprudsiho sestupu (A) a konjugovaného
gradientu (B) na piikladu dvoudimenzionalni funkce 22 + 2y2. Upraveno podle [133].

1.5.4 Molekulova dynamika

Molekulova dynamika (MD) se snazi simulovat experimentalné obtizné pozorovatelné
dynamické chovani molekul zpravidla v roztoku, tedy realny pohyb v prostiredi molekulové-
mechanického silového pole (viz kapitola 1.5.1). Kazdému atomu je navic oproti statické
MM prifazena hmotnost a rychlost, kterda je tmérna teploté a je aplikovan Newtontv

pohybovy zakon:
d2 ZT; sz

popisujici pohyb ¢astice o hmotnosti m; podél jedné souradnice z;, kde F,, je sila
pusobici na ¢astici v tomto sméru. Na zakladé tohoto vztahu lze zapsat diferencialni
rovnici pro cely systém, kterou je nasledné tfeba integrovat, abychom ziskali polohy
a rychlosti vSech cCastic v zavislosti na case, ¢ehoz je na pocitac¢i dosazeno metodami
numerické integrace [141].

Pro provedeni MD simulace pottebujeme vychozi strukturu biomolekuly ziskanou
napi. rentgenostrukturni analyzou, kterou je v piipadé pouziti explicitniho rozpous-
tédla potieba doplnit o molekuly vody tak, aby Sel nadefinovat periodicky box (viz
kapitola 1.5.2). Poté je tfeba provést minimalizaci vychozi struktury (pfipadné mole-
kul rozpoustédla), aby simulace za¢inala pokud mozno ze stabilniho stavu (viz kapi-
tola 1.5.3). Pak jsou vSem atomim pfidéleny rychlosti pseudondhodnym algoritmem a
nasleduje tzv. ekvilibracni faze, béhem které je tieba systém Setrné ,ohfat“ na poza-

dovanou simula¢ni teplotu (postupnym zvySovanim teploty a odebiranim pohybovych
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omezeni proloZenym minimalizacemi). Jakmile se ustéli pribéh celkové energie systému
(soucet kinetické a potencidlni energie), mize se zahajit vlastni produkéni faze MD,

béhem které sledujeme trajektorie atomt, energii systému a dalsi parametry [142].

1.5.5 Rizena molekulovid dynamika

Pro pozorovani asociac¢nich a disociacnich reakci nebo skladani a rozkladani struk-
tury biomolekul ¢asto klasickd MD nedostacuje, protoze v ¢asovém ramci MD (nano-
sekundy) je mald pravdépodobnost, Ze dojde k jevu, ktery chceme pozorovat. Proto byl
zaveden systém tzv. fizené molekulové dynamiky (angl. ,steered molecular dynamics®,
SMD), béhem které je na ¢ast atomi v simulaci aplikovana sila v ur¢itém sméru. Pro
popis probihajiciho déje pak bud pii konstantni rychlosti tazeni sledujeme mnozstvi
vynalozené prace v Case, piipadné zménu rychlosti pohybu v Case pii aplikované kon-
stantni sile tazeni. Piipravna faze je obvykle stejna jako u klasické MD, v produkéni

fazi je ¢ast systému zafixovdna a na jinou ¢ast je aplikovéana sila. [143,144]

1.5.6 Simulace interakce biomolekul s ligandy a mezi sebou

Protoze experimentalni urcovani struktury biomolekul je zdlouhavy a nakladny pro-
ces, byly vyvinuty postupy anglicky zvané ,docking“, tedy techniky spojovani jiz zna-
mych struktur proteinti, nukleovych kyselin a nizkomolekularnich ligandt do komplex.
Jedna se o zjednodusenou MD (¢i SMD) ve vakuu nebo implicitnim rozpoustédle, ktera
si klade za cil navrhnout co nejvice moznych komplext a podle urcitych kritérii (tzv.
skére) najit ten nejlepsi.

Tvorba komplext protein-ligand je kromé studia substratové specifity enzymu za-
jimava predevsim pro navrh novych 1é¢iv ve formé specifickych aktivatortt nebo inhi-
bitorit endogennich ¢ parazitickych enzymi a receptort [145]. Obvykle se vytvéreji
komplexy jednoho proteinu s knihovnou ligandt s cilem najit mezi nimi ten, ktery se
bude nejlépe vazat do aktivniho mista. Ligand je vétsinou plné konformacné flexibilni,
zatimco protein pro zjednodusSeni byva zcela rigidni. Nové se zavadi i urcita flexibi-
lita do molekuly proteinu, napf. je umoznéna rotace postrannich retézcti aminokyselin
v aktivnim misté [146].

Pii pfedpovidani komplexti protein-protein (pfipadné protein-nukleovéa kyselina) se
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ktery umozni v redlném case prozkoumat stovky moznych konformaci. Nejjednodussi
je ,docking“ rigidnich téles, kdy jeden protein je obvykle staticky a druhy kolem néj
vykonava rotacni a translacni pohyb, pficemz uvnit¥ proteint neprobihaji zadné pohyby
(natahovani a ohybani vazeb). Interakce mezi nimi je vyhodnocovana ¢isté na zakladé
elektrostatickych a van der Waalsovych interakei (komplementarity povrchil). Pokud je
proteiniim umoznéna flexibilita, obvykle tomu stejné predchozi rigidni faze nasledovana
uvolnénim postrannich fetézci aminokyselin v kontaktu [147].

Pro urychleni a zpresnéni predpovidani proteinovych komplexi je mozné proces
omezit na zékladé experimentalné (nebo sekvenénim srovnanim) ziskanych dat nap¥. ve
formé aminokyselinovych zbytkt, ktera maji byt v kontaktu. Jednim z programi apli-
kujicich tento piistup je HADDOCK, ktery umoziuje definovat aktivni (v kontaktu)
a pasivni (pobliz aktivnich) aminokyselinové zbytky. V posledni fazi také umoziuje
flexibilitu nejen postrannich fetézct, ale i hlavniho fetézce, coz dovoli do urcité miry

prozkoumat i vzajemné prizpusobeni interagujicich partnert [148].
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2 Cile prace

Sirgim cilem piedkladané prace bylo ovéfit nové zavadénou metodiku poéitacové pre-
dikce protein-protein komplext a to na modelu komplexti lidskych cytochromi P450.
Proteinovym partnerem interagujicim s cytochromy P450 byl maly bakteridlni flavo-
protein — flavodoxin. Primarnim cilem bylo ovéfit teorii, ze by flavodoxin mohl byt zod-
povédny za redukci savéich CYP produkovanych v bakterialni buiice béhem heterologni
exprese. Dil¢imi cili pak bylo pripravit a ekvilibrovat vstupni struktury pro vsechny
participujici proteiny, navrhnout sérii potencialnich struktur heterodimert flavodoxinu
s jednotlivymi CYP metodou protein-protein ,dockingu“, vybrat nejstabilnéjsi kom-
plexy pomoci metod molekulové dynamiky a néasledné je zoptimalizovat a strukturné
porovnat. Nakonec pak ziskand data ohledné energetiky a struktury komplexti kore-
lovat s experimentalnimi vysledky popisujicimi efektivitu redukce studovanych CYP

v bakteridlni bunice.
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3 Metody

3.1 Pouzité programy

V tabulce 4 jsou vyjmenovany programy pouzité pro pocitacové simulace molekul v této
praci. Kromé nich byla pouzita fada nastroji ze standardni vybavy systému Linux jako
jsou néstroje pro zpracovani textu (napt. sed, awk, grep), skriptovaci jazyk piikazového
radku bash a skriptovaci jazyk Perl. Pro tvorbu grafii byly pouzity nastroje Grace a
QtiPlot, pro tabulkové zpracovani dat pak LibreOffice Calc.

Tabulka 4: Programy pouzité pro pocitacové simulace v této praci.

