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Seznam zkratek

AMK aminokyselina

CYP cytochromy P450

dom typ vibra¢niho modu (z angl. doming)

MFO systém se smiSenou funkci oxidas (z angl. mixed function oxidase)
NSD dekompozice na normalni koordinaty (z angl. normal- coordinate

structural decomposition)

P450 cytochromy P450

PDB proteinova databaze (z angl. Protein Data Bank)

pro typ vibracniho modu (z angl. pyrrole propellering)

ruf typ vibra¢niho modu (z angl. ruffling)

sad typ vibracniho modu (z angl. saddling)

SRS misto rozpozndavajici substrat (z angl. substrate recognition site)
wav typ vibracniho modu (z angl. waving)



Abstrakt

Cytochromy P450 (CYP) jsou vyznamné enzymy podilejici se na biotransformaci
xenobiotik oxida¢nimi reakcemi. B1iZs$1 poznani okoli hemu a detailni znalost interakce

hem- protein jsou dilezité pro pochopeni funkce téchto enzymd.

Na zéklad¢ dostupnych krystalografickych dat byla provedena analyza orientace
vinylovych postrannich fetézcii hemu, lokalizace aminokyselinovych zbytki v blikosti
postrannich fetézcti (vinyll a propionatl), analyza disociacnich konstant a Coulombickych

interakci u téchto zbytki a byly zkoumany odchylky hemu od planarity.

Z distribuce hodnot torznich thla u vinylid v pozici 2 a v pozici 4 vyplyva, Ze vinyly v
pozici 2 jsou u vétSiny zkoumanych forem konformac¢né omezené;jsi a jejich torzni Ghly
spadaji do uzsiho intervalu ve srovnani s vinyly v pozici 4. Srovnani riiznych forem CYP
pfitom ukazuje, Ze preferované intervaly torznich dhli se lisi. Distribuce konformaci
vinylové skupiny tedy odrézi spiSe vliv apoproteinu nez né€jakou vnitini tendenci hemu
jako takového. Z analyzy mimorovinnych deformaci hemu vyplyva, ze u CYP2B4 a

CYP3A4 se nejvice uplatiiuje tzv. sedlova deformace (sad).

Vysledky poukazuji na velkou variabilitu P450, na vliv interakce hem- protein na strukturu

a funkci enzymu.



Abstract:

Cytochromes P450 (CYP) are monooxygenases participating reactions of the
Phasel in xenobiotic biotransformations. Better and more detailed knowledge of heme -
protein interaction is crucial for understanding of function of these enzymes; in particular,

of their regulation.

We analyzed orientations of both heme vinyl side-chains in all X-ray structures of CYP
enzymes available in the PDB data bank. For two mammalian forms, CYP 2A4 and 3A4, a
more detailed analysis of the heme contacts with the apoprotein was performed, based on
identification of the amino acid side chains in the vicinity. In addition to spatial
information, dissociation constants and Coulombic interaction of polar residues in
proximity to the heme were calculated using the PropKA web server. Deviations of the
heme from planarity in both forms of P450 was investigated using the normal coordinate

analysis (NSD server).

Distribution of torsion angles of vinyls in position 2 and 4 of the heme shows that the side-
chain at position 2 is conformationally more restricted in most P450 forms studied.
Comparison of all forms shows that the range of &ttainable values of torsional angles is
very wide, practically unrestricted, and that the actual conformations of the heme moiety
are probably determined more by the interaction with the protein, than by any internal
restrictions of the heme itself. The observed variability likely reflects the diversity of CYP
enzyme group.Contacts of the heme in CYP 2B4 and in 3A4 differ considerably, their
common feature observed is the Arg:propionate electrostatic interaction. However, in
detail also this interaction is different in both forms. Heme vinyls interact exclusively with
nonpolar residues of the apoprotein. The normal coordinate analysis of the out-of-plane
heme deformations reveals, that in both forms the most prominent mode is the saddling
(sad) mode. The amplitude of the deformation in the published structures, however, differs
significantly.

The results point to the great variability of P450 enzymes and indicate the influence of

heme - protein interaction on the structure and function of the heme.

(In Czech)



Uvod

V dnesnim rychle se rozvijejicim svété je clovek vystaven mnoha cizorodym
latkdm, xenobiotikiim. S témito latkami ¢loveék bud’ ptichazi do styku sdm a védomé,
napiiklad poZivanim riznych 1éCiv ¢i je jimi nedobrovolné obklopen z vnéjSiho okoli a to
tteba slou¢eninami vyuzivanymi v pramyslu nebo v zeméd¢lstvi. Tyto slouc¢eniny mohou
riznymi zpisoby ovliviiovat nd§ zdravotni stav. Pozitivné- napiiklad v ptipad¢ zminénych
1éciv ¢i negativné- u sloucenin, které jsou pro organismus potencidlné toxické. Proto je
dualezité védet, jak se po vstupu do organismu méni na neaktivni nebo naopak biologicky

ucinné formy.

Tématem této prace jsou cytochromy P450, coZ jsou vyznamné enzymy podilejici
se na biotransformaci cizorodych latek oxidacnimi reakcemi. Znalost detailil interakce
mezi témito enzymy a substrdtem ndm muiZe pomoci pochopit specifitu jednotlivych forem
a mechanismus jejich ptisobeni. Tato diplomova prace se vénuje zejména otizce, jak se
realizuje pfenos informace, ktery je diileZity s ohledem na moZnost regulace aktivity

enzymu P450.

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo z tohoto pohledu analyzovat data o
cytochromech P450, dostupnd v databdzi PDB, a to ze ti{ hledisek:
1. Porovnat distribuci hodnot torznich thll vinylového postranniho fetézce hemu a to jak s
ohledem na mozné rozdily mezi vinyly v pozicich 2 a 4, tak z hlediska eventudlnich
rozdilt mezi formami P450.
2. Pro vyznacné sav¢i mikrosomdlni formy, CYP 2B4 a CYP 3A4, provést ditkladné;jsi
analyzu okoli hemu s ohledem na potentcidlni kontakty mezi hemem a apoproteinem.

3. Pro tyto dv¢ formy analyzovat rozsah neplandrnich deformaci hemu.



1. Literarni prehled

1.1 Mikrosomalni monooxygenasovy systém (MFO)

vvvvvv

systémy podilejici se na detoxikaci xenobiotik. [1] Tento systém katalyzuje zabudovani
jednoho atomu kysliku do molekuly hydrofobniho substratu, ptfi¢emz druhy atom kysliku
je redukovén na vodu. [2] Kli€ovym enzymem je cytochrom P450, jenZ v systému funguje
jako termindlni oxidasa [3], dal$i slozkou je NADPH:CYP reduktasa, ktera zde slouzi jako
deli¢ elekronového paru a poté dodava elektrony cytochromtim P450 [2] a v neposledni
fad¢ biologickd membréna. Fakultativné se ucastni cytochrom bsa NADH: cytochrom bs

reduktasa. [4]

1.2 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (oznacované také CYP ¢i P450) patii mezi hemoproteiny.
V enzymovém katalogu maji zafazeni EC 1.14.14.1. Tyto hemové proteiny byly objeveny
Garfinkelem a Klingenbergem (1958). Svlij nazev ziskaly podle netypickych spektralnich
vlastnosti, jejich redukovana forma komplexu s oxidem uhelnatym vykazuje absorpcni
maximum Soretova pasu pii 450 nm. Obecné hemoproteiny maji Soretv pas v rozmezi
380-420 nm. Cytochromy jsou hemoproteiny, P zna¢i pigment a 450 absorpéni maximum.
[5] Tyto proteiny se podileji na biotransformaci xenobiotik, biosyntéze steroidnich
hormoni, metabolismu polynenasycenych mastnych kyselin (jako napf. prostaglandini),
aktivaci vitaminti A a D na biologicky aktivni hormony, syntéze sekundarnich metaboliti
v rostlindch. [6] Zatazeni CYP do enzymovych podskupin je zndzornéno na obr.1.
Cytochromy P450 jsou velmi roz§ifené, nachdzime je od bakterii aZ po ¢lovéka [7] P450 se

v téle vyskytuji nejvice v jatrech, kde jsou lokalizovany v hladkém endoplazmatickém
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retikulu, ale jsou pfitomné i v ledvindch, nadledvinkach, tenkém stfeve, mozku ¢i kazi. [3],

[5]

Transferasy
Hydrolasy Oxidasy

Enzymy W Oxidoreduktasy & Oxygenasy N Monooxygenasy§ Externi monooxygenasy
Lyasy Dehydrogenasy Dioxygenasy Interni monooxygenasy
Isomerasy Reduktasy
Ligasy

Obr. 1 Zatazeni cytochromt P450 do enzymovych skupin (pievzato z [7])

1.2.1 Evoluce cytochromt P450

Cytochromy P450 fadime mezi velmi staré hemoproteiny, star$i nez napt. hemoglobin.
[3] Jsou to enzymy, které prosly divergentni evoluci. Pfed vice nez 1,5 miliardami let se
z jednoho genu archebakterif vyvinulo veliké mnoZstvi odliSnych genii kédujicich P450.
Prehistorické mikroorganismy nejspise vyuzivaly cytochromy P450 k hydroxylaci
organickych latek, které byly vyuZivany jako zdroj energie. I v nynéjsi dob¢ jsou
mikroorganismy, které takto funguji. Naptiklad forma CYP101 (P450cam) zavedenim
hydroxylové skupiny do skeletu kafru zahajuje jeho metabolismus. S vyvojem
mnohobuné&&nosti za¢aly tyto enzymy plnit dal§i funkce. Uginkovaly v metabolismu
xenobiotik, v biosyntéze (mastnych kyselin, barviv kvéti, vit. D a dalSich). S tim souvisi
organismus je vybaven n¢kolika formami tohoto enzymu. S vyvojem Zivocis$né fiSe souvisi
i dalsi, novée vzniklé funkce P450. A to funkce v procesu detoxikace cizorodych latek. Pred
800 miliony let se extrémné zmnozily formy CYP a to prave z diivodu adaptace pro tcely
detoxikace a urychleni eliminace sloucenin z rostlin (fytoxiny, fytoalexiny) z organismu
ZivocCichu. Jesté extrémnéjsi zmnozeni forem P450 nastalo v obdobi, kdy ¢lovék zacal

syntetizovat do té doby neexistujici slouceniny a ty se dostaly do Zivotniho prosttedi. [3]
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1.2.2 Funkce cytochromil P450

Proces, kdy se jedna latka méni na jinou, se nazyva biotransformace. Ta je Clenéna na
detoxikaci (sniZeni toxicity slouCenin) a aktivaci (zvySeni toxicity) xenobiotik.
Biotransformace je diilezitd, aby nedochézelo k bioakumulaci cizorodych latek ve tkanich.

