Piirodovédecka Fakulta Univerzity Karlovy v Praze
Katedra Biochemie

Bakalarska prace

PRISTUPOVE CESTY K AKTIVNIMU MISTU CYTOCHROMU
P450

Skolitel: Doc. RNDr. Petr Hodek, CSc.

2006 Lenka Marsakova



Rada bych podékovala svému Skoliteli Doc. RNDr. Petru Hodkovi, CSc. za zadani
zajimavého tématu, cenné rady, odborné vedeni a profesionalni pfistup pii vypracovavani
této bakalarské prace.

Dale dékuji Kamile za pomoc pfi grafickych Gpravach této prace.

V neposledni fadé d€kuji vSem blizkym za to, Ze pii mné celou dobu mého studia stali.



ProhlaSuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracovala samostatné pod vedenim Skolitele

Doc. RNDr. Petra Hodka, CSc. a veskerou pouzitou literaturu jsem fadné citovala.

oo 51 iy
V Praze dne 24. srpna 2006 d ) ;U0 7

Lenka MarSakova



OBSAH

SeZNAM ZKIateKu..uuueeeieeeiiurensniisuninisnresisncssseisssnesssnssssncsssossssessansssssesssnssassesssnes 6
L. Gl PracCe.cciccnccicsssaesiccsssensecsscnssecsssassecssssnsessssssssessssassesssssssessssassssssansassssans 7
2. UVOM ererecinnsctnsscnnesscnsssssssssesasssesasssssssssssssssssssssesssssasssssasssssesssssssssssasssss 8
2.1, Cytochromy P450 .......ccuviiiiiiiieeeeeeeeeeee et e 8
2.1.1.  Objev a lokalizace cYtoChromil PASO ...........oovvvoeeeeeeeeeeeeeeeeeesesseeeereseeeee 8
2.1.2.  Funkce cytochroml P450 .........cccoiiiiiiiiiiiiiciercee ettt 8
2,13, KIASIIKACE CYP oottt ettt s 9
2,14, Struktura CYP ettt 9
2.1.5. Vyznam studia cytochromll P450...........coccoriiiiiiiieeece 11

3. Reakéni partneri CYP...icoicivincsninsnrcsssicsncsssissssissssesssssssssssssssssons 12
3.1. Postaveni CYP v MFO ..ot 12
3.2. Reakeni partnei1 CYP a jejich interakce.......cccoeevveeiiieneieeieieecnnen, 12
3.3. Rozdéleni monooxygenas se smiSenou funkci.........ccceeevveeeieeennnnnnn. 13
3.4. Mechanismus pienosu redukcénich ekvivalentli...........cccvveeeveeennen. 16

4. Reakéni mechanisSmus CYP.....eiiivencsncssnncsssccsssesssisssscssssssasessasonns 17
5. Metody zZKoumani Struktury CYP ...icicceiicicsnnicnsssnneccscnsnccsssascessoens 20
5.1, Spektralni Mmetody .......coovveriiiriiiieiieceeee e 20
5.2. Rentgenova krystalografie ........cccveevviieciiiiciiiciieeeeee e 20
5.3.  Chemické modifika¢ni metody.........ccoeveeeeiriiiiiiniiieieeeeeee 23
5.3.1. ARNItNT ZNACENT....cocciiiiieiiicic et 23
5.3.2.  Fotoafinitni ZnaCeni ............ceceviiieniiniiiinentcienesceee s 23

5.4. EPIOPOVE MAPOVANI ....ocviiiieiiiieciiieeiieeciree et eeeee e evre s vee s veeesvbeaens 24
5.5. Cilena MULAZENEZE .......ceeeeeuvreeeeeiieeeecieee e eeee e eere e e eree e e eae e e eaeaeens 25
5.6. Homologni modelovani ..........c.ccuveeiieiiiiiiiiiiceececcee e 25
5.7. Nuklearni magneticka resonance (NMR)........ccccvviviiiiniiiiniiienieenn. 26
5.8.  Hmotnostni spektrometrie...........eeeeevieiiiciiiiiieiiee e 27
6. Membranova tOPOloZie.......uecccrrricicnicssarccsrarisssarcssssesseserssssssssssessssseses 28



6.1. Membrana a Jeji SIOZKY.......ccovieoiieiiiiiceececcer e 28

6.2. Membranova tOPOIOZIC .....cccuvviieeiieeeceieee ettt e e 29

AKEIVIE MESEO CYPnnenerriiiiniinicninsncnnssnnsnisssnssisssssssssssssesssssseses 36
7.1.  Lokalizace aktiviniho mista........cc.cccevvieiniiniiinniiniiiccceeceeeeee 36
7.2. Konservovanost aktivniho mista..........ccccceveniinniiinnnieeeeceeee 36
7.3, Vazba SUDSIIAU...c.c.eeiiiiiiiiiiiiicetcect et 37

Pristupové kanaly k aktivnim mistim cytochroma P450.................. 39
8.1. Vyznam a problematika studia ..........ccceeeeiieiiieeciieeieecee e, 39
8.2. Metody mapovani pristupovych kanalt...........ccceeevveeeirienncieeniennn. 40
8.3. Dilezita hlediska pfi mapovani pfistupovych kanalt........................ 41

8.4. Klasifikace a charakterizace potencidlnich ptistupovych kanald CYP

........................................................................................................... 42

8.5. Vyskyt potencidlnich kanali mezi CYP.....c.ccoovevviieciiicieecieee, 48
8.5.1.  Srovnani mechanismu prichodu substrati CYP101, CYP107Al a

CYPTOZ2AT 22 CESIOU ittt ettt ettt sttt sbe e 49

8.5.2.  Problematika mapovani pfistupovych kanali mikrosomalnich CYP.......... 51

8.5.3.  Kirystalove struktury CYP2B4 ......cooiiiii e 53

9. Problematika studia pristupovych kanali CYP a budouctnost ....... 62

10. Seznam Literatury ......ccccceicicseicsseniccsanicssancsssancsssssesssssssnsesssasessessossassse 64



SEZNAM ZKRATEK

Ala
Arg
Asp
CO
CPI
CYP
Cys
FAD
FMN
Glu
Ile
Leu
Lys
MFO

NAD'(NADH)
NADP" (NADPH)

NMR
NO
OPM

PDB

Phe

Pro
ROH(RH)
Thr

Val
XOOH
SRS

alanin

arginin

kyselina asparagova

oxid uhelnaty

inhibitor (,,4-(4-chlorophenyl) imidazol*)

cytochrom(y) P450

cystein

flavinadenindinukleotid

flavinmononukleotid,

kyselina glutamova

isoleucin

leucin

lysin

monooxygenasovy systém se smiSenou funkci (,,Mixed Function
Oxidase*)

oxidovany (redukovany) nikotinamidadenindinukleotid
oxidovany (redukovany) nikotinamidadenindinukleotid fosfat
Nuklearni magneticka resonance

oxid dusnaty

databaze membranovych proteinti (,,Orientations of Proteins in
Membranes*)

proteinova databanka (,,Protein Data Bank*)

fenylalanin

prolin

oxidovany(redukovany substrat)

threonim

valin

peroxysloucenina

oblast CYP rozpoznéavana substraty (,,Substrate Recognition Site*)



1.Cil prace

Cilem této bakalarské prace je predstavit problematiku studia struktury cytochromii
P450 prostfednictvim membranové topologie, s hlavnim dlirazem na mapovani
substratovych piistupovych cest k aktivnimu centru cytochromii P450.



2.Uvod

2.1. Cytochromy P450
2.1.1. Objev a lokalizace cytochromi P450

Cytochromy P450 (EC 1.14.14.1.) tvofi rozsahlou rodinu hem-thiolatovych
enzymi, které byly objeveny vroce 1958 G. R. Williamsem a M. Klingenbergem
[Klingenberg, 1958]. Nazev cytochromy P450 (CYP) dostaly tyto enzymy diky schopnosti
komplexu jejich redukovanych forem s CO absorbovat svétlo o vinové délce 450 nm.
Jelikoz tyto cytochromy P450 nepatii mezi klasické cytochromy, vyskytujici se
v dychacim fetézci, je jejich pojmenovani vlastné nepiesné.

CYP byly nalezeny v mnoha organismech od prokaryotickych po vétsinu
organismu eukaryotickych jako soucast multienzymového systému monooxygenas se
smiSenou funkci - MFO (zangl. ,mixed function oxidase*). V prokaryotickych
organismech se vyskytuji cytochromy P450 jako rozpustné cytosolarni proteiny, zatimco
v eukaryotickych bunkach jsou vazdny do membran hladkého endoplazmatického retikula

(ER) nebo mitochondrii [Spatzenegger a Jaeger, 1995].

2.1.2. Funkce cytochromi P450

CYP se ucastni metabolismu Siroké $kaly exogennich (napf. 1éCiv, potravnich
aditiv, polutantl Zivotniho prostiedi a karcinogenil) i endogennich latek (napt. zluCovych
kyselin, steroidnich hormont, lipidi, oxidu dusnatého, tromboxanl, prostacyklinii a
vitaminu D3) [Guengerich, 1991].

Klicovou roli hraji cytochromy P450 v prvni fazi metabolismu cizorodych latek
(xenobiotik), které¢ se po zalenéni atomu kysliku (stejné jako vSechny ostatni substraty
téchto enzymil) stavaji polarnéjsimi. Bud’ touto reakci nebo po dalsi metabolické pfeméné
mohou byt xenobiotika vylou¢eny z organismu (detoxikovany), aniz by doslo k jejich
nevhodné bioakumulaci [Guengerich, 1990; Chroma a spol., 2001]. Kromé& prospésné
detoxikacni funkce zprostiedkovavaji tyto enzymy také nebezpecné aktivacni reakce.
Témito reakcemi mohou byt pfeménovana ,,pro-lé¢iva™ na biologicky aktivni formy, ale
také nékteré ,,pro-mutageny* a ,,pro-karcinogeny* na ultimativni mutageny a karcinogeny

[Stiborova a spol., 1999].



Mikrosomalni CYP maji pfedev§$im detoxikacni roli. Vyskytuji se nejvice
v mikrosomech jater, ledvin, plic a gastrointestinalniho traktu. Mikrosomy jsou partikule
vzniklé uzavienim utrzkdi membrany ER pii jeho dezintregaci v pribéhu homogenace
tkané pii jejich pripravé. Mitochodrialni CYP ucastnici se syntézy endogennich latek

(zejména steroidl) se nejvice vyskytuji v kiife nadledvin [Stiborova a spol., 1999].

2.1.3.Klasifikace CYP

Podle homologie aminokyselinové sekvence (primarni struktury) fadime
cytochromy P450 do genetickych rodin a podrodin. Jednotlivé cytochromy koédované
riznymi geny se nazyvaji isoformy. V soucasné dob¢ je znamo kolem 6000 isoforem, které
jsou rozdéleny do 711 rodin. Znichz pouze 99 rodin je Zivoci$nych.
[http://drnelson.utmem.edu/P450.stats.2006.htm]. Napiiklad v lidském genomu bylo
nalezeno 57 isoforem. Dana rodina sdruZzuje isoformy, které obsahuji vice nez 40%
homologie v primarni struktufe. Podrodina zahrnuje isoformy CYP svice nez 55%
homologii aminokyselinové sekvence. Rodina je znac¢ena prvnim ¢islem za zkratkou P450
(CYP), nasleduje podrodina charakterizovana velkym pismenem. Dan4 isoforma je
znacena dal$im Cislem za pismenem podrodiny. Napiiklad isoforma cytochromu P450 3A4

patii do rodiny 3 a podrodiny A [Ortiz de Montellano 2005].

2.1.4.Struktura CYP

Molekula CYP se skladd zapoproteinu a prostetické (hemové) skupiny.
Bilkovinova ¢ast proteinu je obvykle tvofena 490-520 aminokyselinami. V této ¢asti se
nachazeji charakteristické domény, zodpovédné za vazbu hemu s reduktasou a substratu
[Ortiz de Montellano, 2005]. Hem je vazan na apoprotein koordinacné-kovalentni vazbou,
iontovymi a hydrofobnimi vazbami. Zakladem hemu je porfyrinovy skelet, ktery je vazan
¢tyfmi koordinaéné-kovalentnimi vazbami na hemové Zelezo do skeletu protoporfyrinu IX
[Loew a Harris, 2000]. V ptirozeném stavu (bez substratu) je centralni atom Zeleza ve ferri
formé (Fe'™) (obrazek 1).

CYP se od klasickych cytochromi, nalezenych napiiklad v dychacim fetézci, lisi
navdzanim hemové skupiny na apoprotein. Nejspravn€ji vystihuje CYP nazev hem-
thiolatovy protein, jelikoZ hem neni vazan na apoprotein ptes imidazolovy zbytek histidinu

(jako u klasickych cytochromt), ale prostfednictvim thiolatové siry cysteinu. Thiolatova



sira cysteinu je tedy patym ligandem hemového Zeleza, ktery stabilizuje konformaci
aktivniho mista a mlize se také tcastnit reakci jako nukleofil. Toto uspofadani aktivniho
mista umoziuje vyjimeéné chovani cytochromi P450 ve srovnani s ostatnimi
hemoproteiny (odli§né spektralni a katalytické vlastnosti). Sestym ligandem Zeleza je atom
kysliku z molekuly vody (hydroxylu nebo karboxylové skupiny postranniho fetézce
apoproteinu). Atom (molekula) kysliku je navazan na hemové Zelezo v trans poloze oproti

thiolatové sife cysteinu [Ortiz de Montellano, 2005], jak je znazornéno na obrazku 1.