Program | Verze | Citace | Pouziti

APBS 1.3 [149] vypocet mapy elektrostatického potencialu
Gaussian 09 [150] ab initio QM
Isq - [151] linearni regrese dle Yorka
NAMD 2.9 [152] MD, SMD

pdb2pqr 1.8 [153,154] | pfiprava vstupi pro APBS
PyMol | 1.5.0.1 [155] vizualizace molekul
Solvate 1.0 [156] solvatace struktury proteinti
VMD 1.9.1 [157] vizualizace molekul, pfiprava vstupt pro MD

3.2 Pocatecni struktury proteina

Struktury proteinti ve formé 3D soufadnic ve formatu pdb byly ziskadny z volné pri-
stupné proteinové databanky (www.pdb.org). VSechny struktury byly rozieseny rent-
genovou krystalografii, dalsi idaje shrnuje tabulka 5. Struktury vsech lidskych CYP
neobsahuji soufadnice pro N-koncovou membranovou kotvu, navic CYP1A2 a CYP3A4
maji i C-koncovou deleci, u CYP3A4 také chybi soufadnice aminokyselin 282 — 285,
u CYP2C19 pak 132 — 141. Strukturam bakteridlnich CYP101A1 a CYP176A1 chybi
soufadnice aminokyselin na N i C konci, flavodoxinu chybi prvni methionin. U CYP3A4
byl chybéjici tsek doplnén technikou homologniho modelovéni (viz kap. 3.3), u struk-
tury CYP2C19 byla chybéjici smycka doplnéna podle sousedniho (jinak méné vhod-
ného) fetézce C. Koncové delece nebyly modelovany u zadné ze struktur. Dale byly ze
struktur odebrany vsechny nizkomolekularni latky kromeé kofaktori a ligandt v aktiv-

nim centru.
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Tabulka 5: Udaje o strukturach proteinti pouzitych pro poéitacové simulace v této praci.

Protein Organismus | PDB ID | Rozliseni [A] | Substrat / inhibitor
(fetézec)
CYP1A2 clovek 2HI4 (A) 1,95 a-naftoflavon
CYP2A6 clovek 1710 (C) 1,90 kumarin
CYP2A13 | ¢lovek 2P85 (A) 2,35 indol
CYP2C9 clovek 10G5 (B) 2,55 (S)-warfarin
CYP2C19 | &lovek 4GQS (D) 2,87 *
CYP3A4 | clovek 1ITQN (A) 2,05 -
CYP101A1 | P. putida 2CPP (A) 1,63 kafr
CYP176A1 | C. braakii | 4FB2 (B) 1,37 -
flavodoxin | E. coli 1AG9 (A) 1,80 -

* (4-hydroxy-3,5-dimethylfenyl) (2-methyl-1-benzofuran-3-yl)methanon

3.3 Homologni modelovani struktur proteina

Pro tvorbu homolognich modeld struktur proteinti byl pouzit server SWISS-MODEL
[158] v automatickém rezimu, kde byla zaddna aminokyselinova sekvence cilového pro-
teinu ziskana z volné piistupné databaze UniProt (www.uniprot.org) a pfipadné PDB
ID struktury, ktera méla byt pouzita jako vzor. Vysledna struktura byla stazena ve
formatu pdb, pripadné byly doplnény ligandy ze vzorové struktury a bylo sjednoceno

ID fetézce a ¢isla atomid a molekul.

3.4 Navrh proteinovych komplexti technikou flexibilniho ,,doc-
kingu*

Pro navrh moznych komplexti cytochromu P450 a flavodoxinu byl pouzit program
HADDOCK dostupny ptfes webové rozhrani (haddock.chem.uu.nl) [159] v expertnim
rezimu. Struktury proteinii byly vlozeny v pdb forméatu, pficemz byly odstranény mole-
kuly vody. Jako aktivni byl u cytochromu P450 nastaven konzervovany, zelezo koordi-
nujici cystein, pasivni zbytky byly zvoleny automaticky. U flavodoxinu byl jako aktivni
nastaven Y94, jako pasivni pak W57 a FMN. Pokud vykazovala dana struktura N nebo
C deleci, byl prislusny konec nastaven jako nenabity. Pocet struktur pro rigidni ,,doc-
king“ byl nastaven na 3000, pocet struktur pro semi-flexibilni vytfidéni byl nastaven
na 400. VSechny ostatni parametry byly ponechany na prednastavenych hodnotéch.
Vysledné struktury byly usporadény do klastri, ve kterych byl parametr RMSD (angl.
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,=root mean square deviation“, odmocnina stfedni kvadratické odchylky) mensi néz 7,5
a minimalni pocet struktur v klastru byl 4. Z kazdého klastru byl vybran zastupce

s nejlepsim skére a dale analyzovan v programu PyMol.

3.5 Silové pole pro MM

Molekularné-mechanické simulace byly provadény v silovém poli CHARMM (verze 27)
obsahujicim v této praci pouzité parametry pro standardni aminokyseliny, vodu a ionty
[160]. Parametry pro molekulu hemu, a-naftoflavonu a hem-thioldtovou vazbu byly
vytvoreny Mgr. Petrem Jefabkem, Ph.D.

Pro ostatni molekuly substrati CYP a také pro FMN bylo tfeba vytvofit nové
soubory parametrii, a proto byla provedena ab initio QM optimalizace struktury pii-
slusné molekuly (nebo jeji ¢asti) v programu Gaussian algoritmem Hartree-Fock za
pouziti baze 6-31+G(d) v implicitni vodé a byly vypocteny parcidlni nadboje atomu
optimalizované struktury algoritmem ESP. Posléze byly jednotlivym atomim v noveé
parametrizovanych molekulach prifazeny atomové typy na zakladé podobnosti s jiz
definovanymi molekulami v silovém poli. Chybéjici délky vazeb a velikosti vazebnych
a torznich thl byly doplnény podle struktury optimalizované QM. Dale byly defino-
vany nepravé torze pro udrzeni planarity aromatickych molekul. Vibrac¢ni konstanty
byly zvoleny na zdkladé srovnani s podobnymi vazbami a thly v silovém poli. Silové
pole pro FMN bylo vytvoreno na zakladé diive publikovanych parametrii [161], pficem?z
parcialni naboje isoalloxazinového kruhu byly upraveny podle vyse zminéného QM vy-
poctu a koncovy fosfat byl protonovan na kysliku O1P na zakladé srovnani chovéani

rizné protonovanych variant FMN béhem MD flavodoxinu.

3.6 Molekulova dynamika v explicitnim rozpoustédle

U proteinovych komplexti navrzenych programem HADDOCK byly rekonstruovany
atomy vodiku, ion Fe?* a byla navracena krystalova voda z ptivodnich struktur inter-
agujicich proteinti. Na zdkladé predikce serverem WHATIF [162] a vizudlni kontroly
byly v pdb souboru nastaveny protonacni stavy histidini a dale byly kofaktory a voda
prejmenovany v souladu s nazvy v MM silovém poli. Nasledné byl pomoci rozsireni

,AutoPSF*“ programu VMD vytvoren soubor ve formatu psf obsahujici parcialni na-
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boje atomi na zakladé parametri silového pole. Poté byl pouzit program Solvate, ktery
doplnil chyb&jici molekuly vody do dutin a v okruhu 3 A okolo proteinu. Pak byly pfi-
dény dalsi molekuly vody pomoci VMD (rozsifeni ,Solvate“) ve formé kvadru tak, aby
na kazdou stranu od struktury proteinu dosahovala tloustka vrstvy vody aspon 10 A.
Rozméry kvadru byly v rozmezi cca. 50x55x55-100x110x125 A, velikost simulovaného
systému obvykle presahovala 100 000 atomii. V takto vytvoreném explicitnim rozpous-
tédle byly nékteré molekuly vody nahrazeny ionty drasliku a chloru rozsitenim VMD
,Autoionize“ tak, aby byl neutralizovin naboj proteinu a celkova koncentrace KCI
v roztoku byla 0,15 mol.dm=3. Vysledkem byly soubory ve formatu pdb a psf, které
slouzily jako vstupni struktura pro MD.

Struktura proteinu s rozpoustédlem byla podrobena ekvilibra¢nimu protokolu uve-
denému v tabulce 6 pfi teploté 310 K a standardnim tlaku uzitim programu NAMD.
Byl definovan periodicky box na zékladé rozméri krychle rozpoustédla zvétsenjch o 1 A
v kazdém sméru. Ostatni parametry byly ponechany na standardnich hodnotéach. Bé-

hem ekvilibrace byly zaznamenavany trajektorie atomi ve formatu ded.

Tabulka 6: Ekvilibra¢ni protokol pro MD v explicitnim rozpoustédle.

¢. | Krok [fs] | Minimalizace [kroky| | Dynamika [ps] | Fixované / brzdéné*
1 0,1 1000 0,5 protein, kofaktory (f)
2 1 - 50 protein, kofaktory (f)
3 1 1000 50 protein, kofaktory (b)
4 1 1000 50 hlavni fetézec (b)**
5 1 1000 200 -

6 2 - 100 -

* na brzdéné atomy byla aplikovana brzdici prace 1kcal.mol™! oproti pfedchozi minimalizo-
vané struktuie.
** byly brzdény pouze tézké atomy hlavniho Fetézce.

V produk¢eni fazi byla provadéna 1-20 ns dlouha MD simulace se stejnymi parametry
jako ve fazi 6 ekvilibrace, trajektorie byly zaznamenavany kazdych 1000 kroki pro dalsi

analyzu v programu VMD.