(31, [8]

Biotransformace v Zivoc¢iSnych organismech ma dvé faze. Prvni faze se oznacuje jako
derivatizacni a pro tuto fazi jsou zdsadni cytochromy P450. Pii ni dochédzi k zabudovéni
reaktivnich skupin do pivodné nereaktivnich a to vede ke vzniku poldrnich produktii a
muZe nastat druhd faze biotransformace- konjugace. Pfi konjugaci dochdzi k navazani
endogennich molekul na reaktivni skupiny metabolitl zavedenych do molekuly v prvni
fazi. Tim se molekula stane jesté vice polarni a usnadni se jeji eliminace z bunék a exkrece
z organismu. [8] P450 maji obrovsky vyznam v metabolismu 1éCiv. Jednak z davodu
vylucovéni xenobiotik z organismu a za druhé zvySeni farmakologické aktivity. [3]
Dulezitou funkci P450 v metabolismu 1éCiv jsou oxidace 1éCiv katalyzované praveé
cytochromy P450 na jejich aktivni formy (vyuZiti u genové terapie u chemoterapie). Mira
toxicity xenobiotik (I1éCiva, pesticidy, karcinogeny a jiné toxické latky) zavisi na

metabolismu slouceniny a ddvce xenobiotika. [9]

Pfi biotransformaci xenobiotik v rostlindch se konjugaty uklddaji do rGznych ¢asti
rostliny, pfevdazné¢ vakuol. Vyznamnou funkci P450 u rostlin je ucast v detoxikaci
herbicidl, dale se rostlinné cytochromy P450 uplatiiuji pfi biosyntéze sekundarnich

metabolitl (terpeny, alkaloidy, ligniny, pigmenty a dals{). [8]
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1.2.3 Mechanismus katalyzy cytochromy P450

Obecn¢ Ize monooxygenasovou reakci katalyzovanou cytochromy P450 vyjadfit touto

rovnici:
RH + O,+ NADPH + HY= ROH + H,O + NADP",

kde RH znaci substrdt a ROH hydroxylovany produkt reakce. Tento mechanismus je

vyobrazen na obr.2 a sklad4 se z nédsledujicich sedmi reakci. [10]

HOH FOOH

\O,JS \Cys

Obr. 2 Reak¢éni cyklus cytochromu P450 (prevzato z [10])

1. reakce: Substrat se vaZze na oxidovanou formu (ferri forma, Fe3+, “resting state”)
enzymu, ale nevaze se piimo na hem. Méni se konformace molekuly- Fe v hemu se
z hexakoordinované formy (nizkospinovy stav) meéni do formy pentakoordinované
(vysokospinovy stav). Konformacni zména se projevi i zménou spektra cytochromu P450,

a to posunem absorp¢niho pasu hemu.

2. reakce: Dochézi k pfenosu elektronu z NADPH: cytochrom P450 reduktasy, ¢imz se

hemové Zelezo redukuje na ferro formu (Fe®*) a ziistdva ve vysokospinovém stavu.



3. reakce: Na ion Zeleza se vdze biatomicka molekula kysliku a utvoii se ternarni komplex

CYP - O, — substrat.

4. reakce: Tato faze aktivace molekuly kysliku je kliCcova a dosud dplné nevyjasnéna.
Jednim moZnym vysvétlenim je, Ze tento ternarni komplex ptfechdzi na ferri-superoxidovy
komplex (Fe je v nizkospinové form¢) a ten je pak redukovan NADPH: cytochrom P450
reduktasou (¢i NADH: cytochrom b reduktasou) za vzniku ferro-superoxidového

komplexu.

5. reakce: Nyni je roz§tépena biatomickd molekula kysliku, z niZ jeden atom zlstane vazan
na iontu Fe hemu (vznika tim ferrioxenovy komplex) a druhy atom kysliku je redukovén,

piijima dva protony a uvolni se voda.

6. reakce: Z molekuly substratu se odstépi vodikovy atom a vznikd radikal substratu a

hydroxylovany radikdl vdzany na ion Zeleza hemu.

7. reakce: Uvolnuje se hydroxylovana forma substratu a cytochrom P450 v nativnim stavu.

[10]

Peroxidasova aktivita

Cytochromy P450 mohou pro oxidativni reakce mimo kysliku vyuzivat také
peroxidy, peroxykyseliny ¢i hydroperoxidy. Tyto slouceniny jsou pak donorem atomu

kysliku. Sumdrni rovnice peroxidasové aktivity je:
RH + R°O0OH — ROH + R'OH,

kde RH znaci substrat, R“OOH je hydroperoxid, ROH je hydroxylovany produkt a R“OH
je alkohol, ktery vznikl redukci hydroperoxidu. Aktivovana forma P450 je stejnd jako u

pfedchoziho mechanismu. [10]
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1.2.4 Reakce katalyzované cytochromy P450

Cytochromy P450 katalyzuji vice jak dvacet reakci. Jednd se o velice riznorodou $kélu
reakci, jako napfiklad hydroxylace, N- O- a S- dealkylace, sulfoxidace, epoxidace,
deaminace, dehalogenace, peroxygenace, izomerace ¢i pfesmyk. Rovnéz prehled substratt
je velice rozmanity. Jsou zde zahrnuty lipidy, jako mastné kyseliny, steroidy,
prostaglandiny ¢i retinoidy, déle rostlinné latky a latky mikroorganismi jako napiiklad

antibiotika, ddle primyslove vyrdbénd xenobiotika, jako 1éCiva ¢i pesticidy. [11], [12]

Zde je prehled nejb&znéjsich reakei katalyzovanych P450:

1) Hydroxylace- Nejjednodussim piipadem hydroxylace je tvorba alkoholli (napt. ze
steroidu ¢i alkani). Jedna se o detoxikacni reakce, ale také o bioaktivace.

2) Oxygenace- Jedna se o oxygenaci heteroatoml, jako napiiklad N, S, P ¢i L.

3) Dealkylace- M4 mechanismus podobny hydroxyla¢nim reakcim.

4) Epoxidace- Produkty epoxidace jsou nestdlé a reaguji s nukleofilnimi skupinami

v makromolekulach. [11]

1.2.5 Nomenklatura a klasifikace

Vzhledem k velkému poctu forem P450 vznikla potieba jejich klasifikace. Jednotlivé
formy jsou do genetickych rodin a podrodin podle miry homologie jejich primarni
struktury. Do jedné rodiny patii cytochromy P450, u kterych je homologie vétsi nez 40 % a
do podrodin vétsi nezZ 60 %. [3] V souc€asnosti je zndmo 11294 forem v 977 rodinach
(vétsina z nich je bakteridlniho ptivodu) a 2519 podrodinach vSech cytochromii P450. [14]
Jak jiz bylo zminéno cytochromy P450 maji zkratku CYP (CYtochrome, P jako pigment a
450 je absorp¢ni spektrum pii komplexu s CO, obr.3), Rodina se oznacuje Cislem,
podrodina pismenem a jednotlivé izoenzymy Cislem za pismenem podrodiny (napf.

CYP3A4). [3]
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Obr. 3 Typické absorpcni spektrum cytochromu P450 102 (ptevzato z [7])

Dalsi moZnou klasifikaci téchto enzymi je klasifikace do ¢tyf tiid I- IV,
znazornéno na obr. 4. Mitochondriélni a bakterialni P450 patii do tfidy I. Jedna se o tfi-
slozkovy systém zahrnujici P450, ferredoxin a NADH dependentni, FAD obsahujici
ferredoxin reduktasu. P450 ttidy I (resp.B- typu) pfijimaji elektrony z ferredoxinu (FeS
protein), ktery je redukovan reduktasou obsahujici FAD (NADH- ¢i NADPH-
dependentni). Do této tfidy spadé skupina CYP101 (P450cam)- kafrové hydroxylasy
izolované z Pseudomonas putida. Tato skupina ddle zahrnuje mitochondridlni P450 z dfené
nadledvinek, které metabolizuji steroidy. [13]
Mezi nejvice prostudované enzymy z ttidy II (resp. E- typ) patii mikrosomadlni jaterni
enzymy. Ty jsou redukoviany NADPH- cytochrom P450 reduktasou (FAD/FMN). Podili se

na aktivaci karcinogent a metabolizmu mnoha 1é¢iv. [13]

P450 BM3, izolované z Bacillus megaterium, spada do ttidy III. Obsahuje stejné
komponenty jako tiida II, tedy P450 a NADPH- dependentni diflavinreduktasu, ale je
rozpustny. Posledni tfida enzymt P450, tfida IV, byla objevena v Rhodococcus. Je to
jednoslozkovy systém obsahujici NADPH- dependentni, FMN- obsahujici reduktasu a

ferredoxin v hemové doméné. [15]
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Obr.4 Klasifikace cytochromii P450 (ptfevzato z [15])

1.2.6 Struktura

Cytochromy P450 patii mezi hemoproteiny, jejichZ prostetickou skupinou je
protoporfyrin IX, hem typu b (obr.5). Tento typ hemu déle obsahuji také cytochrom b,

hemoglobin, myoglobin, nitroforin, katalasy, NO synthasa ¢i nékteré peroxidasy.

HalZ
CHyg Sy
/ CHQ
HoC
Hal CHy
o] OH o OH
Obr. 5 Hemb

Tato prostetickd skupina je hluboko zanotfena v proteinové globuli. [16], [17]
Struktura protoporfyrinu IX je dobie prozkoumana. Sklada se ze Ctyt pyrolovych kruht,

které jsou propojeny methinovymi skupinami. Typ porfyrinu urcuji postranni fetézce.
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Protoporfyrin IX obsahuje jako postranni fetézce: methyl, vinyl a zbytky propionové
kyseliny. [18] Porfyrinovy skelet je na apoprotein vazan hydrofobnimi silami a
prostiednictvim thiolatové siry sulthydrylové skupiny cysteinu, kterd se nachazi v aktivnim
centru enzymu a po ¢tyfech atomech dusiku z porfyrinového skeletu je patym ligandem
Zeleza v hemu, Sesté misto (2.axidln{ ligand) zlistdva volné, v nativnim stavu je obsazeno
molekulou vody. [3] Cytochromy P450 existuji diky pfechodnému charakteru ve dvou
spinovych formach- nizkospinové a vysokospinové. Nizkospinova forma (spin ¥2) ma
charakteristické maximum pii 418 nm, Soretiv pés. lon Zeleza je zde hexakoordinovany,
ion tedy interaguje jesté s jednim ligandem, atomem kysliku z molekuly vody ¢i mtiZze
interagovat napiiklad s -OH, -COOH, -NH, skupinou postrannich fetézcii aminokyselin
apoproteinu. Ion Zeleza je prakticky v roviné porfyrinového skeletu. U vysokospinové
formy je ion Zeleza vétSinou pentakoordinovany (spin 5/2) a vSechny jeho valen¢ni
elektrony jsou nespdrované. Ion Zeleza se nachdzi mimo rovinu porfyrinového skeletu diky
thiolatové skupiné. Vysokospinova forma vykazuje maximum Soretova pasu pii 390 nm.
V klidovém stavu jsou oba tyto stavy v rovnovaze. Ale pfi vazb¢ substratu do vazebného
mista dochédzi k posunu poméru ve prospéch vysokospinové formy, protoze Sesty ligand je
vytlaen. V absorpénim spektru se toto projevi naristem absorbance pii 390 nm a
poklesem pii 418 nm, toto spektrum se nazyva jako substratové. JelikoZ Sestym ligandem
hemového Zeleza miiZe byt i substrat nebo nepfeménovana latka vazajici se do aktivniho
centra enzymu, muZze dochdzet k poklesu absorbance pti 390 nm a narustu pfi 418 nm az

na 460 nm, to je potom spektrum ligandové. [19]

Prostorova struktura P450

Prvni tfi-dimenziondlni struktura byla zjiSténa u bakteridlniho cytochromu P450 1A1
(P450cam) (Poulos, 1987). Cytochromy P450 jsou sloZeny z 12 helixli ozna¢enych
pismeny A — L. Vnitini struktura je tvofena 4-a-svazkem, slozenym ze tif paralelnich
helixd (D, L a I) a jednoho antiparalelniho (E). Helixy I a L interaguji z hemem, hem je
umistén praveé mezi témito dvéma helixy. Dlouhy helix I formuje sténu hemové kapsy.