Obrazek 1: Schéma usporadani ligandi hemového Zeleza CYP v pFirozeném stavu

Legenda: -OH,— (Sesty ligand hemového Zeleza), atom kysliku molekuly vody; Fe - atom Zeleza vazany 4
koordina¢né-kovalentnimi vazbami do porfyrinového skeletu (4 ligandy jsou atomy dusiku pyrolovych
jader), ktery je zde naznacen lichobé€znikem; -S-Cys —(paty ligand hemového Zeleza), thiolatova sira cysteinu

pfrevzato z [http://metallo.scripps.edw/PROMISE/Cys_haem H2O.gif]

Cytochromy P450 tfadime mezi globuldrni proteiny, jejichz struktura je tvofena

riznymi typy sekundarnich struktur. Useky s pravidelnou strukturou ( 3- skladany list a

a -helixy) jsou spojeny oblastmi bez pravidelné struktury (ohyby). Prokaryotické i sav¢i
cytochromy P450 se vyznacuji shodnym pocétem zakladnich motivit sekundarni struktury
polypeptidového fetézce, které se mezi CYP vyznacuji zna¢né¢ podobnym prostorovym
uspofadanim (poskladani sekundarnich struktur). Polypeptidovy fetézec je tvoren dvanacti
helixy A-L (helixy vyskytujici se mezi zminénymi helixy jsou oznaceny apostrofou, napf.
helix vyskytujici se mezi F a G helixem se nazyva F'helix) a ¢tyimi f -strukturami 1-4
[Ortiz de Montellano, 2005]. Pro ptedstavu uspotfadani sekundarnich motivii CYP poslouzi

obrazek 2.
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Obrazek 2: Schéma krystalové struktury cytochromu P450 (CYP101)

Legenda: helixy jsou znazornény jako valce, [F -struktury jako 3ipky a ohyby dvojitou ¢arou; jednotlivé

sekundarni struktury jsou popsany a vymezeny aminokyselinovou sekvenci

pfevzato z [Poulos a spol., 1987]

2.1.5.Vyznam studia cytochroma P450

Cytochromy P450, jako enzymy metabolizujici $iroké spektrum latek, jsou
v poptedi védeckého zajmu. Je patrné, ze studium struktury cytochromt P450 je zasadni
pro porozuméni a ptipadné ovlivnéni metabolismu celé fady vyznamnych latek. Predevsim
pochopeni mechanismu u¢inku a odhaleni strukturnich oblasti cytochromt P450
zodpovédnych za jejich substratovou specifitu, 1ze vyuzit k predpovédi osudu mnoha latek

v organismu a navrZzeni modulatorii (inhibitory, aktivatory) jejich aktivity [Kubi¢kova a

Hodek, 2001].
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3.Reak¢ni partneri CYP
3.1. Postaveni CYP v MFO

Vedle cytochromi P450 obsahuje enzymovy systém monooxygenas se smiSenou

funkci dalsi strukturné a funkéné odlisné proteiny (reakéni partnery) zajist'ujici predevsim
transport reduk¢nich ekvivalentti. CYP v tomto systému hraje roli terminalni oxidasy, tedy
posledniho ¢lanku MFO, ktery zacletiuje atom kysliku do substratu [Hlavica a spol., 2003].
Nezbytnou sloZzkou pro spravnou funkci MFO systému jsou i membranové lipidy (viz.

kapitola 6) [Backes a Kelley, 2003].

3.2.  Reak¢ni partneri CYP a jejich interakce

Reakéni cyklus cytochrom P450 je zavisly na dodani 2 elektronii 2 protond.
Elektrony CYP dostava od reakénich partnert, bez kterych by nebyly schopné vykonavat
katalytickou funkci. Vsechny slozky monooxygenas svou vzajemnou interakci
spoluvytvareji reak¢ni fetézec, jehoz podstatou jsou oxidoredukéni (redoxni) reakce.

Dal§im dulezitym enzymem systému kromé CYP je NAD(P)H: cytochrom P450
oxidoreduktasa, ktera pfijima elektrony z primarniho donoru koenzymu NAD(P)H a
pfedava je dale, az na hemové Zzelezo CYP. NADPH: cytochrom P450 oxidoreduktasa,
prostiednictvim rozdilnych redoxnich potenciali svych flavinovych domén (FAD/FMN),
slouzi jako déli¢ elekronového paru. FAD (flavinadenindinukleotid) a FMN
(flavinmononukleotid) domény se vzajemné nepiekryvaji, ale jsou v tésném kontaktu,
ktery umoznuje efektivni prenos elektronid. Flavinové koenzymy zprostiedkovavaji
interakci s dalSimi slozkami MFO. FAD vazebna doména je zodpovédna za vazbu
k primamimu donoru elektront NADPH. Kladné nabité aminokyseliny (lysin, arginin)
reduktasy reaguji se zaporn€ nabitou fosfatovou skupinou NADPH (NADPH: cytochrom
P450 reduktasa neni schopna reagovat s NADH a tim je zaji$téna jeji selektivita). FMN
vazebna doména komunikuje sterminalnim akceptorem (cytochromem P450)
prostiednictvim svého isoalloxazinového kruhu a ptedava mu elektrony [Iyanagi, 2005].

V nékterych mikrosomalnich MFO muze byt NADPH: cytochrom P450

oxidoreduktasa nahrazena cytochromem bs a jeho NADH: cytochrom bs oxidoreduktasou
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(obsahuje jako koenzym pouze FAD). NADH: cytochrom bs oxidoreduktasa miiZze nahradit
NADPH: reduktasu pii ptenosu druhého elekronu, ktery pteda cytochromu bs.

Cytochrom bs je schopny zvySovat reakéni rychlost reakci katalyzovanych
cytochromy P450 [Yamazaki a spol.,, 2001], jeho celkovd funkce neni zdaleka
prozkoumana.

Cytochromy P450 reaguji s ptislusSnym donorem elekront NAD(P)H: cytochrom
P450 reduktasou (cytochromem bs) hlavné prostiednictvim elektrostatickych sil.
Specifické kladné nabité aminokyselinové zbytky CYP na povrchu (ptedpoklada se velky
vyznam lysinu a argininu) reaguji se specifickymi povrchovymi zaporné nabitymi zbytky
reduktasy (vétSinou aspartat a glutamat). Napiiklad CYP101 reaguje prostiednictvim tfi
argininovych a jednoho lysinového zbytku se ¢tyfmi aminokyselinovymi zbytky kyseliny
asparagové putidaredoxin-reduktasy (Arg-72...Asp-38, Arg-112...Asp-103, Lys-344..Asp-
34, Arg-364..Asp-9). Vedle iontovych sil se pii interakcich uplatiuji i hydrofobni interakce
mezi nékterymi nepolarnimi aminokyselinami (leucin, tryptofan, valin). Pfedpoklada se ze,
vyznamnou roli pii transportu elektroni v CYP hraji vysoce konservované aromatické

aminokyseliny jako tryptofan, tyrosin a fenylalanin [Lewis a Hlavica, 2000].

Prvni pfimy experimentalni dukaz o interakci mikrosomalniho CYP s redoxnim
partnerem piinesl komplex CYP2E1 - cytochrom bs. Jejich asociace je zajiSténa dvémi
vazbami mezi Lys-428(CYP2EL)...Asp-53(bs) a Lys-434 (CYP2E1)...Glu-56 (bs). Tyto
¢asti byly zjistény hmotnostni spektrometrii. Biologicky vyznam téchto iontovych pari
mezi CYP2EI - cytochrom bs a stimula¢ni efekt cytochromu bs byl potvrzen cilenou

mutagenezi [Gao, a spol., 2006].

Nejvyznamnéj§im faktorem zvySujicim afinitu cytochromi P450 k NAD(P)H
reduktase je ziejmé vazba substratu do aktivniho mista. Pfitomnost substratu ovliviiuje i

rychlost asociace danych molekul [Backes a Kelley, 2003].

3.3. Rozdéleni monooxygenas se smiSenou

funkci

Monooxygenasy lze rozdélit do dvou hlavnich tfid (tabulka 1),
bakterialni/mitochondrialni (tfida I), mikrosomalni (tfida II). Na rozdil od rozpustnych

bakterialnich systému jsou mikrosomalni a mitochondridlni monooxygenasy vazany na
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membranu. Jednotlivé tfidy MFO se odliSuji lokalizaci, po¢tem a uspofadanim slozek
(domén) transportnich fetézcu [Degtyarenko, 1995; Lewis a Hlavica, 2000]. Piehled
transportnich fetézcl, vyskytujicich se v jednotlivych tfidach cytochromi P450 jsou

shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1: Rozdéleni monooxygenas a prehled jejich transportnich systémi

tfida typ schéma transportniho fetézce
| bakterialni NADH — reduktasa (FAD) — Fe-S redoxin — CYP
mitochondrialni NADPH — reduktasa (FAD) — Fe-S redoxin — CYP
Il mikrosomalni NADPH — reduktasa (FAD,FMN) — CYP
Bacillus megaterium
(CYP102) NADPH — reduktasa (FAD,FMN) — CYP

Legenda: NAD(P)H - nikotinamidadendinukleotid(fosfat), FAD - flavinadenindinukleotid, FMN -
flavinmononukleotid, —>..smér pfenosu elekroni;
prevzato z publikace [Lewis a Hlavica, 2000]

Ttidu 1 lze také oznaclit jako tfislozkovou, pfedani redukovanych ekvivalentii na
CYP zajistuje NAD(P)H:cytpchrom P450 oxidoreduktasa (obsahujici flavinovy koenzym
FAD) a Fe-S protein (ferredoxin) (obrazek 3, I). Ferredoxin zde hraje ulohu délice
elektronového paru. Elektrony jsou témito systémy prenaSeny z NAD(P)H na tieti,
terminalni slozku transportniho systému, cytochrom P450 [Degtyarenko, 1995].
Monooxygenasovy systém bakterii (bakterialni typ) se vyskytuje v cytosolu.

Vyjimkou mezi bakteridlnimi systémy je systém CYP102 z Bacillus megaterium,
ktery hydroxyluje tfetézce mastnych kyselin. Jeho transportni systém je dvouslozkovy:
NADPH: cytochrom P450 oxidoreduktasa obsahujici FAD/FMN a pfislusny cytochrom
P450. Diky tomuto uspofadani patti CYP102 do II tfidy. Jeho flavinové domény
(FMN/FAD) a cytochrom P450 jsou (narozdil od klasickych zastupcii II.tiidy) soucasti
jediného polypeptidového fetézce (obrazek 3, III) [Peterson a spol., 1997].

Monooxygenasy pfitomné v mitochondriich fadime do tfidy [, ale mizeme je
povazovat za prechodny stupein mezi bakteridlnim a mikrosomalnim typem
monooxygenas. NADPH dependentni oxidoreduktasa je umisténd spolu s danym
cytochromem P450 na membrané, ¢imz se shoduje s mikrosomalnim typem. Naopak
ptitomnost Fe-S proteinu a jednoslozkové flavinové domény (FAD) je typické pro

bakterialni MFO [Degtyarenko, 1995].
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Mikrosomalni typ MFO spad4a do ttidy II, kterd je tvofena dvéma slozkami:
membranové vazanou NADPH: cytochrom P450 oxidoreduktasou, jejiz soucasti jsou
soucCasné koenzymy FAD/FMN a cytochromem P450 (obrazek 3, II) [Degtyarenko, 1995].

V soucasnosti je znadm novy zastupce cytochromi P450 (obrazek 3, IV)
Rhodococcus sp. Jeho monooxygenasovy systém nelze zaradit do vySe uvedenych tfid, je
slozen z NADPH reduktasy s FMN flavinovou doménou, ferredoxinu a samoziejmé z
cytochromu P450. Tyto slozky jsou podobné jako u CYP102 soucasti jediného
polypeptidického fetézce [Roberts a spol., 2002].

FMN
FAD P4s0 N doména
Ferredoxin I el .‘ I1I
reduktasa 5“ P ot D T A
' ' - Y MR e
o (3 - FAD ﬁv‘\ 7 P paso
T orens doména 5_‘" ¥ doména
FAD / FMN FMN / FeS P
P450 II reduktasa ol 1V
reduktasa - doména J )
’ ?’f
; “ é | ¥ P450
F¥ membrana N )  doména

Obrazek 3: Rozdéleni monooxygenasovych systémii cytochromu P450 a usporadani
jejich domén.

Legenda: [- bakteridini systém; II- mikrosomalni systém; IlI- Bacillus megaterium (CYP102); IV-
Rhodococcus; tevené je znazornén cytochrom P450, zZlut¢ FAD doména, zelené FMN doména, hnédou

barvou je znazornén FeS protein a modfe membrana
prevzato z [http://www.chem.ed.ac.uk/chapman/p450.html]
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3.4. Mechanismus prenosu redukénich

ekvivalentu

Ptenos redukénich ekvivalentl z jednoho redoxniho partnera na druhého (tabulka 1,
str. 14) probihd ve sméru vysSich hodnot redoxnich potenciali. K pozadované redukci
termindlni slozky cytochromu P450 dojde pouze tehdy, pokud bude mit CYP nejvyssi
hodnotu redoxniho potencidlu mezi slozkami MFO. Tuto podminku spliiuje cytochrom
P450 pouze s navazanym substratem v aktivnim centru, kdy ma CYP vyssi potencial nez
jeho reduktasa, a muze dojit k pozadované reakci. Jako piiklad hodnot redoxnich
potenciali (E’) jednotlivych slozek transportniho fetézce monooxygenasového systému
poslouzi systém prvniho krystalograficky pfipraveného cytochromu CYP101 (tabulky 1),
nalezeného v bakterii Ps. putida. Transport elektronll v tomto redoxnim fetézci lze vyjadrit
schématem: NADH — FAD-reduktasa — putidaredoxin (Fe-S protein) — cytochrom
P450. [Lewis a Hlavica, 2000].

Tabulka 2: Prehled redoxnich potenciali sloZzek monooxygenasového systému

cytochromu P450 101 z P. putida

Slozka E° (mV)
NADH -320
FAD -290
Putidaredoxin -240
'CYP101 -303
ICYP101 -173
0,/0;" -160
0, 1H,O -100

Legenda: E'- redoxni potencial v milivoltech (mV)
Y CYP101 bez substratu
> CYP101 s navazanym substratem

prevzato z [Lewis a Hlavica, 2000]
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4.Reak¢éni mechanismus CYP

Cytochromy P450 katylyzuji predev§im dva typy reakci:
1) hydroxylaci a oxygenaci substratu, vyuzivajici biatomickou molekulu vzdusného
kysliku a koenzymu NAD(P)H" jako donor redukénich ekvivalentl
2) hydroxylaci a oxygenaci substratu, vyuZivajici jako zdroj kysliku peroxyslouc¢eninu
(XOOH) [Coon a spol., 1992].

Vétsina reakci cytochromu P450 za spoluprace reakénich partnert lze vyjadrit
sumarni rovnici:
RH + O, + NAD(P)H + H" - ROH + H,0 + NAD(P)"

RH...substrat
ROH...monooxygenacni produkt
NAD(P)H, (NAD'(P)")....redukovany (oxidovany) koenzym
0O;...molekularni kyslik

Tato sumarni reakce probiha ve vicekrokovém (I-VIII) cyklickém sledu (obrazku 4,
str. 19) a popisuje reakéni mechanismus cytochromu P450.
Hemovy atom Zeleza v aktivnim centru je v nativhim (nizkospinovém) stavu

11+

hexakoordinovany ve ferri (Fe''") formé&. Sestym ligandem je kyslik z molekuly vody nebo

interniho aminokyselinového zbytku.

Jednotlivé kroky reakéniho mechanismu CYP:

[- Po vazbé molekuly substratu do aktivniho mista dochazi k vytlaceni Sestého
ligandu, atom zeleza se dostadva do pentakoordinovaného (vysokospinového) stavu.
Dochazi ke konformaéni zméné molekuly enzymu, ktera se projevi zménou spektralnich
vlastnosti (posunem absorp¢niho pasu hemu).

[I- Pentakoordinované hemové Zelezo piijima prvni elektron a redukuje se na ferro
(Fe'™) formu. Primarnim donorem elektronu je koenzym NAD(P)H, ktery elektron predava
NAD(P)H reduktase a ta ho pteda CYP.

[II- Pouze hem ve stavu Il je schopen prostfednictvim delokalizace elektroni vazat
molekulu kysliku nebo jiné ligandy (viz. V-stav). Molekula kysliku se stava Sestym

I+

ligandem hemového (Fe ) Zeleza.
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V- Alternativni mozZnost, navazani oxidu uhelnatého CO na hemové Zelezo ve stavu
[II.