3.7 Molekulova dynamika v implicitnim rozpoustédle

Priprava struktur proteinti byla analogicka s piipravou pro MD explicitnim rozpous-

tédle s vynechanim vSech krokii zahrnujicim molekuly vody a iontti, pripadné byly
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molekuly krystalové vody odstranény.

Ekvilibrace byla provedena podle protokolu v tabulce 7 pfi teploté 310 K v im-
plicitnim rozpoustédle uzitim programu NAMD. Byl pouzit zobecnény Borniv mo-
del, kde dielektrickd konstanta rozpoustédla byla nastavena na 74,1 a iontova sila na

0,1 mol.dm 3.

Tabulka 7: Ekvilibra¢ni protokol pro MD v implicitnim rozpoustédle.

¢. | Krok [fs] | Minimalizace [kroky| | Dynamika [ps] | Brzdéné atomy*
1 1 1000 ) vse
2 1 1000 100 hlavni fetézec™™

* na brzdéné atomy byla aplikovana brzdici prace 1kcal.mol™! oproti pfedchozi minimalizo-
vané struktuie.
** byly brzdény pouze tézké atomy hlavniho Fetézce.

3.8 MD se zménou rozpoustédla — optimalizace homolognich

modelu

Pro optimalizaci struktur homolognich modelt byl navrzen kombinovany protokol MD.
Do modelové struktury byla doplnéna voda ze struktury templatu a byly rekonstruo-
vany vodiky v programu VMD. Jako fixované byly definovany tézké atomy hlavniho
fetézce proteinu, kofaktori a kysliky vody. Nasledovalo 1000 krokt minimalizace a
200ps MD s 1fs krokem v implicitnim rozpoustédle za analogickych podminek jako
v kapitole 3.7. Struktura byla po této optimalizaci poloh postrannich fetézci podro-
bena solvataci a ekvilibra¢nimu protokolu v explicitnim rozpoustédle nasledovanému

41ns dlouhou produkéni fazi (viz kap. 3.6).

3.9 Rizeni molekulova dynamika

Pro fizenou molekulovou dynamiku (SMD) byla struktura komplexu cytochrom P450 —
flavodoxin orientovana tak, aby osa y byla kolma na tu stranu CYP, kam se vazi redoxni
partnefi (proximdlni strana hemu) a podrobena ekvilibraci popsané v kapitole 3.7.
Béhem SMD provedené programem NAMD byly fixovany C, uhliky CYP a uhliky
hemu piip. substratu. Na C, uhliky Fld byla aplikovana brzdici prace 0,1kcal.mol™?
ve sméru osy x a z. C, uhliky Fld a dusik N10 FMN byly tazeny podél osy y smérem

32



od CYP konstantni rychlostni 20 A.ns~! do vzdalenosti 25 A. Kazdych 20 krokt byla
zaznamenana sila potfebné k udrzeni konstantni rychlosti, ktera byla poté prepoctena

na praci dodanou pro odtazeni flavodoxinu do dané vzdalenosti dle vztahu:

—Foun
69,479

W= (3)

roky
kde F ja aplikovana sila, v je rychlost tazeni v A na krok MD, n je poc¢et MD krokd
na vypis aplikované sily, ve jmenovateli je prevodni konstanta. Od takto vypoctené
prace bylo dale ode¢teno pozadi — linearni regrese primérné prace (provedeny t¥i ne-
zévislé béhy) potfebné k tazeni samotného flavodoxinu rozpoustédlem. Kazdych 500
krokt byly zaznamenavany trajektorie atomi ve formatu ded, které byly analyzovany

v programu VMD.

3.10 Korelac¢ni analyza

Pro sledovani vztahu mezi stupném redukce CYP heterologné exprimovanych v bakte-
rii a jejich interakei s bakteridlnim flavoproteinem (flavodoxinem) byla pouzita metoda
vazené regrese dle Yorka [163], ktera bere v tivahu smérodatnou odchylku nejen v sou-
fadnici y, ale také z. Korelacni koeficient byl uréen na zakladé vzorce pro vazeny

korela¢ni koeficient:

> wi(Ti = Tw)(Yi — Yyp)
k= 4
V2 wilw — Tw)? > wi(yi — Ty)? (4)

kde x; a y; predstavuji soufadnice korelovanych bodt, 7, a ¥, jejich vazené primeéry

a w; jejich vahy, které byly urceny stejnym vztahem jako pii Yorkové vazené regresi:

W= (5)

252 2
aco; + oy

kde o, a o, jsou odchylky v soufadnici x resp. y, a je odhad smérnice regresni pfimky
(na za¢atku Yorkovy regrese uréeny metodou nejmensich ¢tvercit bez uvazovani odchy-
lek a upravovany iterativné, pii vypoctu R pouzita vysledna smérnice Yorkovy regrese).

Hladina vyznamnosti P byla ur¢ena dvouvybérovym t-testem.
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3.11 Vypocet a vizualizace elektrostatického potencialu

Struktura pro vypocet elektrostatického potencidlu uzitim Poissonova-Boltzmannova
modelu implicitniho rozpoustédla byla pomoci programu pdb2pqr konvertovana do pqr
formatu, ktery obsahuje parcialni naboje a van der Waalsovy poloméry vsech atomi
(oboji bylo vzato z pouzivaného MM silového pole). Program pdb2pqr zéroven gene-
roval vstupy pro APBS, které byly modifikovany — byla ponechéna pouze ¢ast vypo-
¢tu s rozdilnou dielektrickou konstantou proteinu a rozpoustédla, teplota byla nasta-
vena na 310K a byly pfidany ionty s ndbojem +1 (reprezentujici KCl) v koncentraci
0,15 mol.dm—3. Nésledné byla pomoci programu APBS vypoétena mapa elektrosta-
tického potencidlu v forméatu dx, ktera byla pozdéji vizualizovana v programu VMD

formou isokontury na hladiné +2k7/e.
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4 Vysledky

4.1 Experimentalni data

Vysledky simulaci byly srovnavany s experimentalnimi daty ¢erpanymi z literatury [23]
(data v tabulce 8). Jedna se procento redukovaného cytochromu P450 v intaktnich
bunkach E. coli, které nesly rekombinantni plasmid s genem pro dany CYP, ovSem
jejich prirozeny redoxni partner nebyl koexprimovan. Procento redukce bylo vypocteno
vztazenim koncentrace redukovaného CYP za norméalnich podminek k jeho koncentraci
po pfidani externiho redukéniho c¢inidla. Koncentrace redukované formy CYP byla
stanovena diferen¢ni spektroskopii Fe?*-CO vs. Fe?*.

Lidské cytochromy P450 se daji dle dat v tabulce 8 rozdélit na dvé hlavni skupiny:
ty které jsou z podstatné ¢asti redukované (> 80% redukovano, CYP1A2, 2A6, 2A13
a 2C19) a ty spiSe neredukované (< 33% redukovano, CYP2C9 a 3A4). U zahrnutych
bakterialnich CYP je pak CYP101A1 spise redukovan a CYP176A1 spise neredukovan.
Uvedena experimentalni data jsou ve véts$iné pripadu zatizena vétsi chybou (nékdy az

+20 %).

Tabulka 8: Procento redukovaného CYP v intaktnich bunkach E. coli. Data ¢erpana z [23].

CYP | procento redukce
1A2 86 + 11

2A6 92 + 20
2A13 104 + 4

209 33+9

2C19 96 £ 20

3A4 18 + 10
101A1 80 + 2
176A1 20 + 4

4.2 Navrh komplexu cytochrom P450 — flavodoxin

Komplexy cytochrom P450 — flavodoxin byly ziskadny ze struktur partneri technikou
fizeného ,dockingu“ pomoci programu HADDOCK. Krystalova struktura CYP2C19
byla publikovana az v zavéru vypracovavani této prace, a proto jsou zde uvedeny i

vysledky pro komplexy homologniho modelu CYP2C19 vytvoteného podle v této praci
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pouzité struktury CYP2C9. Model byl pted pouzitim optimalizovan MD se zménou roz-
poustédla. Udaje o 2-4 klastrech komplexti pro kazdy CYP s nejlepsim skére, nejvétsim
kontaktnim povrchem a nejmensi vzdalenosti redoxnich center (vzdalenost nejblizsich
tézkych atomt hemu resp. siry cysteinu a FMN) vybranych pro dalsi studium uvadi

tabulka 9.

Tabulka 9: Vybrané nejlepsi komplexy CYP-FId navrZzené programem HADDOCK.