Helixy B,C, F a G tvoii komplex se substratem (obr. 6). [19]
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Variabilita struktur P450 a flexibilita jejich aktivnich mist umoziuje vdzat rizné velké
substrity na rizné cytochromy P450 s riiznou specifitou. Srovndvaci analyzou sekvenci
P450 bylo definovano Sest oblasti rozpoznavajicich substrat (SRS z angl. substrate
recognition site). SRS1 je oblast B [Thelixu, SRS 2,3 .4 a 6 jsou ¢asti F, G, I a K helixti a
SRS 5 je a4. Obecné tyto SRS predurcuji substratovou specifitu a bod mutace. [19]

Obr. 6 Typickd prostorova struktura cytochromu P450 (ptevzato z [20])

1.2.7 Regulace a polymorfismus

Cytochromy P450 jsou schopné indukce. Tato schopnost se vyvinula jako obranny
mechanismus organismu pted Skodlivymi latkami z vnéjSiho prostredi. Kontrola exprese
P450 ma Ctyfi drovné [35]: transkripci, stabilizaci mRNA, translaci a posttranslaci. Fazi,
jak ovlivnit mnoZstvi exprimovanych cytochromt P450, predstavuje stabilizace mRNA.
Existuji jisté proteiny, které selektivné vazi mRNA, a tak ji stabilizuji. Pfi posttranslac¢nich
upravach Ize modulovat citlivost enzymu k proteolytickému $tépeni. Dal§i moZnou
upravou je fosforylace serinovych zbytki, vedouci k destabilizaci fetézce. Opacnou
strankou k indukci je regulace snizujici hladinu cytochromii P450. Tu mohou

zprostiedkovat latky, které u jinych forem maji vlastnosti indukéni (napi. 2C11 a
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polyaromatické uhlovodiky). Podstatou tohoto mechanismu je sniZzeni mnoZstvi mRNA.
Dalsi moZnosti je sniZeni hladiny CYP zptsobené interferony ¢i urcitou nemoci, pfi které
se obsah interferont v krvi zvySuje. To ma pfimy vliv na stav pacienta, protoze v disledku
toho dochézi k sniZeni metabolismu poddvanych 1éCiv. Reaktivni chemikélie ptisobici na

molekulu P450 mohou zptsobovat sniZeni aktivity P450.

Jsou tfi zékladni déje, jeZ vedou k inhibici:
a) Destrukce hemu alkylaci dusiku v pyrolovém jadre, kdy néasleduje ztrata zeleza
a odstranéni porfyrinového derivatu z proteinu.
b) JestliZe pii tvorb¢ reaktivnich elektrofilti dojde k interakci intermedidtu
s apoproteinem.

c) Destrukce hemu a jeho néaslednd reakce s proteinem. [35]

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje aktivitu jednotlivych forem je geneticka vybava
organismu. Mutace v genech mohou vést k expresi enzyml se zrusenou, sniZenou ¢i
zvySenou aktivitou. VSechny cytochromy P450, metabolizujici cizorodé latky, vykazuji
geneticky polymorfismus. [35] Vrozené zmény DNA v kédujici €i regulacni Casti gent
mohou vést bud’ k absensi nékteré formy, ke zmén¢ inducibility ¢i k utvoteni formy P450 s
pozménénou katalytickou aktivitou. U gentl, které kéduji enzymy P450 s klicovou
fyziologickou funkci miiZe mit piitomnost defektni alely velmi Spatné nédsledky, zatimco u
gentl kédujicich enzymy pfeménujici xenobiotika nemiva vyskyt defektni alely tak pifimé
patologické disledky, ale miiZe vést ke zvyseni citlivosti vici Skodlivym dcinkiim
nckterych xenobiotik €1 1€¢iv. U nékterych lidi je pfeména takového 1éCiva rychlé- rychli
metabolizdtofi (extensive metabolisers), u dal§ich mtize dojit k preddvkovani i béZnym
mnoZzstvim podaného 1éCiva, protoze pieména probihd pomalu- pomali metabolizatofi
(poor metabolisers). [35] Prototypem vyzkumu v této oblasti je forma 2D6. U které je
znamo vice jak 70 alel. Pro P450 alely se pouZziva takovato nomenklatura: *1, *2, *3, ...

[7] Soucasny stav je na: http://www.imm.ki.se/Cypalleles/. [36]
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1.3 Piehled cytochromi P450

1.3.1 Sav¢i cytochromy P450

Rodina CYP1 se sklad4 ze dvou podrodin, CYP1A a CYP1B podrodiny. Podrodina
CYPIA ma dva ¢leny CYP1A1 a CYP1A2, [7] které maji ze 70% identickou sekvenci.
Ob¢ podrodiny maji velkou ulohu v aktivaci karcinogenti [21], celd CYP1A podrodina se
ucastni oxidativniho metabolismu exogennich latek. Typickym piikladem substrétu je
benzo(a)pyren a acetanilid. [21] cDNA a geny téchto zdstupcti byly izolovany z rozli¢nych

druht.

Podrodina 2A zahrnuje dvanact forem. CYP2A1, CYP2A2 a CYP2A3 byly
nalezeny v potkanech, CYP2A4, CYP2AS5 a CYP2A12 v mySich, CYP2A6 a CYP2A7 u
Cloveéka, CYP2A8 a CYP2A9 v kieécich a CYP2A10 a CYP2A11 u kralika. Clenové
podrodiny CYP2A nalezené u hlodavct se 1isi oproti lidskému CYP2AG6 svou katalytickou

aktivitou, indukci a inhibici.

Podrodina CYP2B je spojend s fenobarbitalovym typem indukce u hlodavcu. Podili
se na metabolismu endogennich sloucenin [22], [23] a exogennich substratii, na aktivaci
xenobiotik do toxickych a genotoxickych forem. Jeji formy jsou exprimovény v jatrech,
déle v Zaludku, mozku a ledvinach. [25] Formy 2B1 a 2B2 se 1i§i pouze v tfinacti

aminokyselindch, maji vysoky stupeit homologie- 98%. [24]

Lidské formy CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 a CYP2C19 patii do CYP2C
podrodiny. CYP2C8, CYP2C9 a CYP2C19 se vyskytuji v jatrech, zatimco CYP2C18
v pokoZce. CYP2C9 a CYP2C18 se v 92% shoduji v aminokyselinové struktufe a ticastni
se metabolismu 1éCiv. [26] U této rodiny se projevuje vyrazny geneticky polymorfismus.
Na rozdil od zbyvajicich ¢lenit CYP2C podrodiny neni CYP2C18 inducibilni. CYP2C19 je
znamy diky svému polymorfismu, pomalymi metabolizatory je 3-5% kavkazské populace,
cca 20% asijské populace a na ostrovech v Pacifiku se jedna az o 75%. Mezi dasledky
polymorfismu u této formy pocitdme nevolnost (omeprazol) a zvySenou sedaci (diazepam).

[27] Do podrodiny CYP2E patii pouze jedna forma a to CYP2EI.
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Enzymy spadajici do CYP3A podrodiny se ucastni metabolismu xenobiotik. [21]
xenobiotik, ale i endogennich substratii. Cytochromy, které do této podrodiny fadime jsou
CYP3A4, CYP3AS5 a CYP3A7. CYP3AT7 je fetdlni formou CYP3A4. Tato forma se
vyskytuje v placenté. Tato rodina ma velmi Sirokou substratovou specifitu, coZ naznacuje,
7Ze CYP3A se vyvinula v pribéhu evoluce z toho diivodu, aby chrénila Zivé organismy pied

Skodlivymi latkami z vnéjSiho prostiedi, které se do organismu dostavaji potravou. [27]

Rodina CYP4 ma celkem 6 podrodin- CYP4A, CYP4B, CYP4C, CYP4D, CYP4E
a CYP4F podrodinu. Z téchto podrodin byla ale pouze CYP4A rozsahle prostudovéna.
Formy, které fadime do CYP4, miiZeme nalézt jak u savca, tak i napiiklad u S§vabi ¢i
octomilek. Tato rodina se podili na metabolismu endogennich slouc¢enin (mastné kyseliny,

prostaglandiny atd.). [25]

Formy cytochromt P450 nachézejici se v lidském téle mizeme rozdélit do dvou
skupin. Prvni skupinu tvoii izoenzymy obsazené v jatrech, jsou to 1A2, 2A6, 2D6, 2C8,
2C9, 2C18, 2C19, 2E1 a 3A4. Do druhé skupiny miZeme zatadit izoenzymy piitomné
v jinych tkénich, jako naptiklad ledviny, plice, mozek, stfeva, prostata ¢i déloha, CYP

1A1, 2B6, 2E1 a 3A4. [3]

Prvni skupina (jaterni enzymy):

CYP1A2 je typickym jaternim enzymem, je exprimovan pouze v jtrech. [7] Jeho podil
v jatrech je 15%. Aktivuje prokarcinogeny (toxické latky, toxickd 1é€iva, enviromentalni
polutanty). Jeho induktory jsou cigaretovy kouft, grilované jidlo, 1éCiva (napf. omeprazol).
M3 velmi Sirokou substratovou specifitu. Substraty je velka skupina karcinogent
(aromatické a heterocyklické aminy), kofein a dalsi latky. [3] ZvySend aktivita této formy

ovliviiuje vyskyt nadorti, a to jak pocet, tak i riist. Jednd se o nddory plic, prsu ¢i kize. [27]

CYP2AG6 aktivuje prokarcinogeny, ma vyznamny geneticky polyformismus. M4 roli
v oxidaci nikotinu. Jeho specifickou reakci je kumarin 7-hydroxylace, kterd slouzi
v diagnostice. Substraty je pravé nikotin, kumarin ¢i nitrosamin, azidothymidin.

