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Anotace

Analyza pfistupovych cest z/do aktivnich mist lidskych cytochrom( P450 spocivd v presné
detekci aminokyselinovych zbytkd vstupnich kandld a ve zhodnoceni jejich funkci ¢i vzdjemné
kooperace.

Tato prace predklddd vysledky, data a hypotézy pro rozvoj vyzkumu enzymU cytochromu
P450 jako metabolizatord I. féze biotransformace 1€Civ i jinych xenobiotik. Zaroven poukazuje na
dulezitost studia mikroskopického prostredi k pochopeni déji s makroskopickym projevem.

Klic¢ova slova

Cytochromy P450, pristupové kandly, aminokyselinové zbytky.

Abstract

The analysis of access routes to/from the active sites of human cytochromes P450 lies in the
accurate detection of amino acid residues of the input channels and an evaluation of their
functions and mutual cooperation.

This paper presents the results, data and hypothesis for development of the research of
cytochrome P450 enzymes, which are involved in I. phase metabolism of drugs and other
xenobiotics. It also highlights the importance of studying the microscopic environment to
understand the phenomena with macroscopic manifestation.
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1. Seznam zkratek

ALA
ARG
ASN
ASP
CYS
GLN
GLU
GLY
HIS
ILE
LEU
LYS
MET
PHE
PRO
SER
THR
TRP
TYR
VAL
HEM
HEC

Alanin
Arginin
Asparagin
Aspardgovd kyselina
Cystein
Glutamin
Glutamovda kyselina
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Fenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptofan
Tyrosin
Valin

hem b
hem c



1. Uvod

Cytochromy P450 tvoii ,,superrodinu” hemthioldtovych biokatalyzdtord. Nomenklaturné se
fadi mezi oxidoreduktasy. Ve viech Zivych organismech miZeme pokazdé najit nékolik forem
(s vyjimkou enterobakterii napr. Escherichia coli). Avsak jejich polet se mize dramaticky Iiit.
Zatimco u bakterii bylo stanoveno maximdiné 20 forem cytochromO P450, u Clovéka jich
v soucasnosti zndme 57 a u rostlin se toto Cislo pohybuje okolo 300. [1, 2]

Cytochromy P450 predstavuiji nejdlleZité&fsi systém |. faze metabolismu Idtek endogennich
(napt. steroidy, mastné kyseliny), ale predeviim exogennich nebo-li xenobiotik (napf. léky,
aditiva, aerosoly). Podileji se na biotransformaci cca 50% vsech poddvanych farmak,
jejichz metabolismus je zndm. Ukolem I. fze je pfeména substrdtu na poldmi meziprodukt. Ten je
v Il. fazi metabolizovdn na hydrofilni derivat a ndsledné vyloucen té&lnimi tekutinami. Oxidace
substratu se odehrdvd v aktivnim misté cytochromu P450, které je pohfboené uvnitf struktury a je
pfistupné pouze prostrednictvim pristupovych cest Cili kandld/ tuneld. Cytochromy P450 jsou
lokalizovdny na endoplazmatickém retikulu (ER) bunék jater, mozku, plic, ledvin, placenty
a strev. [3, 4]

Cytochromy P450 byly objeveny roku 1958 T. Omurou a R. Satem. [5] Lidské cytochromy
P450 pritahuji zdjem védclO pravé z toho divodu, Ze se vyznamnou mérou podileji
na metabolismu cizorodych latek. Koncem roku 2006 bylo vykrystalizovdno sedm savcich forem
téchto enzymU (z nich 5 lidskych) a zvefejnéno v sedmndcti strukturdch (z nich 11 lidskych). [6]

Detailni analyza struktur cytochromu P450 mize pomoci predpovédét, jak se budou léky
chovat, ovsem zda se chovaji joko substrdt, induktor &i inhibitor miZzeme Zzjistit pouze
z biochemickych experimentld. Znalost interakce |éCiva s cytochromem P450 Ize vyuZit
pro regulaci poddvani IéCiv a posouzeni klinicky vyznamnych Iékovych interakci, které mohou
vést k drogové toxicité, snizeni nebo naopak zvyseni farmakologickych U&inkd.

Pro vytvoreni analyzy prfistupovych cest k akfivnimu mistu enzymu je tfeba popsat jejich
strukturni vlastnosti. Strukturnimi viastnostmi kandld se mysli jejich délka, kandlovd preference
a umisténi aminokyselinovych zbytkd v nich. Ziskand data by méla pomoci uréit obecné rysy
nebo rozdily mezi jednotlivymi formami cytochromi. Toto zhodnoceni je cilem moiji préce, které
by spolecné se studiem dynamiky enzymU mohlo prispét k pochopeni mechanismu funkci
cytochrom P450 hlavné v metabolismu xenobiotik.



