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1. UVOD A CIiLE PRACE

Cytochrom P450 11A1 hraje kli¢ovou roli v metabolismu cholesterolu. Podili se
na prvnim kroku biosyntézy steroidnich hormont, ktery je zalozen na pieméné
cholesterolu v pregnenolon pomoci tii monooxygenazovych reakci. Pravé pfeména
avstup cholesterolu do aktivniho mista cytochromu P450 11A1 je klicovym
katalytickym krokem pro jeho spravné zpracovani a zamezeni nezddoucimu ukladani
cholesterolu v jinych ¢astech lidského téla.

V soucasné dobé se velké procento obyvatel Ceské republiky potyka s vysokou
hladinou cholesterolu v krevni plazmé, ve které se vyskytuje spolu se svymi estery,
triacylglyceroly, amfifilnimi fosfolipidy a bilkovinami ve formé lipoproteind.
V zavislosti na rozdilné hustot¢ zavislé na podilu lipidové a bilkovinné slozky
Vv lipoproteinech  rozliSujeme Vv souvislosti s cholesterolem LDL (low density
lipoprotein) a HDL (high density lipoprotein).! Piedeviim dale modifikovany LDL je
zodpovédny za jiz zminované zdravotni potize vedouci ke vzniku aterosklerozy
(kornaténi tepen), pokud neni spravné regulovan prostiednictvim LDL receptoru.
Nadbytek cholesterolu potlacuje syntézu téchto LDL receptord, které poté buitkdm
chybi. Za zvySeni koncentrace LDL-cholesterolu mohou napf. nasycené mastné
kyseliny. Naopak HDL pokladame za c¢astice s antiaterogennimi ucinky, protoze
funkci cév. ZvySend hladina cholesterolu je tedy zakladem aterosklerézy a muze
nasledn& vést a7 k ischemické chorob& srde¢ni.? Cholesterol je tedy nejen jednou
ze stavebnich latek bunécnych membran, hormonii a nervi, ale i latkou, kterd muze
Vv pfipad€ Spatného metabolismu vést k zdvaznym a smrtelnym onemocnénim.

Cilem mé prace bylo pomoci vypocetnich metod simulovat mitochondridlni
cytochrom P450 11A1 s a bez ptitomnosti cholesterolu v aktivnim misté a lokalizovat
mozné mutace na zakladé dostupnych dat. Dale pak analyzovat jednotlivé ptistupové
cesty tzv. kandly do aktivniho mista a provést molekulové dokovani cholesterolu
umisténého do ptistupovych cest. V téchto ptistupovych cestach dale sledovat flexibilitu
kanalti simulaci cholesterolu v ptistupovych cestach.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Cytochromy P450

Cytochromy P450 (zkracen¢ CYP ¢i P450) tfadime mezi enzymatické proteiny
s hemovym kofaktorem. Své jméno ziskaly diky objeveni bilkovinnych pigmenti
v mikrosomech, které za pfitomnosti NADPH a oxidu uhelnatého vykazovaly
charakteristicky tzv. Soretiiv pik pii 450 nm.?

P450 jsou zodpovédné za metabolismus vice nez 50% xenobiotik v lidském téle a jsou
pritomny prakticky ve vSech zivych orgamismech.4’5 Pravé P450 hraji dtlezitou roli
pii I. fazi biotransformacnich reakci jako jejich katalyzatory. Katalyzuji oxidacneé-
redukéni a peroxidacni reakce, pii kterych vyuzivaji jako oxidacni Cinidlo kyslik,
redukénim cinidlem a kofaktorem je molekula NADPH. Xenobiotika jsou z téla
odstratiovana diky zvyseni jejich polarity, k ¢emuZ dochazi b&hem oxida¢nich reakei.®
Lipofilni latky se tak stavaji hydrofilnéjSimi.

V soucasné dobé muzeme v databazi PDB — Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/)
nalézt struktury jiz zhruba 1000 enzymut patficich do rodiny cytochromi P450.
Pro ¢lovéka bylo identifikovano 14 rodin cytochromid P450.” Ve své praci se
soustfed’uji na mitochondrialni cytochrom P450 11A1.

2.1.1. CYP11A1

Cytochrom P450 11A1 znamy také jako P450scc, CYP11A nebo CYPXIA1 je enzym
nachdzejici se na vnitini stran¢ mitochondridlni membrany a ucastnici se pfemény
cholesterolu na pregnenolon, ktera je prvnim krokem v syntéze steroidnich hormoni.®
Zkratka ,,scc znaci ,,Side Chain-Cleavage enzyme* a ukazuje na misto, kde je
cholesterolu odstipnuta vétsina vedlejsiho fetézce na pozici 17 (obr. 1).

VétSina CYP11A1 je situovdna do klry nadledvinek a Zlutého téliska. Dal§imi misty
jsou pak vtheca buiikich ve vajeCnicich a Leydigovych bunkach ve varlatech.’
V prubéhu teéhotenstvi Ize zaznamenat vyrazné mnozstvi CYP11A1l také v placenté.lo
V nizkych mnozstvich se CYP11A1 nachazi také v jinych typech tkani, véetng mozku.™

Pomoci imunofluorescencnich metod se specifickymi protiladtkami bylo prokézano,
Ze se tento enzym nachéazi vyhradné v mitochondrii, pfesnéji na jeji vnitfni membrané
smérem k vnitinimu matrixu.
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Obr. 1: Metabolismus cholesterolu.

Obrazek byl pievzat z ref. 12 a doplnén o nazvy genll. V levém hornim rohu lze vidét,
ze CYP11A1 je prvnim krokem v metabolismu cholesterolu. Je vidét, ze metabolismu
steroidl se P450 castni v hojném poctu.

2.1.2. Struktura CYP11A1

Jako u vSech proteint, i u CYP11A1 rozliSujeme N-konec a C-konec tetézce. Dale je
stuktura polypeptidu tvofena dvanacti a-helixy (zna¢ime A-L) a ¢tyfmi B-skladanymi
listy (zna¢ime [1-4). Mezi konzervované strukturni prvky pak fadime cystein
s thiolatovou vazbou na hem nebo pienosovy protonovy systém, ktery je reprezentovan
oblasti kolem threoninu a kyseliny glutamové na I-helixu. Tyto aminokyseliny se
zapojuji do enzymatickych reakei. Proximalni strana P450 (definovana jako ta strana
hemu, kterou je navazéan na cystein) je natoena do vodného prostiedi, distalni strana
(nad opacnou stranou hemu obsahujici kavitu véazajici substrat) je spojend s rozhranim
membréana-voda.”® Aktivni misto se nachazi na distdlni stran& v blizkosti hemové
prostetické skupiny hluboko ve struktufe cytochromu a je zakryvano strukturovanéjSimi
smyckami — napt. dodatecné helixy F" a G'.



Obr. 2: Struktura CYP11A1 s popsanymi sekundarnimi prvky
Struktura je nahlizena z distalni strany (PDB ID: 3N9Y), povSimnéte si hloubky
zanofeni hemu.

Od ostatnich forem P450 se CYP11Al lisi vyraznymi zmé&nami V aminokyselinové
sekvenci i presto, Ze struktura je zachovavana (obr. 2)."* Coz je potvrzeno i méné nez
25% identitou s ostatnim cytochromy P450 vazicimi cholesterol — CYP7A1, CYP27Al
a CYP46A1, nicméné tyto P450 vazou cholesterol aZ s nanomolarni afinitou.™

Funkci cytochromu P450 11A1 lze definovat dvéma zpusoby — na zaklad¢é anotace
pomoci enzymové klasifikace (EC), nebo genové ontologie (GO). EC popisuje enzym
na zéklad® katalyzované reakce.’® V nasem piipadé je EC 1.14.15.6 (oxido-redukéni
reakce s parovanim donorti spojena se zabudovanim nebo redukci molekuly kysliku
za ptitomnosti redukovaného Fe-S proteinu.) GO sjednocuje popis geni a jejich
produktl na zéklad¢ biologickych procesi, molekularni funkce ¢i bunééné
kompartmentace. CYP11A1 ma napt. GO 0008386 — cholesterol monooxygenazova
aktivita, GO 0055114 — oxida¢né-redukéni proces, GO 0005506 — navazani iontu
zeleza, GO 0020037 — navazani hemu.