Inhibitorem je methoxsalen. V jétrech tvoii asi 5% z celkovych CYP. [3] Je spojen
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s rakovinou jater, jeho zvySend exprese je spojovana s chronickym zanétem a cirhosou

jater. [7]

Ackoli obsah CYP2D6 je v jatrech maly (5% z celk. P450), vyznam této formy je velky.
Podili se na metabolizmu klinicky pouzivanych 1é¢iv, 2D6 metabolizuje az 20-25% z nich.
[29], [32] Mezi jeho substraty patii antidepresiva, neuroleptika ¢i - blokatory. Inhibitorem
muZe byt napiiklad methadon, chinidin. [32] V roce 2002 bylo popsdno 75 alelickych

variant CYP2D6, z nichZ nékteré vyvolavaji ztratu aktivity enzymu. [27]

CYP2CS8 je exprimovan v jatrech a dédle také v ledvindch, mozku, déloze ¢i vajecnikach.
Jeho substratem je taxol. Aktivuje karcinogenni benzo(a)pyren. [3] CYP2C9 stejné jako
P450 CYP2C8 aktivuje benzo(a)pyren. Je jednim z hlavnich P450 podilejicich se na
metabolismu 1é¢iv (warfarin,phenytoin). Inhibitorem je sulfafenazol. Jeho hladina rychle
roste v prvnim mésici po narozeni, poté se s vékem neméni. Jeho obsah v jatrech je kolem
20% . [3] Nekteré slouceniny v téle jsou touto formou oxidovany, jako linoleovd kyselina

(epoxidace) ¢i vitamin A (4- hydroxylace).

V jétrech se mnoZzstvi CYP2C19 pohybuje kolem 5%. Metabolizuje 1é¢iva jako
omeprazol, citalopram ¢i diazepam. Jeho inhibitor je flukonazol a mezi induktory patii

barbituraty ¢i rifampicin. [3], [5]

CYP2E1 je hlavni soucasti mikrosomélniho systému oxidace ethanolu. Metabolizuje
slouceniny s malou molekulovou hmotnosti (ethanol, anestetika, rozpoustédla). [28]
Metabolizuje naptiklad ethanol, déle acetaldehyd, akrylamid, benzen, butanol, diethylether,
pyridin a dalsi. Jeho substraty jsou Casto také jeho induktory, jako pravé ethanol. Je také
indukovén hladovénim. Jeho inhibitorem je disulfiram. Aktivuje karcinogeny, pifevazné
nitrosaminy. V jatrech je ho kolem 10% z celkového mnoZtvi CYP. [3], [33] CYP2EI je
zodpovédny za tvorbu hepatotoxickych metabolitd. Lidé pravidelné konzumujici alkohol
maji aZz trojndsobn¢ vétsi obsah tohoto enzymu v jatrech a maji rychlejsi biotransformaci

1éc¢iv. [27]

CYP3A4 (je spolecné s CYP3AS) nejvice zastoupenym enzymem v jatrech [29], [30],
[31] kolem 30%. Dale se nachazi také v ledvinach a stfevech. Podili se na metabolizmu
antibiotik (rifampicin, ketoconazol, erythromycin, cyklosporin), organofosfatovych

pesticidii, endogennich sloucenin (testosteron). Inhibitorem je gestoden. [34]
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Druha skupina (enzymy dalSich tkani):

CYPIAI gen ma 7 exonil a CYPIAL je velmi podobny P450 CYP1A2, maji 70%
homologii v aminokyselindch, také aktivuje prokarcinogeny a katalyzuje stejné reakce. [7]
Tento enzym se nachdzi napt. v zaludku, prostaté, pankreatu, tlustém stteve, déloze,
placenté, krevnich buiikdch (lymfocyty, monocyty). Je pfitomen i v jatrech, ale pouze

v plodu. Je indukovan u kufdkii. Existuje hypotéza, Ze prostiednictvim vyskytu CYP1A1

v organismu se da identifikovat rakovina Zaludku ¢i plic. [3]

CYP2B6 se nachdzi v jatrech a v Zaludku a to v nizkém mnoZstvi, kolem 0,2 %. Podili se
na oxidaci polutantii Zivotniho prostfedi, aktivaci né€kterych karcinogenil, metabolizuje

protinddorova 1éCiva (cyklofosfamid). [3]

CYP2E1 a CYP3A4, tyto dve formy lze zaradit jak do jaternich enzymt, tak i do této

skupiny, protoZe se nachdzi i v jinych tkdnich. Podrobnéji jsou posany v ptfedchozim textu.

1.3.2 Rostlinné cytochromy P450

Rostliny jsou organismy, které se musi ptizpiisobovat neptiznivym klimatickym
vnéjsim podminkdm a branit se proti utokiim riiznych byloZravci a jinych Skidcii. Pro
svoji ochranu maji tyto schopnosti: umi pfesmérovat sviij celkovy metabolismus,
vybudovat fyzické bariéry, produkovat chemikaélie, které je Cini jedovatymi a komunikovat
s okolnim prostfedim. Rostliny jsou schopné syntetizovat uhlikaté slouceniny a syntetizuji
fadu dalSich piirodnich produktii. V poslednich letech se ukazuje, Ze pro vétSinu
biosyntetickych drah odpovédnych za syntézu ptirodnich latek jsou zajimavé pravé P450.
Jednad se o syntézy napiiklad alkaloidu ¢i izoflavonoidii. Mezi rodiny rostlinnych

cytochromil P450 patii: 51, 71-99, 701-727 a 736. [7]
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1.4 Porfyriny

Porfyriny fadime mezi tetrapyroly. Odvozeniny tetrapyrolu jsou obsaZzeny v mnoha
slouc¢enindch- v hemu, ve fotosyntetickych proteinech (chlorofyl, feofytin) a v dalSich
slouceninéch jako je napiiklad vitamin B12. Biologicka funkce tetrapyroli je velmi
rozmanitd, od transportu kysliku (hemoglobiny), ischovy kysliku (myoglobiny), pfeména
slune¢ni energie na chemickou (fotosyntetickd reak¢ni centra), pienos elektront
(cytochromy) a dal$i enzymové reakce (peroxidasy, P450, methylreduktasy,
methyltransferasy). [37]

Vzhledem ke svému vyznamu jsou hemové proteiny jednim z nejstudovanéjsich
systémul v biochemii. DtileZitou otdzkou je role proteinu v modulaci moZnosti porfyrinu
z hlediska jeho biologickych funkci. Velkym vyznam ma prostor obklopujici aktivni misto
hemu. DalSi zajimavou otdzkou je interakce hemu a proteinu ¢i pfitomnost
aminokyselinovych fetézci v sousedstvi aktivniho mista.

Porfyrin m4 72 vibra¢nich modi, 58 rovinnych a 14 mimorovinnych. Vlivem
obklopujiciho apoproteinu dochazi k indukei deformaci v hemu, izolovany samotny hem je
v roztoku plandrni. O tuto problematiku se zajima Shelnutt a spol. Analyza
krystalografickych struktur ukédzala, Ze hemové proteiny maji mimorovinnou konformaci
hemu. Typické vibra¢ni mody porfyrinu jsou na obr.7. Jednd se o mody sad (z angl.
saddling), ruf (z angl. ruffling), dom (z angl. doming), wav (z angl. waving) a pro (z angl.

pyrrole propellering). [37]
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Obr. 7 Vibra¢ni mody porfyrinu (pfevzato z [37])
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Tato pokfiveni na obrazku jsou jednoduché symetrické deformace, v proteinech se
casto vyskytuji spiSe komplikované asymetrické deformace. Pravé hemoproteiny jsou
typickym ptikladem nonplanarity. [37] Nejvice se vyskytuje v cytochromech ¢ [38] a
peroxidasach. Obr. 8 ukazuje srovnani struktur hemu v riiznych proteinech. Tato
konformace hemu mtiiZe mit vyznam v jeho biologické funkci. S pouZzitim NSD metody
(normal-coordinate structural decomposition)- rozklad na normalni koordinaty, se provadi
charakterizace a kvantifikace pokfiveni hemu. [37], [39] MoZnym vyznamem tohoto
pokfiventi je, Ze toto pokfiveni hemu ovliviluje vyznamné fyzikdlni vlastnosti (napt. redoxni
potencidl, energii Ci afinitu k ligandu). Pravé nejvice studovanym jevem tohoto pokfiveni je
efekt na redoxni potencidl. Bylo zjiSténo, Ze porfyriny s mimorovinnou konformaci jsou
jednoduseji oxidovany a htife redukovany net porfyriny s planarni konformaci. Dals{ studie
ukdzala, Ze nc¢které porfyriny s planarni konformaci nebyly chirélni, ale v mimorovinné
konformaci se staly chirdlnimi. Zménou konformace porfyrinu se méni zasaditost atomu

dusikt z porfyrinu. [37]

26



yeast

q Mangancse

peroxidase

A, ramoyus
-1.2 -1.0 0.8 =06 -04 0.2 0.0 0.2 04 D6

= B megarerium BM-3

.l
=
5l e FPeewdomonnus sp TERP
—h P. putida CAM
I—.; l-iUC
& i horse
|
E. - Alcafigenes sp NCIB
i
._:_-.J; =|_' A. denitrificans NCTC
il' R molischianim
N A T . PR T B T T ]
:—:- P. denitrificans
= - R. capsulatus
& 1

E K. rubrum

06-04-02 00 02 04 06 08 1.0 1.2
displacement (A)

Obr. 8 NSD vysledky pro nékolik typd hemoproteinil (peroxidasa, cytochrom P450,
cytochrom c, cytochrom c”’, cytochrom c,). VZdy jsou vyobrazeny vysledky hemi ti{
ruznych druhti. Legenda barev: Cervena- sad, zelena- ruf, azurova- wav (x), Zlutd (wav (y),

modra- pro. Podrobnosti ke shlédnuti na [38]. (pfevzato z [37])
Role hemu v proteinech miiZe byt pasivni ¢i aktivni. Pasivni roli vykondvd hem

napft. u globint, kde slouZi jako nosi¢ iontu Zeleza a kysliku. Aktivni roli m4 napft. u

peroxidas. [40]
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1.4.1 Interakce hem — protein v cytochromech P450

Poznani tfi-dimenziondlni struktury cytochromti P450 je dileZité a to z toho divodu,
Ze znalosti detaill interakce mezi enzymem a substratem mtiZe pomoci pochopit specifitu
jednotlivych forem a mechanismus piisobeni cytochromt P450, ktery zahrnuje zptisob
vazby substratu, elektronovy pifenos z NADPH-P450 reduktasy a redukce Zeleza hemu a
vazbu molekuly kysliku a jeho aktivaci. Dlouhou dobu se vyzkum provadé€l na
prokaryotnich cytochromech P450, nej¢astéji P450cam, protoZe jdou snadnéji krystalizovat
nez mikrosomalni P450. V poslednich letech ale byla vyfeSena prostorova struktura
mnoha dalSich forem cytochromu P450, a to jak forem se substratem, inhibitorem, nebo
bez nich. Ptesto poznéni novych struktur netesi stdle vSechny problémy. Krystalografickd
analyza vychdzi obvykle z geneticky upravenych molekul (chimér). Proto neni mnoho
otdzek (dynamika interakce enzym- substrat, efekty flexibility enzymii) stdle kompletné
rozlusténo. PouZivaji se zde proto experimentalni metody, které mohou na tyto otazky
podat ucelenou odpovéd'. Jsou to spektroskopické metody jako (absorpce, fluorescence a