2. Nazvoslovi

Dnes je zndmo kolem 1000 rdznych genU pro enzymové formy cytochromO P450. Pro jejich
prehlednost jsou na zdkladé podobnosti primdrnich struktur rozdéleny do rodin (kde je sekvenéni
homologie vétsi nez 40 %) a podrodin (s homologii vétsi nez 60 %). Pro cytochrom P450 se uzivd
zkratky CYP, za ni n&sleduje Cislo oznaceni rodiny (CYP1), potom pismeno podrodiny (CYPTA)

a posledni Cislo oznacuje konkrétni gen (CYPTAT). Lidské cytochromy P450 jsou klasifikovany
do 17 rodin, ale metabolismu xenobiotik se UCastni pouze tfi z téchto rodin: CYP1, CYP2, CYP3
(v malé mife téz CYP4). [7]

3. Struktura cytochromuU P450, jejich kandly

3.1 Struktura

Chceme-li se zabyvat strukturou proteind, je uZitecné rozlisovat rizné Urovné organizace.
Pofadi aminokyselin v bilkovinném fetézci je primdarni strukturou bilkovin, kterd podminuje jejich
biochemickou funkci. Makromolekuly bilkovin maji snahu stabilizovat se vytvdrenim takovych
prostorovych usporaddni, v nichz by si aminokyselinové zbytky vzdjemné neprekdzely. Hovorfime
o sekundarni strukture bilkovin. Jejimi typickymi motivy jsou a-Sroubovice (a-helixy) a skladané
listy B. Molekula bilkoviny ziskGvd charakteristicky globuldrni i vidknity tvar diky zpUsobu
uspordddni sekunddrni struktury. Jde o tzv. tercidrni strukturu. Je-li protein tvoren vice nez jednim
tercidrné strukturovanym fetézcem, celkové uspordddni se oznacuje jako kvartérni struktura.
Hluboko v proteinu je ulozena prosthetickd skupina - kofaktor hem b (protoporfyrin IX, Zelezity
komplex). Po&dtkem fetézce proteinu je amino-konec (N-konec) a zdvérem je karboxylovy
konec (C-konec). a-Sroubovice cytochromO P450 znacime smérem od N-konce po C-konec
abecedné (Obr. 1). Hem se nachdzi ve vysoce zakonzervované ,kapse" , jejimiz Castmi jsou
sroubovice D, E, J, K, L a nejdeldi helix |, ktery prochdzi celou konformaci jaoko pomysind osa.
V kontrastu k t€mto Sroubovicim jsou helixy A, B, F, G a H zna¢né variabilni - u kazdé jiné formy
cytochromu P450 se mUZe ménit jak jejich aminokyselinovd sekvence, tak i délka. Ve strukture se
také vyskytuji F/G a B/C smycky. Jejich nizkd rigidita jim uddavd schopnost kontroly pristupu
k aktivnimu mistu. [8]

Obr. 1 Abecedné (A - L) pojmenovany stuzkovy model cytochromu P450 zacindjici
N-koncem a koncici C-koncem. Alfa-Sroubovice jsou vyznaceny fialovymi skruty a beta-listy
Zlutymi pdsky.
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3.2 Klasifikace kandlu

Autorem systematizace kandld je skupina prof. R. C. Wadeové. Jsou to kandly 1, 2, 3, 4, 5
(dnes jiz méné znacené zkratkou PW = z angl. pathways), solvatacni a vodni kandl (Obr. 2). [8]

3. 2.1 Kandl PW1

Vystup mezi C, C' helixem a H (nebo L) helixem, uzavird se u G/H smycky, Bs-listu.

3.2. 2 Kandl PW2

Trida kandlu PW2 se ddle déli do Sesti podtfid: 2a, 2b, 2¢, 2ac, 2d, 2f.
Kandl 2a: vystup mezi F/G smyckou, B/C smyCkou a B;-listem. (V blizkosti jsou kandly 2d a 2f.)
Kandl 2b: vystup mezi B/C smyckou a By, Bs-listem. (Velmi Castého vyskytu ve strukturdch.)
Kandl 2c: vystup mezi G, | helixy a B/C smycCkou.
Kandl 2ac: vystup mezi vricholem B/C smycky a G helixem, vmezefen mezi kandly 2c a 2a.
Kandl 2e: vystup zkrz B/C smyckou.
Kandl 2d: vystup mezi N-koncem a helixy A, A'.
Kandl 2f: vystup mezi F/G smyckou a Bs-listem.

3. 2. 3 Kandl PW3

Vystup u E/F smycky a vmezefen mezi helixy F a G.

3. 2. 4 Kandal PW4

Vystup zkrz F/G smyckou.

3. 2. 5 Kandl PW5

Vystup mezi helixy K a K'.

3.2. 6 Kandl S (solvatacni)

Vystup mezi E, F, | helixy, Bs-listem. SlouZi pro transport molekul vody.