HADDOCK | Kontaktni Vzdalenost

CYP Klastr skore povrch* | redoxnich center**
[kcal.mol '] [A?] [A]
1 -9+ 6 1550 + 160 12,4
1A9 2 -140 £ 5 1980 + 160 13,0
3 -147 £ 4 2140 £ 110 9,5
4 -152 £ 3 2140 + 80 8,9
9AG 1 -118 + 2 1730 £ 40 8,5
2 111 £ 7 2010 £ 320 13,1
1 -144 + 4 2090 + 50 9,5
2A13 2 -111+ 9 1580 & 220 9,1
3 -101 £ 5 1680 + 80 10,8
929 1 -143 £ 11 2190 £ 60 10,3
2 -120 £ 7 1570 £+ 150 16,6
1 -150 £ 6 2330 + 100 6,5
2C19 krystal 2 -163 £ 7 2310 4+ 90 9,4
3 -131 £ 7 1850 4 40 14,2
1 -b5 + 4 1490 + 40 12,7
2C19 model 2 -51 £ 10 1550 4+ 60 12,9
3 11 +£5 2010 £+ 80 6,5
3A4 1 -114 + 4 1630 4 150 11,8
2 -152 1+ 9 2070 £+ 130 11,1
1 -113 + 11 1890 + 50 9,8
101A1 2 -67 £ 3 1260 £ 80 10,6
3 -69 + 13 1380 =+ 180 10,2
1 -142 £ 5 1990 £ 90 16,5
176A1 2 97T+ 7 1460 =+ 30 13,0

* angl. ,buried surface area“
** yzdalenost nejblizsich tézkych atomi hemu (pfip. cysteinové siry) CYP a FMN flavodoxinu

Jsou patrné znacné rozdily v HADDOCK skdre mezi jednotlivymi CYP, nicméné
pouze na zakladé tohoto parametru nelze dle predchozich zkusenosti v nasi skupiné
piimo usuzovat, ktery CYP tvoii nejstabilnéjsi komplex s Fld ani kterd orientace je

v ramci jednoho CYP nejstabilnéjsi. Zajimavéjsi informaci dava vzdalenost redoxnich
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center, a¢ je taktéz ponékud zkreslena, jak se ukazalo dale v této praci. Proto byly uve-
dené komplexy podrobeny studiu stability rigorosnéjsimi technikami molekulové dyna-
miky, pro které byla z kazdého z uvedenych klastrti vybrana reprezentativni struktura

s nejlepsim skore.

4.3 Rizena disociace komplext pomoci SMD

Vyse vybrané 2—4 nejlepsi komplexy s flavodoxinem pro kazdy cytochrom P450 byly za
ucelem detailnéjsiho studia stability podrobeny fizené disociaci uzitim techniky SMD
v implicitnim rozpoustédle. Fld byl odtahovan konstantni rychlosti od CYP do vzda-
lenosti 25 A a byla méfena vynalozena prace. Pro kazdy komplex byly provedeny 3-4
paralelni béhy, z nichz byla vypoctena zavislost primérné vynalozené prace na vzda-
lenosti odtahovanych partnert a po odecteni pozadi (linearizovany pribéh tazeni sa-
motného Fld rozpoustédlem) vynesena véetné smérodatné odchylky do grafi zvlast pro
kazdy CYP (obr. 13 a 14 str. 38 a 39). Na vétsiné grafi jde vynaloZena prace nejprve
do zapornych hodnot (samovolna optimalizace komplexu), dosahuje minima pfi odta-
zeni o 1-3 A, odkud za¢ina prace nartistat. U zcela nestabilnich komplext (CYP1A2
klastr 1 a CYP3A4 klastr 2) pokrac¢uje samovolné disociace dale. Ptiblizné nad 10A
se vynalozend prace jiz vyrazné nemeéni.

Celkova primeérna prace potfebna k disociaci daného komplexu byla tedy urcena
odec¢tenim minima této zavislosti od primérné hodnoty prace v konstantni ¢asti grafu,
za kterou byl povaZzovan tsek 10-20 A (tabulka 10 str. 40), pficemz pokud byl celkovy
trend vynakladané prace klesajici, nebylo minimum odecitano. Ve vétsiné pripadi slo
na zakladé prace vynalozené na jeho roztrzeni vybrat nejstabilnéjsi klastr pro kazdy
CYP, ktery byl studovan dale. U CYP1A2 byl vzhledem k blizkym hodnotéam disoci-
acnich praci v dalsim kroku studovan i druhy nejstabilnéjsi klastr v pofadi (klastr 2).

Celkova vynalozena prace pro nejstabiln€jsi komplex kazdého z cytochromt P450
s flavodoxinem (tj. s nejvyssi disocia¢ni praci, tabulka 10 str. 40 tu¢né zvyraznéné) byla
korelovana s experimentalné zjisténym procentem redukovaného CYP pfi heterologni
expresi v intaktnich buiikdch E. coli (tabulka 8 str. 35) pomoci linearni regrese dle
Yorka, ktera bere v ttvahu odchylku obou veli¢in, jenz je u obou vyznamnéa. Linearni

regrese pro rizné skupiny CYP byly vyneseny do grafii véetné korelacnich koeficient,
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Obrazek 13: Grafy zavislosti primérné prace vynaloZené na taZeni Fld od prislusného CYP
konstantni rychlosti na vzdalenosti odtazeni. Svétle zvyraznéné zény predstavuji smérodatnou
odchylku.
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Obrazek 14: Grafy zavislosti priumérné prace vynalozené na tazeni Fld od prislusného CYP
konstantni rychlosti na vzdalenosti odtaZzeni (2. ¢ast). Svétle zvyraznéné zény predstavuji

smérodatnou odchylku.
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Tabulka 10: Primeérné prace potfebné k roztrzeni jednotlivych komplextit CYP-FId. Tucné je
zvyraznén nejstabilnéjsi komplex pro kazdy CYP.

minimum | konstantni tsek* | celkova prace
CYP klastr [kcal.mol ] [kcal.mol ] [kcal.mol ]

1 0,0 -5,9 -19 £ 7

P 9,1 4.4 13 + 2

1A2 3 -3,4 5,7 9+7
4 91 5.7 15+ 9
1 47 11,5 16 + 7

2A6 2 -6,1 -2,4 4+ 3
1 -15,0 -0,3 15 £ 11
9A13 p 72 13,3 20 + 2
3 -29 4,2 7+6
1 5.7 72 13 + 4

209 2 11,6 -10,6 146
1 82 3.0 11+5
2C19 krystal 2 -14 14,0 15+ 3
3 7.2 2,7 10 + 3

1 -5,8 2,2 8 £5

2C19 model 2 -6,3 7,9 14 +6
3 -6,4 19,8 26 + 3
1 0.3 45 14+ 7
3A4 P 0,0 -26,3 226 + 4
1 -10,0 6,4 4+ 10
101A1 2 -2,8 47 10 £ 5
3 -4,8 -0,7 2+4
1 -13,4 6,5 20 + 6

176A1 2 48 2.3 TE7

* pramérna hodnota prace ve vzdalenosti odtazeni 10-20 A

koeficient® determinace a hladin vyznamnosti urcenych z korela¢nich koeficientd dvou-
vybérovym t-testem (obrazek 15).

Pti zahrnuti bakterialnich CYP (obr. 15 A, C a E) nelze pozorovat zadnou signi-
fikantni souvislost (P>0,1, tedy je vice nez 10% Sance, Ze souvislost je jen ndhodna,
navic R~0,5). Pfi uvazovani pouze lidskych CYP pozorujeme signifikantni korelaci
(P=0,02) pouze v piipadé lidskych CYP1A2, 2A6, 2A13, 2C9 a 3A4 (obr. 15 B). Krys-
tal (obr. 15 D) nebo model (obr. 15 F) CYP2C19 korelaci oslabuji (dochézi ke zvyseni
P na 0,06 resp. 0,09 a snizeni R na 0,8-0,7).
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A - bez 2C19 B - bez 2C19, jen lidské
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Obrazek 15: Korelace prace potfebné k roztrzeni nejstabilnéjsich komplextt CYP-FId (viz
tabulka 10 str. 40 tuéné zvyraznéné) s experimentdlné uréenym procentem redukovaného
CYP pii heterologni expresi v E. coli (viz tabulka 8 str. 35). V grafech je uveden korela¢ni
koeficient R, koeficient determinace R? a hladina vjznamnosti P uréena z R dvouvybérovym
t-testem. V grafu A jsou korelovana data pro lidské CYP1A2, 2A6, 2A13, 2C9 a 3A4 a
bakterialni 101A1 a 176A1. V grafu B pak jen data pro zminéné lidské CYP. V grafech C a

D je navic zahrnut nejstabilnéjsi komplex krystalu CYP2C19, v grafech E a F pak modelu
CYP2C19.
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4.4 Stabilita komplextit béhem MD v explicitnim rozpoustédle

Z komplexti cytochrom P450 — flavodoxin byl pro kazdy CYP vybran jeden, na je-
hoz disociaci musela byt vynalozena nejvyssi prace béhem tazeni konstantni rychlosti
(tabulka 10 str. 40 tuéné zvyraznéné) a ten byl podroben dalsimu zkouméani stability
v realité blizSim explicitnim rozpoustédle. Byl sledovan vyvoj vzdalenosti redoxnich
center béhem 10ns MD v explicitni vodé, pricemz byla sledovana vzdy vzdalenost nej-
blizsich atomu konjugovaného systému hemu (resp. koordinujici siry cysteinu) a FMN
urcenych po ekvilibra¢ni fazi MD (viz tabulka 11). Zavislost vzdalenosti redoxnich

center na Case simulace byla vynesena do grafu (obrazek 16).

