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1. Uvod

Cytochrom P450 reduktaza (CPR) je multidoménovy protein ukotveny na cytosolarni strané
membrany endoplazmatického retikula. Zde se vdze na fadu redoxnich partnerti napiiklad
cytochromy na P450 a zprostfedkovava jejich smérem elektronovy transport. CPR se tak
stava zcela nepostradatelnym proteinem mikrosomalnich elektronovych transportnich

fetézcu.

Jak je znamo z krystalovych struktur, CPR se miiZze vyskytovat v uzaviené a oteviené
konformaci. V uzaviené konformaci kompaktni struktura proteinu umoziuje intraproteinovy
elektronovy transport mezi dvéma flavinovymi kofaktory (FAD a FMN) a nukleotidovym
NADPH kofaktorem. Redukovany CPR nasledné prochdzi zménou konformace ve sméru
flexibilni otevienéjsi struktury. Jeji hlavni funkci je pak vazba na redoxni partnery

a zprostiedkovani meziproteinového elektronového transportu.

V soucasné dobé jsme diky rozvoji vypocetni chemie a naristu vypocetni sily schopni
pomoci molekulové dynamiky studovat chovani proteint, jakymi je naptiklad cytochrom
P450 reduktiza na atomistické urovni na nanosekundové Skale. Pomoci pokrocilych
vzorkovacich metod — napf. metadynamiky — je pak mozné dosdhnout i na méné Casté

udalosti, ¢i déje, které by byly nad moznosti klasické molekulové dynamiky.

Cilem mé prace bylo modelovani jednotlivych forem CPR ukotvenych na membrang,
procesu jejich konformacnich zmén a findlni tvorba modelu CPR se svym redoxnim
partnerem cytochromem P450 ukotvenych na membrang. Dale jsem studoval mechanismus
prvniho z fady intraproteinovych elektronovych transportii v ramci CPR — pienosu elektronu
z plné redukovaného kofaktoru NADPH na kofaktor FAD. Vysledkem je nakonec komplexni
popis jednotlivych forem CPR, ktery mutze vést k hlubSimu porozuméni chovani tohoto

klicového metabolického proteinu.
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2. Teoreticka cast

2.1 Cytochrom P450 reduktaza

Cytochrom P450 reduktiza (CPR, také CYPOR, P450R) je multidoménovy protein
lokalizovany na endoplazmatickém retikulu (mikrosomech). Na cytosolové stran¢ membrany
endoplazmatického retikula (ER) vytvaii komplexy se svymi redoxnimi partnery cytochromy
P450 (CYPy). CPR zde funguje jako elektronovy pienase¢ dodavajici CYPum elektrony
potiebné ke katalytickym metabolickym reakcim xenobiotik a endobiotik. Zdrojem elektronti
je plné redukovand forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH), ktery je fadou
dil¢ich redoxnich reakci zahrnujicich flavinadenindinukleotid (FAD) a flavinmononukleotid
(FMN) oxidovan a uvolnéné elektrony pak slouzi k oxidativnim reakcim charakteristickym
pro cytochromy P450.[1 Vzajemny pomér CPR vii¢i CYPim na mikrosomalni membrané
¢ini 1 : 15.121 Timto zpisobem jsou veskeré mikrosomalni CYPy zavislé na interproteinovém
elektronovém transportu (ET) a neptimo se tak cytochrom P450 reduktdza podili na velkém

mnozstvi fyziologickych procest.

Prvni dikaz o existenci proteinu se datuje do roku 1950 kdy B. L. Hocker z prasecich jater
purifikoval a nésledné vykrystalizoval protein redukujici cytochrom ¢ — CPR. Dle schopnosti
redukovat cytochrom c¢ byla cytochrom P450 reduktiza plavodné povazovéna za
cytochrom c¢ reduktazu.l*! V roce 1962 byl protein (stale jesté jako cytochrom ¢ reduktéza)
lokalizovan v mikrosomech, ¢imZ byla vyvracena mylna piedstava, Ze se protein ucastni
mitochondridlniho  dychaciho fetézce.*3] Vroce 1969 byl CPR odlisen od
cytochromu c reduktdzy a vznikl zékladni model katalytické cesty pro o-hydroxylacni rekce
skladajici se z cytochromu P450, cytochromu P450 reduktizy a lipidi.l® Ukazka sméru

pfenosu elektronil a jednotlivych Gi€astnikl oxidace ibuprofenu naleznete na Obrazek 1.
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Obrazek 1 Schéma znéazornujici zapojeni CPR do katalytického procesu metabolismu 1€€iv.
Po navazani plné¢ redukovaného NADPH dochazi k intraproteinovému elektronovému
transportu skrze sérii flavinovych kofaktori (FAD, FMN) za nasledného uvolnéni
oxidovaného NADP™. Elektrony poté putuji do aktivniho mista CYPu, kde jsou hemovou
prostetickou skupinu vyuzity pro celou fadu oxida¢né-redukénich déjt. Prikladem mutize byt
hydroxylace ibuprofenu (IBU) za tvorby 3-hydroxyibuprofenu (3-OH-IBU).

2.1.1 Struktura cytochrom P450 reduktazy

Cytochrom P450 reduktdza je kodovan jedingm genem nachéazejicim se na
chromosomu 7 v lokusu 7q11.2.171 V sekvenci proteinu se nachazi 680 aminokyselin. CPR
patii spolu s bakterialni sifi¢itanovou reduktazou (SiR)!®l, NO syntdzou (NOS)®), methionin
syntaza-reduktazou (MSR)!'% a cytoplasmatickou ,,novou“ reduktazou 1 (NR1; z anglického
novel reductase 1)[''] do rodiny diflavinovych reduktdz tj. enzym@ obsahujicich ve své

struktufe FAD a FMN kofaktory slouZici jako elektronové ptrenasece.

Do membrany endoplasmatického retikula je CPR ukotven N-terminalni hydrofobni

transmembranovou doménou tzv. ketvou. Kotva nese strukturni motiv a-$roubovice a ma
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zasadni roli jak pro spravnou orientaci proteinu na membrang, tak pro jeho funkci. Pii deleci
kotvy je CPR schopen redukovat cytochromy ¢ a malé organické molekuly, ale zcela ztraci

schopnost redukovat cytochromy P450.1612]

Na cytosolové stran€ ER jsou na kotvu navazany zbylé Ctyti proteinové podjednotky — FMN
doména, linker doména, FAD doména a NADPH doména. Sekundarni struktura FMN
domény nesouci flavinmononukleotid je uspofdddna do péti vldken paralelnich
B-skladanych listd obklopenych péti a-Sroubovicemi. Na ni navazujici tzv. linker doména
nese strukturni motiv a-Sroubovice. FAD doména obsahujici flavinadenindinukleotid je
uspoifaddna do struktury anti-paraleln¢ orientovanych B-skladanych listd. Posledni
podjednotkou je NADPH doména nesouci motiv péti paralelnich B-skladanych listt
ohrani¢enych a-Sroubovicemi. Posledni ¢asti je tzv. hinge mezi linkerem a FMN doménou.
Tato kratka flexibilni smycka je v krystalech nerozli§ena.['3] Struktury kofaktorii jsou

zobrazeny v Obrazek 2.
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Obrazek 2 Struktury kofaktort FAD, FMN a NADPH s vyznacenymi misty pienosu
redukénich ekvivalentt. U flavinovych kofaktort FAD a FMN jsou to dusiky N5 a nasledné
N1 nachazejici na isoalloxazinovych ¢astech kofaktori. U NADPH dochazi k reakci na
atomu uhliku C4 vazaném na nikotinamidovém kruhu.
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Z krystalovych struktur jsou zndmy dvé strukturni formy cytochrom P450 reduktazy:

kompaktni uzaviena a flexibilni oteviena konformace.