3. 2.7 Kandl W (water = vodni)

Vystup u paty B/C smycCky v blizkosti C-terminu a helixu B. Jeho role neni jednoznacnd.
Existuji dvé hypotézy — prvni o vystupni cesté& produktt, druhd o hydrataci aktivnino mista. [4]
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F/G smycka

C - konec

F/G smycka

Obr. 2 Klasifikace kandll aktivniho mista CYP (zde CYP3A4) podle Wadeové. Protein je
vyznacen stuzkovym modelem Sedou barvou. Zelenou je zvyraznéna F/G smycka a rdZovou B/C
smycka. Vstupy kandld, které koresponduji s pozici na povrchu proteinu jsou ilustrovdny
barevnymi body. Barevnost se fidi podle (i) podobnosti mechanismu otevirdni (2c, 2ac, 2a, 2f,
2b — Cervené; 2e, 2d, 4 — zelené; 1, 3 — hnédé), (i) funkce kandlu [solvatacni kandl (S), vodni
kandl (W) - modre ], (i) doby identifikace (nejnovéji objeveny kandl 5 - fialove). Hemovy
kofaktor je vyznacen tycinkovym modelem barvou svétlemodrého schématu dle chemickych
prvky. Pro lepsi orientaci v prostoru jsou nékteré a -helixy popsdny pismeny. Vytvoreno podle
literatury. [6]
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3.3 Mechanismus otevirani kanalu

Jak jiz bylo zminéno, v pozici F,G helixd, F/G a B/C smycek , které slouZi jako uzdvér kapsy
s navdzanym substradtem, je vysokd proménlivost primdrni struktury. Tyto smycCky patfi mezi
nejméné rigidni. Proto dochdzi k otevirdni mnoha kandld (1. 2a, 2c, 2ac, 2b, 2f, S, 3, 4) (Obr. 3).
[é]

S pomoci molekuldrni dynamiky byl u bakteridlnich struktur cytochrom( P450 nalezen kandl
2a jako piiiemce substratu. Ten se otfevird diky pohybUm F helixu a F/G smycky popr. G helixu
a B/C smycky. Pfedpokiddd se, Ze tunel 2a slouZi jako piistupovd cesta hydrofobnich substrdtd
k hemu i u lidskych forem. Konecny produkt by se pak mohl dostat vystupem 2c. [9]

F/G smycka

Obr. 3 Priklad flexibility proteinu. lzoforma lidského cytochromu P450 s navdzanym
inhibitorem v solvatacnim kandlu (CYP3A4 s erythromycinem ilustrovanym tycinkovym modelem
svétlezeleného schématu podle chemickych prvky). Zelenou barvou je zvyraznéna F/G smycka,
riZovou B/C smycka. Zlutou je pro snadnou orientaci obarven helix I. Prostor kandlu, kde se
nachdzi inhibitor, je demonstrovdn povrchovou vrstvou struktury.
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4. Metodika

Vychozim materidlem pro studium enzymO byla internetovd databdze Protein Data Bank
(PDB). Z téchto strdnek jsem ziskala 3D struktury forem lidskych cytochrom( stanovené pomoci
monokrystalové rentgenové difrakce.

Ddle jsem vyuZila programu PyMOL (molekuldrni graficky systém urCeny pro sttedné velké
biomolekuly jako jsou proteiny). Software umi generovat vysoce kvalitni ilustrace obsahujici
grafickd vyobrazeni molekul a animace. Mimo jiné mi umoznil si pizpUsobit pracovni materidl fj.
odstranit pfitomné ligandy tak, aby nezkreslovaly vysledky pro ndsledujici vyhleddavani kandl
pomoci pluginu MOLE. Program MOLE vznikl joko spolecné dilo Ndrodniho biomolekuldmiho
vyzkumu Masarykovy univerzity v Brné a Katedry fyzikdini chemie Univerzity Palackého
v Olomouci. Jeho z&kladem je DijkstrOv algoritmus, ktery prohleddvd Voroného diagram
a zohlednuje vzddlenost k nejbliz§imu atomu (Obr. 4). [10]

Obr. 4 Kandly nalezené programem MOLE a vizualizované v PyMOL. Modrou je zobrazen
vodni kandl, Cervenou PW2f a zelenou solvatacni kandl (CYP2D6).

Do pfidavného modulu jsem zadala soufadnice dvou vhodnych aminokyselin
(napf. THR 124, ASP 320) a pocet pozadovanych tuneld (v této prdcijsem volila pocet dvacet).
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Vysledkem hleddni se staly kandly sefazené podle geometrické preference. Urcovdni
vnitfnich  aminokyselinovych zbytkd (ddle jen rezidua) bylo provedeno didkladnou vizudini
inspekci. Jeji vyhoda spocivd nejen ve sprdvné detekci pritomnosti rezidui, ale také v posouzeni
jejich prostorové orientace. Postupnym porovndvdnim vysledkd jsem ocekdvala ndlez
analogickych prvk¥ a vyvozeni zavérd.