IV- Zelezo ve ferri formé je opét redukovano NAD(P)H reduktasou piipadné
NADH: cytochrom bs reduktasou, dojde opét k delokalizaci elektronii. Vznikne tak
aktivovana forma CYP s biatomicky navazanou molekulou kysliku. (Pokud neni druhy
elektron dodan dostate¢né rychle, komplex se rozpadne na superoxidovy anionradikal,
ktery je dale rozlozen superoxiddismutasou na peroxid vodiku.)

VI- Vazba molekuly kysliku (O-O) se Sté€pi. Jeden atom kysliku zlstane vazan na
iontu Zeleza v hemu. Vznika radikal kysliku, ktery vytrhne vodikovy atom ze substratu za
vzniku radikélu substratu a hydroxylovaného radikalu vazaného na hemové zelezo. Druhy
atom kysliku piijme dva protony a dojde k redukci na vodu.

VII- Radikal substratu (Re) a hydroxylovy radikal (HOe) spolu rekombinuji za
vzniku hydroxylovaného substratu (produktu) vazaného na hemové Zelezo. Produkt se
uvolni z aktivniho mista cytochromu P450 a hem se vraci do puvodniho stavu. Proces se

tak muze opét opakovat [Porter a Coon, 1991; Denisov a spol., 2005].
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Obrazek 4: Schéma reakéniho cyklu cytochromu P450
Legenda: (I-VII) - jednotlivé kroky reakéniho cyklu CYP; Fe"" — atom hemového Zeleza v redukované

(oxidované) forme; O,(CO) - molekula kysliku (oxidu uhelnatého); e (H") —elektron (proton), reduk¢ni
ekvivalenty; RH (ROH) — substrat (produkt); XOOH(XOH) - peroxysloucenina jako alternativni donor
kysliku

ptevzato z [http://metallo.scripps.edw/PROMISE/ P450 cycle.gif]
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5.Metody zkoumani struktury CYP

Pokud chceme porozumét funkci cytochromi P450 je nezbytné odhalit jejich strukturu.

K determinaci struktury téchto enzymi se Casto pouzivd kombinace riznych metod.

Nejcastéji pouzivané metody pii studiu struktury cytochromi P450 jsou uvedeny nize.

5.1.  Spektralni metody

Princip spektralnich metod spociva ve vyuziti interakce hmoty a zafeni. Mezi
nejcastéji pouzivané patii fluorescenéni techniky, Ramanova spektroskopie, chiroptické
metody (cirkularni dichroismus, opticka rota¢ni disperze) a nuklearni magneticka

resonance (viz dale).

5.2. Rentgenova krystalografie

Rentgenova krystalografie si do soucasnosti udrzela misto nejpouzivanéjsi metody
ke studiu trojrozmérné struktury biomakromolekul. Zvlasté pro proteiny je spolu s NMR
nezastupitelnou metodou, kterd umoziuje poznat jejich detailni strukturu na atomarni
trovni. Zakladnim kamenem této fyzikalné-chemické metody je piiprava relativné velkého
a kvalitniho krystalu proteinu, k jehoZ pfipravé je nutny extrémné Cisty proteinovy vzorek.
Piipraveny krystal je vystaven rentgenovym paprskum (X-paprskiim), které pii prichodu
krystalem interaguji s elektrony atomi krystalu a rozptyluji se vSemi sméry. Pokud je
uspofadani atomu pravidelné dochazi k difrakci. Schéma tohoto dé€je je zobrazeno na
obrazku 5A. Vysledkem jsou rizné intenzivni skvrny (difrakéni zédznam), zéavislé na
intenzité a na poloze interferujicich paprski (obrazek 5B). Aby doslo ke spravné difrakci
musi se na dané misto vpravit atom tézkého kovu (napi. Hg, U, Pb) tak, aby se nezménil

celkovy tvar proteinu .
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Zdroj X
paprski —.
Krystal

Detektof

Obrazek 5: A) Schéma difrakce paprski po prichodu krystalem, B) Difrakéni

zaznam proteinového krystalu

pfevzato z
[http://www.molbio.upol.cz/stranky/vyuka/BPOL/5.%20Metody%20urcovani%20prostorove%20struktury%
20proteinu.pdf]

Pomoci pocéitatovych programu se difrakéni zaznamy (intenzity a polohy skvrn)
vyhodnoti a vysledkem jsou informace o hustoté elektronit v riznych bodech prostoru
zaujimaného molekulou proteinu. Nejvétsi hustota elektrontt je v mistech, kde lezi
jednotlivé atomy. Spojenim mist o stejné elektronové hustoté v uréitém rovinném prifezu
molekuly se ziskat “elektronova mapa* této roviny. Narysovanim takovych map pro rizné
roviny a jejich srovnanim do sloupce Ize ziskat obraz vnitini struktury proteinové globule.

Vznika tak obraz jedné z nejpravdépodobnéjsich struktur proteinu [Sipal a spol., 1992].

Rentgenova krystalografie ma 1 své nedostatky, které budou blize popsany

v kapitole 7 prostfednictvim krystalovych struktur CYP2B4.

Ptiprava krystalové struktury proteinu vyzaduje jeho izolaci z pfirozeného prostiedi
a obohaceni atomem tézkého kovu. Nebot’ jesté nebyl piipraven krystal membranového
proteinu, vyzaduje pfiprava krystalu savéiho cytochromu P450 navic vyraznou upravu

aminokyselinové sekvence. Vysledny krystal obsahuje navic velké mnozstvi vody.

I ptes vSechny nevyhody pfinasi krystalova rentgenografie velmi piesné informace
ptedev§im o bakteridlnich cytochromech, které lze dale vyuzit pro zdokonaleni struktur

savéich.

Prvni uspésné vyreSenou krystalovou strukturou CYP byla bakteridlni CYP101

[Poulos a spol., 1987], mezi dal$i vyznamné CYP108 [Hasermann a spol., 1994], CYP102
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[Ravichandran a spol., 1993], CYP107A1 [Cupp-Vickery a Poulos, 1995], CYP 55Al
[Park a spol., 1997], CYP167A1 [Nagano a spol., 2003] a prvni krystalova struktura

CYP119 ziskana z termofilniho organismu Sulfolobus solfataricus [Yano a spol., 2000].

Bakterialni struktury se vyznacuji zna¢nou podobnosti, ktera vedla k predpokladu,
ze mezi viemi CYP je strukturni zéklad stavby proteinové molekuly shodny. Tohoto
predpokladu se vyuzivad vcelé fadé metod studia struktury CYP, napf. homologni

modelovani 3D struktur sav¢ich CYP.

3D strukturni data CYP ziskana rentgenovou krystalografii jsou uloZeny v
proteinové databance (Protein Data Bank, PDB, http://www.rcsb.org/pdb/), kde tvofi

kolem 80 % ze znamych proteinovych struktur cytochromi P450.

Prvni krystalograficka struktura sav¢iho mikrosomalniho cytochromu P450 2C5
[Cosme a Johnson, 2000]. byla pfipravena odstranénim N-koncové membranové kotvy,
modifikaci nékterych usekl polypeptidického fetézce, které byly nahrazeny z piibuzného
CYP2C3, a expresi v Escherichia coli. Tento zpusob ptipravy krystalu nevyzaduje
pfitomnost detergentt, které by mohly agregaci CYP poskodit krystalou strukturu enzymu.
Takto modifikovany enzym CYP2CS5/3 si v rekonstituovanych systémech kromé své
katalytické aktivity zachoval i schopnost asociace s membranou. Proto tato krystalova
struktura je vhodna jako templat pro homologni modelovani dal$ich mikrosomalnich
cytochromli P450 a miZe pomoci pii navrhu struktury modulatori a predpovédi

metabolismu substrati CYP [Williams a spol., 2000].

V proteinové databance jsou v souCasné dobé uloZeny i struktury nékterych
reduktas a dals$i struktury savéich CYP (viz. dale). Ackoli struktury jednotlivych
komponent né€kterych monooxygenasovych systéml jsou znamy, jes$té se nepodatilo

ptipravit krystalovou strukturu jejich komplexu.

Nasledujici dosud znamé sav¢i krystalové struktury byly ptipraveny expresi
v Escherichia coli bez N- koncové ¢asti a Casteéné upravy aminokyselinové sekvence:
CYP 3A4 [Yano a spol., 2004; Williams a spol., 2004], CYP 2C9 [Williams a spol., 2003;
Wester a spol., 2004], CYP 2C8 [Schoch a spol., 2004], CYP 2A6 [Yano a spol., 2005],
2D6 [Rowland a spol., 2006] a 2B4 [Zhao a spol, 2006; Scott a spol., 2004; Scott a spol.,
2003].
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[ pfes vSsechny zminéné nevyhody pfedstavuje rentgenova krystalografie primarni

nastroj pro porozumeéni vztahu struktury a funkce cytochromu P450.

5.3. Chemické modifika¢ni metody

Chemické modifikacni metody patfti mezi nepiimé metody zkoumani struktury
pouzivané predev§im ke studiu aktivniho mista a membranové topologie cytochromu

P450.

Nasledujici metody vyuzivaji vzniku kovalentni vazby mezi zkoumanou

makromolekulou (CYP) a chemicky reaktivnim ¢inidlem.

5.3.1. Afinitni znaceni

Tato metoda je zaloZena na pfirozené afinité mezi ligandem (napft. substratem) a
receptorem (napi. enzymem). Jedna z téchto molekul vazebnych partnert je substituovana
chemicky reaktivni skupinou za vzniku afinitni znacky (sondy), ktera po ptidani do reak¢ni
smési vytvori kovalentni komplex ligand-receptor. Afinitni znaCeni ma vSak nékteré
nedostatky: nizkou chemickou reaktivitu afinitni sondy a vysokou moznost nespecifického
znaceni (interakce sondy v jinych mistech nez je specifické vazebné misto pro dany ligand)

[Kubickova a Hodek, 2001].

5.3.2. Fotoafinitni znaceni

Tato metoda je zaloZena na principech afinitniho znaceni se snahou odstranit jeho
zminéné nedostatky. Chemicky reaktivni skupina sondy je z piivodné inertni skupiny
v pozadovaném case fotolyticky aktivovana. Fotolyzou dojde k rozpadu fotolabilni
skupiny sondy za vzniku reaktivniho intermediatu, ktery umoZzni tvorbu kovalentni vazby
mezi sondou a studovanym receptorem. Pro piipravu fotolabilni sondy se pouzZivaji
predevS§im prekursory karben. Vyhodou fotolyticky generovanych intermediati je
extrémné kratky polocas Zivota a zna¢na reaktivita s pomérné€ nizkou selektivitou sondy,
coz vede ke snizeni moznosti nespecifického znaceni. Pouziti fotoafinitniho znaceni je

vhodné zejména pro:

1) Mapovani aktivniho centra enzymu CYP. Jako jedna zmala metod umoziuje
fotoafinitni znaceni pohled do struktury hydrofobniho vazebného mista (identifikaci

vyznamnych aminokyselinovych zbytkt) [Antonovi¢ a spol., 1999].
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2) Studium membranové topologie CYP, ktera lze provadét dvéma zptisoby.

Prvni zplsob je zaloZzen na pouziti fotolabilnich derivati lipidi nebo jinych
hydrofobnich fotolabilnich sloucenin, které jsou dobie rozpustné v membrané. Po fotolyze
Jsou reaktivni intermediaty téchto latek schopné oznalit Casti proteinu, které interaguji
s membranou. UrCenim vzdalenosti mezi hydrofilnim koncem a fotolabilni skupinou
vhodné slouceniny lze urcit 1 hloubku zanofeni proteinové molekuly do membrany.
Fotolabilni sondy musi byt schopny efektivni inkorporace do neaktivovanych C-H vazeb
postrannich alifatickych fetézci hydrofobnich aminokyselin, které 1ze predpokladat prave

v téchto Castech proteini.

Druhy zptsob studovani membranové topologie je zaméfen na identifikaci
nemembranovych (hydrofilnich) useki cytochromiit P450. Pro tento zpiisob se vyuziva

jakakoli hydrofilni fotolabilni slouc¢enina nevstupujici do membrany.

3) Ireverzibilni zablokovani aktivniho mista enzymu inhibitorem. Komplex inhibitor-
enzym miize umoznit zachyceni struktury enzymu v ur¢itém konformac¢nim stavu, ktery
lze vyuzit pro studium vztahu struktury a funkce tohoto enzymu [Kubickova a Hodek,

2001].

S5.4. Epitopové mapovani

Epitopové mapovani patii mezi jednu z imunochemickych metod. Tato metoda
vyuziva specifické interakce protilatek a antigenu (oblast CYP). Epitopové mapovani
pomaha objasnit strukturu sav¢ich CYP, prostiednictvim identifikace aminokyselinovych
usekl (epitopu) CYP, které (ne)interaguji s membranou endoplazmatického retikula.
Protilatky ochotné reaguji s ¢astmi proteinu exponovanymi do cytosolu, slabé s misty
v blizkosti membrany, ale nereaguji s useky schovanymi v membran¢é. Touto metodou
bohuzel nelze rozeznat, zda oblasti CYP netvoiici komplex s protilatkami, jsou soucasti
membrany nebo oblasti sekundamich struktur proteinu neexponovanych do vodného
prostiedi. Epitopové mapovani tedy neni nejvhodnéjsi metodou pro studium CYP, protoze
jejich velka Cast struktury je chranéna pfed vodnym prostiedi uvnité globule. Epitopové
mapovani lze pouzit jako dopliikovou techniku pro ovéfeni (ne)ptitomnosti urCitych oblasti

CYP v membrané ¢i cytosolu [Uvarov a spol., 1994].
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5.5. Cilena mutageneze

Pokud se predpoklada, Ze néktery aminokyselinovy zbytek v enzymu vykonava
specifickou katalytickou funkci, 1ze tuto funkci pomoci cilené mutageneze ovéfit, vyménou
(modifikaci) aminokyseliny za jinou, ktera neni této funkce schopna. Tato vyména se
provadi zménou sekvence basi specifického kodonu v genu (mutaci). Mutovany gen se
namnozi ptidanim DNA polymerasy, DNA ligasy a deoxyribonukleosidtrifosfati. Takto
piipraveny mutantni gen se vnese do expresniho vektoru (napi. Escherichia coli) za silny
promotor, kde probéhne jeho zvySena exprese. Takto pfipraveny protein se purifikuje a
stanovi se jeho vlastnosti. Cilend mutageneze je velmi cenna metoda, ktera pomaha
dokazovat ¢i vyvracet vyznam a funkci aminokyselinovych zbytkd, zjisténych
rentgenostrukturni analyzou, fotoafinitnim zna¢enim nebo homolognim modelovanim

[Szklarz a Halpert, 1997].