V uzaviené konformaci (Obrazek 3) jsou flavinové kofaktory v bezprostfedni blizkosti
a po navazani NADPH u nich dochéazi k pfimému intraproteinovému elektronovému

pfenosu. Vzdalenost isoalloxazinovych ¢asti flavinovych kofaktort ¢ini <5 A a planarni ¢4sti

lezici v roving spolu sviraji vzajemny thel ~150°.

MEMBRANA CYTOSOL

Obrazek 3 Strukturni popis CPR. Struktura uzaviené¢ konformace CPR je vlevo nahoie
(PDBID 3QE2). Dole je uk4dzano tfazeni domén v sekvenci. Na N-terminalnim konci se po
transmembranoveé kotvé nachazi FMN doména spojena s linker doménou flexibilni smyckou
tzv. hingem. D4l pak navazuje FAD doména a na C-termindlnim konci je NADPH doména.
Jednotlivé podjednotky jsou barevné rozliSeny a ve 3D struktufe zobrazeny v cartoon
reprezentaci, kofaktory pak v reprezentaci sticks. Schéma vpravo nahofe pak zobrazuje
prvky sekundarni struktury proteinu. Pfevzato a upraveno z 3],

Flavinové kofaktory jsou ve struktufe stabilizovany fadou nevazebnych interakci
(Obréazek 4). Po obou strandch isoalloxazinového kruhu FMN kofaktoru se nachézeji

fenolové skupiny blizkych aminokyselin. Na tzv. re- strané! je FMN stabilizovan Tyr143, na

! re- strana — metylové skupiny se na flavinovém kruhu nachazeji na pravé strané
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si- stran&” pak Tyrl181. Také FAD kofaktor je podobnym zpisobem fixovan ve
struktufe, a to fenolovou skupinou Tyr459 na si- stran¢ a na re- stran¢ pak Trp679. Trp679
hraje klicovou roli pfi regulaci elektronového transportu mezi NADPH a FAD. Fosfatova
¢ast FAD kofaktoru interaguje s postrannimi aminokyselinovymi fetézci za vzniku solnych
mustklti s Arg457 a fadou vodikovych vazeb s Val492-Tyr459. Adeninovy kruh FAD je

stabilizovan interakci s Tyr481. Adeninova ¢ast NADPH kofaktoru interaguje s Tyr607.113:14]

Obrazek 4 Popis vnitini struktury CPR a vyobrazeni aminokyselin v bezprostiedni blizkosti
kofaktor®.. Pfevzato z [,

Po intraflavinovém elektronovém pienosu dochazi k vyraznym konformac¢nim zménam
proteinu, které maji za nasledek prechod CPR do oteviené konformace
(Obrazek 5). V této konformaci jsou od sebe katalytické domény vyrazné€ vzdaleny a po ztraté
vzajemnych interakci jednotlivych podjednotek z uzaviené struktury se protein stava vice
flexibilnim. Vzdalenost FAD a FMN kofaktorii v oteviené formé je 86 A. V této formé se

piedpoklada, ze FMN doména vaze své redoxni partnery.[!3]

2 si- strana — metylové skupiny se na flavinovém kruhu nachazeji na levé strang
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Obrazek 5 Struktura oteviené konformace CPR (PDBID: 3FJO). Vzdalenost FAD a FMN
kofaktorii je 86 A. Protein je zobrazen v cartoon reprezentaci, kofaktory pak v reprezentaci
sticks.

2.1.2 Intraproteinovy elektronovy transport CPR

Cytochrom P450 reduktaza je klicovym enzymem biodegradace latek jak endobiotického
ptvodu, tj. latek organismem pfirozené¢ produkovanych, tak xenobiotik, tedy latek pro
organismus cizorodych, pfijatych naptiklad ve formé 1é¢iva. Zde plni CPR roli elektronového
pienasece dodavajiciho elektrony proteiniim piimo odpovédnym za biodegradaci malych
molekul. Elektronového transportniho fetézce se ucastni prenosem redukénich ekvivalent
skrze kofaktory vazané ve struktute. Ty béhem téchto reakci funguji jako akceptory a donory
téchto ekvivalentli a méni své redoxni stavy dle zavislosti na redoxnim potencidlu to ve sméru
méné zaporného potencidlu — napt. u clovéka od plné redukované formy FADH» ke

stabilnimu FMNH (Obréazek 6).[16]
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Obrazek 6 Redoxni potencidly lidské, krysi a kvasinkové CPR, cytochromu BM3, NO
syntazy a methionin-syntaza reduktazy urcujici smér elektronového transportu. Elektronovy
ptenos probihd ve sméru mensi negativity redukéniho potencidlu a je pro rtizné reduktazy je
specificky. Hodnota redoxniho potencidlu hemu je -220 mV. Pfevzato a upraveno z [16],

V elektronovém transportnim fetézci vystupuje molekula NADPH a to ve dvou redoxnich
stavech — NADPH pro redukovanou formu; NADP" pro formu oxidovanou. Reduk¢ni
ekvivalenty jsou pfendSeny zatomu uhliku C4plné¢ redukovaného NADPH na
isoalloxazinové kruhy flavinovych kofaktori FAD a FMN. Ty se mohou v ramci fetézce
nachézet ve form¢ pln¢ oxidované (neobsahujici Zadny redukéni ekvivalent), semichinonové
(redoxni ekvivalent pfenesen na atom dusiku N5 atom) a hydrochinonové tj. pln€ redukované
(redoxni ekvivalenty pfeneseny na postupné na dusikovi atomy N5 a nasledné na N1). Pozice

reak¢nich center jsou znazornény také na Obrazku 2.

Prvni casti elektronového transportniho fetézce je tzv. ,pfipravna™“ reakce
(z anglického ,,priming reaction®). Do této vstupuje pln¢ oxidovana forma CPR s obéma
flavinovymi kofaktory v oxidovaném stavu (FAD/FMN). Po navéazani pln¢ redukované
formy NADPH+H" dojde k pfeneseni redukéniho ekvivalentu formou hydridového iontu
(H") za tvorby hydrochinonu FADH2 . jeji pln€ redukované formy FAD (FADH2/FMN). Ve
druhém kroku pak ptfechazeji oba kofaktory do semichinonové formy (FADH /FMNH").
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Posledni c¢asti je tvorba (FAD/FMNH2) s pln€ redukovanym FMNH: kofaktorem, ktery je
elektronovym donorem pro fadu redoxnich partnerti. Témito rekcemi CPR dostava
semichinonovou formu flavinmononukleotidu (FAD/FMNH’), kterd je stabilni a ve

fyziologickém prostiedi prevlada (Obrazek 7).