CYP  PDBID ligand lokace ligandu ~_roce!
1A2 2H14 a-naftoflavon v PW2c 1
2A6 1210 kumarin aktivni misto 4
2C8 1PQ2 kys. palmitové mimo aktivni misto 2
2C9 10G2 - - 2
2D6 2F9Q - - 4
3A4 1TQN - - 1
3A4 2J0D erythromycin aktivni misto 1

Tab. 5 V tabulce jsou uvedeny formy lidskych CYP, kterymi se v prdci zabyvdm. Potom
jejich identifikacni kédy v PDB databdzi, pfitomnost ligandd s jejich umisténimi a pocet fetézc
tvorici enzym.

Prvnim krokem bylo nutné zaznamenat rezidua v okoli hemu a v dutindch, které sdili
viechny kandly. Cely prostor jsem nazvala aktivnim mistem. Celkovou topologii mUzeme vidét
v pfilozenych schématech (viz pfilohy).

Druhy krok zahrnoval porovndni tuneld stejného typu a tfetim bodem bylo opé&tovné
ovéreni PyMOL aplikaci.

U enzym0 s kvartérni strukturou jsem analyzovala kandly kazdé podjednotky.

-12-



4.1 CYP1A2

Tato izoforma je primdrné soustredéna z 12.7 % v jatrech. SpiSe nez pro I€Civa je enzym
dilezity v metabolismu dalsich xenobiotik (napf. nitrosaminy obsaZené v cigaretovém kouri,
grilovaném jidle). [11] Struktura 2HI4 (PDB ID) je vykrystalizovdna s induktorem a-naftoflavonem.

4.2 CYP2A6

CYP2A6 se UcCastni premény 1 % IéCiv metabolizovanymi cytochromy P450. V zadané
strukture 1210 je pfipoutdn substrat kumarin. Dalsimi vyznamnymi jsou nikotin, paracetamol qij.

4.3 CYP2C8

PDB databdze nabidla pouze jedinou strukturu tohoto cytochromu, kterd md kéd 1PQ2.
Mimo aktivni misto je navdzand palmitovd kyselina. Tento enzym metabolizuje méné nez 5 %
zndmych 1ékd. Presto se vyznamné podili na odbourdvdani taxolu, jeho substradtem je napiiklad
ibuprofen.

4.4 CYP2C9

Enzymy z této skupiny (v tomto plipadé 10G2) jsou vyznamnymi z&stupci metabolizdtord
antikoagulantd a anfidepresiv. V klinické praxi ¢asto pozorovanou interakci je inhibice
metabolismu S-warfarinu soucasné podanym s amiodaronem (lékem pro nepravidelny srdecni
rytmus a zdroven substradtem CYP3A4). Aminokyselinovd sekvence s CYP2CS8 je velmi blizkd.

4.5 CYP2Dé6

Struktura s kédem 2F9Q je druhym nejvyznamnéjim enzymem v metabolismu |&Civ.
Preferuje substrdty, jejichz zaklad tvori atom dusiku a plandrni aromaticky kruh. Ucastni se proto
eliminace karcinogend a aktivace prokarcinogend.

4.6 CYP3A4

NejdUleZitéjsi forma cytochromd P450. Vyskytuje se prevdiné v jatrech (30 % jaternich
CYP P450) a ve stievé (vice nez 70 % CYP P450 ve stievni sténé). U ostatnich orgdnl jejich
mnozstvi klesd. Metabolizuje vice jak 50 % viech |é€Civ uZivanych v humdnni mediciné. Jeho
viestrannost pro vybér substrdtd umozniuvje velkd tvdrnost enzymu. Zde pracujeme s formami
1TQN a 2J0D. [11, 12]
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5. Vysledky

5.1 Aktivni mista

Porovndni viech sedmi aktivnich mist (pojem definovdn v metodice) ukdzalo podobnosti
jak v polarité elektricky nabitych aminokyselin, tak v jejich prostorovém uspordddni.

Obr. 6 Aktivnimista CYP1A2 a CYP2A6.

V CYP1A2 jsou 2 zAporné nabitd rezidua upoutand na helix I. Své funkeni skupiny maiji
orientovdny smérem k hemu. CYP2A6 md v tésné blizkosti kofaktoru pouze jedno reziduum, které
je odvrdceno do solvatacniho kandilu (Obr. 6).

ASP 360

Obr. 7  Aktivni mista CYP2C8 (2C9) a CYP2D6.

Aktivni mista cytochrom 2C8 a 2C9 jsou sekvencné i funk&éné identickd (Obr. 7). Jejich
aminokyselina ASP 293 je analogii ASP 313 u CYP1A2. Cytochrom 2Dé obsahuje dalsi analogické
reziduum vyskytujici se na helixu K a |. Jednd se o ASP 368 - ASP 360 a ASP 301 - ASP 293.
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3A4 - 2J0D (A)

”

ARG 212

Obr. 8  Aktivni mista CYP3A4 (1TQN) a CYP3A4 (2J0D).