Ramanova spektroskopie) a chemické modifikace (cross-linking, fotoafinitni znaceni). [41]

Z hlediska regulace enzymové aktivity, pievazné kvili schopnosti navazat kyslik a pro
modulaci redoxniho potencidlu, je zajimavou otdzkou, jak probihd komunikace mezi

proteinem a hemem. [42]
Existuji rizné moznosti, jak hem mitiZe interagovat s proteinem, jenZ ho obklopuje.
¢ Piimy vliv elektronové hustoty axidlniho ligandu. [43]

e Ovlivnéni separace naboju (a tim ovlivnéni redoxniho potencidlu) zménou
permitivity okoli iontu Zeleza z porfyrinu. Tento mechanismus je dobfe zndm u
cytochromi c. [44] U cytochromii P450 je navrZen jako jedno z vysvétleni
specifickych vlastnosti. Je realizovan napiiklad pfiblizovanim ¢i vzdalovanim

hydrofobnich fetézct.

e  Mechanicky* vliv hemoproteinu na polohu iontu Zeleza v roviné hemu. Tento
mechanismus je velmi dobfe propracovan, jelikoZ je typickym piikladem u

alosterie hemoglobinu. [45], [46]
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¢ Deformace hemu vlivem apoproteinu. Vzhledem k pevnosti skeletu u
cytochromi P450, tak se jednd o deformace mimorovinné. Ty vyrazné ovliviuji
rozsah konjugace (,,aromaticky‘‘) superkruhu a tim i redoxni a vazebné
vlastnosti. Tomuto mechanismu se v posledni dob¢ vénuje zvySend pozornost, a
to diky nértistu poctu vyieSenych prostorovych struktur s dostate¢nym
rozliSenim. Timto mechanismem se zabyva Shelnutt a spol. (kapitola 1.4) [37],

[39]

e Pomoci postrannich fetézcli hemu- methyli, vinyll a propionéati. Mezi
zajimavé moznosti fadime praveé vinyly a propionaty. Propiondty jsou
pfedmétem studie jiZ ddvno, jsou to fetézce nabité, takZe zprostredkovavaji
vazebné propojeni hemu s apoproteinem €asto. V posledni dobé¢ jsou z hlediska
mozné komunikace s obklopujicim proteinem c¢asto diskutovany vinylové
postranni fetézce. Je u nich moznost konjugace (maji nenasycenou vazbu)

s aromatickym systémem hemu.[42]

Dulezita aktivni role hemu je pravé diky jeho postrannim fetézcim, propionatim.
Existuje mnoho studii ukazujicich, Ze propiondty maji aktivni roli v regulaci ptenosu
elektronu na iont Zeleza a ovliviiuji biochemické vlastnosti hemu. [47] Oblibenym
systémem pro objasiiovani struktury, funkce a dynamiky v hemovych proteinech je
myoglobin. Zda se, Ze propiondtové fetézce jsou jednim ze zdkladnich faktorti
pfispivajicich k inkorporaci hemu a orientaci u hemovych proteinti. [48] SlouZi jako

ukotvujici elektrostatické body, které pomahaji udrzet hem na misté. [40], [49]

Jak jiz bylo zminéno, existuje mozZnost, Ze prave vinylové fetézce jsou medidtory

v interakci hem — protein. [53]

Pro vinylové skupiny existuji tfi mozné orientace: cis, trans a twist, viz. obr. 9. Jednd se

o Sesti atomovy fetézec Cp=C,(vinyl)-Cg=C,(pyrol)-N,-Fe.
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8 Cp Cp
A
| |
—N —N —N
“Fe “~Fe “~Fe
frans n"l-'l-'!.J-T Ciy

Obr. 9 Orientace vinylovych fetézcl (ptevzato z [50])

Atomy C, (Cy) z vinylovych fetézct interaguji s obklopujicimi atomy riznymi

mechanismy:

a) Van der Waalsovy sily mezi C, a/nebo C,a CH skupinou zbytku alifatického

postranniho fetézce (3,5 — 4,1 A)

b) Slabé elektronové IT - IT interakce, interakce mezi IT elektrony vinylu Ca a Cb a

atomy siry, kysliku, uhliku (3,8- 4,3 A)

¢) Vzdalenost mezi C, (Cy) a obklopujicimi atomy (<3,3 A) [50]
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2. Pouzité metody

2.1 Orientace vinylovych postrannich fetézci hemu

Pomoci programu RasTop ver. 2.2 byly analyzovény torzni thly (CaCB-CaCb) u
vinylovych postrannich fetézcit hemu u rtiznych forem cytochromt P450. Torzni dhly
vinylti v pozici 2 byly definovany pro nasledujici fadu atomit C4B-C3B-CAB-CBB a
v pozici 4 pro C4C-C3C-CAC-CBC, viz obr 10.

Obr.10 Hem typu b (pievzato z [42])

Krystalograficka data cytochromt P450 byla stazena z Protein Data Bank. [51] Byly
prozkoumény formy cytochromti P450, které uvadi nasledujici tabulka 1. V piipadé¢, Ze
molekula krystalizovala jako oligomer, byly zkoumény vSechny fetézce. Celkem bylo

analyzovano 406 fetézcu.
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Tab

. 1 Prehled analyzovanych struktur

P450 PDB kéd P450 PDB kéd P450 PDB kéd
P450.,, 1AKD P450., 3FWJ PA505.5 3KX5
P450.,, 1CP4 P450., 3L61 P450 105A1 |2ZBX
P450.,m 1DZ4 P450.,m 3L62 P450 105A1 |2ZBY
P450.,m 1DZ6 PA450.,m 3L63 P450 105A1 |2ZBzZ
P450.,, 1DZ8 P450.,, 4CP4 P450 105D1 |3ABB
P450.,, 1DZ9 P450.,m 4CPP P450 105P1 | 3ABA
P450.,m 1GIM PA450.,m 5CP4 P450 107 1JIN
P450.,m 1K20 PA450.,m 5CPP P450 107 1JIP
P450.,, 1LWL P450.,, 6CP4 P450 107 10XA
P450.,, 1076 P450., 6CPP P450 107A1 |1EGY
P450.,m 1PHA PA450.,m 7CPP P450 107A1 |1EUP
P450.,m 1PHB PA450.,m 8CPP P450 107A1 | 1JIN
P450.,, 1PHC PA505.5 1BU7 P450 107A1 |1JI0
P450.,, 1PHD PA505.3 1BVY P450 107A1 |1JIP
P450.,m 1PHE PA505.3 1FAG P450 107A1 |1z80
P450.,m 1PHF PA4505.3 1FAH P450 107A1 |1Z8P
P450.,, 1PHG PA505.5 1IME P450 107L1 |2C7X
P450.,, 1QMQ PA450gy.3 1JPZ P450 107L1 |2VzZM
P450.,m 1785 PA4505.3 1POV P450 107L1 |2vz7
P450.,m 1786 PA505.3 1POW P450 107L1 |2WHW
P450.,, 1787 PA505.3 1POX P450 107L1 |[2wWI9
P450.,, 1788 PA505.3 1SMI P450 113A1 |2JN
P450.,m 1UYU PA4505.3 1SMJ P450 113A1 |2WIO
P450.,m 2A1M PA4505.3 1YQO P450 119 1F4T
P450.,, 2A1N PA505.5 1Z0A P450 119 1F4U
P450.,, 2A10 PA505.3 1204 P450 119 1107
P450.,m 2CP4 PA505.3 1209 P450 119 1108
P450.,m 2CPP PA505. 2BMH P450 119 1109
P450.,, 2FE6 PA505.3 2HPD P450 120A1 |2VE3
P450.,, 2FER PA505.5 2112 P450 120A1 |2VE4
P450.,m 2H7Q P450gy.3 213 P450 121 1N4G
P450.,m 2QBL PA4505. 2JIM P450 121 1N40
P450.,, 2QBM PA505.5 2JYS P450 121 215
P450.,, 2QBN PA505.3 2NNB P450 121 207
P450.,m 2QBO PA4505.3 3BEN P450 121 3CXV
P450.,m 2ZUH PA4505.3 3CBD P450 121 3CY0
P450.,, 27Ul PA505.3 3DGI P450 121 3CY1
P450.,, 27U) PA505.3 3EKB P450 121 3GSF
P450.,m 3CP4 PA4505.3 3EKD P450 121 3G5H
P450.,m 3CPP PA4505.3 3HF2 P450 124 2WM4
P450.,, 3FWF PA505.5 3KX3 P450 124 2WM5
P450.,, 3FWG PA505.5 3KX4 P450 125 3IVY
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Tab. 1 Pokrac¢ovani

P450 PDB kéd P450 PDB kéd P450 PDB kod
P450 125 31W0 P450 2C9 10G5 PA450 55A1 1F25
P450 125 3IW1 P450 2C9 1R90 P450 55A1 1F26
P450 125 3IW2 PA50 2D6 2F9Q PA450 55A1 1GED
P450 152A1 |1I1ZO PA50 2E1 3GPH PA450 55A1 1GEI
P450 120A1 |27Q) PA50 2E1 3KOH PA450 55A1 1GE)
P450 152A2 | 270X PA50 2E1 3LC4 P450 55A1 1GEK
P450 154A1 | 2DKK PA50 2R1 3C6G PA50 55A1 1GEM
P450 154C1 | 1GWI PA50 24A1 3K9V PA50 55A1 1JFB
P450 158A1 |2DKK PA50 24A1 3K9Y P450 55A1 1JFC
P450 158A2 | 1S1F PA50 3A4 1TQN P450 55A1 1ROM
P450 158A2 | 1SE6 PA50 3A4 1WOE PA50 55A1 1ULW
P450 158A2 | 1793 PA50 3A4 1WOF PA50 55A1 1Xab
P450 158A2 |2D09 PA50 3A4 1WO0G P450 7A1 3DAX
P450 158A2 | 2DOE PA50 3A4 2J0D PA50 74A 2RCH
P450 170A1 |3EL3 PA50 3A4 2VOM PA50 74A 2RCL
P450 175 1N97 PA50 46A1 2Q9F PA50 74A 2RCM
P450 2A6 1710 PA50 46A1 2Q9G PA50 74A 3C6G
P450 2A6 1711 P450 51 1E9X PA50 74A 3DSI
P450 2A6 2FDU PA50 51 1EA1 PA50 74A 3DSJ
P450 2A6 2FDV PA450 51 1H5Z PA50 74A 3DSK
P450 2A6 2FDW PA450 51 1U13 PA50 74A2 3DAM
P450 2A6 2FDY P450 51 1X8V PA50 74A2 3DAN
P450 2A6 2PG5 PA50 51 2BZ9 PA50 74A2 3DBM
P450 2A6 2PG6 PA50 51 2VK4 PA50 oxyB 1PKF
P450 2A6 2PG7 P450 51 2WUZz P450 oxyB 1Q5D
P450 2A6 3EBS P450 51 2WV2 P450 oxyB 1Q5E
P450 2B4 1PO5 PA50 51 2WX2 PA50 oxyB 1LFK
P450 2B4 1SUO PA50 51 3GW9 PA50 oxyB 1LG9
P450 2B4 2BDM P450 51 3G1Q P450 oxyB 1LGF
P450 2B4 2Q6N PA450 51 3JUS P450 oxyC 1UED
P450 2B4 3G93 PA50 51 3JuV P450 termof [1UES8
P450 2B6 31BD PA50 51 3KHM P450 termof | 2RFB
P450 2C5 1DT6 P450 51 3KI0 P450 termac | 2RFC
P450 2C5 1N6B P450 51 3KSW PA50 terp 1CPT
P450 2C5 1INRG PA50 51 3LD6