5.6. Homologni modelovani

Homologni modelovani je pocitatova metoda vyuzivana k predikci 3D
struktury proteinli. Modelovani je zaloZzené na piedpokladu, Ze aminokyselinova sekvence
proteinu do urcité miry predurcuje sekundarni strukturu proteinu. Navic lze predpokladat,
Ze pribuzné proteiny obsahuji shodné (homologni) motivy terciarni struktury. Aby vznikl
dany model proteinu je tedy nezbytné znat jeho aminokyselinovou sekvenci, kterd je
nasledné porovnana se sekvencemi znamych proteini a vyhledan vhodny templat.
Templaty daného proteinu musi obsahovat co nejvice sekvenéni homologie. Pfi porovnani
sekvenci modelovaného a znamych proteini jsou rozliSeny shodné a odlisné
aminokyselinové uUseky. Pro odlisné useky jsou vypocteny pravdépodobnosti vyskytu
jednotlivych sekundarnich motivi. Po vytvofeni modelu apoproteinu cytochromu P450 je

do dané struktury vnesen hem a je podroben energetické minimalizaci.

Nejcastéj$imi templaty pro ptipravu modelil jsou krystalové struktury bakterialnich
CYPI101 ziskana z bakterie Pseudomonas putida (prostiednictvim této prvni struktury byla
ziskana vétSina dosud znamych informaci o vztahu funkce a struktury CYP) a CYP102 z
Bacillus megaterium. CYP102 se vyznaCuje velkou podobnosti (sekvenci, reak¢énimi
partnery) s mikrosomalnimi formami a je proto pro né vhodnéjsim templatem nez CYP101

[Chang a spol., 1996].
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Pro homologni modelovani byl vytvofen server Swiss-PDBViewer

(http:// www.expasy.org/).

Strukturni data proteini uloZzenda v PDB pochazeji ze 2 % zhomologniho

modelovani.

Do soucasné doby je znamo pouze malo krystalovych struktur membranovych CYP
a proto je predikce 3D struktur neznamych CYP prostfednictvim homologniho modelovani
velmi cennou technikou. Model cytochromu P450 muze byt vyuzit k identifikaci
aminokyselinovych zbytkd tvofici aktivni misto enzymu, k navrzeni specifického
inhibitoru nebo mize pomoci pi1 mapovani piistupového substratového kanalu k aktivnimu

mistu CYP.

Samotna predikce nemusi vést k vérohodnému zjisténi struktury cytochromit P450.

Vzdy je tieba model validovat pomoci dalsich fyzikalné—chemickych a chemickych metod.

5.7.  Nuklearni magneticka resonance (NMR)

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je metoda zalozend na interakci
magneticky  aktivnich  jader  (umisténych  vsilném  magnetickém  poli)
s elektromagnetickym zarenim v oblasti radiovych vin. Vlivem vzajemnych interakci jader
a molekulového okoli dochazi k charakteristickym posuniim a $té€peni signalt jednotlivych
jader, které jsou zaznamenany ve spektru. Spektra dale mohou slouzit ke zpétnému ziskani

struktury sledované molekuly nebo jejich Casti.

Kromé informace o prostorovém uspoiaddni CYP poskytuje NMR spektroskopie
jesté jistou informaci o mobilité jednotlivych ¢asti peptidového fetézce (molekulova
dynamika). Dal§i vyhodou této metody je mozZnost zkoumani proteinii v pfirozeném

prostiedi.

V poslednim desetileti doSlo k vyraznému narustu zajmu o studium bilkovin
pomoci NMR spektroskopie. V soucasné dobé je tato metoda spolehlivé pouZitelna pro
proteiny o velikosti 60kDa. Tato metoda se vSak stile vyviji a v budoucnu bude

pravdépodobné schopna poskytovat jesté vice informaci.
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5.8. Hmotnostni spektrometrie

Tato moderni technika je schopna identifikovat jednotlivé proteiny neptimo a to
analyzou peptidi, vzniklych specifickou hydrolyzou pfislusnych proteini. K tomuto ucelu
se nejvice pouziva proteolysa trypsinem. Problém identifikace proteinu je tedy redukovan
na problém identifikace jednotlivych peptidl, respektive jejich molekulovych hmotnosti
(metoda peptidového mapovani). Soubor molekulovych hmotnosti specificky ziskanych
peptidil je pro dany protein nejlepsi identifikaci. Pro studium struktury CYP vSak MS mize
slouzit pouze ve spolupraci s dals$imi metodami, protoze udava informaci pouze o primarni

strukture.

27



6. Membranova topologie

6.1. Membrana a jeji slozky

Biologickd membrana tvofi bariéru mezi dvémi odliSnymi bunénymi
kompartmenty, napiiklad cytosolem a lumen endoplazmatického retikula. Membrana je
tvofena amfipatickou fosfolipidovou dvojvrstvou. Hydrofobni oblasti obou vrstev
fosfolipidl jsou orientovany k sobé& dovniti membrany a jsou zcela chranény pred vodnym
prostiedim, zatimco hydrofilni hlavy fosfolipidi se svodnym prostiedim stykaji.
Fosfolipidy se uvnitt dvojvrstvy pohybuji (rotuji a vyménuji se sousednimi) a tim zajist'uji
pohyb ostatnich slozek membrany, napiiklad membranovym proteinim. Vzhledem
k vlastnostem membrany lze predpokladat, ze useky zanotené do této biologické struktury

musi byt pfevazné tvoreny z hydrofobnich aminokyselin

Aby mohly byt amfipatické proteiny soucasti membrany, musi zaujimat takovou
strukturu, ktera minimalizuje jejich polaritu. Casti proteintl, které prochazeji membranou
skute¢né zaujimaji prevazné alfa helikalni usporadani nebo strukturu beta skladaného listu.
Oblasti membranovych proteintt s ptevazné hydrofilnim charakterem jsou umistény na

povrchu membrany a interaguji s hydrofilnimi hlavami fosfolipidi.

Podle zplsobu interakce s membranou délime proteiny na periferni (vazany
elekrostatickymi silami na hydrofilni ¢asti specifickych integralnich proteinll) a integralni
(reaguji s membranovymi fosfolipidy). Integralni membranové proteiny prochazeji celou
(transmembranové proteiny) nebo pouze ¢asti fosfolipidové dvojvrstvy. Jak se proteiny
ocitly v membrané lze vysvétlit ,,signalni hypothesou, podle které nékteré proteiny po
jejich synthese obsahuji na svém N-konci signalni peptid (vedouci sekvenci), ktery

zprostredkuje jejich zanoteni do ptislusné membrany.

Tato hypothesa se uvazuje u mikrosomalnich CYP, které jsou na rozdil od
bakterialnich forem integralnimi proteiny membrany endoplazmatického retikula (ER) a

proto je jejich studium struktury velmi omezeno.
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6.2. Membranova topologie

Dosud nebyl uspokojivé vyieSen zplisob, hloubka a vyznam zakotveni
mikrosomalnich cytochromi P450 v biologické membrané. Problematika zakotveni

proteini v membran¢ je oznacovana jako membranova topologie.

V membrané ER jsou kromé molekuly cytochromu P450 ukotveny i jeho reak¢ni
partnefi monooxygenasového systému (NADPH: cytochrom P450 reduktasa, NADH:
cytochrom bs reduktasa, cytochrom bs). Pro pochopeni mechanismu interakce sav¢ich CYP
a jeho partneri je nezbytné objasnit vyznam fosfolipidové dvouvrstvy

v monooxygenasovych systémech.

K vysvétleni funkce membrany v MFO slouzi hypothesa, podle které se
membranové vazané proteinové molekuly pohybuji prostiednictvim jejich membranovych
usekil difuzi v rovin€ membrany. Difuzni pohyb téchto komponent v membrané umoziuje
jejich interakci a vyvola konformacéni zmény zvysujici afinitu k substratu. Difuze tedy
udava rychlost reakce proteinovych komponent uvnitf membrany, kterd je dana jeji
fluiditou. Jakakoliv zména stavu (sloZzeni) membrany se tedy projevi zménou aktivity
danych enzyml. Zména ovlivni interakci mezi cytochromem P450 a jeho reduktasou
napfiklad zménou konformace samotného cytochromu P450. Podle této hypothesy
membrana slouzi také jako zdroj hydrofobnich substrati vstupujicich do aktivniho mista

[Taniguchi a Pyerin, 1988].

Studiem funkce N-koncovych membranovych domén se ukazalo, ze N-koncova
doména NADPH: cytochrom P450 reduktasy ma pravdépodobné dilezitou roli pii
transportu elektroni. Po odstranéni jejiho N-koncového useku nebyla tato molekula
schopna piijimat elektrony z primarniho donoru koenzymu NADPH. Odstranéni nemélo
vliv na prenos elektronl zreduktasy dale. Samotné odstranéni N-koncové c¢asti u
cytochromu P450 naopak ziejmé nema vliv na zprostiedkovani interakce s reduktasou a

tim ani na pienos elektronl [Backes a Kelley, 2003].

N-koncova sekvence mikrosomalnich CYP (30-50 aminokyselin) zaujima o -
helikalni strukturu, ktera slouzi jako membranova kotva pro zbytek proteinové molekuly
(katalytické domény), umisténé na cytosolarni stran¢ membrany. Jakym zplsobem je tato

helikalni oblast v membrané uspofadana neni zatim evidentni (viz. dale) N-koncova
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membranovova a katalytickd doména je spojena kratkym hydrofilnim usekem bohatym na

prolinové zbytky, ktery je lokalizovan v cytosolu [Ortiz de Montellano, 2005]

Existuje nékolik hypothes, které popisuji jakym zplisobem je v membrané N-konec
peptidového fetézce zanofen. Jedna z nich predpoklada, ze NH, - konec polypeptidového
fetézce proteinu vycnivd do lumen endoplazmatického retikula [Furuya a spol.,1989;
Szczesna-Skorupa a spol., 1988] a tvofi v membrané transmembranovou kotvu tvotfenou

jednim & -helixem (obrazek 16a) [Vergeres a spol.,1989 a 1991; Kunz a spol., 1991].

Opacné hypothesa predpoklada, ze NH,-konec fetézce je situovan na cytosolarni
strané¢ membrany [Bernhardt a spol., 1988] a do membrany endoplazmatického retikula je

CYP zakotven pomoci dvou « -helixil (obrazek16b) [Nelson a Strobel, 1988].

CYTOSOL

LUMEN a b

Obrazek 6: Membranova topologie mikrosomalnich CYP v membrané ER
Legenda: Dvé piedstavy zakotveni CYP v membrané.

a) tvofena jednim transmembranovym ¢ -helixem, NH, konec vy¢niva do lumen ER

b) tvofena dvémi transmembranovymi ¢ -helixy, NH, konec vy¢niva do cytosolu

prevzato z [Brown a Black, 1989].

Nékolik savéich CYP (ucastnici se syntézy sterolu, steroidi a Zlucovych kyselin) je
lokalizovano na vnitini stran€é membrany mitochondrii, sméfované do matrix. Tyto
mitochondrialni CYP neobsahuji N-koncovou transmembranovou kotvou ve vnitini
mitochondrialni membrané a pfesto jsou na ni vazany [DuBois a spol., 1981; Ogishima a
spol., 1985]. Podobnost mitochondridlnich a mikrosomalnich struktur CYP vedla k hledani

dalsich (doplnkovych) membranové vazanych Casti polypeptidického fetézce.
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Tyto cCasti se ukazali byti nespojitymi useky katalytické domény blizko N-konce
polypeptidového fetézce, které zajistuji mnohem specifitéjsi a pevnéjSi orientaci
katalytické domény CYP, neZ by byla dosazena pouze transmembranovou kotvou.
Kombinace transmembranové kotvy spolu s dopliikkovymi membranovymi oblastmi
zajistuje spravnou orientaci CYP a dovoluje vstup substratim do aktivniho mista a

interakci s reduktasou [Williams a spol., 2000].

Polypeptidovy fetézec tvorici katalytickou doménu sav¢ich CYP je vSeobecné delsi
nez odpovidajici oblast bakterialnich forem. Charakteristické vlozeni je evidentni v oblasti
F, G helixi, které jsou pro svou hydrofobni povahu povazovany za jednu z doplitkovych
membranovych domén [Williams a spol., 2000, Izumi a spol., 2003, Deng a spol., 2003].
F-G oblast se vyznacuje dalsimi kratkymi helixy F* a G* (CYP 2C5 a 2B4) nebo jednim
dlouhym helixem F* (2C8 a 2C9). Tato oblast spolu s transmembranovou kotvou tvofi
hydrofobni povrch blizko N-konce proteinové molekuly, ktery je nejvyraznéjsSim
strukturnim rozdilem ve srovnani s bakterialnimi cytochromy P450 [Ortiz de Montellano,

2005].

Riizné pristupy feSeni membranové topologie

Vhodnymi metodami pro determinaci hydrofobnich oblasti CYP (interagujicich
s membranou) jsou metody fotoafinitniho znaceni, metoda epitopového mapovani a cilena
mutageneze (viz. kapitola 4). Tyto metody v kombinaci s rentgenovou krystalografii a

homolognim modelovanim slouzi k objasnéni membranové topologie.

Pro studium membranovych proteinit je vhodné pouzit rizné techniky znaceni
proteinl pfimo v prostfedi membrany. Jsou-li pouzity Cinidla neprostupujici membranu,
oznaéi se pouze oblasti proteini vné membrany. Jako modifikacni Cinidla se pouzivaji
barevné fluorescenc¢ni ¢i radioaktivni slou¢eniny nesouci reaktivni skupinu, které mizou a
nemusi byt maskovany. Tyto slouceniny se navazi na protein, bud’ na kazdou dostupnou
aminokyselinu, nebo je-li sama substratem enzymu, cilené¢ do aktivniho mista. Nasledné
Ize na modifikovany protein nechat pasobit proteolyticka &inidla (napt. trypsin). Stépy se

separuji a nasleduje ur¢eni modifikované aminokyseliny.

Epitopové mapovani vyuziva primarni aminokyselinové sekvence a specifickych
protilatek k identifikaci epitoptit CYP exponovanych do cytosolu. Pomoci této metody byla

zkoumana napiiklad struktura CYP2CS. Prvni ¢asti mapovanou protilatkami (od N-konce)
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byl prolin 30, ktery spolu s dalsimi 9 aminokyselinovymi zbytky tvofil spojovaci ¢ast mezi
membranovou a katalytickou ¢asti. Tento spojovaci region, nachazejici se na cytosolarni
strané membrany, hraje pravdépodobné ochranou roli pfed translokaci do
endoplazmatického retikula. Oblasti, které nebyly rozpoznany protilatkami jsou
povazovany za hydrofobni a membranove useky. Pro CYP2CS byly za hydrofobni
oznaceny oblasti pred helixem A (30-45), nasledujici aminokyselinové zbytky helixu A

(60-69), oblasti (376-379) f,-struktury a usek mezi helixy F a G helixy na C-konci

polypeptidového fetézce (obrazek 7) [Williams a spol., 2000].

Krystal CYP 2C5

membrana

Obrazek 7: Membranova topologie CYP2CS5, uréena pomoci epitopového mapovani

prevzato z [Williams a spol., 2000].