—1A2 —2C9 — 3A4
184 | —2A6 2C19K —— 101A1
2A13 —2C19M — 176A1

vzddlenost redoxnich center [A]

¢as [ns]

Obrazek 16: Vyvoj vzdalenosti redoxnich center cytochromt P450 a flavodoxinu (konkrétni
atomy viz tabulka 11) béhem 10ns MD nejstabilnéjsich komplext (viz. tabulka 10 str. 40)
v explicitnim rozpoustédle (vodé). U CYP2C19 je zobrazen jak nejstabilnéjsi komplex pro
krystalovou strukturu (K), tak pro optimalizovany homologni model (M).

U vétsiny CYP lze pozorovat mirny nartist vzdalenosti pfiblizné o 1 A, u CYP3A4
a 101A1 pak vyraznéjsi narast o 3-4 A. U CYP176A1 po cca 4ns dochazi k poklesu,
nicméné v zavéru se vzdalenost redoxnich center opét vraci na ptivodni pomérné vy-
sokou hodnotu. Vzhledem k blizkym hodnotam disociacni prace dvou nejstabilnéjsich
komplexi u CYP1A2 byl proveden vypocet také pro jeho druhy nejstabilnéjsi komplex

(klastr 2), pficemz byl pozorovan prudky néartst vzdalenosti redoxnich center az na

42



cca. 19 A (data nejsou uvedena), coz potvrdilo jeho nizsi stabilitu a tento komplex dale

nebyl sledovan. Vzdalenost redoxnich center v optimalizovaném komplexu byla urcena

z prumérnych hodnot béhem poslednich 20 % MD simulace (tabulka 11).

Tabulka 11: Tabulka primeérnych vzdalenosti redoxnich center optimalizovanych komplexi

CYP-Fld.

CYP | Reprezentujici atomy (hem — FMN) | Primérna vzdalenost [A]
1A2 S (Cys) - C7M 105 £ 0,3
2A6 S (Cys) — C7TM 11,2 £ 0,5
2A13 S (Cys) — C7TM 9,8+ 0,5
209 S (Cys) — C7TM 124 + 05

2C19K S (Cys) — C7TM 11,7 £ 0,4

2C19M S (Cys) — C7TM 9.3 4 04
3A4 S (Cys) — C7TM 15,8 + 0,5

101A1 S (Cys) — C8M 14,0 £ 0,5

176A1 S (Cys) — C7TM 14,6 £ 0,6

Primérna vzdalenost redoxnich center byla korelovana s experimentalné zjisténym
procentem redukovaného CYP pfi heterologni expresi v intaktnich bunkach FE. coli
(tabulka 8 str. 35) pomoci linedrni regrese dle Yorka zohlednujici chybu hodnot na obou
osach. Linearni regrese pro rtzné skupiny CYP (ve shodé s kapitolou 4.3) byly vyneseny
do grafi véetné korela¢nich koeficientt1, koeficientti determinace a hladin vyznamnosti
uréenych z korelacnich koeficientt dvouvybérovym t-testem (obrazek 17).

P¥i zahrnuti bakteridlnich CYP (obr. 17 A, C a E) nepozorujeme signifikantni
souvislost (P>0,05, tedy je vice nez 5% Sance, Ze se jedné jen o ndhodnou souvislost a
R ~ —0,6). Naopak ve vSech pifipadech uvazujici pouze lidské CYP (obr. 17 B, D a
F) lisici se nezahrnutim ¢ zahrnutim raznych modelid CYP2C19 pozorujeme silnou a

signifikantni korelaci (P=0,008-0,02, R ~ —0,9).
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A - bez 2C19 B - bez 2C19, jen lidské
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Obrazek 17: Korelace primérné vzdalenosti redoxnich center u vybranych nejstabilnéjsich
komplext po optimalizaci MD v explicitni vodé (8.-10.ns MD, viz tabulka 11 str. 43) s ex-
perimentalné uréenym procentem redukovaného CYP pii heterologni expresi v E. coli (viz
tabulka 8 str. 35). V grafech je uveden korela¢ni koeficient R, koeficient determinace R? a
hladina vyznamnosti P ur¢ena z R dvouvybérovym t-testem. V grafu A jsou korelovana data
pro lidské CYP1A2, 2A6, 2A13, 2C9 a 3A4 a bakterialni 101A1 a 176A1. V grafu B pak
data jen pro zminéné lidské CYP. V grafech C a D je navic zahrnut nejstabilnéjsi komplex
krystalu CYP2C19, v grafech E a F pak modelu CYP2C19.
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4.5 Struktury nejstabilnéjsich komplexi

Struktura nejstabilnéjsitho komplexu s Fld pro kazdy CYP byla vizualizovana formou
van der Waalsova povrchu v programu PyMol a byly vytvoreny snimky ¢elniho (smé-
rem na proximélni stranu CYP) a boé¢niho pohledu (o 90° otoc¢eny podle svislé osy)
na kazdy komplex (obrézek 18), pfi¢emz cytochromy P450 byly na zékladé strukturni
podobnosti srovnany do stejné pozice. Behem 10 ns dlouhé MD v explicitnim rozpousté-
dle se u vSech zminénych komplexti zménila pozice interagujicich partneri jen nepatrné
(data nezobrazena). Mezi F1d a FMN podjednotkami evoluéné pokroéilejsich reduktas
cytochromtt P450 existuje zna¢né strukturni podobnost (kapitola 1.4.2), a proto byly
pro porovnani orientaci stejnym zptisobem vytvoreny snimky komplexu CYP3A4 s lid-
skou CPR (struktura modelu komplexu byla pfevzata z literatury [164]) a hemové a
FMN podjednotky fiznitho CYP102A1 (krystalova struktura, PDB ID 1BVY). Krom
toho byl do obr. 18 zarazen bo¢ni pohled na model komplexu kralictho CYP2B4 s CPR
prevzaty z literatury [29] (vlastni 3D soufadnice bohuZel nebyly publikovany).

Na obrazku 18 lze pozorovat dvé skupiny CYP tvofici nejstabilnéjsi komplex s Fld
v podobné orientaci — skupina CYP1A2 a 2C9 a skupina CYP2A6, 2A13 a 2C19 model,
pricemz druhé jmenovana orientace je blizka orientaci podjednotek v krystalu fizniho
CYP102A1 a orientaci FMN domény CPR v pfevzatém modelu komplexu CYP2B4-

CPR. U dalsich vyraznou podobnost jiz nelze pozorovat.
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CYP  celni pohled boc¢ni pohled CYP  celni pohled boc¢ni pohled
1A2
3A4
2A6 +CPR
2B4
2A13 +CPR
2C9 102A1
2C19
krystal 101A1
2C19
model

Obrazek 18: Struktury nejstabilnéjsich komplexti CYP-FId ziskanych v této praci vizualizo-
vané formou van der Waalsova povrchu v ¢elnim a boc¢nim pohledu. Dale je zde zobrazena
prevzatd struktura komplexu CYP-CPR [164], hemova a FMN doména CYP102A1 (PDB ID
1BVY) a prevzaty bo¢ni pohled na komplex CYP2B4-CPR [29]. CYP je zobrazen fialové,
Fld cervené, FMN doména CPR resp. CYP102A1 zluté.
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4.6 Mapy elektrostatického potencialu

Elektrostatické vlastnosti v této praci studovanych proteint byly charakterizovany je-
jich celkovym nébojem (tabulka 12, uvazovany byly pouze aminokyseliny vyskytujic
se ve struktufe). Lidské CYP jsou celkové neutralni az pozitivné nabité, zatimco bak-
terialni CYP a flavodoxin negativné nebité. Celkovy naboj CYP nekoreluje ani s expe-
rimentalné zjisténym procentem redukovaného CYP, ani s charakteristikami komplext
CYP-F1d vypoctenymi v této praci.