2.1.3. Mechanismus uéinku a ovlivnéni funkce

CYP11Al katalyzuje reakci (obr. 3), pfi niz reaguje cholesterol s redukovanym
NADPH a za pfitomnosti kysliku a odstépenim velké €asti postranniho fetézce vznika
pregnenolon, 4-methylpentanal, oxidovana forma NADP* a voda."” Kofaktorem celé
této reakce je hem-thiolat nachéazejici se v aktivnim misté cytochromu.
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Obr. 3: Souhrnna reakce katalyzovana pomoci CYP11A1

Pokud se podivame na reakci podrobnéji, zahrnuje tfi monooxygenazové reakce (obr. 4)
ve kterych postupné vznikaji 22R-hydroxycholesterol, 20a,22R-dihydroxycholesterol
anakonec je zruSena vazba mezi uhliky 20 a 22 a vznikd pregnenolon
a 4-methylpentanal.

cholesterol

pregnenclon 20K 22R- dihydroxycholesteral

Obr. 4: Souhrnna rovnice pro vznik pregnenolonu z cholesterolu pomoci
3 monooxygenazovych reakei.



Pregnenolon je rozsahle vyuzivan jako prekurzor mnoha neurosteroidii a i on sam slouzi
jako neurosteroid.’® Z mitochondrie je ve v&tsing pripadi exportovan nebo zmé&n&n na
jiné  sloucCeniny  (progesteron,  testosteron) zapomoci dalSich  enzymul
vV endoplazmatickém retikulu.™

Mnozstvi CYP11A1 proteinu v buiice je Fizeno danym hormonalnim systémem.’
Produkce je zvySena ptitomnosti kortikotropinu (ACTH), naopak snizovana pomoci
jaderného receptoru DAX1.% Jelikoz je tedy produkce steroidu katalyzovana CYP11A1
dualezita pro zivot, jeho nedostatek je obvykle spojovan se smrti a je znamo pouze malé
procento preziti. 18

Mutace v genu CYP11Al vedou k nedostatku steroidnich hormond. Ve vzacnych
piipadech miize dojit ke kongenitalni adrenalni hyperplazii (CAH), ¢i jeji lipoidni formé
(CLAH). Ktomuto onemocnéni muze prfispivat i ¢astetné omezeni funkce StAR
proteinu. Do sou¢asné doby bylo zjisténo 7 typt mutaci na jedné nebo obou alelach
genu s prokazanym efektem.

Na rozdil od mikrosomalnich P450 neni CYP11A1l membranové kotveny pomoci
N-termindlniho helixu. Na =zacatku jeho sekvence je misto N-termindlniho
transmembranového helixu tzv. mitochondrion — tranzitni peptid pro lokalizaci
v mitochondrii, ktery se oditépi.* S membranou CYP11Al interaguje za pomoci
hydrofobniho regionu na FG smyéce.”

2.1.4. Kanaly

Pro katalytickou reakci P450 je dulezité, aby se substrat a molekularni kyslik navazaly
v aktivnim misté a také aby produkt mohl opustit protein. Aktivni misto je, jak jiz bylo
zminéno, U P450 situovano hluboko uvnitf proteinu u hemového kofaktoru na distalni
strané. Pozice kanali neboli tuneld (v textu jsou pouzivany oba vyrazy) tedy dava
informaci, jak se k aktivnimu mistu dostat a jak jej poté opustit. Dynamicky pohyb
proteinu muze nicméné ovliviiovat otevirani a zavirani kanald, které tak nelze vidét
v rigidni krystaloveé struktufe.”® Zmény kanall jsou ovlivnény jejich polohou, topologii
proteinu a také pohybem celého proteinu.?* Zjisténi pozice a topologie sit& kanaléi nam
predev§im poskytuje uzite¢ny zdklad pro zkoumani pfistupu ligandi a vystupu
produkta.

Kanaly fadime podle jejich mechanismu otvirani na kandly vzniklé pohybem
sekundarnich prvki, kanaly vzniklé konformaénim pohybem smycky a na ostatni.

Nomenklatura, kterda bude nadale pouzita, byla zavedena skupinou prof. Wade.”
V krystalu CYP11A1 (PDB ID: 3N9Y, %) Ize vidét kanaly (obr. 5) 1, 2b, 2c, 2d a 2e.

U sav¢ich P450 nesmime opomenout na vliv umisténi P450 na lipidovych dvojvrstvach,
a predpokladame tedy, Zze vstupni a vystupni kanaly mohou byt rozdilné. Substraty maji
tendenci byt spiSe hydrofobni a pfichazet z lipidové dvojvrstvy, naopak produkty
opoust&jici aktivni misto jsou vice hydrofilni a odchazi smérem do vodného
prostfedi.27'28



membrana

Obr. 5: Krystalova struktura cytochromu P450 11A1 (PDBID: 3N9Y) se zvyraznénymi
tunely napocitanymi pomoci programu MOLE 2.0 se znazornénou linii hlav membrany.

2.2. Membrany

Aby se latka dostala k cilovym strukturam, které se nejcastéji nachazi uvniti bunék,
musi proniknout bunénou membranou. Membrany jsou klicové predevsim
pro latkovou vyménu buiiky, ale také pro distribuci biologicky ucinnych latek (napft.
1é¢iv, ale i jinych xenobiotik) a jsou fluidnim 2D systémem. Diilezité bunééné funkce
(biokatalyza, transport iontdl, imunitni rozpoznavani cizich struktur) jsou poté zajistény
membranovymi proteiny a také sacharidy, které jsou soucasti membran.

Membrany v buiice maji strukturu dvojvrstvy, ve které se uvnitf nachdzi dlouhé
uhlovodikové fetézce a jsou ohranieny z obou stran vrstvou nabitych castic. Tyto
Castice k sob& poutaji elektrostatické interakce.? RozliSujeme lipofilni vnitini ¢ast
a nabité ,,hlavy*, celd molekula je tedy amfifilni. Z chemického hlediska jsou bunécné
membrany tvoteny fosfolipidy, podle kterych rozliSujeme nékolik typti membran.

V této praci se zamétuji na CYPI1A1, ktery se nachdzi na vnitini mitochondridlni
membrané.  Slozeni  vnitini  mitochondrialni membrany bylo  zkouméno
na Saccharomyces  cerevisiae a je nasledujici: 38,4 %  fofatidylcholinu,
24,0 % fosfatidyletanolaminu, 16,2 % fosfatidylinositolu, 3,8 % fosfatidylserinu,
1,5 % fosfatidové kyseliny a 16,1 % kardiolipinu. ** Vnitini mitochondrialni membrana
je také zahrnuta do kone¢ného kroku aerobniho dychani buiky pomoci fetézce
z ruznych proteint slouzicich k elektronovému transportu, kde vytvari negativni naboj
podél vnitini membrany.



Prostor mezi vn&j§i a vnitfni membrinou obsahuje také H* ionty, které spolu se
zminovanym negativnim nébojem vytvaii membranovy potencidl a tak podporuji
vyrobu ATP. Ne nédhodou se mitochondrii fiké ,.elektrarna buiiky*“. ' Schématicky lze
vidét funkci mitochondrialni membrany a na ni navazanych ¢asti na obr. 6.

V riznych typech membran najdeme pohromad¢ vice typt P450, které se zde vyskytuji
bez omezeni samotného prostiedi membrany, avSak interakcim protein-protein nebrani.
Heterogenita membrany mize ovlivnit funkci P450 bud zakoncentrovanim nebo
oddé€lenim proteinl v ramci membranovych regiond. 13

Cholesterol

NADH-+H* ADP i AdxR

ADP+Pi l l

27-hydroxycholesterol Pregnenolone
3-B-hydroxycholestenoic acid
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Obr. 6: Schéma mitochondrialni membrany s prostupujicicm cholesterolem. Elektrony
z NADH a FADH; jsou ptenaSeny z komplexu | na II, poté pies ubichinon (UQ)
na komplex III a cytochrom ¢ néasledné prenese elektron na komplex IV spolu s redukci
kysliku na vodu. Tok elektronii je doprovazen pienosem H* pies vnitini mitochondrialni
membranu a vytvafenim elektrochemického potencidlu. Navrat H® zpét do matrixu
generuje zménu ADP na ATP. Cholesterol je do matrixu mitochondrie dopraven

pres tzv. cholesterolovy kanal pomoci StAR a metabolizovan pomoci CYPI11Al
(v komplexu s AdxR a Adx) na pregenolon. Upraveno dle ref.