P450 2C8 1GEI PA450 55A1 1CL6

P450 2C8 1PQ2 P450 55A1 1CMIJ

P450 2C8 2NNH P450 55A1 1CMN

P450 2C8 2NNI PA50 55A1 1EHE

P450 2C8 2NNJ PA450 55A1 1EHF

P450 2C8 2VNO P450 55A1 1EHG

P450 2C9 10G2 P450 55A1 1F24
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2.2 Analyza okoli postrannich fetézcti hemu

Tato analyza byla provedena opét pomoci programu RasTop ver. 2.2. Bylo zkouméno
okoli postrannich fetézct hemu, konkrétné fetézcti vinylovych a propiondtovych. Byly
lokalizovény zbytky aminokyselin v blizkosti zmin&nych postrannich fetézcti (do 6 A).
Analyza byla provedena pro typické savci formy cytochromt P450 CYP2B4 a CYP3A4. U
CYP2B4 se jednalo o struktury majici PDB ko6d: 1PO5, 1SUO a 2BDM, u CYP3A4
struktury s PDB kédem: 1TQN a 1WOF. Krystalograficka data cytochromti P450 byla

stazena opét z Protein Data Bank.

2.3 Analyza disociacnich konstant a elektrostatickych interakci

S vyuzitim programu PROPKA ver. 2 (http://propka.ki.ku.dk) [52] byly ve webové
verzi vypocteny hodnoty pKa a analyzovdany elektrostatické (coulombické) interakce u
nabitych aminokyselinovych zbytkil (v naSem piipad¢ lysinu a argininu) nachdzejicich se
v t&sné blizkosti (vzddlenost do 6 A) postrannich Fetézct hemu (propionatt). Tato analyza

byla provedena u stejnych struktur jako v ptipadé b).

2.4  Odchylky hemu od planarity

V programu NSD - normal-coordinate structural decomposition [39], [54] byly
analyzovany deformacni odchylky hemu opét u formy CYP2B4 a CYP3A4. Jednalo se o
mimorovinné mody oznacené sad (z angl. saddling), ruf (z angl. ruffling), dom (z angl.
doming), wav (z angl. waving) a pro (z angl. pyrrole propellering). Typicky vystup z NSD

programu je na obr. 11.
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lf"
i Result Window

HED resulr generated Erom Eile unrvicled.pdb &t This Jun 27 08:40:37 HDT Z002Z
Sumaary of the NSD (im A):
s Dip dip B2g Blg Euix) Eu(yl Alg AZg
in. 0.1323 0.0ZTS 0.001% -0.056L -0.04L6 -0.1109 0.0134 -0.0L20
1= 0.1562 0.022% 0.0012 -0.0548 -0.04L6 -0.1115 0.0131 -0.0k20
-0.0117 0.0302 -0.037L 0.0448 0.0032 0.043)
00447 0.083% 0.00L52 -0.00%3 0.0284 O.0022
=0.011% 0.0023 Q.038¢ O0.0014 0.0L35 -0,0L33
=0.0022 0.0043 -0.0002 -0.0290 -0.0374 -0.0071
=0, 0001 0.0075 0.0072 0.0L12 -0.0825
0.0025 -0, 0009
0.0033 -0, 0035
0.0052  0.0034
=0, 002§ -0,0179
0.00L1  =0.0086
0Eh. 0.1989 D.ODDMD ©0.0478 0.0655 0.069% 0.1255 0.0976 0.0529

hasia Doop donp B2u Blu AZu Egix] Egily) Alu

in. 0.3260 0,01%96 ©.064]1 0.1037 -0,LZ36 0.1480 0.2257 0.0577
C. 0.338L 0.0L31 D.0643 0.1037 -0.1Z31 0.1502 OD.2227 0.0577
-0.0149 0.0004 -0.0L1Z 0.0566 -0.0641 0.0L69

0.0352 -0.0235 0.0223 0.0158 0.0139

=D.0420 -0.0017

0.0157 -0.0236
omp. 0.3464 0.0000 0.0751 01063 O0.1260 0.1654 0.2366 0.0608

Obr. 11 Piiklad vystupu programu pro analyzu NSD (pfevzato z [54])
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3. Vysledky

3.1 Orientace vinylovych postrannich fetézct hemu

Distribuce hodnot torznich thla

Prvni prométovanou skupinou byla forma CYP101, tedy jedna z forem, kde je
zndmo velké mnozZstvi prostorovych struktur. RozloZeni hodnot torznich thla vinylovych
fetézcl hemu v pozici 2 a 4 je zndzornéno na obr. 12 a 13. Kazda ¢dra znazoriuje jednu
hodnotu torzniho thlu. Porovnanim obr. 12 a 13 je vidét, Ze distribuce hodnot u vinylt
v pozici 2 je mén¢ rozprostiend nez v pozici 4. V pozici 2 byly hodnoty soustiedéné mezi
-145° a 175°. Mimo interval se vyskytly hodnoty 141° (PDB kéd 1PHC) a 112,5° (PDB
kéd 3CP4), kde je navazan adamantan. U hodnot v pozici 4 byl interval nejcastéjsich

hodnot mezi 45° a 120°.

120 60

-180 0

-120 -60

Obr. 12 Hodnoty torznich Ghlt pro CYP101 (2-vinyly) Obr. 13 Hodnoty torznich Ghlt pro CYP101 (4- vinyly)

Na obrazku 14 a 15 je zndzornéna distribuce dhli pro CYP102 v pozicich 2 a 4.
Stejné jako u formy 101 jsou u pozice 2 hodnoty v mensSim intervalu nez u pozice 4. Ale u
CYP102 ten rozdil neni tak veliky jako u CYP101. V pozicich 2 i 4 jsou hodnoty thli
pfiblizné mezi -120° a -170°. V pozici 2 jsou mirn€ odchylené dvé hodnoty: 172,7° (PDB
kéd 2HPD) a -106,9 (PDB kéd 3CBD). V pozici 4 jsou to: -105° (PDB kéd 2BMH), 136,9°
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(PDB kod 2HPD), 153,9° (PDB kod 213), 163,6° (PDB kéd 1SMJ) a 164,5° (PDB kéd
2J1M).

® 102-2
920

-90

Obr. 14 Hodnoty torznich Ghlti pro CYP102 (2-vinyly)  Obr. 15 Hodnoty torznich dhlt pro CYP102 (4-vinyly)

Intervaly hodnot torznich Ghli pro zastupce sav¢ich cytochroma formy CYP2A6

Vv s

jsou vidét na obrazku 16 a 17. V pozici 2 jsou nejcetnéjsi hodnoty v rozmezi -180° az -

150°. V pozici 4 -115° az -140°. Zde je jedna hodnota velmi odlehlé: -35,9° (PDB kéd

3EBS).
-90 -90
Obr. 16 Hodnoty torznich thlti pro CYP2A6 (2-vinyly) Obr. 17 Hodnoty torznich thli pro CYP2A6 (4-vinyly)

Pro dalsi sav¢i cytochrom P450, CYP2B4, je situace jind nez v predeslych
ptipadech (obr. 18 a 19). Hodnoty torznich tGhlt u vinylovych fetézct v obou pozicich jsou
rozprostfené ve vét§im intervalu neZ u jinych forem. Hodnoty thlil v pozici 2 jsou dokonce

jeste ve veétsim rozmezi nez v pozici 4. V pozici 2 jsou odlehlé hodnoty: -15,6°; 0,2°;

37



34,8° (PDB ko6d 3G93), zde bylo ale rozliseni 3,2 A a 22,6° (PDB kéd 3G5N). V pozici 4:
39° (PDB koéd 1PO5).

® 2B4-4
20

-90

Obr. 18 Hodnoty torznich Ghlt pro CYP2B4 (2-vinyly) Obr. 19 Hodnoty torznich Ghl pro CYP2B4 (4-vinyly)

Na obrazcich 20 a 21 jsou vidét vysledky pro CYP2C podrodinu, konkrétné pro
zastupce CYP2CS5, CYP2C8 a CYP2CO. Intervaly hodnot u obou vinyli jsou pfiblizné

vvvvv

147° (PDB kéd 1DT6) a 2C8- 122,6° (PDB kod 1PQ2); 144,6° (PDB kod 2NNI). V pozici 4
tyto: CYP2CS5: -129,4° (PDB kéd 1NRG), -159,9° (PDB koéd INGB) a CYP2C8: -123,4°
(PDB kod 1GEl), -142,7° (PDB k6d 2NNH).

.

Obr. 20 Hodnoty torznich thlt pro CYP2C (2-vinyly) Obr. 21 Hodnoty torznich thli pro CYP2C (4-vinyly)

Hodnoty nejvice zastoupené formy v jatrech, CYP3A4, jsou na obrdzcich 22 a 23.

Rozpéti hodnot je v pozicich 2 a 4 ptiblizné stejné. U obou pozic je vsak toto rozpéti
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pomérné Siroké. V pozici 4 je odchylend hodnota -172,8° (PDB kod 2VOM), kde je ale

rozliSeni 3,8 A.

3A4-2
90

-180 0 -180

Obr. 22 Hodnoty torznich thlt pro CYP3A4 (2-vinyly) Obr. 23 Hodnoty torznich thlti pro CYP3A4 (4-vinyly)

U CYP51 je interval ahlt v pozici 2 daleko méné rozprostfeny neZz u hodnot
v pozici 4, viz. obr. 24 a 25. V pozici 2 je jedind odlehl4 hodnota a to: -33,4° (PDB kéd

2X2N) s inhibitorem posakonazolem a rozptyl nejcastéjSich hodnot je mezi -120° a -165°.

V pozici 4 jsou hodnoty rozprostiené po celé skale.