FMN \\ppH FMN FMNH’ FMNH, j e FMNH'
o L L Lo =L

FAD FADH, FADH' FAD FAD
Obrazek 7 Schéma ptipravné reakce elektronového fetézce CPR. Protein do ni vstupuje
ve zcela oxidovaném stavu a na jejim konci se nachazi ve stabilni semichinonové formé
(FAD/FMNH"). Pfevzato a upraveno z [7],
Po ptipravné reakci pak CPR (FAD/FMNH") vstupuje do cyklu (Obrazek 8), v jehoz pribéhu
jsou elektronovym akceptoriim postupné transportovany dva elektrony. Prvni reakci cyklu je
piijeti dalsi redukované formy NADPH a ptenosu redukéniho ekvivalentu za tvorby systému
hydrochinon/semichinon (FADH/FMNH"). Nasleduje ptfenos elektronu mezi flavinovymi
kofaktory (FADH/FMNH>) a po ném transfer prvniho elektronu redoxnimu partnerovi
(FADH'/FMNH"). Znovu dochazi k intraflavinovému transportu (FAD/FMNH>) a cyklus je
ukoncen odevzdanim druhého elektronu elektronovému akceptoru, po kterém se vraci do

puvodniho stavu stabilniho semichinonu (FAD/FMNH"). V obou piipadech je elektron

pienasen z pIné redukované formy FMNH,.!'7]

18



3e
[ FMNH, [ FMNH"
FAD FADH,

[ FMNH" %
&)
%
] FAD (
P
qoﬁx

FMNH' FMNH,
FADH e FADH
Obrazek 8 Schéma elektronového transportniho cyklu CPR. Po vstupu dvou elektroni z plné

redukovanych NADPH kofaktori a jejich pfeneseni elektronovym akceptortim se CPR vraci
do stabilniho semichinonového stavu (FAD/FMNH").

2.1.3 Redoxni partneri cytochrom P450 reduktazy

Hlavni funkei cytochrom P450 reduktazy je prenos redukénich ekvivalentti svym redoxnim
partneriim. Mezi nejvyznamné;jsi partnery patii napt. cytochromy P450, cytochrom b5, heme

oxygendza a skvalen monooxygenaza.

Cytochromy P450 jsou enzymy obsahujici v aktivnim misté hemovou prostetickou skupinu.
Jsou zodpovédné za metabolismus celé fady latek, jakymi jsou napf. xenobiotika
a endobiotika. Podstatou téchto reakci monooxygenace substratu za vzniku vice polarnéjsiho

metabolitu. Obecné 1ze monooxygenacni reakce zapsat jako
RH + O + NAD(P)H + H" — ROH + H,O + NAD(P)"

kde RH ptedstavuje nepolarni substrat a ROH metabolit. NAD(P)H a H* pomoci CPR
dodavaji elektrony reakci a NAD(P)" je oxidovana forma tohoto kofaktoru CPR .[!8]

Lidské cytochromy P450 lze rozdélit do 57 rodin. Také je lze rozdélovat podle

metabolizovanych latek: [1%18]
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e steroly (1B1, 7A1, 7B1, 8B1, 11A1, 11B1, 11B2, 17A1, 19A1, 21A2, 27A1, 39A1,
46A1, 51A1)

e xenobiotika (1A1, 1A2, 2A6, 2A13, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2El, 2F1,
3A4,3A5,3A7)

e mastné kyseliny (2J2, 4A11,4B1, AF12)

o cikosanoidy (4F2, 4F3, 4F8, 5A1, 8A1)

e vitaminy (2R1, 24A1, 26A1, 26B1, 26C1, 27B1)

e asnezndmymi substraty (2A7,2S1,2U1,2W1,3A43,4A22,4F11,4D22,4V2,4X1,
471, 20A1, 27C1).

Podle klasifikace na zakladé usporadani proteinti pti elektronovém transportu patii savci
cytochromy P450 vazici se na CPR do 77idy II. tj. tfidy mikrosomalnich CYPu ukotvenych

na membrané.

Specialnim piipadem jsou pak bakteridlni CYPy spadajici do 7#idy VIII, které tvoii
komplexy neukotvené v ER, ale volné se vyskytujici v cytosolu. Hlavnimi zastupci této tiidy
jsou flavocytochromy CYP102A1 (neboli cytochromy P450BM3) vzniklé slou¢enim CYPu
a katalytickych domén svych redoxnich partnert. Cytochromy P450BM3 pak obsahuji krom

molekul hemu vlastni aparat flavinovych kofaktort poskytujicich redukéni ekvivalenty.[29-21]

Cytochromy bs (CYBS) jsou malé¢ (16.7 kDa), membranoveé vazané hemoproteiny, jejichz
struktura se skladd pouze z 6 a-Sroubovic a 5 vldken B-sklddanych listi. CYBS5 jsou
elektronovymi prenaseci s funkci elektronovych akceptorti i donorti. Elektrony pfijimaji od
svého redoxniho partnera cytochromu bs reduktazy i cytochrom P450 reduktazy. Elektrony
se pak dale pfedavaji cytochromtim P450 (Obrazek 9).[22-23]
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Obrazek 9 Schéma propojeni redoxnich partneri s cytochromem bs. CYBS funguje jako
medidtor elektroni pro cytochromy P450. Elektrony mtize ziskat od cytochromu bs reduktazy
i CPR. Pievzato a upraveno z 231,

Heme oxygenazy (HO-1 a HO-2) jsou enzymy zplsobujici katabolismus molekul hemu
vazanych v mikrosomélnich cytochromech P450. Jedna se o autokatalytickou reakci, ve které
molekula hemu vystupuje jak v roli substratu tak koenzymu. Pii tiikrokové biodegradaci
(hem — o-meso-hydroxyhem — verdohem — biliverdin) jsou spotfebovavany elektrony

dodané CPR a molekuly kysliku podle reakce
Heme b + 30, + 3"AaNADPH + 3%2H" — biliverdin + Fe* + CO + 3'"4aNADP* + 3H,O
za vzniku biliverdinu, oxidu uhelnatého (CO), Fe?" a vody.[2423]

Skvalen monooxygenaza (t¢Z skvalen epoxidaza) je stejné jako cytochrom P450 reduktaza
flavinovym enzymem obsahujicim FAD kofaktor. Nevaze vSak NADPH a redukéni
ekvivalenty ziskdva od CPR. Funkci skvalen monooxygenazy je biodegradace skvalenu na
2,3-oxidoskvalen nesoucim epoxidovou skupinu (cyklicky ether). Tato reakce je zdsadnim

krokem néasledné biosyntézy sterol(.[2¢]

Kromé téchto redoxnich partnert jsou CPR schopny pfimo dodéavat elektrony nékterym

malym organickym molekulam (Obrazek 10).127-28]
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Obrazek 10 Schéma znazornujici rizné biochemické procesy, ve kterych je CPR zahrnut.
Cytochromy P450 reduktazy zprostfedkovavaji elektronovy cytochromim P450
zodpovédnym naptiklad za metabolismus 1é€iv a steroidnich hormont. Déle je také donorem
elektronti prostfednikovi elektronového prenosu cytochromu b5 ¢i heme oxygenaze. Na
pfisunu elektronti jsou téz zavislé nékteré malé organické molekuly. Pfevzato
a upraveno z !,
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2.2 Teoreticka chemie

Teoretickéd chemie je rozsdhlym védni obor zabyvajici se problematikou modelovani chovéani
chemickych otazek Umoziluje studovat chemické otazky na riiznych Grovnich a pomaha
dopliiovat a piekracovat fyzikalni limity experimentalnich technik. Z hlediska velikosti
studovanych systémii metodami vypocetni chemie jsme schopni studovat systémy od
velikosti jednotlivych atomil az po kontinudlni modely simulujici mezoskopické vlastnosti
latek. U casovych meéfitek se pohybujeme od velmi rychlych procesii, jakymi jsou

femtosekundové elektronové excitace az po mikrosekundové simulace biomakromolekul

(Obrazek 11).