Proto byla pro presnéjsi a nazornéjsi ilustraci elektrostatickych sil ptisobicich mezi
cytochromy P450 a flavodoxinem vypoc¢tena mapa elektrostatického potencialu pro je-
jich vstupni struktury. Dale byla tato mapa vypoctena pro vSechny CYP po optimali-
zaci 10 ns MD v explicitni vodé v jejich nejstabilnéjsim komplexu s Fld. Elektrostaticky
potencial byl vizualizovan formou isokontury (flavodoxin viz obr. 19, cytochromy P450
obr. 20, 21 a 22). Zatimco elektrostaticky povrch flavodoxinu pobliz FMN je podle oce-
kavani negativné nabity, u vSech CYP vcetné bakterialnich pozorujeme na proximélni
strané zietelnou, byt rizné intenzivni oblast pozitivniho naboje.

V pravé c¢asti obr. 20-22 pozorujeme indukované prizptisobeni cytochromu P450
vazbé na flavodoxin. Je patrné rozestoupeni nabitych aminokyselinovych zbytkid pied
hydrofobnim isoaloxazinovym kruhem FMN a pfeskupeni a nékdy zvyraznéni oblasti
pozitivniho potencialu okolo negativné nabité celni strany Fld. Nejmarkantnéjsi prizpt-

sobeni Ize pozorovat u ptivodné nevyrazné pozitivné nabité proximalni strany CYP3A4.
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Tabulka 12: Celkovy naboj struktur proteind pouzitych pro simulace v této praci, uvazovany
stejné protonacni stavy histidint jako béhem MD.

Protein | Celkovy naboj
CYP1A2 11
CYP2A6 7
CYP2A13 8
CYP2C9 2
CYP2C19 0
CYP3A4 6
CYP101A1 -15
CYP176A1 -14
flavodoxin -22

Obrazek 19: Mapa elektrostatického potencidlu flavodoxinu v pohledu na stranu, kterd se
vaze na CYP. Modra barva znazornuje pozitivni elektrostaticky potencial, cervena negativni.

Svétle modrou ¢arou je naznacena pozice FMN.
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CYP vstupni struktura po 10ns MD v komplexu

1A2

2A6

2A13

Obrazek 20: Mapa elektrostatického potencidlu CYP1A2, 2A6 a 2A13 pro jejich vstupni struk-
tury a struktury po 10ns MD komplexu s Fld v explicitni vodé reprezentovana isokonturou
na hladiné £2k7T/e. Modra barva znazornuje pozitivni elektrostaticky potenciél, ¢ervena ne-
gativni. Zelené je naznacen obrys flavodoxinu, svétle modra Cara reprezentuje pozici FMN a
zluta tecka polohu Zeleza v hemu CYP.
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CYP vstupni struktura po 10ns MD v komplexu

209

2C19
krystal

2C19
model

Obrazek 21: Mapa elektrostatického potencidlu CYP2C9 a 2C19 krystalu i modelu pro jejich
vstupni struktury a struktury po 10ns MD komplexu s Fld v explicitni vodé reprezentovana
isokonturou na hladiné +2k7"/e. Modra barva znézoriiuje pozitivni elektrostaticky potencial,
¢ervend negativni. Zelené je naznacen obrys flavodoxinu, svétle modra ¢ara reprezentuje pozici
FMN a zluta tecka polohu Zeleza v hemu CYP.
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CYP vstupni struktura po 10ns MD v komplexu

3A4

101A1

176A1

Obrézek 22: Mapa elektrostatického potencidlu CYP3A4, 101A1 a 176A1 pro jejich vstupni
struktury a struktury po 10 ns MD komplexu s Fld v explicitni vod€ reprezentovana isokontu-
rou na hladiné £2kT/e. Modré barva znézornuje pozitivni elektrostaticky potencial, ¢ervend
negativni. Zelené je naznacen obrys flavodoxinu, svétle modra ¢ara reprezentuje pozici FMN
a zluta tecka polohu zZeleza v hemu CYP.



5 Diskuse

V pribéhu této prace byly navrzeny mozné komplexy lidskych isoforem cytochromi
P450 1A2, 2A6, 2A13, 2C9, 2C19 a 3A4 a bakterialnich isoforem 101A1 a 176A1 s pre-
nasecem elektroni z Fscherichia coli flavodoxinem. Pro CYP2C19 byly pouzity dveé
vstupni struktury — homologni model (vysoce homologni CYP2C9 pouZit jako templat)
a teprve v prubéhu vypracovavani prace publikovana krystalova struktura. Postupné
byly vybrany nejpravdépodobnéjsi vzajemné orientace, které byly analyzovany a mira
jejich stability a vzdéalenost redoxnich center byly korelovany s experimentalnimi daty.

Program HADDOCK pouzity k predikci moznych orientaci fadi vSechny navrzené
komplexy podle parametru HADDOCK skére, ve kterém se odrazi elektrostatické a
van der Waalsovy sily ptisobici v komplexu, ale také mira splnéni vstupnich pozadavkt
pro interagujici aminokyselinové zbytky [148], coz miize vést ke zkresleni skére v pfi-
padé jejich nespravné volby. Velmi podobné konformace sdruzuje do klastrii, které jsou
reprezentovany strukturou s nejlepsim skére. Pro stabilitu komplexu je dale dtlezity
velky kontaktni povrch a pro efektivni prenos elektronti pak vzdalenost redoxnich cen-
ter pod 14 A, pfi¢emz ¢im mensi je jejich vzdalenost, tim efektivnéjsi je pienos [165].
Na zakladé téchto parametrit byly pro dalsi studium vybrany 2—4 varianty komplexti
pro kazdy CYP.

Béhem tizené disociace téchto komplext technikou SMD doslo ve vétsiné pripadi
zprvu k optimalizaci pozice interagujicich partnert, coz se projevilo jako ubytek vynalo-
7ené prace. Po odtazeni o 1-3 A zacala prace krom zcela nestabilnich komplextt prudce
nariistat, az se pii odtazeni nad 10 A ustalila na konstantni hodnots (viz obr. 13 a 14
str. 38 a 39). Jelikoz nad vzdéalenost atomu 10 A pfestavaji pii MD piisobit nevazebné
interakce (tzv. ,cutoff), da se zde ustaleni vyvoje prace ocekavat. Jako celkova prace
reprezentujici miru stability komplexu pak byl (vyjma zcela nestabilnich komplexii)
vzat rozdil minima grafu a konstantniho tseku.

P1i srovnani dat v tabulce 9 str. 36 a 10 str. 40 je patrné, ze Cist€ na zakladé
vysledki z programu HADDOCK nelze posuzovat stabilitu komplext. Napiiklad po-
tencidlné nejlepsi komplex u CYP3A4 (klastr 2) se béhem SMD ukézal jako zcela
nestabilni tj. prace vynalozena k odtazeni Fld byla zaporna. To by mohlo byt pficteno

na vrub zjednodusenim pouzivanym béhem procesu ,dockingu®, napt. absence expli-
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citniho rozpoustédla a velmi kratka doba optimalizace komplexu. Nékteré potencialné
nejlepsi komplexy se ukéazaly byt méné stabilni nez by se dalo usoudit z HADDOCK
skére (klastr 2 u CYP2A6, klastr 1 u CYP2A13, klastr 1 u CYP2C19 krystalu a klastr
1 u CYP101A1), nicméné zde lze tento rozpor ve vysledcich pficist také vysoké smé-
rodatné odchylce skére a/nebo vynalozené préce.

Komplexy vykazujici nejvyssi disocia¢ni praci pro kazdy CYP byly dale optimali-
zovany molekulovou dynamikou v explicitnim rozpoustédle (vodé), které predstavuje
dokonalejsi model prostiedi v okoli proteinu nez vypocetné podstatné méné narocny im-
plicitni model vody. Vzdalenosti redoxnich center vybranych nejstabilnéjsich komplext
CYP-F1d jsou az na komplex CYP176A1-FId po optimalizaci v explicitni vodé vyssi
nez u vstupnich struktur téchto komplexii (srovnéani tabulky 9 str. 36 a 11 str. 43),
podobné jako pii fizené disociaci se interagujici partnefi vzdali o 1-4 A. Tento jev
ukazuje na nadmeérné priblizeni interagujicich proteintt programem HADDOCK v dui-
sledku snahy dostat nadefinované aktivni zbytky do kontaktu. U vétsiny sledovanych
komplexi CYP-Fld vzdalenost redoxnich center roste pouze mirné. Vyraznéjsi zména
je pozorovatelnd pouze u CYP3A4, 101A1 a 176A1 (obréazek 16 str. 42), coz ukazuje
v pripadé zvétsovani vzdalenosti na nizsi stabilitu komplexi CYP3A4 a 101A1. Jediné
u CYP176A1 se vzdalenost snizuje, coz koreluje s vysokou stabilitou tohoto komplexu
zjisténou béhem Tizené disociace.