2.3. Cholesterol

Cholesterol (obr. 7) fadime mezi velmi dulezit¢ organické molekuly se sterolovym
kruhem. Cholesterol je biologicky syntetizovan v zivo¢isnych bunkéach, pro které se stal
nedilnou soucéasti membran, u kterych ovliviluje jejich prostupnost a fluiditu.
Asi 50-70 % jeho celkového denniho mnozstvi (1000 mg/den) v naSem téle je
syntetizovano endogenné v endoplasmatickém retikulu a cytosolu.” DileZitou roli hraje
I v biosyntéze steroidnich hormonti, vitaminu D a Zlucovych kyselin.9 K jejich syntéze
se vyuziva denné primérné 40-50 mg cholesterolu.*®
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Obr. 7: Struktura nat-cholesterolu.

Struktura cholesterolu obsahuje 8 stereochemickych center, existuje tedy
256 stereoizomerd, znich jsou ale pouze dva biologicky vyznamné. Ve své praci
se zaméfuji na prirozené se vyskytujici nat-cholesterol (z anglického natural).

Ptitomnost cholesterolu mizeme dale zjistit i v myelinové pochvé u neurond, kde
ve Schwannovych buiikach spolu se sfingomyelinem a cerebrosidem tvoii izolaéni
vrstvu, kterd ma za tkol, pravé diky izolaci, pienaset elektricky impuls. ** Ztrata t&chto
Schwannovych bunék a nasledna demyelinace je jednim z divodi autoimunitniho
onemocnéni — roztrousené sklerdzy.

Poprvé byl cholesterol identifikovan vroce 1769 vpevném stavu ve ZzluCovych
kamenech, avSak pojmenovan ,,cholesterine” byl az vroce 1816 francouzskym
chemikem Michelem Eugénem Chevreulem.*

Endogenni syntéza cholesterolu se sklada z velkého mnozstvi krokti. Probihd predevsim
Vv jatrech (25-50% z celkové denni produkce v lidském téle), néasledné ve stfevech
(15%), nadledvinach a pohlavnich organech. Zakladem je acetyl-CoA reagujici
s acetoacetylem-CoA na 3-hydroxy-3methylglutaryl-CoA za pomoci HMG-CoA-
syntdzy. Nasledné je HMG-CoA redukovan na mevalonat nevratnou reakci za katalyzy
HMG-CoA reduktazy. S ptispénim ATP a za ztraty molekuly CO; probéhne konverze
mevalondtu na isopentenyl pyrofosfat, ktery je dale pfeveden na skvalen. Z n¢ho je
nakonec ptes lanosterol syntetizovan cholesterol.

Bunéénd membrana a ptedevSim jeji fluidita je ovliviiovana mnoha faktory, z nichz
jednou je slozeni membrany. Pfiznivym vlivem plsobi ®-3-nenasycené mastné
kyseliny, naopak zvysena koncentrace cholesterolu zhorSuje fluiditu membrany.?
Na druhou stranu je cholesterol ptitomen ve vSech bunéénych membranach, ovSem je
tteba dbat na to, aby jeho obsah nebyl zvySeny. Za transport cholesterolu (a také
triacylglyceroli a fosfolipidil) jsou odpovédné lipoproteiny. Na hladinu cholesterolu
Vv krvi a také na poruchy distribuce mé vliv pfedev§im rovnovaha navazani cholesterolu
na lipoproteiny nizké hustoty (LDL, transport krvi do téla) a lipoproteiny vysoké
hustoty (HDL, transport do jater a odbouréni).*



V soucasné dobé se vyzkumy v souvislosti s cholesterolem zabyvaji jeho vazbou
a ovlivilovanim iontovych kanald v GABAAa receptoru, nikotinovo-acetylcholinovém
receptoru nebo ve vnitinim usmériovaci draselného iontového kandlu. Dale je zkouman
jako aktivator ERRa receptoru.37

Cholesterol povazujeme také za dilezitou soucast mnoha membran, kde ma velké
zastoupeni piedev§im v plasmatické a mitochondrialni membrané a v membrané
Golgiho aparatu (obr. 8).
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Obr. 8: Schématické slozeni membran Vv eukaryotické bunice podle umisténi, kde
velikost pisma zastupuje molarni zastoupeni lipidii v dané membrané. 38,39

Pro pienos cholesterolu z vnéj$i do vnitini mitochondridlni membrany je dulezity
steroidogenni akutni regulatorni protein (StAR), ktery také ovliviiuje produkci
steroidnich hormont, kdy reaguje na chovani lidského téla ve stresovych situacich.
Zpusob, jak se cholesterol vaze v aktivnim mist¢ CYP11Al je ukazan na obrazcich 9
a 10. V této praci pak zkoumam, jak se do doty¢ného mista je schopen dostat.
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Obr. 9: Aminokyseliny v okoli cholesterolu do 4 A v krystalové struktuie CYP11AL.
Zelen¢ znazornény hydrofobni AMK, tyrkysovou polarni AMK, €ervené zaporné nabité
AMK a fialové kladné¢ nabit¢é AMK (vytvofeno v programu Maestro od firmy

Schrodinger*®)

Obr. 10: Aminokyseliny v okoli cholesterolu do 4 A v krystalové struktufe CYP11AL.
Aminokyseliny v okoli, hem a cholesterol v reprezentaci sticks, protein v reprezentaci
cartoon. (Vytvoieno v programu PyMOL).
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3. METODY

Za pomoci pocitacovych simulaci mizeme zkoumat biologické déje na tirovni atomt.
Vypocty kvantové mechaniky jsou ovSem velmi naro¢né a lze je pouzit pouze pro maly
pocet atomi v systému, na velky systém, ktery je zde reprezentovan proteinem
a membranou je nutné vyuzit tzv. molekulovou mechaniku.

3.1. Molekulova mechanika

Molekulovou mechaniku (MM) fadime mezi metody, pomoci kterych je mozné popsat
pohyb atomt i ve vétsich systémech (>1000 atomti). Tento pohyb popisujeme soustavou
rovnic, obsahujicich experimentidlné¢ ziskané konstanty a zanedbavame detailni
elektronické vlastnosti atomtll. Potencialni energie atomt v systému je funkci polohy
zkoumanych atomt Ep = f (R), kde potencialni energii pocitime jako soucet prispévki
vazebnych (délka vazby, vazebny thel, pravy a nepravy dihedrélni thel) a nevazebnych
interakci (Coulombicky potencial, Lennard-Jonestiv potencial). (rovnice 1)

Ep = Evazebn;’wh + Enevazebn}’fch =

= Z Evazby T z Edniy + z Eginearau +

vazby uhly dihedraly
1)
+ Z Enepr.dihedrélu + Z ECoulomb + Z EL]
nepr.dihedrali elst Lj

Tento vztah vyjadfuje tzv. rovnici silového pole, kde provadime sumace pies vSechny
parametry pro parové interakce.*!

3.2. Molekulova dynamika

Pokud pridame k potencialni energii, popsané pomoci MM, energii kinetickou
a aplikujeme je do Newtonovych pohybovych rovnic, ziskdme zrychleni a ovlivnéni
rychlosti danych N interagujicich atomu. (rovnice 2) Sila F; je popsana jako zaporna
derivace potencidlové funkce podle soufadnic.

ov 0%r;

Fi=——=m;
t ar; Lotz

IEN (@)
Tyto rovnice jsou feSeny v nastavenych kratkych simula¢nich krocich, ve kterych jsou
podminky systému povazovany za konstantni a které odpovidaji nejrychlej§im d&jim

v fadu femtosekund. K vypoctim pouzivdm program GROMACS, ktery vyuZziva tzv.
leap-frog algoritmus, jenz stiidavé vyhodnocuje rychlost a polohu. (rovnice 3 a 4)

v(t+%At)=v(t—%At)+%F(t) 3)
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r(t+At) = r(t) + Atv(t +At) @)

Vysledkem je trajektorie soufadnic atomi v case, ze které lze zjistit dalsi
makroskopické vlastnosti zkoumaného systému. Ve vypoctech jesté vyuzivame princip
periodickych okrajovych podminek (obr. 11).