A

= Kontinualni
\g modely
<+

2]

P

= Coarse grained

4 :
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©

>

: >
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Obrazek 11 Schéma znéazornujici casovou a velikostni Skalu, ve kterém se vypocetni chemie
vyuziva. Kvantové-mechanické (QM) techniky vychdzeji z feSeni Schrodingerovy rovnice
a vyuzivajici se k vypoctim elektronickych vlastnosti systémti. Molekularné-dynamické
(MD) simulacemi popisuji chovani atomu a slouzi tak k popisu molekuldrnich systémt.
Hrubozrnné modely (CG; z anglického ,,Coarse Grained*) vyuzivaji aproximace, ve kterém
se vice atomi (obvykle 3-4) popiSe jednou skupinou, tzv. beadem. Diky tomuto
zjednoduseni je mozné CG modely pouZzivat pro studium vétSich systému jako naptiklad
membranovych port nebo vétSich proteinovych komplext. Specidlni pfipadem jsou pak
simulace kontinualnich modeli mezoskopickych systémi, které se velikostné nachdzeji na
pomezi mezi mikroskopickymi a makroskopickymi systémy. Pievzato a upraveno z 2],
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Studiem elektronovych vlastnosti molekul se zabyva kvantovd chemie (kvantova
mechanika (QM) a kvantova dynamika (QD)). Tyto jsou vSak kviili vypocetni naro¢nosti
aplikovatelné pouze na mensi systémy (vétSinou <100 atomu). Pro popis mechanickych
vlastnosti vétSich systémi (>1000 atomt) pouzivaime metody molekulové mechaniky (MM)
a molekulové dynamiky (MD), které modeluji pohyb atomli pomoci Newtonovych

pohybovych zakont.[3%

2.2.1 Molekulova mechanika

Metoda molekulové mechaniky vychdzi zpfiblizeni, ve kterém jsou atomy a vazby
reprezentovany soustavou ,.kuli¢ek a pruzin“. MM je realizovana soustavou jednoduchych
algebraickych rovnic obsahujicich konstanty odvozené ze spektroskopickych dat a ab initio
kalkulaci a zcela zanedbava informace o elektronickych vlastnostech molekul. Potencidlni
energie systému je zde pouze funkci pozic atomi, E, = f(R). Dals$im zjednoduSenim
je 1 rovnocennost stejnych piispévkll energii jednotlivych meziatomovych vibraci
(napt. C-H ve vSech methylovych skupinach systému) riznych molekul, tzv. pienositelnost
parametrti. Pro lepsi pfenositelnost parametri jsou zavadény atomové typy charakterizujici
jednotlivé atomy (napt. ndboj atomu, vdW polomér, relativni atomova hmotnost, vaznost
atomu). Tak dostdvame charakteristické parametry naptiklad pro atomy uhliku v riznych
hybridizacich (sp? pro aromatické kruhy, sp® pro methylové skupiny) nebo pro kysliky

v karbonylovych skupinach karboxylovych kyselin a ketont.[3!-2]

Jednotlivé piispevky do vysledné rovnice popisujici MM lze rozdélit na piispévky

vazebnych a nevazebnych interakci.

M

Ep = Evazebné + Enevazené

2.2.1.1 Prispévky vazebnych interakci

Vazebné délky — vychazeji z popisu kovalentnich vazeb jako soustavy harmonickych

oscilatorti popsanych rovnici
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_ pvazby idv2 2
Evazby (rij) = k77 (rij — i)
kde kfjaz Y je silova konstanta odvozena z Hookova zakona, r; ;j Je momentalni vazebna

vzdalenost a rl-if je idedlni vazebna délka mezi atomy i a j. Krom soustav harmonickych
potenciali je mozné vazebné délky popsat také kubickou zévislosti nebo Morseho

potencialem.

Obrazek 12 Diatomickd molekula popsand modelem molekulové mechaniky; atomy se

Y 17 I . . ’ vazb R PEET
nachéazeji v momentalni vzdalenosti r;; a silova konstanta k; i %Y udava rigiditu vazby.

Prevzato z 331,

Vazebné tihly — jsou popisovany harmonickymi potencialy ptsobici na hel 6,

1 . 3)
Egniu (8ijx) = Ek?jk (Bijk — 6151)*

kde kigjk Je silova konstanta pisobici proti vychyleni od idealni hodnoty ahlu, 6, je

momentalni vazebného thlu a Hii]‘-ik je idedlni hodnota thlu mezi trojici vazebnych partnery.

Obrizek 13 Popis vazebného tihlu 6; ;; mezi trojici atomil. Prevzato z 1331,
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Dihedralni uhly — jsou popsany jako thly, které vzdjemné sviraji planarni ¢asti dvojic thla

(mezi atomy i,j,k a j,k,[) mezi ¢tvetici atomi i,j,k a [ podle vztahu
E.. i ((Z) )_ kdihedrélu 1 ( vy — Q)Ld ) (4)
dihedralu ijkl) — "¢ ( + cos(n ijkl ijkl )

kde kgih e silova konstanta, @;jr; momentdlni hodnota dihedrélu, (Z)Z.lkl jeho

rovnovazna hodnota a n jeho multiplicita.

Obrazek 14 Znéazornéni dihedralniho hlu @ jx;. Dihedralni thel je popsan pomoci dvou
ploch definovanych tthly mezi trojicemi atomd. Pievzato z 133,

Nepravé dihedralni ihly — jsou zavadény pro udrzeni plandrnich ¢asti molekul v roving:

)

1 .. . .
Enepr. dihed. (Eijkl) = Ek?lhedralu (fijkl - filjc'lkl)2

kde k?ihe‘i 4l e silova konstanta, &; jki je hodnota nepravého dihedralniho thlu a Eii]‘-ikl jeho

idealni hodnota.
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fijkl

Obrazek 15 Popis nepravého dihedréalniho thlu &, vychazi ze vzajemnych orientaci ploch

definovanych trojicemi atomu. Zabrafiuje poruseni rovinnych c¢asti planarnich molekul.

Pfevzato a upraveno z 33,

2.2.1.2 Prispévky nevazebnych interakci

Elektrostatické interakce — vychazeji z Coulombova zdkona vzijemného pisobeni
nabitych ¢astic. Charakter interakce zavisi na ndbojich ¢éstic — pro stejné nabité ¢astice ma
odpudivy charakter, pro rizn¢ nabité pak charakter pfitazlivy. Elektrostatické interakce jsou

popsany vztahem

1 qiq; (6)
AmenE, 1y

ECoulomb (rij) =

kde &, je permitivita vakua, €, relativni permitivita, q; a q; jsou naboje atomi a 7;; jejich
vzdalenost. Mezi tyto interakce patii interakce typu dvou nabitych Ccastic, nabita

castice-dipol, dip6l-dipol a interakce vyssich multipoli.

il

Obrazek 16 Schéma reprezentujici vzajemné silové plisobeni atomi nesouci naboje q; a q;.