120 60

-180

-120

-90

Obr. 24 Hodnoty torznich thlé pro CYP51 (2-vinyly) Obr. 25 Hodnoty torznich Ghli pro CYP51 (4-vinyly)

U formy CYP55A1(obr. 26 a 27) jsou v pozici 2 hodnoty v pomérné uzkém
intervalu, jak je vidét na obrazku €. 16. V pozici 4 jsou dvé velmi vychylené hodnoty:

49,2° (PDB kéd 1GEK) a 82,9° (PDB koéd 1GEM), v obou piipadech je substratem

isokyanit.
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® 55A1-2 ® 55A1-4
90 90

-90

Obr. 26 Hodnoty torznich thla pro CYP55A1 (2-vinyly) Obr. 27 Hodnoty torznich Ghlt pro CYP55A1 (4-vinyly)

Na obrazcich ¢. 28 a €. 29 je souhrn vSech forem cytochromti P450. Je zde vidét, Ze
v pozici 2 jsou hodnoty torznich Ghll vinylovych fetézcii orientované vice do intervalu -

120° az -180°. Zatimco v pozici 4 jsou hodnoty rozsitené v celé Skale hodnot.

Obr. 28 Hodnoty torznich thlt pro CYP (2-vinyly) Obr. 29 Hodnoty torznich thli pro CYP (4-vinyly)

3.2 Analyza okoli postrannich fetézcti hemu

V tabulce 2 jsou uvedeny zbytky aminokyselin a jejich sekven¢ni pozice, které se
nachdzeji v blizkém okoli hemu, v tomto p¥ipadé konkrétng ve vzdalenosti do 6 A od
vinylovych fetézcii. Zde se jednd o struktury formy CYP2B4- 1PO5, 2BDM a 1SUO a
formy CYP3A4- 1TQN a 1WOF. VSechny zminéné struktury maji jeden fetézec. V blizkém
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okoli vinylii se u obou forem nachézi Ala, Ile, Leu a Thr. U formy CYP2B4 se ve vSech
trech strukturdch nachazi Gln, ktery ale neni u formy CYP3A4. Naopak Val je pfitomen
pouze u formy 3A4. Gly a Met se nachdzi u vSech struktur mimo 1PO5. Phe je u obou
struktur u 3A4, u CYP2B4 je pfitomen pouze u struktury 2BDM. Ser se vyskytuje pouze u

struktury 1PO5. Trp ve tfech sekvencnich pozicich se nachazi pouze u 2BDM.

Tab. 2 Piehled aminokyselinovych zbytkl v blizkosti vinylovych fetézcii u forem

CYP2B4 (PDB kédy: 1PO5, 2BDM, 1SUO) a CYP3A4 (PDB kédy: 1TQN, 1WOF)

AMK 2B4- 1PO5 2B4- 2BDM | 2B4- 1SUO 3A4- 1TON 3A4- 1WOF
Ala 298, 442 442 4421305, 448 305, 448

Asn

Asp

Arg

Cys

GIn 357 357 357

Glu

Gly 4381299, 438 4441306, 444

His

Ile 179, 441 4411179, 182, 441 | 369, 443 369, 443

Leu 362, 295,446 |362,437,446 |295,437,446 |364, 449 364
Lys

Met 132 132 452 452
Phe 296 302 302
Pro

Ser 294

Thr 302, 303, 306 | 302, 303,306 |302, 303,306 |309, 310 309, 310

Trp 362, 437, 447

Tyr

Val 313 313

Aminokyseliny s jejich sekven¢nimi pozicemi, které se vyskytuji v blizkosti (opét
do 6 A) propionatovych fetézcii u forem CYP2B4 (1PO5, 2BDM a 1SUO) a CYP3A4
(1TQN a 1WOF) jsou uvedeny v tabulce 3. U obou forem ve vSech strukturdch jsou
pfitomny tyto aminokyseliny: Arg, Ile, Leu, Phe, Pro a Ser. U obou struktur formy

CYP3A4 se vyskytuji Asn, Glu a Gly, které u formy 2B4 v blizkosti propionatl nejsou.
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U CYP2B4 je naopak pfitomen Val a to ve vSeh tfech strukturach, dale pak Lys, ale pouze

u struktur 2BDM a 1SUO. Nejvice zastoupenymi aminokyselinami u 2B4 a 3A4 jsou Arg a

Leu.

Tab.3 Ptrehled aminokyselinovych zbytkl v blizkosti propionéti u forem CYP2B4
(PDB kédy: 1P0O5, 2BDM, 1SUO) a CYP3A4 (PDB kédy: 1TQN, 1WOF)

AMK

2B4- 1PO5

2B4- 2BDM

2B4- 1SUO

3A4- 1TQN

3A4- 1WOF

Ala

Asn

441

441

Asp

Arg

98, 133,434

98, 125,434

434

105, 130, 375, 440

105, 130, 375, 440

Cys

GIn

Glu

374

374

Gly

436

436

His

Ile

435

114, 435

435

118

118

Leu

88, 129, 431, 488

88,392, 431, 437

88,431, 437

94, 373

373

Lys

433

433

Met

Phe

429

429

429

435

435

Pro

368

368

368

439

439

Ser

430

430

430

119, 437

119, 437

Thr

Trp

Tyr

Val

367

113, 367

367

3.3 Analyza disocia¢nich konstant a elektrostatickych interakci

V tabulkéich 4-8 jsou uvedeny hodnoty pKa a coulombickych interakci pro nabité

aminokyselinové zbytky nachézejici se ve vzdalenosti do 6 A od postrannich Fetézci

hemu, vinylli a propiondt. V naSem piipad¢ se jednalo o Arg a Lys v blizkosti propionatd.

Opét se jednd o formy CYP2B4 (1PO5, 2BDM, 1SUO) a CYP3A4 (1TQN a 1WOF). U
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formy CYP2B4 struktury 1PO5 se jednd pouze o Arg, u struktur 2BDM a 1SUO o Arg a
Lys. U vSech tif struktur formy CYP2B4 je rozmezi pKa 10,43 az 13,57. Maximdlni rozdil
u Arg stejné sekvencni pozive byl 3,23. U této formy nejsou coulombické interakce u
vSech aminokyselin. U formy CYP3A4 se jednalo jen o Arg, u obou struktur o stejné
sekvenéni pozice. Rozmezi pKy zde je 9,31 az 12,78. U Arg stejné sekvencni pozice byl
maximalni rozdil 0,34. U vSech Arg jsou coulombické interakce, a to s Arg, Cys Ci

s atomem uhliku na propionatovém fetézci.

Tab. 4-8 Prehled pKa a coulombickych interakei pro formy CYP2B4 a CYP3A4 (PDB
koédy: 1PO5, 2BDM, 1SUO, 1TQN a 1WOF)

Tab. 4

2B4- 1PO5 | pKa coulombické interakce
Arg 98 13,57 (2,4 hem CGD

Arg 133 12,29

Arg 434 13,09 (2,36 Glu 439

Tab. 5

2B4- 2BDM | pK,a coulombické interakce
Arg 98 10,74 | -0,06 Arg 434

Arg 125 11,85

Arg 434 13,57

Lys 433 10,43 | 0,64 hem CGA; 2,4 hem CGD
Tab. 6

2B4- 1SUO | pKj coulombické interakce
Arg 434 10,89 | 2,37 hem CGD

Lys 433 10,43

43



Tab. 7

3A4- 1ITQN | pKa coulombické interakce
-1,36 Arg 375; -1,79 Arg 440; 1,86 hem CGA; 2,17 hem
Arg 105 9,31|CGD
Arg 130 11,66 | 1,85 hem CGD
Arg 375 12,44 10,78 cys 98; 2,4 hem CGA
Arg 440 11,19 -0,04 Arg 375; 2,4 hem CGD
Tab. 8
3A4- 1WOF | pKy coulombické interakce
-1,36 Arg 375; -1,93 Arg 440; 1,79 hem CGA; 2,31 hem
Arg 105 9,35|CGD
Arg 130 11,46 | 1,53 hem CGD
Arg 375 12,78 0,94 cys 98; 2,4 hem CGA
Arg 440 10,98 | -0,28 Arg 375; 2,27 hem CGD

3.4 Deformacni odchylky hemu

V tabulce 9 jsou uvedeny hodnoty mimorovinné deformace hemu u rtiznych forem
cytochromil P450 v jednotkach A, tak jak je poskytuje program NSD. Tucné jsou
zvyraznéné savei formy CYP2B4 a CYP3A4, analyzovany jsou stejné struktury jako
v ptipadé b) a ¢). Tyto struktury byly dopo¢teny pomoci programu NSD. Jednalo se o
deformacni mody sad (z angl. saddling), ruf (z angl. ruffling), dom (z angl. doming), wav
(z angl. waving) a pro (z angl. pyrrole propellering). Na obrazku 30 je uveden graf NSD
vysledkl pro formu CYP2B4, na obrdzku 31 pro formu CYP3A4. U struktury 1PO5
prevlada konformace sad, vyrazn¢ jsou zastoupeny jesté wav(y) a ruf. U 1SUO pievlada
wav(x), ddle pak ruf a sad. U 2BDM wav(y), sad a ruf. U formy 3A4 struktur 1TQN a

1WOF prevlada konformace sad. U 1TQN jsou dale vyrazné zastoupeny ruf a wav(x), u

1WOF maji ostatni konformace malé odchylky.
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Tab. 9 Mimorovinné odchylky u hemu v cytochromech P450 (v A)