& o O zakladni
-~ g { . v 7
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Obr. 11: Schematické zobrazeni principu periodickych okrajovych podminek. Céstice,
ktera se dostava ven z boxu, muze volné piechazet do boxu sousedniho. Piepracovano
dle ¥

3.3. Nastaveni MD simulace

Struktura katalytické domény CYP11A1 ?® byla ziskéna z databaze Protein Data Bank
(www.rcsh.org) (PDB ID: 3N9Y, chain A). Dale jsem pfipravila lipidovou dvojvrstvu
z ¢istého dioleyl-fosfatidylcholinu (DOPC), ktera prosla ekvilibraci a CYP11Al jsem
do ni zanofila pomoci programu g_membed43 Z programového baliku GROMACS
4.55.* CYP11A1 ukotveny do membrany byl nasledng zasazen do periodického boxu
(obr. 12) a solvatovan TIP3P modelem vody (~22000).** P¥i kone&né tpravé struktury
byly pfidany ionty Na* a CI" odpovidajici fyziologické koncentraci 0,150 M NaCl
ve vodné fazi. Parametry pro hemovy kofaktor byly pievzaty z ref. *°.
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Obr. 12: Schematické zobrazeni simula¢niho boxu se zakladnimi charakteristikami,
které do simulace zadavame.

Viechny simulace byly realizovany pomoci programového baliku GROMACS 4.5.5.*
Pro membréanu jsme pouzili silové pole SLipids*® a pro protein silové pole AMBER
f99SB.*” Po vloZeni enzymu do membrany byl cely systém minimalizovan metodou
,,Steepest descent”, nacez nasledovala 200-500 ns dlouhd molekuldrné-dynamicka
(MD) simulace. Parametry MD simulace byly nastaveny takto: integra¢ni ¢asovy krok
2 fs s algoritmem p-LINCS,*® konstantni teplota 310 K udrzovana a kontrolovana Nosé-
Hooverovym termostatem®® kazdych 0,5 ps; tlak systému byl udrZovan a kontrolovan
Parrinello-Rahmanovym barostatem™ na hodnot& 1 bar s kompresibilitou 4,5-10" bar™
kazdych 10 ps.

Struktura a pozice cholesterolu byla ziskana z krystalové struktury CYP11A1, se kterou
byl cholesterol spole¢né Vykrystalizovéln.26 Parametry cholesterolu kompatibilni se
silovym polem AMBER ff99SB byly stazeny zwebové stranky Slipids
(http://www.fos.su.se/~sasha/SLipids/).>*

3.4. Dokovani do aktivniho mista

Dalsim krokem v analyze bylo molekulové dokovani cholesterolu do aktivniho mista.
Molekularni dokovani fadime mezi metody racionalniho navrhu 1é¢iv, pfi kterém zname
strukturu cile (receptor s aktivnim mistem) a v tomto ptipadé i ligandu. Touto metodou
1ze predikovat moznou geometrii zkoumané molekuly v aktivnim mist¢ a jeji interakéni
energii. Pro vyhodnoceni dané geometrie a energie je vyuzivana skorovaci funkce.

2 .,
2 4 slouzi

Tato analyza byla provedena programem AutoDock Vina 1.1.2
pro vyhodnoceni spravnosti vlozeni cholesterolu zpét do aktivniho mista porovnanim

s jeho pozici v krystalové strukture.
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3.5. Vyhledavani tuneli nastrojem MOLE

K analyze tuneli jsem pouzila nastroj MOLE 2.0 vytvoieny MU v Brné ve spolupraci
s UP Olomouc.>® Vypotty jsou zaloZeny na predzpracovani struktury proteinu pomoci
Voroného diagramu vadzeného van der Waalsovym poloméry atomi. Nasledné se
rozdeli prohleddvany prostor na nékolik menSich nespojitych casti (tzv. kavitacni
diagramy) a identifikuje v nich mozné startovni a koncové body. Dijkstriiv algoritmus
poté vyhledava tunely na Voroného miizi mezi startovnimi a koncovymi body. Tak je
vytvofena centralni kiivka v tunelu definovana vrcholy z Voroného diagramu.

3.6.Dokovani do tunelu

Po vypocteni vSech dostupnych tunelii nasledovalo dokovani do téchto tunelti pomoci
AutoDock Vina a prislusného specialniho skriptu vyuzivajiciho opét program
MOLE 2.0.>® Vysledkem tohoto dokovéni byla pozice cholesterolu, kterd vykazovala
nejvyssi vazebnou energii. K vizualizaci vysledkii dokovani byl vyuzit program
PyMOL verze 1.4.1 od spole¢nosti Schrodinger. LLC.>

3.7. Kratké volné simulace pohybu cholesterolu v tunelech

Vysledky vizualizace jsem nasledné vyuzila ke zvoleni né€kolika pozic cholesterolu
v ramci zkoumanych otevienych tuneld. Tyto cholesteroly spolu se strukturou proteinu,
DOPC membranou, doplnénou vodou a pfidanymi Na* a CI” ionty byly zikladem
ke kratkym volnym simulacim v délce 50 ns. Nastaveni pro simulace je principialné
popsané v predchozich oddilech. V ramci vysledkii byly zavéry ztéchto simulaci
pouzity kmoznému ureni tzv. bodu zlomu vtunelech pii cesté cholesterolu
do aktivniho mista CYP11A1.

3.8. Analyzacni nastroje

Z baliku GROMACS 4.5.5 byly dale pro analyzu pouZity tyto nastroje:

- g dist umoziuje vypocitat vzdalenost mezi COM dvou skupin jako funkci Casu

- g_rmsf umoznuje vypocitat zmény fluktuaci pozic atomti v ramci trajektorie
(root mean square fluctuation)

- g_rms porovnava dvé struktury zpohledu primémé zmeény vzdalenosti
prislusnych atomt

- g_sgangle umoziuje vypocitat tihel a vzdalenost mezi dvéma skupinami atomu
definovanych v pfisluSném indexu

- g_hbond umoziuje vypocitat a analyzovat vodikové vazby

- g mmpbsa umoziluje vypocitat slozky vazebné energie pomoci MM-PBSA
metody®® bez entropickych podminek a energetickych piispévki kazdého
rezidua a vyuZzivajici schéma energetické dekompozice

Kromé nastroji z baliku GROMACS, jsme pouzili i analyzy dostupné v programech
PyMOL>* a Maestro.*°
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Prvnim krokem byla analyza strukturnich mutaci a ovéfeni orientace cholesterolu pii
dokovéani vii€i jeho pozici v aktivnim misté v krystalu CYP11Al. Nésledné jsme
simulovali CYP11A1l na DOPC membrané bez a s cholesterolem v aktivnim misté.
Vyzkouseli jsme také simulovat i CYP11A1 s N-terminélnim helixem, abychom vidéli,
jaky vliv na pozici na membran¢ ma pritomnost transmembranového helixu.
V simulovanych systémech jsme nasledné analyzovali pfitomnost kanali a pomoci
molekulového dokovani jsme nachézeli startovni mista pro nasledné simulace vstupu
cholesterolu do aktivniho mista.

4.1. Analyza struktury CYP11A1 a efektii dostupnych mutaci

V ramci jejich strukturni role

Zameény aminokyselin v sekvenci proteinu mohou vést k nevratnému poskozeni jeho
funkce. Z tohoto divodu jsem se zaméfila na pozice jednotlivych znamych mutaci
v CYP11A1 (obr. 13). Tato data lze ziskat v z webu uniprot.org pro vSechny typy
mutaci v lidském téle. Tyto varianty mutaci lze rozdé€lit podle néasledku mutace na
organismus: onemocnéni, predikce skodlivosti, predikce benigniho onemocnéni, mutace
nezpusobujici onemocnéni.

Ptikladem onemocnéni zplsobeného mutaci v CYP11A1l je akutni nadledvinkovy
nedostatek (acute adrenal insufficiency), coz je vzacna vrozena porucha, ktera se mize
objevit jiz v raném détstvi. ZvySuje se aktivita ACTH a plazmatického reninu
a nadledvinkové steroidy maji velmi nizkou hladinu, nebo uplné chybi. Pacienti 46,XY
nadledvinek typické pro CLAH. Toto onemocnéni bylo zjiSténo a publikovano jiz
U 6 typi mutaci ziskanych z dokumenti uniprot.org. Jedna se 0: Al89V, R353W,
L141W, L222P, A359V, V415E. Posledni mutaci je E314L, kdy ale jiz nebereme
V tvahu vliv na strukturu, jelikozZ se jedné o polymorfismus.