Ziskané data je tfeba povaZovat za relativni udaje (zejména v pripadé disociac-
nich praci systematicky nadhodnocenych kvili vyznamné ireverzibilni slozce v celkové
praci), a proto bylo nezbytné k vyvozeni opodstatnénych zavéra ziskané hodnoty ko-
relovat s dostupnymi experimentalnimi daty — procentem redukovaného cytochromu
P450 wn vivo pii heterologni expresi v butikdch E. coli. Korela¢ni analyzou jsem se
snazil potvrdit hypotézu, ze za redukci studovanych isoforem CYP je v bakteridlnim
systému v nepiitomnosti jeho ptrirozeného redoxniho partnera zodpovédny flavodoxin,
a ze podil redukovaného CYP souvisi se stabilitou komplexu CYP-Fld a vzdalenosti
mezi redoxnimi centry (hem-FMN).

Mezi in silico stanovenou pevnosti nejstabilnéjsiho komplexu CYP-Fld reprezen-
tovanou celkovou praci vynaloZzenou na jeho disociaci a experimentalné ur¢enym pro-
centem redukovaného CYP nebyla pii zahrnuti péti az Sesti eukaryotickych a dvou

bakterialnich CYP prokazana souvislost (obr. 15 A, C a E str. 41). Avsak v pfipadé
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skupiny lidskych CYP1A2, 2A6, 2A13, 2C9 a 3A4 (obr. 15 B) byla pozorovana sig-
nifikantni korelace na hladiné vyznamnosti P<0,05. Je tedy pravdépodobné, ze v pii-
padé jmenovanych lidskych CYP existuje souvislost mezi celkovou praci vynalozenou
na disociaci komplexu CYP-FId a experimentalné urcenym procentem redukovaného
CYP, coz u téchto lidskych CYP podporuje predstavu Fld jako hlavniho redoxniho
partnera v expresnim systému F. coli. Z vysledné hodnoty P=0,02 také plyne, Ze exis-
tuje asi dvouprocentni pravdépodobnost, Ze by pozorovana souvislost byla jen nahodna.
Pridani krystalové struktury ¢ homologniho modelu CYP2C19 (obr. 15 D resp. F) ke
zminéné skupiné lidskych CYP korelaci mirné zhorsuje (P se dostéava nad hranici sig-
nifikance 0,05), coZ vnasi pochybnosti ohledné spréavnosti vstupni hypotézy, ale také
ohledné kvality obou struktur CYP2C19 (viz diskuse nize).

Mezi vzdalenosti redoxnich center v optimalizovaném nejstabilnéjsim komplexu a
procentem redukovaného CYP pfi heterologni expresi je taktéz pozorovatelna souvis-
lost pouze pfi nezahrnuti bakteridlnich CYP. Pro vSechny varianty, kde jsou zahrnuty
pouze lidské CYP (obr. 17 str. 44 B,D,F), lze pozorovat signifikantni korelaci na hla-
diné vyznamnosti P=0,008-0,02. Takto prokazana souvislost dale podporuje hypotézu,
ze za redukci lidskych CYP v expresnim systému E. coli je zodpovédny pravé Fld, pfi-
¢emz mira redukce souvisi nepfimo se vzdalenosti redoxnich center (¢emuz odpovida
pozorovany zaporny korelaéni koeficient). Tento fakt také odpovidé v literatufe popsa-
nému vztahu mezi vzdélenosti redoxnich center a rychlosti pfenosu elektront [165].

Je zfejmé, ze bakteridlni cytochromy P450 zcela nezapadaji do vstupni hypotézy
provedenych korelaci, tedy Ze je za redukci heterologné exprimovanych CYP zodpo-
védny predevsim Fld a Ze je pro redukci klicovy stabilni komplex CYP-Fld s co nej-
nizsi vzdéalenosti redoxnich center. U CYP101A1, ktery tvoii neocekavané nestabilni
komplexy, si to lze vysvétlovat odlisnosti jeho redoxniho systému od ostatnich studo-
vanych CYP, nebot jeho pfirozenym partnerem na rozdil od ostatnich studovanych
proteind neni flavoprotein, ale FeS protein putidaredoxin, a tudiz by za pomérné vy-
soké procento redukovaného CYP101A1 pti heterologni expresi v E. coli (80 %) mohl
byt zodpovédny jemu podobnéjsi ferredoxin. CYP176A1 sice v pfirozeném systému in-
teraguje s flavoproteinem (cindoxinem), flavodoxin se na néj dle zde prezentovanych
vysledki vaze silné, ale tento komplex vykazuje i po optimalizaci pomérné velkou vzda-

lenost redoxnich center (kolem 15 A). Pfenos elektronti tak probihéd mnohem pomaleji
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a flavodoxin by pak mohl vzhledem k pomérné vysoké stabilité tohoto komplexu cely
proces dokonce inhibovat.

Na stabilitu vysledného komplexu mé samoziejmé také vliv kvalita vstupnich dat,
v tomto pripadé pfedevsim struktura jednotlivych CYP. Vliv rozdilné kvality vstupni
struktury CYP lze pozorovat na piipadu model pro CYP2C19, kde byl pouzit jak ho-
mologni model (zaloZzeny na vysoce ptibuzném CYP2C9), tak koordinaty zjisténé expe-
riment4lné. Stability jejich nejlepsich komplexti se dosti lisi, 26 + 3kcal.mol™! (model)
a 15+ 3kcal.mol™! (krystal), stejné jako vzdalenosti redoxnich center v optimalizované
struktute, 9,3+0,4 A (model) a 11,74 0,4 A (krystal). Zafazeni jednoho & druhého vy-
sledku mé presto na celkovou korelaci podobny vliv (obr. 15 str. 41 resp. obr. 17 str. 44
C.,D,E,F). Horsi stabilitu komplexu vychazejiciho z krystalové struktury CYP2C19
by mohl vysvétlit fakt, ze pouzita struktura ma nizsi rozlieni (2,87 A) a na rozdil od
vsech ostatnich CYP zahrnutych ve studii vykazovala ¢etné krystalografické kontakty
v Casti, kam se vaze CPR (resp. Fld), tudiZ nemusi zcela odpovidat realné konfor-
maci monomeru CYP2C19 v roztoku. Na strukturu homologniho modelu je i pfes jeji
pomérné dlouhou optimalizaci v explicitnim rozpoustédle tieba nahlizet jako na poten-
cidlné méné presnou reprezentaci realného proteinu. Problémem homolognich modeli
casto byva jejich tendence se az ptilis blizit struktufe templatu. V pripravé pouzitého
modelu CYP2C19 je ovSem dobrym signalem to, Ze vykazuje velmi vysokou stabilitu
komplexu s flavodoxinem, zatimco templat (CYP2C9) tvoii jen mélo stabilni komplex.
Model CYP2C19 pravdépodobné timto nedostatkem pfilis netrpi.

Popsanym procesem vybrané nejstabilnéjsi komplexy CYP-FId byly strukturné po-
rovnany jednak mezi sebou, ale také s publikovanymi modely sav¢ich komplexi CYP-
CPR, jakozto i s krystalovou strukturou hemové a FMN domény fazniho flavocy-
tochromu CYP102A1, jenz slouzi jako model pro interakci savéich CYP s CPR [166]
(viz obr. 18 str. 46). V pfipadé CYP2A6, 2A13 a homologniho modelu 2C19 se flavo-
doxin nachézi v takové orientaci vzhledem k CYP, ktera je blizka pozici FMN domény
cytochrom P450 reduktasy u diive publikovaného modelu komplexu krali¢tho CYP2B4-
CPR, a také pozici FMN domény vi¢i hemové doméné u fazniho flavocytochromu
CYP102A1. Zminéné CYP vykazuji nejvyssi experimentalné urcené procento redukce
a také v této praci zjisténou vysokou stabilitu komplexi s Fld a dostatecné nizkou

vzdalenost redoxnich center v téchto komplexech. Vzhledem k adaptaci savéich CYP

35



na interakci se stejnou CPR [27] a podobnosti FMN domény CPR s Fld (viz kapi-
tola 1.4.2) vyskyt podobné orientace téchto redoxnich partnert viaci CYP déle podpo-
ruje hypotézu, ze je to praveé Fld, ktery redukuje lidské CYP pii heterologni expresi.
Jedna se ovSsem pouze o dalsi z podptirnych fakt, rozdilna orientace Fld oproti CPR
jesté neznamena, ze redukce neprobiha stejné efektivné, pokud je vzdalenost center
dostatecné mala a komplex dostatecné pevny.