Pfevzato a upraveno z 33,
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van der Waalsovy sily — popisuji silové plisobeni mezi atomy bez néboje, nejcastéji jsou
vyjadieny Lennard-Jonesovym potencidlem. Rovnici tohoto potencialu Ize rozdé€lit na dva
¢leny — repulzni a atraktivni a je také nékdy nazyvana ,,12-6 potencial“. Prvni ¢len rovnice
popisuje Pauliho repulzi atomii nachazejicich se ve vzdalenosti, kdy dochézi k piekryvu
jejich elektronovych orbitalil a u n€jz nahrazuje exponencidlni zavislost clenem s dvanactou
mocninou vzdalenosti. Druhy ¢len vychézejici z Londonovych disperzi popisuje naopak
atrakci atomli pusobici na sebe na vétsi vzdalenost, kterd ma zhruba zavislost s Sestou

mocninou vzdalenosti. V nekone¢né vzdalenosti atomu je pak potencial nulovy podle vztahu

O-ij 12 O-ij 6 (7)
cove el -3
ij i

kde €;; predstavuje minimdlni potencial interakce nenabitych Castic, o;; predstavuje
vzdalenost Castic, ve které je vyslednice repulznich a pfitazlivych sil nulova a 7j; je
vzdalenost atomi. Krom Lennard-Jonesova potencidlu lze pro popis van der Waalsovych

interakci pouzit naptiklad Buckinghamiiv potencial.
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Obrazek 17 Zavislost Lennard-Jonesova potenciadlu na vzdalenosti interagujicich atomd.

Zvlast jsou uvedeny i atraktivni a repulzni piispévky.

Vyjadienim jednotlivych rovnic a ptisluSnych parametrti pro cely systém ziskavame
tzv. silové pole (FF; z anglického Force Field). Obecny vztah pro rovnici silového pole je

pak

Evazebné + Enevazebné (8)

= Z Evazby+ Z Eshin + Z Eginearaiu

vazby uhly dihed.

+ Z Eper. dihed .+ Z EColomb

nepr.dih . Coulomb

L]

kde se provadéji sumace pies veskeré prispévky jednotlivych ¢lenii pro parové interakce.!

Epotenc.

32]

2.2.2 Molekulova dynamika

Metoda molekulové dynamiky aplikuje potencidlni energii popsanou MM spole¢né
s kinetickou energii do soustav Newtonovych pohybovych rovnic a umoziuje tak sledovat
Casové zmény poloh jednotlivych atomil v redlném case. Z gradientu potencidlni energie

popsané silovym polem Ize urcit sily ptsobici na kazdy atom systému. Z téch jsou néasledné
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vypocitana zrychleni jednotlivych atomi pohybujicich se urc¢itou rychlosti. Obecné je tento

proces popisovan rovnici

Fi = —Vl-V (9)
dzxi . Fi (10)
dtZ N m;

kde ¢ je Cas, F; je sila pisobici na i-ty atom, m; hmotnost atomu, x; jeho soutfadnice a —V;V
je zaporny potencidlovy gradient. Obecny algoritmus pro molekulovou dynamiku je

nasledujici:

(1) Urceni pocatecnich poloh a rychlosti — pocatecni soufadnice jsou urceny
strukturnim souborem; pocatecni rychlosti pro kazdy atom (pokud nejsou zadany)
jsou uceny dle Maxwell-Boltzmannovy nebo Gaussovy distribu¢ni funkce pro

odpovidajici teplotu jako:

() = m; m;v? (11)
p) = 57 % "7

kde p(v;) odpovida pravdépodobnosti, Ze se atom i o hmotnosti m; pii teploté 7 pohybuje

rychlosti v; a k je Planckova konstanta (6,626 x 1034 J-s). Urcuje se také integra¢ni krok A¢,
ktery musi byt vétsi nez nejrychlejsi pohyb v systému (nejcastéji 1 az 2 £5).

(2) Vypocet sil — jsou vypocitany sily plisobici na kazdy atom v gradientu potencialni
energie. Pfepocitany jsou ptispévky potencialni a kinetické energie a tlakovy tenzor.

(3) Aktualizovani konfiguraci — nové pozice jednotlivych atomi jsou uréeny feSenim
Newtonovych pohybovych rovnic.

(4) Vystup aktualizovanych parametri — jsou vypsany pozice, rychlosti, aktualni
teplota a tlak.

(5) Opakovani bodii 2, 3, 4 podle poZadovaného poétu kroki 32
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2.2.3 Metadynamika

Metodami molekulové mechaniky jsme schopni studovat ¢asové §kaly stovek nanosekund
v oblasti atomistickych simulaci, mikrosekundové S$kaly pak v pfipadé hrubozrnnych
modeli. Rada chemickych a biologickych d&ji jakymi jsou napfiklad strukturni fazové
piechody nebo procesy sbalovani proteinti se ale odehravaji v ¢asovych méfitcich, které jsou
radove veétsi, a proto mluvime ve spojeni se MD simulacemi o téchto déjich jako o ,,vzacnych
piipadech® (z anglického ,rare events®). V béznych piipadech se systémy nachazeji
v minimu potencialni energie a piekroCeni energetické bariéry ve sméru uvazovaného
déje — vzacného piipadu — je tedy energeticky nevyhodné a k tomuto prechodu pak dochazi
v simulaci velmi ojedinéle s nedostatecnym vzorkovanim. Metadynamika (MTD) je
pokrocild vzorkovaci metoda urychlujici vyskyt vzacnych pfipadii posouvanim systému
z lokdlniho minima, ve kterém se nachdzi a umozni tak prozkoumavani vétSi casti

konformacniho prostoru.

Jednim ze zékladnich parametri MTD simulaci jsou tzv. kolektivni proménné
(CV; z anglického ,,Collective Variables*), podle kterych mapujeme profil volné energie
kolektivnich proménnych. Kolektivni proménné jsou zavadény dle sledovaného dé&je
a nejcastéji jsou reprezentovany souborem pozic atomu (x), napiiklad vzdéalenosti atom
nebo atomovych grup ¢i thll, které tyto soubory sviraji. Vlastnosti systému jsou pak
popisovany jako funkce kone¢ného poctu kolektivnich proménnych Sq (x), kde a = 1, d kde
d je malé Cislo. Rovnovazné chovani kolektivnich proménnych lze zapsat pomoci rozdéleni

pravdépodobnosti P(s) jako

P(s) = exp(—(1/T)F(s)) (12)
~ [dsexp(—(1/T)F(s))

kde s zna¢i d-dimensionalni vektor (si,...,s4), F(s) je volna energie vyjadiena jako

F(s)= —TIn (f dx exp (—%V(x)) 5(s —S(x))) (13)

kde V(x) je potencial odpovidajici danému souboru pozic atomu (x); velké S znaci funkci

soufadnic S(x) a malé s hodnotu CV. Nachazi-li se systém ve svém lokalnim minimu nabyva
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hodnota volné energie minimalnich hodnot a pravdépodobnost vyskytu v tomto stavu P(s)

je naopak maximalni.

Principem MTD simulaci je pfidavani umélého potencidlu (né€kdy téz oznaCovany jako
Gausstiv potencial) ve formé Gaussovych funkci k doty¢nym hodnotam CV o definovanych
vlastnostech (vyska a Sifka), ¢imz dochéazi k postupnému zapliiovani potencidlové jamy

a systém tak miiZze pfekonavat energetickou bariéru. Umély potencidl je zapisovan ve formeé

VG (S(x)l t) =w

t'=1g,27¢g
t'>t

(S(x) —s(t))? (14)
P~ 202

kde w je vySkou a os Sitkou vkladané Gaussovy funkce a 7; je frekvence, se kterou se
Gaussiany vkladaji. Parametry Gaussovych funkci ovliviluji kvalitu provzorkovéani povrchu
volné energie — jsou-li Gaussovy funkce pfiili§ vysoké, je plocha prozkoumana rychleji
(mensi vypocetni narocnost) ovSem takto vykonstruovana plocha je zatizena mnozstvim

chyb. Vysoka frekvence vkladani Gaussovych funkei pak zpomaluje vypocet.