Daéle jsem zkoumala umisténi jednotlivych mutaci vic¢i tunelim v krystalu a zanofeni
do membrany. V tomto ohledu jsou mutace rozmistény spiSe mimo pozice kanali
pozorovanych v krystalové struktufe (PDB ID: 3N9Y, obr. 14). Mizeme tedy
predpokladat, ze zjisténé mutace ovliviuji spiSe ptenos elektronu z adrenodoxinu
na proximalni strané¢ neZ pfistupovou cestu cholesterolu skrze kanélly.s6 Mutace
v CYP11A1, kterd inhibuje jeho spravnou funkci je navic ¢asto doprovazena také
mutaci ve StAR proteinu.>’
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Obr. 13: Zndzornéni umisténi jednotlivych mutaci v CYP11A1 (PDBID: 3N9Y)
publikovanych na webu UniProt. %% Fialovou barvou je znazornéna AMK vedouci
K polymorfismu (nema vsak vliv na strukturu), oranzovou barvou AMK vedouci
k akutnimu nadledvinkovému nedostatku.

membrana

Obr. 14: Krystalova struktura CYP11A1l shemovym kofaktorem v aktivnim misté
S tunely vypocitanymi pomoci programu MOLE 2.0 s pojmenovanim dle 2 Oranzové
jsou vyznadeny mutace aminokyselin s onemocnénim, vbarvé magenta poté
polymorfismus, ktery ale nevede ke strukturnim zménam. Cerné linka vyznacuje pozice
hlav molekul DOPC nachazejicich se v membrang.
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4.2. Ovéreni nadokované polohy cholesterolu

Na zéklad¢é porovnani vazebnych energii ziskanych z dokovani a natoceni molekuly
cholesterolu, byla nejvyhodnéj§i uz prvni podza Snejvy$s§i  vazebnou
energii -11,6 kcal/mol. Natoceni molekuly cholesterolu bylo shodné s pozici, pfi niz
dochazi k oxidaci a odstépeni vedlejsiho alifatického fetézce. Na obr. 15 lze vidét
porovnani krystalové struktury a vysledek dokovani do aktivniho mista.

Obr. 15: Poloha cholesterolu v krystalové strukture CYP11A1 (v reprezentaci cartoon)
zanofené v DOPC membrané (reprezentace spheres). Pozice cholesterolu v krystalu
znazornéna cervené, nadokovana pozice -cholesterolu tyrkysoveé, hem v barve
purpurové. Vytvofeno v programu PyMOL.>

Pozice cholesterolu ziskana dokovanim je v dobré shodé spozici cholesterolu
Vv krystalové strukture CYP11A1 (viz obr. 13). Dokovani tedy v pfipadé nami
studovaného systému poskytuje pomérné slusné vysledky a mize byt Gispé$né vyuzito
Vv dalSich analyzach.
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4.3. Simulace CYP11A1 bez cholesterolu v aktivnim misté

Molekularné dynamicka simulace CYP11Al zanoifeného v DOPC membrané bez
ptitomnosti cholesterolu (obr. 16) umoziuje pozorovat chovani enzymu Vv priabéhu
200 ns. Takto lze sledovat napt. zmény v sekunddrni struktufe proteinu, rozdily
vpoloze CYP11Al vi¢i membrané¢ ¢i otevirani a zavirani pfistupovych cest
do/z aktivniho mista.

Ons
50 ns
100 ns
150 ns
200 ns

Obr. 16: Porovnani zmén ve struktufe CYP11Al v pribéhu 200 ns simulace
s doplnénymi Casovymi Udaji zobrazené pomoci reprezentace cartoon a pruhlednym
povrchem.

Z provedenych analyz lze usuzovat pouze na minimalni zmény v sekundarni struktuie
CYP11A1. Nejvice flexibilni jsou smycky nachazejici se na proximalni strané
CYP11Al, coz Ize posoudit z vysledkt analyzy RMSF (graf 1). Naopak region v oblasti
FG smycky, kterym se protein drzi na membrané, je téméf neménny, coZ naznacuje

vznik stabilni konformace, vyhodné pro toto uspotradani proteinu na membrané, coz je
vvvvvv 22,59
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Graf 1. Analyza RMSF (root mean square fluctuation) v prib&éhu celé simulace.
Sipkami jsou oznageny &asti struktury, kde dochazi k nejvétsim fluktuacim predevsim
¢asti smycek (v regionu 445 Meandru (FRVEIQHL) a v oblasti 285 na konci I-helixu
(GVDTTSMTL)). FG smyc¢ka vsak vyrazné fluktuace nevykazuje.

Také analyza RMSD porovnavajici krystalovou strukturu s trajektorii ziskanou z MD
simulace, neodhalila vyrazné zmény (graf 2), které by odpovidaly vétsimu strukturnimu
preusporadani proteinu.
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Graf 2: Analyza RMSD (root mean square deviation) v pribéhu celé simulace. Tato

analyza ukazuje odliSnosti ve struktufe proteinu vici krystalu (porovnani pozic Ca
atomu).

4.4. Simulace CYP11A1 s cholesterolem v aktivnim misté

Po simulaci samotného CYP11A1 na membrané byl do aktivniho mista nasledné pfidan
ligand cholesterol, ktery byl umistén na zakladé¢ pozice cholesterolu v krystalové
struktute (PDBID: 3N9Y). Cilem bylo sledovat mozné pohyby cholesterolu v dasledku
dynamickych zmén proteinu v prib&éhu simulace. Byla zde analyzovana ptedevs§im
zména polohy cholesterolu vac¢i hemu (graf 3).
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Graf 3: Analyza vzdalenosti mezi cholesterolem a hemem v prib¢hu 200 ns simulace,
ktera ukazuje mirné vzdaleni cholesterolu od hemu po 60 ns simulace, coz muze byt
zpusobeno vétsim otevienim kanalu 2b. (podrobnéji viz oddil 4.5. Analyza tunelt)

Pozorované zmény v pozici cholesterolu byly zpiisobeny jemnymi zménami sekundarni
struktury proteinu a zaroven pfizpisobenim kavity aktivniho mista CYP11A1 pfitomné
molekule cholesterolu. Provedené analyzy ukazuji oddaleni cholesterolu od hemového
kofaktoru (graf 3, obr. 17), coz vede ke zménam ve slozeni aminokyselin, které
S cholesterolem interaguji. Na obr. 16 jsou zobrazeny aminokyseliny interagujici
s molekulou cholesterolu na za¢atku a po 200 ns MD simulace. V disledku posunu
cholesterolu dochazi tedy ke zméné rozlozeni AMK v jeho nejbliz§im okoli. Oproti
startovni struktuie doslo k pferuSeni interakci napft. s t€émito AMK: E283, G287, L101,
M201, F82, Q356 a R81. Zaroven vsak také doslo ke vzniku novych interakci s jinymi
AMK: napt. G326, S98, N249, F241, T330 a F497.
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Obr. 17: Zména rozlozeni sousednich aminokyselin v okoli cholesterolu do vzdalenosti
4 A mezi zacatkem a koncem simulace (po 200 ns). Polarni AMK zobrazeny zeleng,
hydrofobni tyrkysové, nabité cCervené a fialové. Vytvofeno v programu Maestro
(Schrodinger, Inc.)*
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4.5. Posouzeni duleZitosti transmembranové kotvy

Pii pohledu na sekvenci cytochromu P450 11A1 lze na pocatku zaznamenat usek
39 aminokyselin, tzv. mitochondrion ¢i signalni peptid (obr. 18), ktery lze pfirovnat
K transmembranovému helixu u cytochromi P450 na endoplazmatickém retikulu.
CYP11A1 tuto kotvu nem4 a signalni peptid je odstipnut.” Jednim z cili mé prace tedy
bylo potvrzeni, ze CYP11Al je schopen se na membrané¢ udrzet i1 bez
transmembranového helixu. Z tohoto diivodu byly provedeny MD simulace CYP11A1
bez kotvy i s kotvou na DOPC membrang, které byly nasledné mezi sebou porovnany.