Homologni modelovani a membranova topologie

Kromé vy$e zminénych metod muze pfi membranové topologii CYP pomoci
metoda homologniho modelovani. Homologni model struktury CYP2B1 byl primarné
vytvofen podle templatu cytochromu CYP102. Chybéjici informace o struktufe byly
doplnény dal$imi bakteridlnimi a sav¢imi cytochromy P450. V modelu proteinu je patrny
dlouhy vystupujici hydrofobni sek proteinu mezi helixy F a G (tzv. F/G smycka), ktery je
ziejmé zanofen do membrany (obrazek 8). V tésné blizkosti F-G oblasti, pfed helixem A
(pre-A) je patrny dals$i hydrofobni usek. Kromé téchto dvou membranovych domén nelze

opomenou existenci N-koncové kotvy, jejiz predikce vzhledem k chybéjicimu templatu
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nemusi odpovidat skutecnosti. Na obrazku 7 je zobrazena predstava membranové interakce
homologniho modelu CYP2BI1,. ktery ptedpokladéd interakci pre-A a F-G oblasti mezi
sebou a membranou a vznik hydrofobniho kanalu pro vstup substratu do aktivniho mista
enzymu. Katalytickd ¢ast proteinu reaguje s membranou prostfednictvim kladné nabitych
aminokyselinovych zbytkd arginini a lysint, které reaguji s povrchem membrany pies

zaporné nabité hlavy fosfolipidi [Dai a spol., 1998].

Obrazek 8: Membranové domény homologniho modelu CYP 2B1

Legenda: C-term, N- term je oznaceni pro C a N-konec polypeptidového fetézce; na N- konci fetézce je
zobrazena prvni membranova doména transmembranova kotva; druha doména F-G oblast a tfeti doménou je
pre-A region (oblast pfedchazejici A helixu); v blizkosti hemové skupiny (Cervené) jsou oznaceny I a L

helixy
pfevzato z [Dai a spol., 1998].
Dobrym ptikladem rozporu problematiky membranové topologie savcich

cytochromi P450 je soucasna idea membranového zakotveni krystalové struktury

CYP2B4.
Krystalova struktura a membranova topologie

Struktura CYP2B4/bifonazol (vice kapitola 7) navrhuje, Ze témeéf polovina
proteinové molekuly enzymu je zanozena v membrané (obrazek 9). Membranova topologie

navrzend prostiednictvim krystalové struktury CYP2B4/bifonazol podporuje vstup
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substrati  kanalem vedoucim pfimo 2z membrany do aktivniho centra enzymu
prostiednictvim hluboko zanofeného F’helixu a oblasti pfed A helixem (40-46) a B'/C
smycky a [Zhao a spol., 2006].

A
CYTOSOL

MEMBRANA

'

Obrazek 9: Naznaceni membranového zakotveni CYP2B4/bifonazol

Legenda: mira zanofeni CYP do membrany je naznaCena piferusovanou carou; (A) Seda cast znazorfuje
polarni ¢ast membrany a Zlutd hydrofobni jadro); Zluté jsou znazornény hydrofobni aminokyselinové zbytky
CYP, bile polarni, cervené negativné nabité a modie pozitivné nabité; (B) Cervené je zndzornén hem , Zluté je
vyznacen F’helix, zprostiedkovavajici vstup substrati z membrany, smér vstupu substrati je znazornén
Sipkou u obrazku A

pfevzato z [Zhao, a spol., 2006]

V soucasné dobé existuje nova databaze membranovych proteinli zaméfend na
jejich membranovou topologii, Orientations of Proteins in Membranes (OPM) database
(http://www.opm.phar.umich.edu/). Zpisob zanofeni proteinli do membrany byl vypocten
na zakladé znalosti 3D struktury téchto proteini (PDB). Ukotveni cytochromti P450
v membrané se ve vétsiné piipadi velmi lisi od experimentalné podlozenych navrhu, jak je

patmeé z nasledujiciho obrazku 10 pro CYP2B4/bifonazol.
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membrana ——

Obrazek 10: Membranova topologie CYP2B4/bifonazol

Vysledky mnoha studii membranovych CYP (za vyuziti riznych metodik) se i pies
velké rozdily v celkovém pojeti, shoduji s predstavou, ze F-G oblast komunikuje

s membranou a vytvati pfistupovy kanal pro substraty.
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7. Aktivni misto CYP

7.1. Lokalizace aktivniho mista

Aktivni misto cytochromu P450 je ¢ast enzymu lokalizovana v dutiné proteinové
molekuly kompletné izolované od okolniho prosttedi V tomto misté¢ dochdzi k vazbé

substratu a k realizaci katalytické reakce.

Aktivni misto CYP je sloZzeno z katalytické (zprostiedkovava katalytickou reakci) a
vazebné (zprostiedkovava vazbu substratu) domeény. Zakladnim stavebnim kamenem
katalytické domény je hem (Fe-protoporfyrin [X), vazany na apoprotein pomoci thiolatové
siry cysteinu. K stabilizaci vazby hemu pfispivaji propionaty porfyrinového skeletu, tvofici
vodikové vazby s postrannimi fetézci aminokyselin apoproteinu. Atom hemového Zeleza
hraje kli¢ovou roli v reak¢nim mechanismu CYP, zprostiedkovava aktivaci atomu kysliku

a jeho zabudovani do molekuly substratu.

Pro vSechny formy CYP je reakéni mechanismus v podstaté stejny, nezavisly na
lokalizaci a formé zZivota, v kterém existuje. Proto aminokyseliny a dal$i skupiny hrajici
klicovou roli v katalyse (katalyticka doména) CYP musi byt vysoce konservativni. Naopak

oblasti zaji$t'ujici vazbu substratu musi byt mezi cytochromy P450 variabilni.

7.2. Konservovanost aktivniho mista

U jednotlivych isoforem CYP bylo v blizkosti hemové skupiny zjisténo podobné
prostorové uspotadani polypeptidového fetézce, které je vzhledem celkové malé
aminokyselinové homologii mezi jednotlivymi isoformami (kolem 20%) velmi piekvapivé.

Za nejvice strukturné konservované tseky jsou povazovany«a -helixy I a L, které
jsou v tésném kontaktu s hemem, mezi méné pak helixy D, E, J a K. Helix [ obsahuje
v blizkosti hemu vysoce konservovany threonin, ktery pravdépodobné slouzi k aktivaci
molekuly kysliku v aktivnim misté. Threonin v8ak neni mezi CYP striktné konservovany,
napiiklad ve struktuie CYP107Al je nahrazen Ala-245. Helix K obsahuje konservovanou
oblast Glu-x-x-Arg, ktera ziejmé stabilizuje jadro proteinu Helix L obsahuje 100%
konservovany cystein, vazajici hemové Zelezo. Konservovanost cysteinu vazajici hemové

Zelezo na proximalni strané je zajisténa pomoci vodikovych vazeb f-smyckou
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predchazejici L helixu [Ortiz de Montellano, 2005].Posledni konservovanou ¢asti je tzv
»meander* (v krystalovych strukturach oznacena jako ,,aromaticka oblast*), ktery je

lokalizovany na proximalni strané proteinu [Graham a Peterson, 1999].

Pro jednotlivé isoformy CYP se motivy konservovanych sekundarni struktury lisi
pouze svoji délkou a konformaci a zachovavaji tak katalytické schopnosti cytochromu

P450.

7.3. Vazba substratu

Variabilni slozkou aktivniho mista jednotlivych isoforem CYP jsou specifické
aminokyselinové zbytky, zprostiedkovavajici navazani substratu (vazebné domény), které
jsou na rozdil od katalytickych domén tvofeny sekvenéné odlisnymi (variabilnimi) useky
bohatymi na hydrofobni aminokyseliny [Nelson a spol., 1988]. Cetnost vyskytu zbytkt
riznych aminokyselin v aktivnim misté se zna¢né 1i8i a pravé tato heterogenita
aminokyselinovych zbytka ztejmé zajistuje substratovou specifitu jednotlivych isoforem
cytochromt P450. Vazba substratu je pievazné hydrofobni povahy, stabilizovana
vodikovymi vazbami.

Mezi  variabilni sekundarni  struktury urCujici  substratovou  specifitu

mikrosomalnich CYP patii predev§im B’ helix [Ortiz de Montellano, 2005], dalef, , -

stuktura, helixy F, G, B, C a B/C a F/G smyc¢ky. Zastupci CYP obsahuji rizné dlouhé
sekvence, rizné uspotradani a chemickou povahu téchto domén. Tato variabilita
sekundarnich struktur aktivniho mista odpovida typtim substratt, které jsou témito enzymy

oxidovany [Johnson a Stout, 2005].

Na nésledujicim obrazku 11 jsou znazormmény vazebné a katalytické
aminokyselinové zbytky CYP101l. Za navazani substratu (kafru) jsou zodpovédné dva
aminokyselinové zbytky Tyr-96 a Val-295. Tyto aminokyseliny vytvati vodikové vazby se
substratem a pravdépodobné zajiStuji jeho spravnou orientaci v aktivnim misté.
V ptitomnosti substratu vchazi molekula kysliku mezi rovinou hemu a Thr-252. Pfitomnost
substratu a vstup molekuly vody vytlatuje molekulu vody, ktera odchazi z aktivniho mista
prostiednictvim rotace argininového zbytku mezi hemovym propionatem tzv. cestou pro
rozpoustédlo (viz. kapitola 7) (v nepfitomnosti substratu je tato oblast stabilizovana solnym

mustkem) [Ortiz de Montellano, 2005].
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vazba

substratu

Asp251
Tyr96

Thr252 Val295 kafr

Arg299

vstup
molekuly

kysliku

Cys357

Obrazek 11: Aktivni misto cytochromu P450 101
Zatim vSak nebylo zminéno, jakym zpusobem se do aktivniho mista dostava

substrat a jakym zplisobem ho vznikly produkt opousti. Touto problematikou se zabyva

nasledujici kapitola.
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8. Pristupové kanaly k aktivnhim

mistum cytochromu P450

8.1. Vyznam a problematika studia

Cytochromy P450 si pfes adaptaci na rizné bunééné prostiedi a Sirokou
substratovou specifitu zachovali spolecné rysy terciarni struktury polypeptidového fetézce.
Aktivni mista cytochromt P450 jsou ukrytd uvniti proteinové globule obvykle kompletné
izolované od okolniho prostiedi [Nelson a Srobel, 1988]. Separace tohoto mista od
vnéjsiho prostiedi je zajisténa velmi konservovanymi sekundarnimi oblastmi (viz. kapitola
7). Je tedy nepochybné, Ze proteinova molekula enzynu musi byt schopna vykonat
vyznamny pohyb (konformacni zménu), kterym by umoznila vstup substratu do jejiho
nitra.

Rozeznani substratu povrhem proteinové molekuly indukuje otevieni kanalu a
nasledny prichod substratu k aktivnimu mistu cytochromu P450. Po vstupu substratu se
kanal opét uzavie. Zprostiedkovani substratového metabolismu CYP pravdépodobné
probiha ve tfech krocich: (1) rozpoznani substratu oblastmi na povrchu molekuly enzymu;
(2) vstup substratu do skrytého aktivniho mista CYP hydrofobnim kanalem; (3) spravna
orientace substratu v aktivnim misté, ktera umoznuje katalyzu [Scott, a spol., 2002].
Substraty CYP jsou ale velmi rozmanité velikosti, tvaru a polarity, proto i oblasti CYP
zajist'ujici jejich metabolismus musi byt mezi CYP zieymé odliSné. Jejich nezbytné
spole¢nou vlastnosti v§ak musi byt specifita.

O mechanismu otevirani a zavirani téchto kanalu je zatim znamo velmi maélo, stejné
jako zda CYP pouzivaji jeden ¢i vice druht kanald pro vstup substrati a vystup produktil,
jaky druh pohybu a jaka ¢ast proteinové molekuly toto vSe zajist'uje, jsou-li kanaly vedouci
k aktivnimu centru stejné pro vsechny cytochromy P450, je pro jednotlivé CYP stejné
snadné zpfistupnit tyto prichody a zda pouZivaji cytochromy P450 stejny kanal pro rizné
substraty. Odpovéd'mi na tyto a dal$i otazky se zabyva tato kapitola.

Identifikace a vyznam oblasti zodpovédnych za metabolismus substratu se velmi
intenzivné zkouma u cytochromi P450 rodiny 2. Na zaklad¢ srovnani sekvenci rodiny 2 a
CYP101, bylo panem Gotohem identifikovano $est variabilnich oblasti zodpovédnych za

interakci substratii. Oblasti rozpoznavajici strukturu substrati byly rozdéleny do Sesti
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skupin a oznaceny jako tzv. SRS (angl. ,,Substrate Recognition Site*). Mezi tyto oblasti
patfi helixy A, B, B",F, G a jejich smycky. Ve smyckach B/B’a B’/C bylo nalezeno prvni
misto rozpoznavané substraty tzv. SRS-1. Helixy F, G a jejich smyc¢ka tvofici vétSinou
,strop* aktivniho mista obsahuji SRS-2 a SRS-3. SRS-4 oblast se vyskytuje na helixu L.
SRS-5 je lokalizovana na N-konci f, -struktury a SRS-6 na struktute S, [Gotoh, 1992].

Strukturni motivy sekundarni struktury obsahujici zminéné SRS oblasti jsou schopny
konformacnich zmén, které¢ v zavislosti na pfitomnosti substratu umoznuji otevieni ¢i

zavieni kanalu.

8.2. Metody mapovani pristupovych kanala

Jako prvni popsala a klasifikovala pristupové cesty k aktivnimu mistu cytochromu
vroce 2004 Rebecca C. Wade a spol. Ptistupové cesty k aktivnimu mistu CYP byly
popsany jako trajektorie ligandi pomoci pocitatové simula¢ni metody molekulami
dynamiky. Do aktivniho mista se vnesl ligand (substrat, produkt, voda) a po uvedeni
molekuly enzymu do pohybu se sledovala jeho trajektorie smérem z aktivniho mista
k povrchu proteinové molekuly a s tim spojené interakce a konformaéni zmény. Vysledné
trajektorie ligandl byly rozdéleny do tiech tiid (1, 2, 3). Ttida 2 se navic dale sklada z péti
podtiid 2 (a,b,c,d,e) [Wade a spol., 2004]. Charakterizace jednotlivych trajektoriich je
shrnuta v podkapitole 8.4.

Kromé simula¢nich metod lze potencialni piistupovy kanal k aktivnimu mistu CYP
urCit také vizualnim hodnocenim krystalové struktury. Znamé krystalové struktury CYP
obsahuji aktivni misto bud’ zcela izolované od proteinového povrchu (zaviené struktury)
nebo jeden (polooteviené) ¢i vice pristupovych kanalu (Siroce oteviené). Pro jednotlivé
znam¢ krystaly cytochromt P450 jsou v zavislosti na pfitomnosti ligandu v aktivnim misté
(substrat, produkt, inhibitor) k dispozici jeden i vice zminénych typu krystalovych struktur.
Porovnanim vice typu krystalovych struktur téhoz CYP (napf. se substratem a bez néj) l1ze
vyuzit k identifikaci variabilnich oblasti struktury proteinu, resp. k identifikaci
ptistupovych kanall. Bohuzel v sou¢asné dob¢ jsou k dispozici pouze pro dva cytochromy
P450 CYP101 a CYP167AL1 tii typy krystalovych struktur CYP (bez substratu, v komlexu
se substratem a produktem) [Scott a spol., 2004]. Pouze krystalova struktura CYP101 je
znama v plné zaviené a Siroce oteviené formé. Dosud neni jasné, zda zminéné typy

struktur (zaviena, polooteviend a Siroce oteviend) jsou dostupné pro viechny cytochromy
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P450 nebo, zda nékteré kanaly CYP nikdy nejsou uplné zaviené a oteviraji se ze Siroka
pouze kratkodobé.