Poslednimi strukturami jsou enzymy podrodiny 3A4. Obé se shoduji rezidui i polaritou. Zde
mUzeme zietelné vidét prdci ARG 212, ktery viivem pohybu helixd zaujme polohu antagonisty
GLU 308. Ten v obou pfipadech odpovidd ASP 320 (v CYP1A2) a GLU 304 (v CYP2A¢) (Obr. 8).
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52 Preference kandlu

1A2 1 2 3 4 5 6 7 8
A PW3 S PW2c W PW2b PWI1 PW2e PW2ac
2A6 1 2 3 4 5 6 7 8 9

A Wi S PW3 PW2c PWI PW2e PW4 W2 PWS5

B PW2e Wi PW3 PW2c PW2f PWI1 PW2d S W,

C PW2e PW4 Wi PW2c PWI1 PW3 S W,

D PW2e Wi PW3 PW2c PWI1 S W2 PW4

2Dé 1 2 3 4 5 6 7

A S PW2f PW2e PW2c PW4

B S PW2e PW2c PW4 PW2f W

C S PW2e PW2f PW2c PW4 W PW2b

D S PW2e PW2c PW2f PW4

2C8 1 2 3 4 5 6
A PW2b PW4 S PW2c
B PW2b  PW2e S PW4 PW2c PW5
2C9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

A S PW2c PW2f PW2e  PW2b PW3 PW4 PW&

B S PW2c PW2f PW3 PW2e  PW2b  PW2d PW4 PW5
3A4 - 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1TQN

A PW2b  PW2f PW4 S PW2e PW3 PW2ac PW2d  PW5 PWI1

3A4 - 1 2 3 4
2JOD

A S PW2b  PW2e

B S PW2b  PW2e PW2c

Obr. 8 Kandlovd preference kaZzdého monomeru (A, B, C, D).

VEéfsina zkoumanych enzym( upfednostiivje solvatacni kandl (kromé CYP2A4, ktery spise
preferuje kandl vodni), ddle to jsou kandly 2b, 2c, 2e a dalsi kandly v pritomnosti flexibilnich B/C
a F/G smycCek napr. 4, 3, 2f.

“16-



5.3  Elektropolarita nejdulezitéjsich kanalu

1 piilozenych schémat si mUZzeme viimnout, Ze je enzym ve své vnitini stavbé znacné
hydrofobni. Elektricky nabitd rezidua se vyskytuji sporadicky. Smérem ven k pld&sti je patrnd
gradace polarity.

Zamérné jsem se sousttedila na porovndni sekvencné piibuznych CYP, kde je snazsi naijit
jemné rozdily v analogiich. tj. CYP2C8 a 2C9, CYP3A4 (1TQN a 2J0D). Ackoliv se nékterd rezidua
Ciselné shodovala nebo jejich pofadi byla pribliznd (viz koncovy vycet v tabulkdch), jejich
orientaci bylo nutné jésté zkontrolovat v prostoru.

5. 3.1 Solvataéni kandly

Obr. 9 Solvatacni kandly struktur CYP2C8 a CYP2C9.

CYP2C: identita rezidui GLU 300, ARG 307, ASP 165. Zdména polarity ARG 206 (2C8)
a GLU 206 (2C9). LYS 199 je odlklonén od solvatacniho vystupu (Obr. 9).
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Obr. 10 Solvatacni kandly struktur CYP3A4 (1TQN) a CYP3A4 (2J0D).

CYP3A: Identita ASP 174, LYS 173, GLU 163, LYS 168 (1TQN) — ARG 162 (2J0D) a na helixu F
LYS 208. Zdména GLU 205 a LYS 209. LYS 487 (2J0D) tvori vzddleny okraj kandlu (Obr. 10).

<&

ARG 203

Obr. 11 Solvatacni kandly struktur CYP2A6 a CYP2D6.

CYP2A6: spolecny kladné nabity region LYS 476, HIS 477 (resp. ARG 311) s CYP1A2: LYS 500,
HIS 501, ARG 503 (Obr. 12). Nékterd rezidua CYP2A6 koresponduiji s rezidui ostatnich cytochrom:
ARG 203 = LYS 208, LYS 209 (2J0D), ARG 206 (2C8); ARG 311 = ARG 307 (2C) (Obr. 11).
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1A2 - 2HI4

Obr. 12 Solvatacni kandl struktury CYPI1A2.

Kromé& CYP1A2 se u viech cytochromU objevuje jedno zaporné nabité reziduum
U pocdatku helixu E: 2C8, 2C9 - ASP 165, 3A4 — ASP 174, 2A6 — ASP 169, 2Dé — ASP 179.

Tab. 13 Acidobazickd rezidua obsaZend v solvatacnich kandlech. GLU 304 (2A6)a GLU
308 (3A4 — ITQN) jsem zndzornila uZ v ilustracich aktivnich mist, kde je vétsi pravdépodobnost
podobnosti.
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5. 3.2 Kandly PW2b

2C9 - 10G2

Obr. 14 Kandly PW2b struktur CYP2C8 a CYP2C®9.

3A4 - 20D (#2b) -
W A

\ 8

< cLu 234

Obr. 15 Kandly PW2b struktur CYP3A4 (1TQN) a CYP3A4 (2J0D).