Systému v MTD tedy prozkoumava vétsi ¢ast konformacniho prostoru podél CV a mutze tak
prozkoumat 1 jinak nepravdépodobné vzacné piipady. Pii kompletnim provzorkovani se
v limitnim ¢ase ¢ — o hodnota umélého ptidaného potencialu rovna zaporné hodnoté volné

energie podle Rovnice 15.034

lim Ve(s,t) ~— F(s) (15)

32



3. Metody

3.1 Priprava modeli

Pro stavbu modelii lidsk¢é CPR vhodnych pro MD simulace byla pouzita metoda
homologniho modelovani. Pfi tvorbé modelt se vychazelo ze znalosti kompletni sekvence
lidské CPR (UniProt ID: P16435), jejimZz zdrojem byl UniProt (The Universal Protein

Resource; www.uniprot.org 3%)). Templaty krystalovych struktur pro tvorbu homolognich

modelll byly vybirany na zaklad¢ strukturnich pozadavki (malé rozliSeni, organismus Homo
Sapiens) a shody se znamou sekvenci. Pro vyhledani struktur s nejlepsi shodou se znamou
sekvenci byl pouzit algoritmus BLAST 6l Veskeré struktury byly ziskany
z www.pdb.org 371 a homologni modely byly vytvofeny pomoci programu Modeller 9.13 38

v rozhrani implementovaném ve vizualizaénim softwaru UCSF Chimera 10.1.[°]

Templatem pro uzavienou konformaci CPR byla zvolena struktura s PDBID: 3QE2 [4]

(chain A), ktera byla z 99 % identicka se zadanou sekvenci pii pokryti sekvence z 90 %.
Rozlieni krystalové struktury ¢inilo 1,75 A. Pro CPR v oteviené konformaci byla zvolena
struktura s PDBID: 3FJO 151 s 83% identitou, pokrytim sekvence z 89 % a rozlisenim
2,5 A. Krystal pro otevienou strukturu CPR byl vytvofen z tzv. chimérického proteinu
tj. proteinu uméle pfipraveného spojenim casti genti pivodné kodujici rtizné proteiny.
V ptipadé krystalu 3FJO byla pouzita FMN doména z CPR obsazeného v kvasnicich
a zbyvajici domény z lidské CPR.

V pfipadé¢ wuzaviené 1 oteviené konformace krystalové struktury neobsahovaly
N-terminalni transmembranovou doménu. Ta byla na zaklad¢ znalosti sekvence dostavena

ve formé a-Sroubovice v programu PyMol 1.4.1 (Schrodinger LLC).

Jako struktura cytochromu P450 3A4 byl pro stavbu modelu komplexu CYP-CPR pouzit
model CYP 3A4 vychazejici z krystalové struktury s PDBID: 1TQN.[40]

Struktury a pozice kofaktori byly ziskany piimo z krystalové struktury. V krystalu
nerozliSend struktura kofaktoru NADPH byla domodelovana dle struktury rozliSeného

NADPH kofaktoru z krystalu s PDBID: 1AJ1. Do struktur byly pfifazeny vodikové atomy
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tak, aby odpovidaly fyziologickému pH (fosfatové skupiny zdporné nabité). Parametry
kofaktori byly vygenerovany pro silové pole Amber99SB programem Antechamber [#1]
implementovaného v programu Chimera. Parcidlni ndboje na molekuldch byly pfepocitany
pouzitim metody RESP (Restrained Electrostatic Potential) v programu Gaussian 03142l na

trovni HF/6-31G*. Parametry pro hemovou prostetickou skupinu byly ptevzaty z [+,

Modely CPR (resp. CPR s CYPy v komplexu) byly N-termindlnimi konci zanoteny do
membran slozenych z dioleoylfosfatidylcholinovych (DOPC) lipidi (Obrazek 18).
K zanofeni do dvojvrstvy byl pouzit program g membed,* pticemz kazda vrstva
obsahovala 250 lipidovych molekul. K solvataci byl pouzit explicitni TIP3P [43] modelu
vody. Kvuli zachovani fyziologické koncentrace systému byly pfidany Na* a Cl” ionty tak,

aby byl systém neutralni a sl méla vyslednou fyziologickou koncentraci 0,15 M NacCl.

Obrazek 18 Struktura dioleoylfosfatidylcholinu (DOPC). Molekula DOPC je neutralni
lipidova molekula s dvojnymi vazbami mezi uhliky 9 a 10 alifatickych fetézct.

3.2 Nastaveni MD simulaci

Veskeré simulace byly provedeny v softwaru GROMACS (verze 4.5.5 16 a 5.0 [17])
s implementovanym programem Plumed 2.1.2 481 pro metadynamické simulace. Pro proteiny
bylo pouzito silové pole Amber99SB [ spolu s parametry Slipids B% pro lipidovou
dvojvrstvu. Periodické okrajové podminky byly aplikovany ve vSech smérech. Integracni
krok vypoctu byl zvolen 2 fs. Vsysttmu byla udrzovdana konstantni teplota
310 K Nosé-Hooverovym termostatem s kontrolou teploty kazdych 0,5 ps. Tlak systému byl
udrzovan na konstantni hodnot¢ 1 bar za semiisotropinich podminek pomoci
Parrinello-Rahmanova barostatu o kompresibilité 4,5 - 10 bar™!' pfi kontrole tlaku kazdych
10 ps. Pro vypocet dalekodosahovych Coulombickych interakci nad 1 nm pouzita metoda
PME B! (Particle Mesh Ewald). Pro interakce van der Waalsovského typu byl stanoven

dosah 1 nm. Povolena délka vazeb byla kontrolovana algoritmem p-LINCS 52, U v§ech

34



systémil byla nejdiive provedena minimalizace energie a pfipravna simulace o délce 5 ns
se zamrzlou strukturou patete proteinu pro ekvilibrace prostiedi. Vysledna délka simulaci
byla nastavena vrozmezi 50-200 ns dle simulované¢ho systému (bude uvedeno

individualng).

V piipadé¢ metadynamickych simulaci byly zavedeny specialni parametry charakterizujici
jednotlivé simulované procesy. V piipad¢ simulace redoxni reakce byla jako kolektivni
proménnd zadana vzdalenost mezi atomu N5 (FAD) a C4 (NADPH) zodpovédnych za
elektronovy transport. Pro simulaci pozicovani proteinu na membran¢ byla soub&zné
sledovana vzdalenost ¢asti proteinu (Ala94-Argl07 na FMN doméné a Gly539-Trp552 na
NADPH doméné) na vzdalenosti od membrany. Pii procesu konformacnich zmén byla jako
CV pouzita DRMSD mezi referen¢nimi strukturami v oteviené a uzaviené konformaci
funkci FUNCPATHMSD sledujici cestu mezi jednotlivymi kolektivnimi proménnymi.

Podrobnéjsi parametry jsou uvedeny v Dopliujicich materialech.
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4. Vysledky
4.1 Simulace uzaviené formy CPR

V uzaviené formé CPR se flavinové kofaktory nachdzeji v blizkém kontaktu umoziujicim
ptimy elektronovy transport. Strukturni stabilita proteinu v uzaviené konformaci hraje
klicovou roli pti elektronovém transportu, nebot’ urcuje pfesnou pozici a vzédjemnou orientaci
kofaktort. Behem 200 ns simulace CPR nedochézelo k strukturnim zméndm jednotlivych
katalytickych domén nebo proteinu jako celku (Obrazek 19). Nedochdzelo také ani ke
spontannimu  konformacnim zménam piechodu uzaviené¢ formy do oteviené. Pozice

jednotlivych kofaktorti zistala zachovana béhem celé délky simulace.