Molecule processing
Feature key Position(s) Description Actions Graphical view Length

Transit peptide’ 1 - 39 Mitochondrion & add % BLAST 39
Chain® Pro_oooo0o2585) 40 - 521 Cholesterol side-chain cleavage enzyme, mitochondrial W& Add M BLAST 482

Obr. 18: Pozice signalniho peptidu v sekvenci CYP11A1 dle databaze Uniprot.”®

Vysledky naznacuji, ze v prubéhu 200 ns doslo u obou simulaci k podobnym pohybiim
CYP11Al (obr. 19). Postupné se zvySovala vzdalenost mezi DOPC membranou
a proteinem, ktera vSak zacala ve druhé poloviné (zhruba po 100 ns) fluktuovat kolem
ustalené hodnoty. Tento pohyb potvrzuji vysledky analyzy vzdalenosti protein-
membrana ziskané pomoci nastroje g dist (graf 4). V ramci ustalené pozice CYP-
membrana se také ustdlil pocet vodikovych vazeb mezi proteinem a membranou.
(graf 5), kde je zajimavé, Ze u systému s kotvou dochazi k vétsim fluktuacim.
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Graf 4: Analyza vzdalenosti mezi CYP11A1l a membranou v pribéhu celé simulace.
Pravé narist v pribéhu prvnich 100 ns ukazuje u obou vzdalenosti na odklon spolu
se zvednutim proteinu od membrany. V dalsi ¢asti simulace tyto vzdalenosti fluktuuji
kolem konstantni hodnoty, coZ potvrzuji i dalsi analyzy.
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Obr. 19: Prub¢h simulace s kotvou (horni polovina) a bez kotvy (dolni ¢ast), kde zelené
je ve vSech ptipadech zobrazena startovni struktura, ostatnimi barvami pak jednotlivé
vybrané useky Vv priibéhu simulace. Sipkami jsou ukazany sledované pohyby CYP11A1,
které ukazuji zmény mezi pozici membrany a proteinu. Membrdna je zobrazena
Vv reprezentaci spheres, protein v reprezentaci cartoon.
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Graf 5: Analyza poc¢tu vodikovych vazeb v zavislosti na ¢ase pomoci nastroje g_hbond.
V grafu lze vidét pokles poctu vodikovych vazeb z divodu odklonu a zvednuti proteinu
od membrany.
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Spolecné se zvétSovanim vzdalenosti od membrany dochazi k nartstu thlu sviraného
S membranou tzv. sklanéci uhel hemu (,heme tilt angle®), a protein se mirné
nadzvedava z membrany (graf 6). Tento thel se po 120 ns jiz vyznamné neméni a cely
protein zUstdva s membranou spojen v oblasti FG smycky, a to jak ve struktufe
S transmembranovou kotvou, tak i ve struktuie bez ni.

Pfi kone¢ném porovnani zmén ve struktufe s kotvou a bez kotvy rovnéz nedochazi
k vyraznym odchylkam oproti krystalové strukture (PDB ID: 3N9Y).
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Graf 6: Analyza sklanéciho uhlu hemu vi¢i membrané v prubéhu celé 200 ns dlouhé
simulace.

Sklanéci thel hemovového kofaktoru vici membrané je vétsi v simulaci bez kotvy
(pramérny thel poslednich 100 ns: 58,5 = 6,83°), nez s kotvou (40,7 £ 5,81°)
V porovnani s hodnotami sklanéciho thlu ostatnich P450 na membran¢ | suzovat,
ze struktura bez kotvy ztohoto pohledu vice koreluje s daty mikrosomalnich P450
(55 - 77°) i presto, Ze ty se nachazeji na endoplasmatické membrané a maji i kotvu.*
Struktura s kotvou naopak pfedstavuje pro mitochondrialni CYP11A1 nepfirozeny helix
zanofeny do membrany navic, proto je v tomto piipadé hodnota diametralné odliSna
od ostatnich P450.

Na zékladé¢ uvedenych vysledkl lze fici, ze mitochondridlni CYP11A1l je schopen
zaujmout stabilni pozici na membrang, a to i bez pfitomnosti transmembranové kotvy.
Hlavnimi interakénimi partnery proteinu s membranou jsou pak aminokyseliny v oblasti
FG smycky, které zajist'uji dostate¢né stabilni kontakt s membranovymi lipidy.

24



4.6. Analyza tuneli

Analyzou tuneli vedoucich do aktivniho mista CYP11A1 lze predikovat mozné cesty
cholesterolu do aktivniho mista. Ve struktufe zkoumaného proteinu CYP11Al bylo
pomoci specidlniho skriptu vyuZzivajiciho program MOLE 2.0 analyzovano sedm typt
kanala (2af, 2b, 2c, 2d, 2e, S, W) pojmenovanych dle zavedené nomenklatury.25 Cetnost
otevirani téchto tuneld byla sledovana v pravidelnych ¢asovych intervalech po 15 ns
v ramci 350 ns dlouhé MD simulace (CYP11A1 na DOPC membrané bez cholesterolu
v aktivnim misté). V tabulce 1 je zaznamenano, V jakych casech byly otevieny
jednotlivé typy tunelt.

Z této tabulky lze usoudit, Ze nejCastéji otevienym vstupnim kandlem byl kandl 2b
s relativnim zastoupenim 100%, 2af s relativnim zastoupenim asi 89% a kanal solventu
také se 100% relativnim zastoupenim, ten se vSak spiSe fadi ke kandlim vystupnim.
Kanal 2b a 2af se nachdzeji na distdlni strané proteinu, kterd mifi k membrané
a zajimaji nas tedy v piipadé vstupu cholesterolu do aktivniho mista. Pro tunel 2b jsme
porovnali nejuzsi misto daného tunelu (graf 7), které se z2,82 A pii 200 ns zvysil
azna3,26 A v &ase 250 ns. Tunel 4, ktery prochdzi FG smyc¢kou, se v danych
simulacich neotevird, coz je s nejvetsi pravdépodobnosti zpltisobeno vétsim semknutim
FG smycky, kterd je jednou z hlavnich ¢asti drzici CYP11A1 na membrang.

Tabulka 1: Otevirani a zavirani tuneld v pribéhu MD simulace. (zelena — otevieny
kanal, bila — zavieny kanal)

[énass] 0 | 90 | 105|120 | 135|150 (165|180 (195|210 | 225|240 | 255|270 (285|300 |315| 330 | 345
2af
S| 20
g
& 2c
5
N[ 2d
[=}
2e
S

Na zakladé vysledki dokovani, byly nésledné vybrany struktury pfedstavujici hrani¢ni
pozice cholesterolu v ramci vybraného tunelu 2b. S témito strukturami byly provedeny
dodatecné kratké simulace o délce 50 ns, ukazujici chovani cholesterolu v téchto
hrani¢nich podminkach.
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Graf 7: Zména prameéru nejuzsiho mista tunelu 2b (tzv. bottleneck radius) v zavislosti
na Casu simulace. Regiony zvyraznéné Cervenym kruhem ukazuji hrani¢ni pozice
cholesterolu pouzité pro dalsi MD simulace.

Zanotfeni FG smycky do membrany pravdépodobné napomahd k otevirani 2af ¢i 2b
kanal, ¢imz je usnadnén pfistup hydrofobnich substrati do zanofené¢ho aktivniho
mista.

4.7. Dokovani do tunelu

Pro dalsi analyzu byl z kanalti nalezenych v pfedchozi analyze vybran tunel 2b, ktery
cholesterol a nasledné byly pouzity pouze pozice ligandu s nejlepsi vazebnou energii.
Tyto vysledky utvorily cestu ligandu tunelem od aktivniho mista az po usti tunelu a lze
porovnat vazebné energie v zavislosti na arbitrarni vzdalenosti. Na obr. 20 lze vidét
porovnani zaskrceni tunelu tzv. bottleneck v ¢asech 200, 250 a 300 ns.

| 0%
Obr. 20: Porovnani tunelu 2b pii 200 ns, pii 250 ns a pii 300 ns. Na prostfednim

obrazku Ize vidét zvétseni poloméru v bottlenecku zkoumaného tunelu pii 250 ns. Tunel
zobrazen v reprezentaci spheres, protein v reprezentaci cartoon.

Nasledné byly vybrany startovaci pozice cholesterolu pro spusténi kratkych simulaci
cholesterolu v ramci tunelu 2b. Struktura v case 200 ns vykazovala vétsi zaskrceni hrdla
oproti struktuie v 250 ns. Lze vidét, ze hlavni skelet cholesterolu touto c¢asti tunelu
neprojde, to je umoznéno pouze alifatickému fetézci na jeho konci (obr. 21).
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Obr. 21: Tunel 2b s nadokovanymi molekulami cholesterolu do struktury pii 200 ns.
Ve zvétSeném detailu je vidét zaSkrceni tunelu, do kterého se pies svou velikost
sterolové ¢asti cholesterolu nedostal na rozdil od alifatické ¢asti na pozici 17. Protein je
zobrazen v reprezentaci cartoon s transparentnim povrchem, ligand a hem
Vv reprezentaci sticks a fosfaty v membran¢ jako spheres.