CYP3A4 — 1TQN: ARG 372, ARG 106, GLU 374 a reziduum aktivnino mista ASP 76 tvori vstupni
mechanismus mezi B/C smyckou a Bs-listem na bdzi protilehlosti elektrickych ndbojd. Pfitomnost
arginin® se shoduje (Obr. 15).
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1A2 - 2HI4 (PW2b)

Obr. 16 Kandly PW2b struktur CYP2D6 a CYP1A2.

Vyznamnd orientacni shoda: LYS 383 (2C8), LYS 72 (2C9), LYS 390 (1TQN), LYS 390 (2J0D),
LYS 391 (2Dé), LYS 404 (1A2) (Obr. 14, 15, 16).

Tab. 17 Acidobazickd rezidua obsaZzend v kandlech PW2b.
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5. 3. 3 Kandly PW2c

2C8 - 1PQ2 (PW2c) 1ys 325 § 2C9 - 10G2 (PW2c) ts 235 /wq
7
‘ \ & J‘ . /: , S

Obr. 18 Kandly PW2c struktur CYP2C8 a CYP2CS9.

U CYP2CS8 prevazuje kladné nabitd krajina, u CYP2C9 se naopak zdvojndsobil vyskyt
glutaminG (Obr. 18).

3A4 - 2J0D (PW2c)

Obr. 19 Kandly PW2b struktur CYP3A4 (1TQN) a CYP3A4 (2J0D).

Cytochromy 3A4: F/G krajina se lisi hydrofilnim cysteinem a elektropozitivnim argininem 243.
Helix G i B/C smycky tvoii kladné nabitd rezidua podrodin 2C i 3A (Obr. 19).
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2D6 - 2F9Q (PW2c) \‘L‘

Obr. 21 Kandl PW2c struktury CYP1AZ2.

Struktury z obrdzkd 20, 21 se odlisuji viastnostmi aminokyselin, orientace je mdlo podobnd.

Tab. 22 Acidobazickd rezidua obsazend v kandlech PW2c.
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5. 3. 4 Kandly PW2e

2C8 - 1PQ2 (PX

1S 108 4 iv
N
S

Obr. 23 Kandly PW2e struktur CYP2C8 a CYP2CS9.

CYP2C: u vystupU® kandll PW2e je jediné shodné reziduum — LYS 118 (Obr. 23).

Obr. 24 Kandly PW2e struktur CYP3A4 (1TQN) a CYP3A4 (2J0D).

Cytochromy 3A4: rezidua jsou v obou strukturdch identickd. U vystupu je zdporné nabity
region. Smérem k hemu je region kladny (Obr. 24).
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2A6 - 1710 (PW2 2Dé6 - 2F9Q (PW2
‘ N ]‘\‘ (PW2e)
=7 2

‘\‘ | k‘ \/"‘ \‘ -

« “/ ' lU 221
A\
AN |\

Obr. 26 Kandl PW2e struktury CYP1A2.

U vychodu na B/C smycce se vidy vyskytuje alespon jedno zAporné nabité reziduum.
Tabulkovand a zdroven neilustrovand rezidua jsou soucdstmi vzddlenénjsich okrajd vstupd.

Tab. 27 Acidobazickd rezidua obsazend v kandlech PW2e.
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5. 3. 6 Kandly PW3

2C9 - 10G2 (PW3) 2A6 - 1710 (PW3)

Obr. 31 Kandly PWS3 struktur CYP2C9 a CYP2A6.

CYP2A6: naproti ttem kladné nabitym zbytkdm z G helixu leZi tfi z&porné nabitd rezidua.
U cytochrom( 2C9 a 2A6 se objevili jok kandly PW3, tak také PW4 (Obr. 31).

e

Obr. 32 Kandly PW3 struktur CYP3A4 (1TQN) a CYPTA2.

Vyskyt spojeni F a G helixd prostfednictvim opacné nabitych rezidui. LYS 209 - GLU 244
(3A4); ARG 259 - GLU 225, GLU 215 -LYS 266 (1A2) (Obr. 32).
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Tab. 33 Acidobazickd rezidua obsazend v kandlech PW3.
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5. 3. 5 Kandly PW4

—‘

—
sz N
~L > /

Obr. 28 Kandly PW4 struktur CYP2C8 a CYP2C9.

CYP2CS8: soudrznost F a G helix( zajistuji LYS 232 a Uzce protilehly GLU 203. U CYP2C9 tato
soudrznost chybi (Obr. 28).

2Aé6 - 1710 (PW4) 2D6 - 2F9Q (PW4),
T v v 1
¥ lU m Wy :
g’% ond L o - \

.)g O/< -

[ a
S/ %
A \

Obr. 29 Kandly PWA4 struktur CYP2A6 a CYP2Dé.

Kandly PW4 u 2. rodiny - analogie na helixu G: LYS 232 (2C8, 2C9), ARG 242 (2Dé)
(Obr. 28, 29).
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Obr. 26 Kandl PWA4 struktury CYP3A4 (1TQN).