V porovnani s vy$e uvedenymi ttidami trajektorii ligandi v simulacnich systémech,
byly dosud v krystalovych strukturach identifikovany pouze cesty 1, 2 (a, c, €) [Wade a
spol., 2004].

Dal$i moznosti mapovani pfistupovych cest CYP predstavuje dokovani jeho
aktivniho mista napiiklad fotoafinitné¢ znacenou sondou (viz kapitola 4) a nasledna
identifikace navazané sondy. Pokud je sonda dostatecné dlouha (dosahuje-li z aktivniho
mista az k povrchu enzymu), lze jejim prostfednictvim mapovat potencialni ptistupovy

kanal [Antonovi¢ a spol., 1999].

8.3.  Diilezita hlediska pFi mapovani

pristupovych kanali

Pfi mapovani potencialnich kanalt k aktivnimu mistu CYP nelze opomenout
riznou bunécnou lokalizaci bakteridlnich a sav¢ich cytochromii P450 a charakter jejich
substratii. Mikrosomalni cytochromy P450 ve srovnani s bakterialnimi kromé substrati a
vazebnych partnertt interaguji navic s membranou. Lokalizace CYP v hydrofobni
membran€é ma nepostradatelny vyznam pro zprostiedkovani katalytické reakce, jako
zasobama hydrofobnich substratli a zajisténi spravné orientace CYP pro vazbu s redoxnim
partnerem. Navazani reak¢niho partnera na proximalni strané povrchu CYP, indukuje
konformac¢ni zménu enzymu, ktera ovlivni konformaci jeho aktivniho mista [Wade a spol.,
2005]. Nez tedy vubec dojde k navazani substratu do aktivniho mista prodéla molekula
proteinu celou fadu strukturnich zmén a pouze jejich spravna synchronizace umozni
v kone¢ném kroku katalyzu.

CYP vyzaduji pro zprostiedkovani katalytické reakce nejen substrat, ale také
molekulu kysliku a reduk¢ni ekvivalenty. V nepfitomnosti substratu je na hemovém Zeleze
v aktivnim misté navazana molekula vody, ktera je v pfitomnosti substratu nahrazena
molekulou kysliku. Je patrné, Zze molekula vody a kysliku musi nékudy do aktivniho mista
pfichazet a odchazet. Z tohoto divodu jsou v nasledujici podkapitole zminény nejen
potencialni pfistupové kanaly pro substraty (produkty), ale také pro molekulu vody a
kysliku. Jakym zpisobem ptichazeji do aktivniho mista reduk¢éni ekvivalenty, zda také ke

svému transportu vyuzivaji kanaly, neni zatim objasnéno. Nelze tedy vyloucit, Ze zji§t€né
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ptistupové cesty pro substraty (produkty) slouzi pro transport vody, kysliku ¢i

redukovanych ekvivalentl a naopak.

8.4. Klasifikace a charakterizace potencialnich

pristupovych kanali CYP

Z divodl uvedenych v podkapitole 8.3., neni ptekvapivé, Ze bylo mapovano vice
riznych pfistupovych kanall, liSici se v molekule cytochromu P450 svou prostorovou
lokalizaci. Klasifikace a charakterizace potencialnich ptistupovych kanall byla provedena
na zakladeé popisu trajektorii ligandi (z aktivniho mista k povrchu proteinové molekuly
CYP) simula¢ni metodou molekularni dynamiky (obrazek 12) Pro lepsi orientaci byly
cesty klasifikovany do tiech tfid 1-3 a cesty pro vodu (cesta 2 se dale déli na pét podtiid a-
e) [Wade a spol., 2004].

Jednotlivé simula¢né mapované trajektorie jsou dale pro lepsi pfedstavu porovnany

s cestami nalezenymi v krystalovych strukturach cytochromi P450 (tabulka 3).

Obrazek 12: Substratové trajektorie mapované u CYP101 (odpovidajici
kalsifikovanym cestam 1, 2a,2b, 2¢ a 3) pomoci simula¢ni metody molekularni

dynamiky
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Cesta 1

Cesta 1 byla pozorovana pouze v krystalové strukture CYPS5S1, jako maly otvor
v povrchu lokalizovany nedaleko rozsahlého otvoru cesty 2e (viz. dale). Pomoci simulace
byla mapovana trajektorie ligandu, jako prichod z aktivni mista enzymu podél helixu I,

dale mezt C/C" smyckou a H nebo L helixem. Trajektorie konc¢ila G/H smyckou a f,-

strukturou na povrchu enzymu (obrazek 12). Priichod ligandu touto cestou se pro CYP101
ukazal byt oproti ostatnim trajektoriim 2 a 3 (viz. dale) energeticky nevyhodny.
Energeticka bariéra této trajektorie spociva v piekonani kratkodobé distorze hemu a
pruchodu oblasti s malou flexibilitou (I-helix) pfed oblasti s velkou flexibilitou (C "helix).
Na mozny divod energetické bariéry této cesty, resp. na jinou moznou roli cesty 1 ,
ukazuje soucasna krystalova struktura CYP101 s navazanym xenonem (PDB kod: 1UYU).
Piekvapiveé byla v této strukture identifikovana dvé vazebna mista pro xenon (mezi cestami
1 a 3 viz. dale), ktera byla nalezena mezi oblastmi I (Leu-245 a Leu-246 a E helixu (Phe-
163). Vazebna mista vytvareji hydrofobni dutiny, ktera oddéluji molekulu xenonu, aniz by
porusila stavbu aktivniho mista jak je vidét na obrazku 13. Tyto mista CYP by mohla byt
vyuzivana ke skladovani a kontrole dodavky kysliku. Vysoka energeticka bariéra cesty 1
by pouze odpovidala na otazku, jak je zajiSténo, aby molekula kysliku byla pifednostné do

aktivniho mista dodavana a ne naopak [Wade a spol., 2004].

kafr

hem

Obrazek 13: Cesta 1 v krystalové struktuie CYP101 a lokalizace mapovanych

vazebnych mist pro xenon
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Legenda: Smeér vystupu substratu CYP101 (kafru) cestou 1 je na obrazku znazornén te¢kované a Sipkou

prevzato z [Wade a spol., 2004]

Cesta 2

Ttida 2 patii mezi nejcastéji identifikované potencialni cesty. Tato tfida se dale déli
do péti podiid a-e. Spole¢nym znakem této tiidy cest je lokalizace v blizkosti B helixu/B-
C smycky (obrazek 14). Tato oblast proteini je mezi jednotlivymi cytochromy P450

vysoce sekvenéné a tedy 1 strukturné variabilni (SRS-1).
2a cesta je lokalizovana mezi F/G smyckou, B’helixem B/C smycky a f,-

strukturou (obrazek 14). JelikoZ jsou vSechny tyto oblasti mezi studovanymi CYP vysoce
variabilni, neni piekvapenim, Ze byla tato cesta nalezena u vétSiny sledovanych
cytochromii P450.

Ze vsech pozorovanych cest ve struktufe cytochromu P450 byla cesta 2a ur¢ena
jako energeticky nejvyhodnéjsi. Simula¢ni pokusy u CYP101 dokonce upozoriuji i na
mozny vstup produktl 2a cestou. Vstup substratii 1 vystup produktii touto cestou, by mohl
byt také umoznén u CYP2B4 (1PO5), jehoz jedna krystalova struktura je Siroce oteviena.

2a cesta se nachazi s vyjimkou CYP51 u vSech Siroce otevienych krystalovych
struktur. Pro nékteré polooteviené struktury stejné jako pro uzaviené struktury je tato cesta
uzaviena. V téchto strukturach je i pfes celkové uzavieni struktury cesta 2a znatelnd, coz
by potvrzovalo jeji pfitomnost v kazdém CYP.

U mikrosomalnich CYP je ve srovnani s bakteridlnimi CYP vstup 2a cestou vice
hydrofobni (kolem F/G smycky) a piredpoklada se jeho zanofeni do membrany. Kromé 2a
cesty byly u membranové vazanych CYP mapovany i dalsi potencialni cesty a to cesty 2c,

2e a cesta pro rozpoustédlo (viz. dale).

2 b cesta byla lokalizovanana mezi B/B’smy¢kou a f,, p,-strukturou. 2b cesta

byla pozorovana u CYP101 (obrazek 12) a u CYP107Al. Cesta 2b spolu s cestou 2d (viz
dale) patii bohuzel mezi nejméné blize specifikované potencialni cesty k aktivnim mistim

cytochromii P450.
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2C cesta byla simulaci definovana jako trajektorie vedouci z aktivniho mista

mezi G, [ helixy a B” helixem B/C smycky. Tato cesta je blize popsana pro CYP 2C5 (viz.
8.5.2.).

2d cesta byla pozorovana u CYP 102A1. Ligand mapovany simulaci prochazel

mezi N-koncem polypeptidového fetézce a helixem A. V literatufe bohuzel neni tato cesta

blize specifikovana.

2e cesta byla definovana jako priichod ligandu B/C smyckou, podél I helixu az

k aktivnimu centru cytochromi P450 (obrazek 14) CYP107A1, CYP51, CYP152Al,
CYP2CS, CYP2B4 a CYP167A1. Velikost otvoru B/C smy¢ky se mezi cytochromy P450
1i8i, nejvétsi je u CYPS1. Nékteré studie pfipisuji vyznam 2e cest€, jako priichod molekuly
vody a velkych substrati (produkti) [Wade a spol., 2004].

Na nasledujicim obrazku jsou zndzormnény nejcastéjsi variabilni oblasti cytochromu

P450 a naznaCeny zatim nejlépe popsané piistupové cesty k aktivnimu mistu.

Y Kanal 2a: prichod mezi
0 €] F/G smyékou (CYP101)

-

Kanal 2e: prachod B/C
smyckou (CYP51)

Obrazek 14: Znazornéni dvou potencialnich pFistupovych cest k aktivnimu mistu

CYP

Legenda: B/C smycka je naznacena jako tenka oranzova smycka, fialova barva znazornuje F-G oblast

pfevzato z [Scott a spol., 2002]
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Cesta 3

Ligand touto cestou vychazi mezi F a G helixy nebo E/F smyckou. Tato cesta byla
pozorovana pouze u CYP101 (obrazek 12), ale rychlost prichodu ligandi se ukazala byt
témet desetkrat pomalejsi nez u cesty 2a. Z tohoto divodu a pro nedostatek informaci neni

cesta 3 blize specifikovéna.

Cesta pro vodu

Pomoci simulace byla cesta pro vodu mapovana jako pruchod ligandu mezi F,G, I
helixy a f,- strukturou. Jak jiz bylo nékolikrat feceno, v aktivnim centru CYP je bez

ptitomnosti substratu navazana molekula vody Pouze pfitomnost substratu indukuje pienos
elektronll z reak¢éniho partnera a vytlaceni molekuly vody molekulou kysliku. K objasnéni
déje vymény molekuly vody za molekulu kysliku v aktivnim centru CYP a naopak, byl
navrzen mechanismus. Tento mechanismus objasiuje, kam by molekula vody
v pfitomnosti substratu mohla odchazet (nebo naopak po uvolnéni produktu do aktivniho
centra zpét vstupovat) a uvolfiovat tak misto molekule kysliku.

U CYP101 byl pozorovan vznik ,cesty pro vodu“ (obrazek 15) jako zména
konformace Arg-299 (ktery je za nepfitomnosti substratu stabilizovan solnym miustkem
s propionatem hemové skupiny).

Neni vylouceno, Ze touto cestou mohou vstupovat (vystupovat) substraty
(produkty) ¢i molekula kysliku. Vznik cesty pro vodu lze ptedpokladat pro CYP101,
CYP108, CYP102A1, CYP107A1, CYP2CS, CYP119, kde byla molekuly vody v aktivnim
misté potvrzena [Oprea a spol., 1997].

Neékteré studie predpokladaji, Ze tato cesta slouzi také pro dopravu a kontrolu
vstupu protont, které jsou do aktivniho mista dopraveny prostiednictvim systému
vodikovych vazeb zahrnujici pravé molekulu vody. Nicméné mechanismus tohoto déje je

dosud objasnén [Ortiz de Montellano, 2005].
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Protein

Protein

Obrazek 15: Mechanismus uvolnéni molekuly vody z aktivniho mista cytochromu

P450
Legenda:

A) ,.cesta pro vodu* je zaviena prostiednictvim solného mustku argininu s hemovym propionatem, substrat
neni pfitomen v aktivnim centru, molekula vody je vazana na hemové Zelezo naproti Cys,

B) pritomnost substratu v aktivnim centru, rotace argininu a otevieni kanalu a odchod molekuly vody touto
cestou

pievzato z [Oprea a spol., 1997]

Simula¢né ziskané trajektorie jsou vlastné takovym souhrnem potencialnich kanali, které
by mohly byt cytochromy P450 schopny otevirat. K objasnéni do jaké miry takto
definované trajektorie odpovidaji skute¢nym kanalim, by mohly pfispét cesty pozorované

v krystalovych strukturach (viz. tabulka 3).
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8.5. Vyskyt potencialnich kanali mezi CYP

Vysledky mapovani piistupovych cest k aktivnimu mistu CYP podporuji
pfitomnost spole¢ného kanalu pro cytochromy P450, a to cestu 2a. Pfedpoklada se, Ze 2a
cesta u nékterych CYP slouzi pro vstup i vystup reaktantii [Liidemann a spol., 2000; Prasad
a spol., 2000]. Transport substratii i produktli 2a cestou je nejpravdépodobnéjsi pro
bakterialni formy (obrazek 17(A), str. 52) [Schleinkofer a spol., 2005].

U mikrosomalnich isoforem CYP se predpokldda, Ze usti 2a cesty reaguje
s membranou a zprostiedkovava tak vstup hydrofobnich substrati z membrany pi#imo
k aktivnimu mistu (obrazek 9, str. 34).

V nasledujici tabulce 3 jsou podle klasifikace zafazeny cesty, vyskytujici se
v krystalovych strukturach nékolika cytochromi P450. Z tabulky je zfetelné, Ze
v porovnani s poctem simulacné mapovanych trajektorii, je jich v krystalovych strukturach
minimum pozorovano. Naptiklad v krystalové struktuie CYP101 je oteviena pouze cesta
2a, kdezto simulac¢né bylo identifikovano pét potencialnich cest 1, 2a, 2b, 2c a 3 (obrazek

12).