Afinitu, kterou ma cholesterol v riznych c¢astech tunelu, vyjadiuje také priblizna
vazebna energie dle Autodock Vina (graf 8). Z vyvoje této energie lze odvodit umisténi
hrdla tunelu v Gseku 170-190 v arbitrarni vzdalenosti. Toto misto brani prichodu celého
zakladniho skeletu cholesterolu.

E [kcal/mol]

0 50 100 150 200 250 300
arbitrarni vzdalenost od aktivniho mista

Graf 8: Zavislost vazebné energie ziskané dokovanim na arbitrarni vzdalenosti
od aktivniho mista. V oblasti jiz zminovaného zaSkrceni (F121, V96, P124, P252) je
vazebna energie kladna a Ize tak usuzovat na neochotu ligandu setrvavat v tomto miste.
Arbitrarni vzdéalenosti myslime postupnou vzdalenost od aktivniho mista az k tsti
tunelu, stejné jako je smer dokovani do tuneli.
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Pro dalsi analyzu tunelt byla dle vyse zobrazené tabulky vybrana struktura pii 250 ns,
ktera ma vice otevieny kanal 2b. Do tohoto tunelu byl opét nadokovan cholesterol. V jiz
zminovaném tunelu 2b lze pozorovat mensi zaskrceni a tudiz vétsi pramér hrdla
(obr. 22). V tomto piipadé se zakladni skelet cholesterolu do zGzeného mista podafilo
nadokovat. Jak jiz bylo zminéno, tunel 2b byl pozdé&ji zvolen pro dalsi analyzy spojené
s pouzitim kratkych 50 ns simulaci.

Obr. 22: Tunel 2b s nadokovanym cholesterolem do struktury pii 250 ns. Ve vyiezu je
vidét, ze na rozdil od zaSkrceni ve 200 ns, je zde pro cholesterolem vice mista. Protein
zobrazen v reprezentaci cartoon s transparentnim povrchem, ligand v reprezentaci sticks
a hlavy membrany jako spheres.

Dokovani do tunelu 2b ukazalo, ze zaSkrceni tunelu a tedy zGzeni hrdla vede
k neprostupnosti kanalu pro cholesterol a mtze byt dulezitym mistem, které rozhoduje
0 pfijeti €1 nepfijeti substratu. Naopak pii druhém dokovani do struktury pii 250 ns uz
bylo misto pro prostup zvétSeno a mlze ukazovat ménici se pozici aminokyselin prave
V tomto dileZitém misté.
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4.8. Kratké volné simulace pohybu cholesterolu v tunelech

V ramci tunelu 2b byly vybrany tfi hrani¢ni pozice cholesterolu (tj. pozice piedstavujici
nejveétsi zlomy v tunelu, popsané jako pozice 1, 2 a 3), ziskané z dokovani do tunelu 2b
(obr. 23). Stémito pozicemi cholesterolu v CYP11A1l na DOPC membrané byly
nasledné spustény kratké simulace dlouhé 50 ns.

Obr. 23: Vychozi pozice cholesterolu do jednotlivych kratkych simulaci v ramci
umisténi vtunelu 2b se zobrazenim vazebnych energii ziskanych dokovanim.
Cholesteroly a hem zobrazeny v reprezentaci sticks, protein pomoci reprezentace
cartoon a fosfaty v membrané jako spheres. Zelené je ve struktufe zvyraznéna
FG smycka, tyrkysové BC smycka a ¢ervené I helix.

Pribéh kratkych simulaci potvrdil piedpoklady vychdzejici z vysledkli dokovani
do tunelt, ato, Ze misto, které bude rozhodovat o pfijeti ¢i nepfijeti substratu (gate
point), se nachazi v blizkosti zaSkrceni tunelu 2b (obr. 24). V okoli tohoto bodu se
nachazeji aminokyseliny V96, E97, S98, F121 a L414 (obr. 25). Piedevsim F121 se
svym rigidnim aromatickym kruhem ve struktufe mutze ovliviiovat prostup substratu
do aktivniho mista.
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tzv. gate point

C

Obr. 24: Vyobrazeni tunelu 2b spolu s vyzna¢enim (Eerven¢) pravdépodobného bodu,
ve kterém dochazi ke zlomu v piijeti ¢i nepfijeti substratu (cholesterolu) do aktivniho
mista. Protein zobrazen v reprezentaci cartoon s transparentnim povrchem, fosfaty
Vv membrané v reprezentaci spheres a hem v reprezentaci sticks.

Obr. 25: Zvyraznéni aminokyselin nachazejicich se ve vzdalenosti do 5 A
od predpokladaného mista zlomu (Cerveng). Protein zobrazen v reprezentaci cartoon
s transparentnim povrchem, aminokyseliny a hem v reprezentaci sticks. Vytvofeno
v programu PyMOL. **
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V ramci volnych simulaci doslo k pokryti vzdalenosti od hemu od 0,8 nm az k 1,9 nm
(graf 9), ptiCemz lze pozorovat jak pohyby do aktivniho mista, tak ¢aste¢né i z néj
(pti celkové délce tunelu 3,1 nm). Dale se ukazuje, ze pozice 1 a 2 za¢nou po 20 ns
konvergovat ke stejné vzdalenosti od hemu (obr. 27). V piipadé pozice 3 lze vidét
vyrazné piiblizeni smérem Kk aktivnimu mistu oproti startovni struktute. Zbylé dvé
pozice (1 a 2) dosly hloubéji do aktivniho mista, avSak jejich celkovy posun v ramci
tunelu nebyl tak vyrazny jako u pozice 3 (obr. 26 a 28).
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Graf 9: Analyza vzdalenosti cholesterolu od hemu v ramci kratkych simulaci. V kruhu
vyznaceno misto, kde doSlo k nejvétsimu piibliZzeni cholesterolu v pozici 3 vi¢i hemu.

= - «
Obr. 26: Znazornéni samovolného pruchodu cholesterolu tunelem 2b smérem do

aktivniho mista. Startovni pozice cholesterolu ¢erven€, pozice nejblize hemu cerné.
Protein zobrazen v reprezentaci cartoon, hem (modie) a cholesterol v reprezentaci
sticks, fosfaty na membran¢ jako spheres.
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Obr. 27: Porovnani koncovych poloh cholesterolu po 50 ns simulacich. Protein
vyobrazen v reprezentaci cartoon, cholesteroly (pozice 1 modfe, pozice 2 bézove,
pozice 3 fialov¢) a hem (zelené) v reprezentaci sticks.

V nasledujicim odstavci se budeme zabyvat pouze pozici 3. V této pozici byl pozorovan
nejvyraznéjsi pohyb cholesterolu tunelem smérem do aktivniho mista, pficemz se
znaén¢ zmeénily i okolni aminokyseliny. Velky posun cholesterolu Ize pozorovat napf.
na zaklad¢ zmény jeho pozice vici N95 (obr. 27) a dale kvuli jeho pfiblizeni
k hemovému kofaktoru. Doslo také k uréitému zvétSeni priméru zkoumaného tunelu
v disledku konformacnich zmén zpiisobenych prochdzejicim cholesterolem. Nutno
poznamenat, Ze¢ posun cholesterolu tunelem smérem do aktivniho mista, byl zcela
spontannim procesem probihajicim v ¢asové Skéale pouze desitek ns, coZ naznacuje, Ze
ziejme jedna o proces bez vEtsi energetické bariéry.
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Obr. 27: Rozlozeni aminokyselin v okoli cholesterolu do vzdalenosti 4 A v ¢ase 0 ns
a3lns vramci kratké simulace. Polarni AMK zobrazeny - zelené, hydrofobni -
tyrkysové, nabité - Cervené a fialové, hem - tmavé modie vV modrém ¢tverci. Atomy

vystavené solventu maji Sedy stin. Vytvofeno v programu Maestro od Schrodinger 40,
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5. ZAVER

Cytochrom P450 11A1 predstavuje mitochondrialni formu P450, kterd je zakladnim
kamenem metabolismu cholesterolu na dalsi steroidy. Mutace pozorované v tomto P450
mohou zptisobovat zdvaznd onemocnéni, pficemz podle své lokalizace zfejmé
neovliviuji vstup cholesterolu do aktivniho mista, ale mohou ovlivnit pfenos elektronu
od redoxniho partnera adrenodoxinu.