Tab. 30 Acidobazickd rezidua obsazend v kandlech PWA4.

5. 3.7 Kandly PW5

2C8 - 1PQ2 (PW5)

LYS 399

Obr. 34 Kandly PWS5 struktur CYP2C8 a CYP2C9.
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3A4 - 1TTQN (PW5)

Obr. 34 Kandly PWS struktur CYP2A6 a CYP3A4 (1TQN).

Kandly PW5 mohou v budoucnu tvorit roziteni pfitommného solvatacnino kandlu. Funguji
zde i antagonistickd rezidua, kterd spojuji smycku u C-terminu a helix A (Obr. 34).

Tab. 30 Acidobazickd rezidua obsazend v kandlech PWS.
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6. Diskuse

Nejdiive srovndme data z analyzy aktivnich mist cytochromO P450. Viechny zkoumané
enzymy maji podle vysledkd aktfivni misto s maximdiné dvéma zdporné nabitymi

Z vysledkd kandlové preference Ize vycist, ze enzymy uprednostiiuji kandly regulované
helixy F, G s F/G smycCkou.

Polarita pristupovych cest by méla napovédét, jak funguje prijem substratu, nebo-li jak se
reagujici oblasti molekuly substrdtu méni viivem pritomnosti aminokyselinovych zbytkd v kandlu.
Jednim z cild bylo zobecnit tunely z hlediska jejich celkového ndboje. Ukdzalo se, ze nejdilezitéjsi
kandly vykazovaly pfimé analogie elektricky nabitych regiond jen u enzymi stejné podrodiny.
U ostatnich CYP to byly kombinace nebo jenom cdstecné podobnosti regiond. Vie plyne
z vysoké promiskuity cytochromd P450 k substrdtdm. Jedinym zobecnénim zOstava stiiddni krajin
s rbznou polaritou. Sekvencné podobné enzymy maji shodné umisténi elekiricky nabitych
regiony stejného ndboje.

U zadanych cytochromO existuji funkéni mechanismy. Jde o jiZz zmifiovanou viastnost
enzymu, kdy se jeho hydrofobni &dsti snazi presunout do nitra proteinu. Ddle jde o
fenylalaninovou brdnu, jejiz funkci bude pravdépodobné izolace kandlu od aktivnino mista
(Obr. 35). Nachdzi se v CYP1A2, 2Aé a ve dvou strukturdch 3A4. V dUsledku velmi poldrniho
pl&sté enzymu vznikaji u vstup® kandld spolupracujici rezidua opaénych ndbojl. Predpokldddm,
Ze by mohlo jit o vstupni mechanismus, jez se vyskytuje prednostné v kandlech PW5, PW3, nékdy
také v solvatacnich kandlech. Na principu protilehlosti elekiricky nabitych rezidui funguje velké
mnozstvi region’ (netykd se nitra enzymu).

Rozdiind substratovad specificita spocivd v detailnich rozdilnostech. Nejmarkantnéjsi zména,
kterd mUze nastat je vyména kladné nabitych aminokyselin za zdporné a naopak.
Ve véfsiné jsou obecnostmi vsech kandlld stiidajici se oblasti s r0znymi ndboji a vyuZiti
spolupracujicich rezidudinich jednotek.
Hydrofilni aminokyseliny se vyskytuji rovnomérné v celych strukturdch. Svymi vodikovymi mUstky
napomahdgji transportu vody, substrdtd a soudrznosti konformace.

Chtéla bych zminit neddvny vyzkum z oblasti fizené molekuldmi dynamiky, kde se
z aktivnich mist lidskych cytochromd rodiny 3A4 (1TQN) odstranovali produkty temazepamu
(TMZ) a testosteronu-6BOH (TST-OH) kandlem PW2e. Piimpomenme si z kapitoly mechanismu
otevirdni kandld domnénku, 7e dulleZitost PW2a a PW2c bakteridlinich forem CYP P450 je
predpokiddand i u lidskych CYP P450. Studie potvrdila nezanedbatelnou Ucast tunelu 2a, ktery
oznacila jako propojeni s membrdnou ER. [8]

U z&dné z forem zkoumanych cytochromd jsem nenalezla kandl 2a. V piipadé moji prace
pouze PW2b pifesné odpovidd aminokyselinovym zbytkdm kandlu PW2a ze studie TMZ a TST-OH.
Ne viechna rezidua, kterd jsem v kandlech nalezia, musi byt vyuZita pfi interakcich se
substratem, jak jsem se mohla presvédcit z porovndni dat studie TMZ a TST-OH a moji prdce. Také
se shoduje pfistup skrz fenylalaninovou brdnu, ¢imz mbzeme doloZit funkénost mechanismu v
praxi.
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Moaji hypotézou pro hlavni vstup substratl je cesta skrz kandly 2b, 2c, 2e a pokracovani
pres kandl S (+ PW2f popf. PW5). Kotveni cytochromu do ER predpokldddm u jeho N-konce, kde
jsem nalezla pozitivné nabité aminokyseliny (Arg, Lys, His), které by mohly interagovat se zdporné
nabitymi hlavickami fosfolipidd cytoplazmatické membrdny ER. Kandly PW3 s PW4 mUZeme pii
interakcich povazovat jako jeden tunel. Vodni kandl by eventudiné pinil dvoji funkci a to
vystupni cesty produkt( &i funkci hydratace aktivnino mista.