Zakladnim ukazatelem kvality pfipraveného modelu byla vySka, kterou protein
zaujima nad fosfolipidovou dvojvrstvou. Tato byla experimentdlné¢ urena metodou
mikroskopie atomarnich sil jako 56 + 22 A.[3] Z této vysky Ize usuzovat i na orientaci CPR
vici membrang. Vyska proteinu se béhem simulace pohybovala okolo stabilni hodnoty

60,3 = 1,8 A (Graf 1), coz odpovida experimentidlné namétené hodnots.
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Graf 1 Zména vysky katalytickych domén nad fosfatidylcholinovou dvouvrstvou. Béhem
200 ns ekvilibrace dochazi jen k drobnym fluktuacim a primérnd vySka CPR cini
60,3+ 1,8 A.
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Obrazek 19 Model CPR pied ekvilibrace (panel A), po 100 ns (panel B) a struktura po
200 ns (panel C). Vyska proteinu se pohybovala kolem hodnoty 60,3 + 1,8 A nad arovni
membrany. Ze snimku je patrny kontakt smycek FAD a NADPH vézicich domén s oblasti
polarnich hlav lipidové dvojvrstvy. DOPC membrana je vyobrazena v reprezentaci surface
s fosfaty zvyraznénymi formou kulicek (Sedd); protein je vyobrazen v reprezentaci cartoon
a kofaktory reprezentaci sticks (modra).

Stabilita CPR vychazi ze samotné interakce proteinu s membranou. V pribéhu simulace byly
urceny aminokyseliny setrvavajici v kontaktu s polarnimi hlavami fosfolipidové membrany
(Obrazek 20). Tyto aminokyseliny jsou soucasti FAD domény a NADPH domény a jsou to
Glu273-Pro278 (FAD doména), Ile310-Arg316 (FAD doména), Trp552-Gly557 (NADPH

doména) a residuum Asn470 (FAD doména). Volna rotace proteinu na membran¢ nebo

zména vzajemné orientace proteinu s membranou je timto kontaktem zna¢n€ omezena.
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Obrazek 20 Vyobrazeni rezidui, kterd byla v kontaktu s membranou po dobu 175 ns. FAD
doména interaguje aminokyselinami Glu273-Pro278 (reprezentace sticks; modra),
I1e310-Arg316 a Asn470 (reprezentace sticks; cervend), NADPH doména pak
aminokyselinami Trp552-Gly557 (reprezentace sticks; zlutd). Béhem poslednich 25 ns
dochazelo k mirnému oddalovani NADPH domény od membrany a aminokyseliny
Trp552-Gly557 ztracely kontakt s membranou. DOPC membréna je vyobrazena
v reprezentaci surface s fosfaty zvyraznénymi formou kulic¢ek (Sedd) a ctyimi lipidy DOPC
v kulickové reprezentaci; protein je vyobrazen v reprezentaci cartoon (zelend).

Z hlediska interakce se svym redoxnimi partnery cytochromy P450 byla zvazovana vhodna
orientace FMN domény, ktera by po konformacni zméné¢ do oteviené struktury byla
v kontaktu s CYPy a to na proximalni stran¢ molekuly hemu. Ekvilibrovana struktura byla
pro interakci spravné orientovand; molekula FMN by po otevieni struktury byla pfimo

piistupnd interakci s redoxnim partnerem (Obrazek 21).
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Obrazek 21 Orientace FMN domény nesouci flavinmononukleotid s vyznac¢enim piistupu
redoxniho partnera cytochromu P450. Po ekvilibrace byla doména vhodné orientovana
tj. kofaktor by v piipad¢ interakce s CYPem nesmétoval kolmo na osu membranu, ale byl by
orientovan paraleln¢ s membranou, jak se pii interakci s redoxnim partnerem predpoklada.
Transmembranovéa kotva a na ni napojend FMN doména jsou zobrazeny v reprezentaci
cartoon (zelend), zbyla ¢ast proteinu, ktera by pii tvorbé komplexu odstoupila a odhalila tak
FMN kofaktor je vyobrazena v reprezentaci surface. DOPC membrana je vyobrazena fosfaty
v kuli¢kové reprezentaci (Seda), FMN kofaktor pak v reprezentaci sticks (modra).

Béhem simulace byla dale sledovéna transmembranova doména, pomoci které jsou
katalytické domény ukotveny na membrané. Diky pfitomnosti velkého poc¢tu hydrofobnich
aminokyselin ve struktufe kotvy nedochazelo k vysouvani ¢i hlub§imu zanofeni CPR do
membrany. Sroubovicova struktura ziistala neporusena v oblasti zanofeni. K naru$eni idealni

Sroubovicové struktury doslo v oblasti, kdy kotva prostoupila skrze membranu do oblasti

solventu (Obrazek 22).
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Obrazek 22 Detailni zobrazeni transmembranové domény. Sroubovicova struktura kotvy
byla zachovana v oblasti zanoteni proteinu do membrany. Zde je kotva drzena ve stalé pozici
(nedochazi k vysouvani ani hlub§imu zanotfovani kotvy) pomoci hydrofobnich aminokyselin
(A20, V23, L25, F26, M28, M31, 132, F34, L36, 137, V38, L40, L41, W44, F45, F47, V54;
reprezentace sticks; Zlutd). Na N-termindlnim konci nachdzejicim se v oblasti solventu
dochazi knaruSeni sekundarni struktury proteinu. DOPC membrana je vyobrazena
v reprezentaci surface s fosfaty zvyraznénymi formou kuli¢ek (Sedd); protein je vyobrazen
v reprezentaci cartoon (zelena).

Z hlediska lepsiho posouzeni vzdjemné orientace proteinu vzhledem k membrané jsme
pouzili metadynamické simulace, které umoziuji prozkoumani vétsi ¢ast konformaéniho
prostoru a tim studovat i jevy v béznych Casovych métitcich MD simulaci nedosazitelné.
Jako CV byly zvoleny casti FMN a NADPH domén a byla sledovdna zména jejich

vzdalenosti vzhledem k membrané.

V pribéhu ~52 ns metadynamické simulace byla pozorovana opakovand zmeéna pozice
proteinu na membran¢, béhem které se CPR na povrchu membrany ,houpal® (Graf 2).
Dochézelo k opakovanému piiblizovani a oddalovani FMN a NADPH domén vzhledem
k povrchu membrany (Obrazek 23). Aminokyseliny, které byly v pribéhu volné dynamiky
v kontaktu s polarnimi hlavami lipid, zistaly v pribéhu metadynamické simulace

orientovany smérem k povrchu membrany.
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Graf 2 Zména vzdélenosti mezi FMN a NADPH domén a membranou v pribéhu 52 ns
metadynamické simulace béhem niZ se protein ,,houpal na povrchu membrany. Histogram
cetnosti vyskytu jednotlivych stavli uveden v pravém panelu.
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Obriazek 23 Zména pozice CPR na membrané. Opakované dochazelo k oddaleni FMN
domény (panel A) a NADPH domény (panel B) od membrany). DOPC membrana je
vyobrazena v reprezentaci surface s fosfaty zvyraznénymi formou kuli¢ek (Sedd); protein je
vyobrazen v reprezentaci cartoon.
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4.2 Simulace redoxni reakce metadynamikou

Prvnim krokem intraproteinového elektronového transportu je po navazani plné redukované
formy NADPH pienos redukéniho ekvivalentu na FAD kofaktor. Casti kofaktort pfenasejici
tento ekvivalent (atom C4 molekuly NADPH; atom N5 molekuly FAD) jsou vSak v krystalu
vzdaleny 12,8 A. Na re- strané kofaktoru FAD se také nachazi Trp679, ktery brani piiblizeni
nikotinamidové ¢asti NADPH (Obrazek 24; panely A a B).