Tabulka 3: Piehled vyskytu otevienych pristupovych cest k aktivhimu mistu

krystalovych strukturach cytochromii P450

Cytochrom Rok zvefejnéni v Cesta
P450 PDB 1|2a|2b|2c|2d|2e]| cesta pro rozpoustédio

CYP101 1987 *
CYP102A1 1993 * *
CYP107A1 1995
CYP108 1994 *
CYP55A1 1997 *
CYP167A1 2003 * *
CYP119 2000 * *
CYP2C5 2000 * * * *
CYP2B4 2003 * *

prevzato z [Wade a spol., 2004]

Jak je zfetelné z predchazejici tabulky, cesta 2a je pfitomna kromé zaviené
krystalové struktury CYP107A1 ve vSech zminénych krystalovych strukturach. Na
prikladu CYP107A1 je patrné, Ze samotna rentgenova krystalografie, nemiize v né¢kterych
ptipadech poskytnou zadné informace o existenci pfistupovych kanalech k aktivnimu

mistu. Pokud se vSak podati piipravit vice druhii krystalovych struktur (bez i se
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substratem) téhoz enzymu, lze jejich porovnanim zjistit dulezité konformacni zmény
vyvolané vazbou substratu do aktivniho mista. Pfitomnost nékterych otevienych kanalt
vzhledem k podminkdm piipravy krystalovych struktur, nemusi vSak vypovidat o
skutecném vyskytu kanall v proteinové molekule.

Vzhledem k castému vyskytu cesty 2a v cytochromech P450 bude nasledovat
porovnani mechanismu pruchodu substratu touto cestou pro tii bakterialnich zastupce
CYP. Vysledky ziskané srovnavanim zastupcti CYP naznacuji, Ze mechanismus a rozsah
otevirani kanali se mezi zastupci cytochromii P450 1isi a je piizpusoben fyzicko-

chemickym vlastnostem substratu.

8.5.1. Srovnani mechanismi priichodu substrati CYP101,

CYP107A1 aCYPI102A1 2a cestou

Cesta 2a je lokalizovana mezi F/G smyckou, f,-strukturou a B helixem (CYP101,

CYP102A1) nebo B/B’smyckou (CYP107A1). Ackoli je lokalizace 2a kanalu pro vSechny
til proteiny piiblizn¢ shodna, mechanismus, jakym substraty opoustéji aktivni centrum se
znacné lisi.

Rigidni, hydrofobni substrat CYP101 (kafr) vyZaduje pro svij prichod pouze maly
pohyb pateti polypeptidového fetézce (C helixu spolu s konformaéni zménou F/G smycky)
spojeny s mimou rotaci aromatickych aminokyselinovych zbytki Phe-87, Phe-193 a
docasnym pieruSenim solnych mustkii mezi aminokyselinovymi zbytky Asp-251...Arg-
186, Asp-251...Lys178, Asp-97...Lys-197 (obrazek 16(a)).

Na rozdil od kafru vyzaduje pro sviij pruchod 2a cestou makrocyklicky polarni
substrat CYP107A1 (6-deoxyerythronolid B) rozsahlou konformacni zménu. Otevieni 2a
cesty je zajiSténo preruSenim Ctyi vodikovych vazeb jinak stabilizujicich argininovy zbytek
(Arg-185). lokalizovany na vnéjs$im povrchu proteinu. Prichod substratu indukuje rotaci
argininu a pfeuspofadani F/G a B/B’smycky (obrazek 16 (c)).

CYPI102A1 vyuziva k prepravé substratu (palmitové kyseliny) také argininovy
zbytek (Arg-47). Arg-47 je lokalizovan na povrchu enzymu a pomaha ke spravnému
zorientovani zaporného naboje substratu do 2a cesty. Pruchod ligandu je ve srovnani
s CYP101 spojen s vétsi konformacni zménou F/G smycky a C’, B'helixu (obrazek 16(b))
[Winn a spol., 2002].
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(b) (c)

Obrazek 16: Simulace vystupu substratu z aktivniho mista 2a cestou pro bakterialni
zastupce cytochromu P450 (a) CYP101, (b) CYP102A1, (c) CYP107A1

Legenda: F a G helixy jsou spojeny F/G smyckou a znazornény modie; B/B’smycka a B'helix jsou
znazornény zluté a ﬂl -struktura riizove; substraty(a-kafr, b-palmitova kyselina, c-6-deoxyerythronolid B)
jsou znazornény zelenymi kulickama; vyznamné aminokyselinové zbytky CYP interagujici se substraty jsou

popsany
pfevzato z [Winn a spol., 2002]

Ze srovnani tii bakterialnich zastupci CYP je patrné, Ze cela problematika studia

Jak bude zminéno dale, pro nékteré bakterialni a savéi CYP neni 2a cesta tak
dominantni jako u vyse uvedenych zastupcu.

Soucasné vysledky simula¢nich technik na homolognim modelu CYP2BI
podpotené vysledky cilené mutageneze, vSak navrhuji jinou cestu vstupu substrati do
aktivniho mista, bez ucasti F-G oblasti. V interakci se substraty se projevil velky vyznam
hydrofobnich aminokyselinovych zbytkl (Ile-290, Leu-293, Ser-294, Glu-286) N-koncové
¢asti | helixu. Existence téchto interakci v CYP2B1 podporuje pfitomnost podobného
substratového kanalu, ktery byl nalezen u CYP51 (2e cesta) [Scott, a spol., 2002].

Pro oba tyto cytochromy P450 byla cesta 2e pozorovana oteviend soucasné se

zavienou cestou 2a. Mechanismus prichodu ligandi témito kanaly pravdépodobné
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vyzaduje synchronizaci. Naopak u CYP2CS, CYP2B4 (viz. dale) a CYP167Al byly
pozorovany cesty 2a a 2e otevieny zaroven [ Wade a spol., 2004].

Po seznameni s problematikou mapovani substratovych pfistupovych cest
k aktivnim mistim rozpustnych bakteridlnich CYP, lze vzhledem rozdilné lokalizaci u
membranové vazanych isoforem CYP ocekavat vice odli$né substratové kanaly.

Vysoce hydrofobni substraty savéich CYP prichazeji pifedev§im z membrany a
proto je ziejmé, Ze identifikace pfistupovych kanalll dzce souvisi s problematikou
membranové topologie (viz.kapitola 6). Neni ovSem vyloufeno, Ze membranové CYP
pteménuji hydrofilni substraty, které Cerpaji z cytosolu. Pokud vSak u savéich CYP
pfedpokladame vstup substratii z membrany, je pravdépodobné, Ze vzniklé hydrofilnejsi
produkty budou odchazet jinou cestou nez vstupuji. Samoziejmé nelze vyloucit sorpci stale

dosti hydrofobniho produktu zpét do membrany.

8.5.2.Problematika mapovani pfistupovych kanali mikrosomalnich

CYP

Stiedem zajmu védeckého badani jsou samoziejmé piedev§im savéi membranové
cytochromy P450, jejichz studium je bohuzel ve srovnani s bakterialnimi CYP diky
membranovym doménam mnohem vice omezeno.

Do soucasné doby bylo piipraveno nejvice sav€ich krystalovych struktur pro CYP
rodiny 2. Z tohoto divodu jsou zastupci této rodiny dobrym cilem studia pfistupovych
substratovych cest k aktivnim mistim membranové vazanych cytochromi P450. V
nasledujici podkapitolach je na zakladé krystalovych struktur objasnéna problematika
substratovych kanalt pro CYP2CS a CYP2B4.

Prvni sav¢i krystalova struktura CYP, ktera mohla byt sttedem studia pfistupovych
kanali byla struktura CYP2C5/2C3. Krystalova struktura CYP byla pfipravena
v komplexu s analogem substratu (PDB kod:1N6B) [Wester a spol., 2003] a bez n¢j (PDB
kod: 1DT6) [Williams a spol., 2000(49)]. Krystal CYP2CS5/2C3 ma kromé odstranéné
hydrofobni N-koncové sekvence, nahrazeny vnitini hydrofobni oblasti F/G smycky
hydrofilnéj$imi sekvencemi ptibuzného enzymu CYP2C3. V krystalovych strukturach byly
simulaci identifikovany ¢tyfi potencidlni kanaly 2a, 2c, 2e a cesta pro rozpoustédlo [Wade

a spol., 2004].
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Krystalova  struktura  CYP2C5/2C3  bez  substratu  podporuje  jako
nejpravdépodobnéjsi kanal pro vystup ligandi cestu 2c.

JelikoZz ptedpokladdme interakci CYP2CS s membranou, byly v zavislosti na
lokalizaci substratu navrzeny dva mozné zpusoby prichodu ligandii uvniti proteinové
molekuly CYP (obrazek 17) [Schleinkofer a spol., 2005].

Prvni zplsob piedpoklada vstup hydrofobnich substrati z membrany k aktivnimu
mistu cestou 2a a vystup hydrofilniho produktu cestou 2c. Druhy zplisob umoznuje vstup 1
vystup hydrofilnich reaktantii stejnou cestou 2c. Oba navrhy jsou schématicky znazormény
na obrazku 17 (B, C).

Otevfeni ¢i zavieni 2¢ cesty je zavislé na interakci B/C smycky a helixu G, stejné
jako na plasticité B/C smycky. Vystup substratu cestou 2¢ vyzaduje pieruSeni vodikové
vazby mezi postranimi fetézci aminokyselin B’helixu B/C smyc¢ky (Lys-241 a Val-106),

ktera pii otevieni této cesty nebyla pozorovana [Wester a spol, 2003]. Podobna lokalizace

vodikové vazby a tedy i potencialni kanal, byl pozorovan v krystalové strukture CYP2C8

[Schoch a spol., 2004].

Obrazek 17: Schématické znazornéni moznych cest vstupu substratu a vystupu

produktu z aktivniho mista bakterialnich cytochromii P450 (A) a CYP2CS (B,C)
Legenda: (A) cesta 2a slouzi u bakteridlnich CYP ke vstupu i vystupu ligandil; (B) jeden mozny zpisob
usporadani kanald v membranovém CYP2CS: hydrofobni substraty vstupuji do aktivniho mista z membrany
2a cestou, produkty vystupuji 2¢ cestou do cytosolu; (C) druhy mozny zptisob CYP2CS: hydrofilni substraty
vstupuji 1 vystupuji do cytosolu cestou 2¢; (P) produkt; (S) substrat; aktivni misto je znazornéno oranZovym
obdélnikem; P450-cytochrom P450; CYP2CS5 reaguje s membranou N-terminalni kotvou (neni vidét) a
oblasti kolem F/G smycky

prevzato z [Schleinkofer a spol., 2005]
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V soucasné dobé jsou k dispozici v PDB tfi krystalové struktury krali¢iho CYP2B4
(1POS, 1SUO, 2BDM), které¢ jdou dale vice popsany jako vhodné objekty mapovani
problematiky pfistupovych cest savéich cytochromi P450.

Vzhledem k malému poctu lidskych krystali CYP a velké sekven¢ni homologii
s lidskym CYP2B6 je kralici CYP2B4 také vhodnym predmétem studia membranové
topologie cytochromt P450.

8.5.3.Krystalové struktury CYP2B4

Struktura krali¢tho CYP2B4 patfi mezi jednu z nejvice prozkoumanych struktur
mikrosomalni CYP. K piiprave krystalové struktury CYP2B4 narozdil od vétSiny ostatnich
membranovych CYP, nebylo zapotiebi mutaci F/G oblasti, proto je tedy dobrym objektem
pro studium membranové topologie. V proteinové databance jsou v soucasné dobé k
dispozici ti1 krystalové struktury CYP2B4: jedna bez substratu (1POS5) a dvé s inhibitory
v aktivnim centru (1SUO, 2BDM).

Necekanym objevem pii piipravé prvni krystalové struktury CYP2B4 (1POS) bylo,
Zze tento enzym krystalizuje jako dimer (molekula A + molekula B). Histidinovy
aminokyselinovy zbytek (His-226) mezi helixy F a G v molekule A se zaclenuje do
aktivniho mista molekuly B, vznika tak vazba mezi His-226 a hemovym Zelezem. Vazba je
symetricka, protoze His-226 molekuly B reaguje s Fe molekuly A. Toto uspofadani
vyzaduje hluboké zanoteni oblasti F', G” helixu jednoho monomeru do Siroce oteviené
oblasti (rozsedlina) druhého monomeru. Dimerizace CYP je zpusobena upravami
proteinovych molekul pied krystalizaci a méla by proto byt dalsim hlediskem pfi
posuzovani a interpretaci vysledki krystalovych struktur. Ptikladem rtzného chovani
upravenych strukturnich oblasti CYP je G'helix, ktery je v pfirozeném prostiedi CYP
zanofen do membrany, ale v dimeru interaguje s rozsedlinou druhé molekuly [Scott a spol.,
2003].

Porovnani nasledujicich tfi krystalovych struktur a homologniho modelu CYP2B4
je zaméfeno na variabilni oblasti vytvarejici pristupové substratové kanaly. Tyto oblasti u
jednotlivych struktur CYP2B4 vypovidaji o velkém rozsahu konformacénich zmén, jakym
jsou CYP metabolizujici xenobiotika schopny. Vzhledem k primamimu zdroji strukturnich
informaci (krystaly), nemusi pozorované konformaéni zmény zdaleka odpovidat

skute¢nosti.
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Krystalova struktura CYP2B4 bez substratu (PDB kod: 1PO5)

Obrazek 18: Krystalova struktura CYP2B4 bez substratu (1POS5)
Legenda: variabilni oblasti enzymu jsou zvyraznény zelené, hem cerven¢

prevzato z [Zhao a spol., 2006]

Prvni krystalova struktura CYP2B4 byla ptipravena bez substratu (PDB kod 1POS)
a je definovana jako Siroce oteviena [Scott a spol., 2003]. Tato Siroce oteviena struktura
CYP2B4 by mohla odpovidat rozsahlé konformaéni zméné¢, které jsou CYP metabolizujici
xenobiotika ziejmé schopny.

Krystalova struktura enzymu se vyznacuje Sirokou rozsedlinou mezi proteinovym
povrchem a hemovym Zelezem. Otevieni je primarn€ tvoteno na jedné strané z F, F', G',G
helixy a na strané druhé B'/C smyckou a helixem C (obrazek 18).

Strukturni uspofadani CYP2B4 (1POS) se mezi sav¢imi krystalovymi strukturami
CYP nejvice podoba CYP2C5/2C3 (IN6B), od které se lisi pouze v jednom kvadrantu,
obsahujicim pravé zminénou rozsedlinu. Velmi podobna otevienad struktura, jako u
CYP2B4 byla pozorovana pro bakterialni CYP 154C1 z Streptomyces coelicolor (obrazku
19(A)). U obou téchto struktur dana rozsedlina vznikla disociaci vazby mezi oblastmi B” a
G helixu. Na rozdil od bakterialniho CYP, obsahuji CYP2C5 a CYP2B4 mezi F a G helixy
stejné sekundarni motivy (F’, G’). Srovnani variabilni oblasti obou sav¢ich CYP je
znazornéno na obrazku 19(B).

Oblasti F'a G helixu CYP2B4 jsou ve srovnani s CYP2CS5 vice vzdaleny od helixu
B’a hemové skupiny. Tyto oblasti v CYP2CS5 na rozdil v CYP2B4 reaguji s B helixem a

tvoii ,,strop* aktivniho mista. Dal§imi evidentnimi rozdily mezi témito krystalovymi
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strukturami je poloha G helixu, ktery je v CYP2B4 ve vétsi vzdalenosti od hemu a vétsi
zahnuti I helixu (vétsi ohyb I helixu nez u CYP2B4 byl pozorovan pouze u CYP51) [Scott
a spol., 2003].