3A4 - TTQN

PHE 57
PHE 108
PHE 213
PHE 215
PHE 220
PHE 241
PHE 304

Obr. 35 Obrdzek ndm Sedou barvou ukazuje stuzkovy model cytochromu z rodiny 3A4
(1TQN). TyCinkovym modelem je modfe zndzornén hemovy kofaktor. Fialovym tycinkovym
modelem jsou zndzornény fenylalaniny, které tvorfi ,.fenylalaninovou brdnu". Ta se vyskytuje
v horni Edsti aktivniho mista a reguluje tak otevirdni kandld PW4, PW3.

7. Zaver

Ukolem této prace bylo charakterizovat piistupové cesty z/do akfivnich mist lidskych
cytochrom P450 a ze statického pohledu vyvodit velmi podrobné mechanismy UCinku enzymu
v pojmech strukturni biologie.

Formy enzymU byly podrobné zmapovdny vizudini inspekci a zazndmendny do 2D i 3D
ilustraci (viz pfilohy).

Analyzou bylo zjisténo, ze se v jednotlivych strukturdch nejcastéji nachdzi solvataéni kandl,
PW2b, PW2c a PW2e. Nejméné Casté byly kandly PW2d, PW1 a PW5. Druhy kandll se odlisuj
svymi vliastnostmi enzym od enzymu, nelze je zobecnit na zdkladé polarity. Oviem v aktivnich
mistech byla nalezena pouze zdpornd rezidua. Cytochromy P450 by se mohly kotvit
do cytoplazmatické membrdny aminokyselinovymi zbytky v okoli N-konce a zdroven by
pri preméné substrdtu vyuZivaly kandld, které reguluje F/G smycka. Redinou predstavu o
enzymatickych reakcich ndm muize poskytnout jen molekulovd dynamika.

-32-



8. Seznam informaénich zdroju

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

GONZALEZ F. J., Role of cytochromes P450 in chemical toxicity and oxidative
stress: studies with CYP2E1, Mutation Research (2005), s. 569.

ANZENBACHER P., ANZENBACHEROVA E., Cytochromes P450 and metabolism
of xenobiotics, Cell. Mol. Life Sci. 58 (2001), s. 737-747.

FLODROVA E., VyuZiti molekuldrné genetické analyzy genu CYP2Dé a metody
detekce [PDF], FN Brno, Oddéleni [ékarské genetiky, Laborator molekuldrni
diagnostiky. [cit. 15. ledna 2010]. Dostupné z URL: http://www.molekulara.cz/
co-vysetrujieme/cytochrom-p450/.

OGU Ch. C., MAXA J. L., Drug interactions due to cytochrome P450, Proc (Bayl
Univ Med Cent), (2000), 13, (4). s. 421-423.

PHILLIPS I. R., SHEPHARD E. A., Cytochrome P450 protocols: Humana Press (1998),
s. 11-12. ISBN 0-89-603519-0

COJOCARU V., WINN P. J., WADE R. C., The ins and outs of cytochrome P450s,
Biochim. Biophys. Acta (2007), 1770, (3). s. 390-401.

STIBOROVA M., Studium enzym0 biotransformujicich xenobiotika jako ndstroj
pozndni mechanismu pUsobeni karcinogend a konstrukce karcerostatik nové
generace, Sbornik z multioborového semindre ,,Oteviend véda"
z22.-29.10. 2005, Praha, s. 7-9.

OTYEPKA M., SKOPALIK J., ANZENBACHEROVA E., ANZENBACHER P., What
common structural features and variations of mammalian P450s are known
to date? Biochim. Biophys. Acta (2007), 1770, (3), s. 376—389.

FISHELOVITCH D., SHAIK S., WOLFSON H. J., NUSSINOV R., Theoretical
Characterization of Substrate Access/Exit Channels in the Human Cytochrome
P450 3A4 Enzyme: Involvement of Phenylalanine Residues in the Gating
Mechanism, J. Phys. Chem. B (2009), 113, (39), s. 13018-13025.

PETREK M., KOSINOVA P., KOCA J., OTYEPKA M., MOLE: A Voronoi diagram-based
explorer of molecular channels, pores and funnels: Structure (2007), 15, (11),
s. 1357-1363.

JOHNSON M. D., NEWKIRK G., WHITE J. R. Jr., Clinically significant drug interactions,
Postrgrad Med (1999), 105, (2), s. 5-193.

SMITH G., STUBBINS M. J., HARRIES L. W., WOLF C. R., Molecular genetics

of the human cytochrome P450 monooxygenase superfamily: Xenobiotica (1999),
28, (12), 5. 65-1129.

-33-