Protein PDB kéd |Hem | Dyop Soop sad ruf dom wav (x) |wav (y) |pro
P450., |lakd 0,573| 0,02| 0,267| 0,465| 0,112| 0,101 0,065| 0,027
P450., |lcp4 0,513| 0,04| 0,222| 0,303| -0,166| 0,111| -0,106 0,09
P450sy.3 |1fag A 0,546| 0,021| -0,432| 0,254| 0,079| -0,062| -0,133| -0,045
B 0,57| 0,022| -0,472| 0,258 | 0,099| -0,06 -0,07| -0,025
C 0,555| 0,022| -0,442| 0,255| 0,046| -0,146| -0,092| -0,027
D 0,581 | 0,014 -0,5| 0,245| 0,102 -0,085| -0,052| -0,027
P450gy.3 | 1fah A 0,37| 0,011| -0,034| 0,341| 0,014| 0,045| -0,107| -0,03
B 0,002 0 0 0 0 0 0 0
P450., |1noo 0,558| 0,026| 0,358| 0,395| -0,04| 0,004| -0,039| 0,035
P450., |1pha 0,345| 0,019| 0,246| 0,194| -0,035| 0,005 -0,065| 0,049
P450., |1phb 0,507 | 0,034| 0,337| 0,219| 0,088| -0,065| -0,124| 0,083
P450.., |1phc 0,535| 0,029| 0,148| 0,355| -0,219| -0,161| -0,172| 0,074
P450., |1phd 0,387| 0,032| 0,242| 0,211 -0,083| -0,07| -0,045| 0,046
P450., |1phe 0,646| 0,033| 0,128| 0,539 -0,174| 0,073| -0,179| 0,065
P450., |1phf 0,417 | 0,035 0,27| 0,114| -0,035| -0,061| -0,155| 0,095
P450.n |1phg 0,345| 0,023 0,24| 0,106| -0,118| -0,023| -0,038| 0,127
P450 2B4 | 1po5 0,51 0,056/ 0,281 -0,11| 0,031| 0,018 0,207 0,074
P450 2B4 | 1suo 0,408, 0,03, 0,117| 0,159| -0,044| 0,29| -0,041| -0,027
P450 3A4 | 1tgn 0,531| 0,047 0,34 0,191 0,099| 0,012 -0,171| -0,052
P450 3A4 | 1wof 0,122| 0,002, 0,115| -0,006| 0,033| 0,001| -0,011| -0,003
P450 2B4 | 2bdm 0,339| 0,038, -0,14| -0,124| 0,01| 0,039| 0,166 0,053
P450gy.3 | 2bmh A 0,375| 0,017| 0,069| 0,335| -0,021| 0,052| -0,095| -0,051
B 0,543| 0,022| -0,206| 0,478| -0,032| 0,019 0,06| -0,027
P450., |2cp4 0,615| 0,031| 0,034| 0,399 -0,336| -0,133| -0,183| 0,124
P450.n |2cpp 0,556| 0,023| 0,306| 0,379 -0,143| 0,008| -0,128| 0,123
P450gy.3 |2hpd A 0,42| 0,032| 0,023| 0,307| -0,021| -0,021| -0,177| 0,057
B 0,229| 0,02| -0,063| 0,14|-0,027| 0,014 -0,058| -0,087
P450., |3cp4 1,084| 0,031| 0,118| 0,977| -0,376| -0,152 -0,04| -0,035
P450.,, |3cpp 0,708 | 0,025 0,38| 0,534| 0,147| -0,07 0,146| 0,018
P450.., |4cp4 0,663| 0,032| 0,347| 0,508]| -0,061| -0,011| -0,108| 0,055
P450., |4cpp 0,453| 0,03| 0,229| 0,279| -0,18| -0,054| -0,067| 0,065
P450., |5cpp 0,479| 0,024| 0,236| 0,304 | -0,134 -0,1| -0,166| 0,051
P450.., |6cpp 0,673| 0,031| 0,191| 0,568 -0,182| 0,032| -0,125| 0,112
P450.n |7cpp 1,226| 0,042| 0,242| -0,943| -0,558| -0,374| -0,173| -0,054
P450., |8cpp 0,541| 0,025| 0,303| 0,385| -0,101| -0,019| -0,054| 0,126
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H wav (x)
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-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4

Obr. 30 NSD vysledky pro formu CYP2B4, 1- 1PO5, 2- 1SUO, 3- 2BDM
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-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4

Obr. 31 NSD vysledky pro formu CYP3A4, 1- 1TQN, 2- IWOF
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4. Diskuse

Z analyzy hodnot torznich thll vinylovych postrannich fetézcii u riiznych forem P450
je patrné, Ze vinyly v pozici 2 jsou u vétSiny zkoumanych forem konformacné
omezeng;jsi a jejich torzni thly spadaji do uzsiho intervalu ve srovnani s vinyly v pozici 4,

kde jsou vinylové postranni fetézce vice flexibilni.

V pozici 2 jsou to nejcastéji hodnoty mezi -120° a -180°, zatimco v pozici 4 jsou tyto
hodnoty rozprostifeny méné rovnomérng. Vyjimkou je forma cytochromu P450 CYP2B4,
kde hodnoty v pozici 2 maji mensi rozptyl nez v pozici 4, coZ mize byt zptisobeno tim, Ze

mezi odlehlé hodnoty v pozici 2 patif struktura 3G93, kterd md ale rozligeni 3,2 A.

Z analyzy hodnot torznich dhli vinylovych fetézcl v pozici 2 a 4 vyplyva, Ze jednotlivé
formy cytochromt P450 se od sebe dosti odliSuji, coZ by mohlo mit vyznam pro jejich

vlastnosti.

Srovnani riznych forem CYP pfitom ukazuje, Ze preferované intervaly torznich thla se
lisi. Distribuce konformaci vinylové skupiny tedy odrdZi spisSe vliv apoproteinu nez

né¢jakou vnitini tendenci hemu jako takového.

Podle studie Findsena, Bociana a Birgeho by se v okoli [54] 0°, 180° a 70° nemé&ly
vyskytovat namétené hodnoty, jelikoZ zde je enegetické maximum. Ale jak je mozZné vidét
na obrézcich 29 a 30, tak v téchto hodnotéch torznich tGhli se formy cytochromi P450
vyskytuji. Jsou mozné tii zdiivodnéni: 1) vliv neplanarity hemu- resp. okoli hemu, 2) chyba
nedostatecného rozliseni strukturnich dat, 3) rentgenova struktura ukazuje tzv. ,,zamrzlou*

konformaci.

Pii analyze blizkého (do 6 A od postrannich Fetézct hemu) okoli hemu byly u viech
tif zkoumanych struktur (1POS5, 2BDM, 1SUO) formy CYP2B4 nalezeny tyto zbytky
aminokyselin: Thr 302, 303, 306, Leu 446, Ala 442, Gln 357 (vinyly), Arg 434, Ile 435,
Leu 88 a 431, Phe 429, Pro 368, Ser 430 a Val 367 (propionéty).
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Pro obé struktury (1TQN, IWOF) formy 3A4 to byly nasledujici aminokyselinové zbytky:
Ala 305 a 448, Gly 444, Tle 369 a 443, Leu 364, Met 452, Phe 302, Thr 309 a 310, Val 313
(vinyly), Asn 441, Arg 105, 130, 375, 440, Glu 374, Gly 436, Ile 118, Leu 373, Phe 435,
Pro 439, Ser 119 a 437 (propionaty).

Je vidét, Ze v okoli vinylovych postrannich fetézct se nachazi, jak se dalo oc¢ekavat,
nepoldrni zbytky aminokyselin. V oblasti propionatli se podle o¢ekdvani vyskytuji nabité

aminokyselinové zbytky Arg.

Pti porovnéni struktur forem CYP2B4 vySlo najevo, Ze v blizkosti hemu se u kazdé
struktury nachdzi jiné aminokyselinové zbytky, coZ mize mit za disledek jiné polohy
vinylovych fetézcl. Déle zde mize mit vliv struktura 1POS5, kterd ma tzv. otevienou

konformaci. [42]

Forma CYP3A4 ma vice stejnych aminokyselinovych zbytki (stejné sekvencni pozice) u
jejich dvou zkoumanych struktur nez je tomu u formy CYP2B4 a jejich struktur. NejspiSe
je to dané variabilitou zkoumanych struktur, 2BDM a 1SUO jsou struktury s inhibitory
(2BDM- BF a 1SUO- CPI) a 1POS5 je jiz zminéna tzv. oteviend konformace. U CYP3A4 se
da diskutovat o vétSim zapojeni hemu v interakci s proteinem, a to diky ¢tyfem nabitym

aminokyselinovym zbytkiim Arg.

V oblasti propionéti se u formy CYP3A4, u obou struktur 1 TQN a IWOF,
nachdazeji jako nabité aminokyseliny pouze Arg se sekvencnimi pizicemi 105, 130, 375,
440. Hodnoty pK4 jsou u aminokyselin se stejnou sekvenéni pozici témét stejné hodnoty,
maximalni rozdil zde ¢ini 0,34. Zatimco u formy CYP2B4 jsou mezi Arg se stejnou pozici
rozdily vétsi, maximalni rozdil €ini 3,23. U této formy se u struktury 2BDM a 1SUO jako

nabitd aminokyselina nachdzi i Lys 433. U téchto struktur m4 Lys stejnou hodnotu pKa.

U formy CYP2B4 je u struktury 1PO5 u Arg 98 a struktury 2BDM u Arg 434 vysoké pKa
(13,57), zatimco u CYP3A4 je u struktur I'TQN a IWOF u Argl05 pKa nizsi (9,31 a 9,35).
Coz koresponduje s tim, Ze hodnota pKa klesé s pfitomnosti interagujicich zdsaditych

zbytkl. Pravé u CYP3A4 Arg 105 interaguje s Arg 375 a 440.
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Coulombické interakce aminokyselinovych zbytkl s propiondty se nachdzeji u 2B4
struktury 1POS5 s Arg 98, u 2BDM s Lys 433 au 1SUO s Arg 434. U formy 3A4 u obou
struktur jsou coulombické interakce mezi propiondty a aminokyselinou u Arg 105, 130,

375 a 440, to potvrzuje nasi domnénku o vétsim zapojeni hemu u formy CYP3A4.

U CYP2B4 Arg 98 reaguje s propiondtem u jedné struktury (1POS), ale u druhé (2BDM)
interaguje s Arg 434. U CYP3A4 u obou struktur ale Arg stejné sekvencni pozice

interaguji se stejnymi partnery. Opét se ukazuje odliSnost struktur formy CYP2B4.

Z NSD analyzy vyplyva, Ze u sav¢ich cytochromti P450 CYP2B4 a CYP3A4 se
nejvice uplatiiuje tzv. sedlovd deformace (sad). U obou struktur formy CYP3A4 ptevazuje
praveé sedlova deformace. U CYP2B4 u 1SUO a 2BDM prevazujete waving typ, tedy
vinity typ. U 1POS je to ale opét sedlovy typ. U formy CYP3A4 je u struktury 1 TQN
daleko vétsi mimorovinnd deformace nez je tomu u struktury 1WOF. U formy CYP2B4
neni tak viditelny rozdil mezi tfemi strukturami. Existuji domnénky, Ze mimorovinna
deformace mtiZze mit vliv na funkci enzymu. Dal$i hypotézou je, Ze typ neplanarni

deformace na funkci enzymu vliv nem4, ale Ze odrdZzi terciarni strukturu proteinu. [37]
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5.7Zaveér

Tato prace byla vénovana bliz§Simu poznani okoli hemu v cytochromech P450 a to

z diivodu lepstho porozuméni interakci hemu a obklopujiciho proteinu.

1) Byla provedena analyza orientace vinylovych postrannich fetézcti hemu v

dostupnych strukturach cytochromt P450.

Pro sav¢i formy CYP 2B4 a 3A4:
2) Byly zjistény aminokyselinové zbytky v blizkosti postrannich fetézcti hemu- vinyli

a propionatt.

3) Pro tyto zbytky byly spo¢teny pomoci programu PropKA disociacni konstanty a

energie coulombickych interakci s hemem a dal§imi skupinami v proteinu.

4) Byly pomoci programu NSD spocteny odchylky hemu od planarity (ptispévky

jednotlivych deformacénich modu).

Z dosazenych vysledkl vyplyvaji zna¢né rozdily mezi jednotlivymi formami
cytochromil P450 (v této praci zejména savcéich forem CYP2B4 a CYP3A4). Z toho je

patrnd velka flexibilita a riznorodd funkénost téchto enzymt.
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Svoluji k zapiijceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fddn¢ vedena evidence

vypujcovatelt.
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