U savcich komplextt CYP-CPR se diskutovand orientace da ocekavat, protoze oba
partnefi jsou ukotveni v membrané svym N-koncem, pficemz membranova kotva piimo
navazuje na FMN doménu CPR a membrana se pii pohledech jako na obrazku 18
nachazi pod komplexem [167]. Vzhledem k tomuto faktu se jevi zde zobrazeny model
CYP3A4-CPR prevzaty z literatury jako nepravdépodobny, protoze FAD doména CPR
by se nachazela v membréané. Doty¢na studie [164] se pozici membrany viibec nezabyva,
navic byl pouzit méné robustni software pro ,,docking* nez napt. HADDOCK pouzity
v této praci. Zminéna struktura komplexu CYP3A4-CPR je zde tedy uvedena spise
pro uplnost.

Struktury nejlepsich komplexi CYP-FId byly déale zkoumany z hlediska elektrosta-
tickych interakci, které hraji vyznamnou roli pii formovani protein-proteinovych kom-
plexti. Zakladni pouzivana elektrostaticka charakteristika proteinu — jeho celkovy naboj
— poskytuje vsak jen omezenou informaci, a proto je vhodné prozkoumat podrobnéji
rozlozeni tohoto naboje na povrchu proteinu, coz lze provést vypoctem mapy elek-
trostatického potencidlu na zakladé parcialnich naboji a napf. Poisson-Botzmannova
modelu implicitniho rozpoustédla.

7 obrazku 19 str. 48 je patrné, ze povrch flavodoxinu v blizkosti FMN je silné nega-
tivné nabity, coz odpovida obecné charakteristice flavodoxinti jakozto negativné nabi-
tych proteinu [115]; flavodoxin z E. coli mé celkovy ndboj —22. Z toho se da usuzovat,
ze Fld bude ochotnéji asociovat a tvofit stabilni komplexy s takovymi CYP, jejichz
proximalni strana je vyrazné pozitivné nabita. Z porovnani mapy elektrostatického po-
tencidlu na proximalni strané CYP (obr. 20-22 str. 49-51) s jeho celkovym nébojem
(tab. 12 str. 48) je jasné, Ze pfi studiu proteinovych komplexti je celkovy ndboj nedo-
stacujici charakteristikou. Nejmarkantnéji je to vidét u bakterialniho CYP176A1, jehoz
celkovy nabor je —14, zatimco elektrostaticky potencial na jeho proximalni strané ob-

sahuje (byt slabsi) pozitivni oblast podobné jako celkové pozitivné nabité lidské CYP.
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Pti porovnani elektrostatickych potencialti s vysledky pro fizenou disociaci nicméné
nelze pozorovat jednoznac¢nou souvislost, snad kromé CYP101A1, jehoz komplex vyka-
zuje celkové nejnizsi disociacni praci a zaroven elektrostaticky potencial na proximalni
strané jeho vstupni struktury obsahuje nejméné pozitivnich oblasti.

P1i srovnani map elektrostatickych potencialti vstupnich a v komplexu optimali-
zovanych struktur CYP lze pozorovat flavodoxinem indukované ptizpusobeni, kdy se
pozitivné nabité zbytky CYP zodpovédné za kladny elektrostaticky potencial dosta-
nou vice na povrch, rozestoupi se pred hydrofobni ¢asti Fld vazici FMN a vytvori solné
mistky se zaporné nabitymi aminokyselinovymi zbytky Fld. Nejmarkantnéjsi je tato
zména u CYP3A4, coz mize vysvétlovat docela stabilni komplex pres malo vyrazné
pozitivné nabité oblasti u vstupni struktury.

Prezentovana zjisténi pro lidské cytochromy P450 jsou v souladu s experimentalné
pozorovanou interakci nékterych isoforem CYP s flavodoxinem (viz kapitola 1.4.4).
Predkladana studie ukazuje smér pro mozné experimentalni studie interakci lidskych
CYP s flavodoxinem, kde je vhodné cilit na CYP1A2, 2A6 a 2A13 vykazujici nejvyssi
podil redukované formy pfi heterologni expresi a nejstabilnéjsi komplexy s nejmensi
vzdélenosti redoxnich center (vyvozovat zavéry o CYP2C19 je vzhledem k nedokonalym
a rozporuplnym strukturnim datim problematické). Flavodoxin z E. coli by el vyuzit
k vytvorfeni kolony pro purifikaci zminénych lidskych CYP afinitni chromatografii (jak
jiz bylo ovéfeno diive u CYP17A1 a 21A2 [168]), nebo pro tvorbu faznich rozpustnych
flavocytochromi s biotechnologickymi aplikacemi (jak bylo naptiklad otestovdno na

komplexu Fld z Desulfovibrio vulgaris a hemové domény CYP102A1 [169]).
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6 Zavér

V predkladané praci byla ovérena a rozsirena metodika pro in silico predikce protein-
proteinovych komplexii na pripadu interakce lidskych a bakteridlnich cytochromi P450
(CYP) s neprirozenym redoxnim partnerem (flavodoxinem z bakterie Escherichia coli,
Fld). Srovnanim s experimentalnimi daty bylo ukézano, zZe za redukei lidskych isoforem
cytochromi P450 mtze byt pfi heterologni expresi v E. coli zodpovédny flavodoxin,
naopak u zkoumanych bakterialnich CYP se tato hypotéza neprokazala. Dil¢i vysledky

této prace lze shrnout nasledovné:

e Pro kazdy ze studovanych CYP (lidské isoformy 1A2, 2A6, 2A13, 2C9, 2C19,
3A4 a bakterialni isoformy 101A1, 176A1) byla navrzena sada moznych komplexti

s flavodoxinem.

e Pomoci techniky fizené molekulové dynamiky (SMD) byla porovnéna stabilita
navrzenych komplexti. Na zakladé prace potfebné k odtazeni partneri konstantni
rychlosti do vzdalenosti 25 A byl vybran nejstabilngjsi komplex pro kazdou iso-

formu CYP.

e Nejstabilngjsi komplex pro kazdy CYP byl optimalizovan molekulovou dynami-
kou v explicitnim rozpoustédle a byla urcena primérna vzdalenost redoxnich
center obou proteinii v optimalizovaném komplexu, kterd vypovida o rychlosti

redukce v tomto systému.

e Prace potiebna k roztrzeni nejstabilnéjsich komplexi a primérna vzdalenost re-
doxnich center po optimalizaci téchto komplexii byly korelovany s experimentalné
urcenym podilem redukovaného CYP v intaktnich bunkach E. coli pfi heterolo-
gni expresi (data z literatury). Pro lidské CYP1A2, 2A6, 2A13, 2C9 a 3A4 byla
zjisténa v obou pripadech silné a signifikantni souvislost na hladiné P<0,05. Zahr-
nuti strukturné problematickych forem CYP2C19 tento korela¢ni vztah oslabilo,
nicméné byla pozorovéna korelacni tendence (P=0,008-0,09), pii zahrnuti bak-

teridlnich CYP nebyla pozorovana zadna signifikantni souvislost.

e Strukturnim srovnanim byla zjisténa podobna orientace Fld vzhledem k CYP

u komplexti isoformy 2A6, 2A13 a homologniho modelu 2C19, ktera je blizka ori-
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entaci FMN domény sav¢i reduktasy vici CYP a také FMN podjednotky fazniho
CYP102A1 vici jeho hemové podjednotce.

e Elektrostatické charakteristiky interagujicich partneri byly zkoumany na mapéach
elektrostatického potencialu. V nékterych pripadech byla pozorovana urcita sou-
vislost mezi mirou pozitivniho potencialu na celni strané CYP a silou interakce
s negativné nabitym Fld. Dale bylo pozorovano mirné indukované ptizpisobeni

cytochromi P450 v optimalizovanych komplexech.

Predkladana prace kromé toho, Ze ovéruje pouzitelnost zavadéné metodiky pro predikci
transientnich protein-protein interakci, také navrhuje CYP1A2, 2A6 a 2A13 jako cilové
proteiny pro experimentalni studie jejich interakci s flavodoxinem, pouziti Fld pii puri-
fikaci téchto CYP afinitni chromatografii a tvorbu faznich proteinti s biotechnologickym

vyuzitim.
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