Aktivni misto CYP2CS5 je v zavislosti na piitomnosti ligandu zcela izolované nebo
komunikuje s rozpoustédlem velmi uzkym kanalem. Krystalové struktury CYP2B4 a
CYP2CS proto predstavuji dva extrémni piipady oteviené a zaviené struktury. Srovnani
CYP2C5 a CYP 2B4 je znazornéno na obrazku 19(B).

Siroce oteviena struktura CYP2B4 upozorfiuje na velkou pruznost oblasti F-G a

B’/C smyc¢ky, které by mohly umoznovat vstup substratii 2a a 2e cestou.

Obrazek 19: Srovnani krystalovych struktur CYP2B4: (A) s bakterialnim CYP154C1

(PDB ID 1GWI); (B) s CYP2C5 (IN6B)

Legenda: (A) zelena barva CYP2B4 a modra struktura CYP154CI11 (B) zelena barva CYP2B4 a zZluta
CYP2CS; variabilni oblasti helixy B, B, C, D, F, F', G, G’
pfevzato z [Scott a spol., 2003]

Nicméné vysledky cilené mutageneze rodiny CYP2B, CYP2C5 a bakterialnich
CYP podporuji existenci uzaviené struktury CYP2B4 (1SUO, 2BDM), kterd by byla

vyhodnéjsi pro vazbu redoxniho partnera a preménu substratu [Scott a spol., 2003].
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Krystalova struktura CYP2B4/CPI (PDB kod: 1SUO)

Obrazek 20: Krystalova struktura CYP2B4 (1SUO) a vzorec inhibitoru CPI

Legenda: variabilni oblasti jsou popsany a znazornény hnéd¢, inhibitor CPI zelené a hem Cervené;

prevzato z [Zhao a spol., 2006 ]

Jelikoz dimerizace CYP2B4 znemozZiuje zkoumani strukturnich zmén pii navazani
ligandu do jeho aktivniho mista, byl His-226 zaménén tyrosinem. Modifikovany enzym
byl krystalizovan v komplexu se specifickym inhibitorem 4-(4-chlorofenyl) imidazol (CPI
z angl. ,,4-(4-chlorophenyl) imidazol*) [Zhao a spol., 2006 ].

Ziskana zaviena krystalova struktura CYP2B4 (1SUO) (obrazek 20) se vyznamné
lisi od predeslé oteviené struktury CYP2B4 (1POS5). Nejvyraznéj$i zménou mezi
zminénymi strukturami CYP2B4 je lokalizace F-G oblasti. Celkové strukturni uspofadani
CYP2B4/CPI je vice podobné krystalovym strukturam CYP2C5, CYP2CS8 (obrazek 21(A))
a CYP2C9, nez predchozi oteviené krystalové strukture CYP2B4.

Inhibitor je v této struktufe tésné navazan do aktivniho mista, bez jakékoli znamky
existence kanalu. F-G oblast CYP2B4/CPI na rozdil od ptedeslé struktury CYP2B4
(1POS), tvoii ,,strop* aktivniho mista, prostiednictvim interakce s N- koncovou ¢asti B'/C
smycky, N-koncem I helixu a f,-struktury. Tyto Ctyfi zminéné sekundarni motivy
struktury tvoii nejvétsi rozdil mezi dvémi zminénymi krystalovymi strukturami CYP2B4

(obrazek 21(B)).
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Obrazek 21: Srovnani krystalové struktury komplexu CYP2B4/CPI (Zluta barva):
(A) s CYP2CS8 (zelena barva), (B) s otevienou strukturou CYP2B4 (1PO5) (modra

barva);

ptevzato z [Scott, a spol., 2004}

Tato krystalova struktura je z pfipravenych struktur CYP2B4 nejzaviené)si.
Uzavieni kandlu po navazani inhibitoru do aktivniho mista bylo popsano jako ptibliZzeni
B'/C smycky a N-konce I helixu k inhibitoru a uzavieni aktivniho mista F-G oblasti [Scott,
a spol., 2004].

Strukturni rozdily mezi otevienou a zavienou konformaci CYP2B4 castecné

vypovidaji o schopnosti velké konformacni zmény CYP metabolizujici xenobiotika.
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Krystalova struktura CYP2B4/bifonazol (PDB kod: 2BDM)

Bifonazol O Q

Obrazek 22: Krystalova struktura CYP2B4/bifonazol (2BDM) a vzorec inhibitoru

Legenda: variabilni oblasti struktury (B'/C, C, F, F’, G) jsou popsany a znazormnény zluté, inhibitor bifonazol
zelené a hem Cerveneé;

pfevzato z [Zhao a spol., 2006]

Nejnovejsi a v poradi tieti krystalova struktura CYP2B4 byla pfipravena
v komplexu inhibitorem bifonazolem (obrazek 22) [Zhao a spol., 2006]. Co se tyka
otevieni krystalové struktury je tato CYP2B4/bifonazol , kompromisem* mezi ostatnimi
zminénymi strukturami CYP2B4 (1POS5 a 1SUO). Piekvapivé se tato struktura vyrazné lisi
od piedchazejici struktury piipravené také s inhibitorem (1SUO). Caste¢ny diivod vétsiho
otevieni struktury CYP2B4/bifonazol ve srovnani s krystalovou strukturou CYP2B4/CPI,

muze byt velikost inhibitoru.

Homologni model CYP2B4

Dalsi informace o potencialnich piistupovych kanalech CYP2B4 poskytuji, kromé
zminénych krystalovych struktur, homologni modely. Homologni model CYP2B4 byl
ptipraven na zakladé krystalografické struktury CYP2C5/2C3 a bakteridlnich CYP.
Homologni model ve srovnani s krystalovou strukturou CYP2B4 (1POS), ptedstavuje

zavienou strukturu (obrazek 23).

58



Strukturni oblasti modelu, které odpovidaji F, F’a G’helixim v krystalové
struktufe, zaujimaji oblast bez pravidelné struktury [Hodek a spol., 2004]. Srovnani
zaviené struktury homologniho modelu a Siroce oteviené krystalové struktury je

znazornéno na nasledujicim obrazku.

model

Obrazek 23: Srovnani homologniho modelu a krystalové struktrury (1PO5) CYP2B4
Legenda: & -helixy jsou znazornény cerveng, [ -struktury Zluté a nahodné uspotadany polypeptidovy
fetézec zelené, hem modie

prevzato z [Hodek a spol., 2004]

Model CYP2B4 byl validovan prostiednictvim metody fotoafinitniho znaceni (viz.
kapitola 4 ). Dlouha reaktivni sonda se prostfednictvim své aminoskupiny ligandové
navazala na hemové Zelezo a oznacila aminokyselinové zbytky Asp-105, Val-477 a Arg-
197 (obrazek 24). Arginin 197 interagoval se sondou u povrchu proteinové molekuly
enzymu. Sonda svou vhodnou délkou dosahuje z aktivniho mista az k povrchu molekuly
CYP2B4 a umoznila mapovat potencialni kanal pro substraty. Homologni model potvrdil
pfitomnost Arg-197, lokalizovaného na povrchu CYP2B4 a tim potvrdil spolehlivost
homologniho modelu.

Kanal, v kterém byla sonda nalezena, je tvofen hydrofobnimi aminokyselinovymi
zbytky (Phe-195, Leu-196, Arg-197, Leu-198, Leu-199) a je téméf kolmy k helixu I.
Z jedné strany je tento kanal ohrani¢en Val-477, lokalizovaném na tzv.* S -hairpin®.
Hydrofobni oblasti by mohly slouzit k rozeznavani a ke spravné orientaci substratu. Dolni

¢ast mapovaného kanalu (Val-477, Phe-297, Ile-101) pravdépodobné k vazbé substratu.
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Klasifikace kanalu CYP2B4 mapovaného prostiednictvim fotoafinitni sondy je vzhledem
dlouhé oblasti ndhodné struktury homologniho modelu tézké. Nejvice pravdépodobné

odpovida cesté 2a (obrazek 24).

Homologni model CYP se tedy v tomto piipadé ukazal byt velmi spolehlivy.

Obrazek 24: Pristupovy kanal CYP2B4 mapovany prostrednictvim fotoafinitni sondy

Legenda: sonda je znazornéna na pravém obrazku zelené a interaguje ligandové s hemovym Zelezem a
s aminokyselinovymi zbytky Asp-105, Arg-197, Val-477
pravy obrazek pievzat z [Hodek]

Homologni model je vhodny nejen k identifikaci aminokyselinovych zbytkl
tvoficich katalytické misto a pfistupovy substratovy kanal, ale také k porovnani

krystalovych struktur a k navrzeni specifického inhibitoru.

Zhodnoceni jednotlivych struktur a potencialnich pfistupovych kanalu CYP2B4

Za nejméné vhodnou krystalovou strukturu pro studium mapovani kanali CYP lze
povazovat CYP2B4 (1POS5), ktera byla ziskana jako dimer. Siroké otevieni této struktury
mezi oblastmi F/G a B'/C smy¢ky by umoziovalo velmi snadny vstup substrati ptimo do
aktivniho centra a byla by tak naruSena substratova specifita enzymu. Lokalizace tohoto
otevieni nejvice odpovida klasifikované 2a cesté. Tato pristupova cesta je vSak v rozporu s
experimenty cilené mutageneze u dalSiho zastupce 2B rodiny CYP2BI1. Vysledky této

metody piekvapivé upiednostiuji v interakci se substraty roli I helixu a tedy pfistupovy
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kanal podobny jako byl nalezen u CYPS51, tedy 2e. Vysledky cilené mutageneze
upozornuji na nevyhody krystalovych struktur membranovych CYP.

Krystalové struktury CYP2B4 s navazanymi inhibitory obsahuji pfekvapivé také
vyrazné strukturni odli$nosti. Ve struktute 2BDM je mezi F, G helixy pouze helix F’,
kdezto v krystalové struktufe 1SUO helixy F'a G’. V homolognim modelu CYP2B4 je
dokonce tato oblast bez pravidelného usporadani.

Hlavnim strukturnim rozdilem mezi v8emi krystalovymi strukturami CYP2B4 jsou
oblasti F-G, B’/C smycky, C helixu a N- koncové ¢asti I helixu. Odlisnd konformace
téchto oblasti proteinové molekuly enzymu podporuje mozny pruchod substratii cestou 2a
a2e.

Podle vseho jsou vsak oblasti F-G helixii a B'/C smycky savéich CYP zanofeny do
membrany a prostfednictvim svych intramolekularnich vazeb umoziuji vstup
hydrofobnich substrati k aktivnimu mistu CYP2B4 (2a nebo 2e cestou), proto musi mit
vyznamny vliv na plasticitu téchto oblasti a transport substrati k aktivhimu mistu i
dynamicky stav membrany. Proto krystalové struktury i homologni model (vytvoren na

zakladé krystalovych struktur) nesmi byt pfecenovan.
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9.Problematika studia _pristupovych

kanali CYP a budouctnost

Cytochromy P450 se ucastni kromé metabolismu endogennich latek takeé

detoxika¢nich reakci xenobiotik, aktivace 1éCiv a potencidlné¢ nebezpecnych
prokarcinogent. Uvedené ptiklady dokladaji jakou rozmanitou roli hraji cytochromy P450
v lidském zdravi. Abychom mohli porozumét funkci téchto enzymu je nezbytné poznat
jejich struktury. V soucasné dobé je determinace struktur cytochromu P450 zavisla na
metod€ rentgenové krystalografie, ktera ma jistda omezeni znemoziujici odhaleni celé
terciarni struktury sav¢ich CYP. Jedna z nevyhod této metody je moZnost studia proteinu
pouze ve stavu krystalu, nelze tedy zachytit pohyb proteinové molekuly. Spolehlivost
ziskanych informaci je tedy zavisla na kvalité pfipraveného krystalu. Nejvétsim omezeni
pfi studiu cytochroml P450 je piiprava membranového proteinu, ktery se dosud nepodatil
ziskat. Z tohoto diivodu nelze celkovou 3D strukturu sav¢ich cytochromii P450 popsat.

Aby vibec mohl byt membranovy CYP krystalizovan, musi se velmi vyrazné
upravit. Nejdrive je N-koncova aminokyselinova sekvence peptidového fetézce enzymu
zkracena o tzv. trasmembranovou kotvu. Odstranéni N-koncové domény navic u nékterych
cytochromt P450 zpilisobuji jejich dimerizaci. V dne$ni dobé se cytochromy P450
piipravuji predevSim expresi v bakteriich, které vyzaduji modifikaci nékterych
aminokyselin enzymu. Pro snadnou izolaci jsou navic na C-konec peptidového ietézce
pfidany Ctyfi histidiny.

Jakakoli zména primarni struktury proteinu se samoziejmé musi néjakym
zplisobem odrazit v jeho terciarni struktufre, resp. ve funkci proteinu. Zatim jsou vSak takto
pozménéné krystaly primarnim zdrojem informaci o trojrozmérné struktufe membranovych
cytochromt P450. Piikladem, ktery by mohl varovat pied pfecefiovanim strukturnich
informaci, ziskanych rentgenovou krystalografii membranovych proteind, jsou vyse
zminéné krystalé struktury CYP2B4 (kapitola 8.5.3.).

Studium struktury savéich CYP je tedy velmi zavislé na rozpustnych bakterialnich
cytochromech, které se podarilo krystalizovat a jejich struktura je znama.

[ ptes velké mnozstvi ziskanych informaci o cytochromech P450 stale nemame odpovéd’

na zakladni otazky: jakym zphsobem jsou savéi CYP zanofeny do membrany, kudy a

jakym mechanismem je umoZnén vstup (vystup) substrati (produkti) do skrytého
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aktivniho mista cytochromii P450. Vstupuji substraty cytochromi P450 stejnym
pfistupovym kanalem, kterym produkty odchazeji, pouzivaji CYP stejny kanal pro riizné
substraty?

Pravé odhaleni mist proteinové molekuly cytochromu P450, které zprosttedkovavaji
rozpoznani substratu, otevieni kanalu a transport substratu do aktivniho mista, muze
v budoucnosti pomoci pii cilené konstrukci 1é¢iv ¢i navrzeni specifickych inhibitort
cytochromi P450.

Problematika mapovani piistupovych substratovych cest k aktivnim mistim
cytochromit P450, je zavisla na kvalité¢ krystali proteinti, u kterych se casto mylné
predpoklada stejné chovani proteinu jako v roztoku. Proto determinace oblasti enzymu
v krystalové¢ struktuie cytochromu P450, které jsou schopny konformac¢nich zmén a tedy 1
otevieni potencialniho pfistupového kanalu do nitra CYP, nemusi odpovidat skute¢nosti.

Velmi slibnou metodou, ktera by mohla v budoucnosti odpovédét na vsechny vyse
zminéné otazky, je nuklearni magnetickd rezonance. Tato metoda umozZiuje zkoumat
proteiny v jejich pfirozeném prostiedi, zachytit jejich molekularni dynamiku a
mezimolekulové interakce. Oproti rentgenostrukturni analyze vSak zatim tato metoda

neposkytuje zatim takové presnosti a rozliseni.
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