V ramci této studie jsem se zaméfila na chovani CYP11A1 na membrané, pfi¢emz bylo
potvrzeno, ze u mitochondridlniho typu P450 neni potfeba transmembranova kotva, jaka
je bézné ujinych nemitochondridlnich sav¢ich P450. Hlavni interakci CYPI1Al
s membranou tak pfedstavuje FG smycka, ktera plnohodnotné nahrazuje funkci
transmembranové kotvy. DalSim faktorem potvrzujicim spravnost modelu bez kotvy je
pramérnd hodnota tzv. sklanéciho tthlu hemu, kdy je tato hodnota blize experimentalné
zjisténé hodnot¢ CYP3A4 u CYP11Al bez kotvy na rozdil od arbitrarniho modelu
CYP11A1 s kotvou.

Nejvice otevienym tunelem byl tunel 2b, jehoz primér se v pribehu simulace ménil.
Dale bylo provedeno dokovani do tohoto tunelu. Z nadokovanych péz byly vybrany
3 pozice, které byly posléze vyuzity ke spusténi kratkych MD simulaci. Ty prokazaly
samovolny posun cholesterolu tunelem a jeho pfiblizovani do aktivniho mista s hemem.

Vysledky potvrzuji, ze CYPI1Al je schopen fungovat bez piitomnosti
transmembranové kotvy, a Ze prostup cholesterolu do aktivniho mista probiha
samovolng, jak bylo pozorovano v kratkych MD simulacich.
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6. SUMMARY

Cytochrome P450 11Al falls into the category of mitochondrial P450 and represents the
cornerstone of the metabolism of cholesterol and other steroids. Mutations observed in
P450 can cause serious illness; however, their localization does not seem to influence
the entry of cholesterol into an active site. On the other hand, they can influence the
transfer of electrons from their redox partner adrenodoxin.

This thesis focuses on the behaviour of CYP11A1 on a membrane, while considering
the confirmed fact that the mitochondrial P450 does not require a transmembrane
anchor, which is common for other mammalian mitochondrial P450 types. The main
interaction of CYP11A1 with the membrane is represented by an FG loop, which fully
substitutes the function of the transmembrane anchor. Another factor confirming the
accuracy of the anchor-less model is the average value of the so called heme tilt angle,
as the experimentally acquired value for the anchor-less CYP11ALl is far closer to the
heme tilt angle value for CYP3A4 and other microsomal P450, than the experimentally
acquired value for the arbitrary model of CYP11A1 with anchor.

The most open tunnel was the 2b tunnel, with an unchanging diameter during
simulations. The tunnel was further used for docking. From the multitude of docking
positions, three positions were chosen for short MD simulations. They showed a
spontaneous movement of cholesterol through the tunnel and its approach towards the
heme containing active site.

The results confirm the ability of CYP11A1 to function without the presence of the
transmembrane anchor, as well as the spontaneous movement of cholesterol into the
active site, as was observed in short MD simulations.
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8. SEZNAM ZKRATEK

ACTH kortikotropin

AMK aminokyselina

ATP adenosintrifosfat

CAH kongenitalni adrenalni hyperplazie

CLAH kongenitalni adrenalni hyperplazie v lipoidni formé
DAX1 jaderny receptor kortikotropinu

DOPC 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

ERRa Estrogenovy alfa receptor

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

HDL high density lipoprotein

CHL cholesterol

LDL low density lipoprotein

MD molekulova dynamika

MM molekulova mechanika

NADP* Nikotinamidadenindinukleotidfosfat v oxidované formé
NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat v redukované formeé
PDB protein data bank (format zapisu 3D struktury)

StAR steroidni akutni regulatorni protein

uQ ubichinon
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9. SEZNAM OBRAZKU, GRAFU A TABULEK
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Graf 2:

Metabolismus cholesterolu.

Struktura CYP11AL s popsanymi sekundarnimi prvky.

Souhrnna reakce katalyzovana pomoci CYP11ALI.

Souhrnnd  rovnice  pro  vznik  pregnenolonu  zcholesterolu  pomoci
3 monooxygenazovych reakei.

Krystalova struktura cytochromu P450 11A1 (PDBID: 3N9Y) se zvyraznénymi
tunely napocitanymi pomoci programu MOLE 2.0 se znazornénou linii hlav
membrany.

Schéma mitochondrialni membrany s prostupujicicm cholesterolem.

Struktura nat-cholesterolu.

Schématické slozeni membran v eukaryotické buiice podle umisténi, kde velikost
pisma zastupuje molarni zastoupeni lipidit v dané¢ membrané.

Aminokyseliny v okoli cholesterolu do 4 A v krystalové struktuie CYP11A1.
Aminokyseliny v okoli cholesterolu do 4 A v krystalové struktuie CYP11A1.
Schematické zobrazeni principu periodickych okrajovych podminek.

Schematické zobrazeni simula¢niho boxu se zakladnimi charakteristikami, které do
simulace zadavame.

Znazornéni umisténi jednotlivych mutaci v CYP11Al1 (PDBID: 3N9Y)
publikovanych na webu UniProt.

Krystalova struktura CYPI11A1 s hemovym kofaktorem v aktivnim misté s tunely
vypo&itanymi pomoci programu MOLE 2.0 s pojmenovanim dle

Poloha cholesterolu v krystalové struktufe CYPI11Al (v reprezentaci cartoon)
zanofené v DOPC membrané (reprezentace spheres).

Porovnani zmén ve struktufe CYP11A1 v pribéhu 200 ns simulace.

Zména rozlozeni sousednich aminokyselin v okoli cholesterolu do vzdalenosti 4 A
mezi za¢atkem a koncem simulace (po 200 ns).

Pozice signalniho peptidu v sekvenci CYP11A1 dle databaze Uniprot

Prabéh simulace s kotvou (horni polovina) a bez kotvy (dolni ¢ast).

Porovnani tunelu 2b pti 200 ns, pii 250 ns a pti 300 ns.

Tunel 2b s nadokovanymi molekulami cholesterolu do struktury pti 200 ns

Tunel 2b s nadokovanym cholesterolem do struktury pii 250 ns.

Vychozi pozice cholesterolu do jednotlivych kratkych simulaci v rdmci umisténi
V tunelu 2b se zobrazenim vazebnych energii ziskanych dokovanim.

Vyobrazeni tunelu 2b spolu s vyznacenim (Cerveng) pravdépodobného bodu, ve
kterém dochazi ke zlomu v ptijeti ¢i nepfijeti substratu (cholesterolu) do aktivniho
mista.

Zvyraznéni  aminokyselin  nachdzejicich se ve vzdilenosti do 5 A
od ptedpokladané¢ho mista zlomu

Znazornéni samovolného prichodu cholesterolu tunelem 2b smérem do aktivniho
mista.

Porovnani koncovych poloh cholesterolu po 50 ns simulacich.

RozloZzeni aminokyselin v okoli cholesterolu do vzdalenosti 4 A v ¢ase 0 ns a 31 ns
v ramci kratké simulace.

Analyza RMSF (root mean square fluctuation) v prabéhu celé simulace.

Analyza RMSD (root mean square deviation) v prubéhu celé simulace.
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Graf 3:  Analyza vzdalenosti mezi cholesterolem a hemem v pribéhu 200 ns simulace.

Graf 4:  Analyza vzdalenosti mezi CYP11A1 a membranou v prib&hu celé simulace.

Graf 5. Analyza poctu vodikovych vazeb v zavislosti na ¢ase pomoci nastroje g hbond.

Graf 6:  Analyza sklanéciho uhlu hemu vié¢i membrané v prubéhu celé 200 ns dlouhé
simulace.

Graf 7. Zména pruméru nejuzsiho mista tunelu 2b (tzv. bottleneck radius) v zavislosti na
¢asu simulace.

Graf 8:  Zavislost vazebné energie ziskané dokovanim na arbitrarni vzdalenosti od aktivniho
mista.

Graf 9:  Analyza vzdalenosti cholesterolu od hemu v ramci kratkych simulaci.

Tabulka 1: Otevirani a zavirani tuneld v prab&hu MD simulace.
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