Béhem simulaci volné dynamiky bylo nikotinamidové raménko NADPH kofaktoru znaéné
flexibilni. Vzdalenosti mezi NADPH a FAD ani jejich vzdjemné orientace nenaznaCovaly
vhodné strukturni uspotddédni pro ET mezi témito kofaktory. Proto byla provedena
metadynamicka simulace procesu simulujici pfiblizeni interagujicich kofaktorti béhem nichz
byla sledovéana vzdéalenost mezi interagujicimi atomy (atom N5 molekuly FAD a atom C4

molekuly NADPH), kter¢ byly zavedeny jako CV.

V pribéhu 65 ns metadynamické simulace doSlo k nékolikrat ke zkraceni vzdalenosti
interagujicich ¢asti kofaktorti pod 5 A (Graf 3), coZ je vzdalenost dostate¢na pro uskute¢néni
ET. Pii piiblizeni atomu C4 kofaktoru NADPH a atomu N5 kofaktoru FAD pod 5 A
dochazelo ke strukturni reorientaci aminokyseliny Trp679. Tato aminokyselina v krystalu
pfimo clonici FAD kofaktor pii piiblizeni odstoupila a tim umoznila pfiblizeni
nikotinamidové ¢asti NADPH. Tento mechanismus byl dfive postulovan v praci
Hubbard et al. (2001) kdy bylo deleci Trp679 ze struktury CPR umoznéno ptimé ptiblizeni
NADPH kofaktoru.[>*! Zarovet také bylo pozorovano vytogeni spodni ¢asti FAD kofaktoru
(nesouci atom N5) smérem k piiblizujicimu se NADPH kofaktoru. (Obrazek 24. panel C.)
Ob¢ tyto strukturni zmény umoznily pfiblizeni redukovaného NADPH potiebné k pfenosu
redukéniho ekvivalentu. Po nésledném oddaleni interagujicich kofaktort se Trp679 znovu

ptreorientoval pied planarni ¢ast FAD kofaktoru.

V Pribéhu metadynamické simulaci nedochdzelo je spontannim konformacnim zméndm

piechodu uzaviené formy do oteviené.
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Graf 3 Zména vzdalenosti atomt C4 molekuly NADPH a atomu N5 molekuly FAD bé¢hem
metadynamické simulace. B&hem 65 ns simulace se kofaktory néckolikrat pfiblizily
a vzajemn¢ se orientovaly zpisobem, ktery je typickym pro ET.
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Obrazek 24 V krystalové struktufe je pfimé ptibliZzeni interagujicich kofaktorii znemoznéno
pritomnosti Trp679 piimo orientované¢ho na re-stran¢ kofaktoru FAD. Zobrazeni re-strany
FAD kofaktoru a cloniciho Trp679 (panel A). Bo¢ni zobrazeni, ve kterém jsou planarni ¢asti
molekul soubézné orientovany (panel B). Vzajemnd orientace kofaktor a Trp679 pii
vzdalenosti dostate¢né pro uskutecnéni pienosu redukéniho ekvivalentu (panel C).
Dochézelo k soubéznému odvraceni Trp679 a vychyleni spodni ¢asti kofaktoru FAD smérem
k ptiblizujicimu se NADPH. Kofaktory FAD (modrd), NADPH (Cervend) a Trp679 (Seda)
jsou vyobrazeny reprezentaci sticks; zbytek proteinu reprezentaci cartoon s transparentnosti
60 %.
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4.3 Simulace otevirené formy CPR

V oteviené formé jsou flavinové kofaktory v krystalu vzdaleny 86 A od sebe. FMN v FMN
doméné zde neni skryt na rozdil od uzaviené formy ostatnimi katalytickymi doménami.
Predpoklada se, ze v této konformaci cytochrom P450 reduktaza tvoii komplexy se svymi
redoxnimi partnery a dochazi k meziproteinovému elektronovému transportu. Tti paralelné
provedené simulace CPR v oteviené konformaci ale ukézaly nestabilitu této formy. V téchto
100 ns dlouhych simulacich byl protein velmi flexibilni a jednotlivé simulace popisovaly

rozdilné chovani proteinu, ktery se simulacemi vzdy vzdalil piivodni oteviené struktuie.

V prubéhu prvni simulace (Obrazek 25. panel B; Graf 4. Oteviend forma B) protein vykazuje
zna¢nou miru flexibility. Nejvétsi mobilitu vykazuje ¢ast proteinu napojend na FMN doménu
flexibilnim smy¢kou tzv. hinge. Ostatni katalytické domény se po celou dobu simulace volné
pohybuji v oblasti solventu. FMN doména se v priabéhu simulace dostala do pfimého
kontaktu s membranou, pficemz vysledné orientace flavinmononukleotidu smétujiciho do

membrany znemoziiuje piipadnou interakci s CYPy.

V druhé simulaci (Obrazek 25. panel C; Graf 4. Oteviena forma C) byla flexibilita proteinu
zna¢né omezena vzajemnou interakci FMN domény se zbytkem proteinu. Béhem prvnich
50 ns doslo k pfiblizeni katalytickych domén, coz mélo za nasledek trvalou interakci po
zbytek 100 ns simulace. Piestoze doSlo ke znacnému piiblizeni flavinovych kofaktort
(z pivodnich 86 A na 46 A) vysledny stabilni kontakt katalytickych domén neumoznil dalsi
strukturni zmény. Z tohoto divodu simulace nebyla vyhodnocena jako spontanni

konformaéni zména k uzaviené formé.

Ve tfeti simulaci oteviené formy CPR (Obrazek 25. panel D; Graf 4. Oteviena forma D) byla
opét pozorovana znacna strukturni flexibilita linkeru, FAD i NADPH vazicich domén
orientovanych do oblasti solventu. Podobné jako v ptipad¢ simulace oteviené formy A se
tyto volné pohybovaly v prostoru solventu. V 50 ns simulace vSak doslo ke kontaktu FMN
domény s linkerem, ktery ptetrval po zbylych 100 ns simulace. Tato interakce méla za
nasledek (stejné jako v ptipad¢ simulace oteviené simulace C) snizeni flexibility CPR. FMN
doména po konci simulace nachdzela v kontaktu s hydrofilni oblasti polarnich hlav

membrany v orientaci nevhodné pro tvorbu komplexu s redoxnimi partnery.
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Obrazek 25 Panel A reprezentuje neekvilibrovanou strukturu modelu CPR v oteviené formé.
FMN doména ukotvend na membrané je volné orientovana do oblasti solventu a neni jako
v pfipadé¢ uzaviené formy kryta zbylymi katalytickymi doménami. Panely B, C a D
reprezentujici rizné vystupy struktury A po 100 ns ekvilibraci simulované za stejnych
podminek. Protein je vyobrazen v reprezentaci cartoon (FMN doména s kotvou zluté; linker,
FAD i FADPH vézici doména zelen¢). DOPC membrana je vyobrazena v reprezentaci
surface s fosfaty zvyraznénymi formou kulicek (Seda).
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Graf 4 Porovnani RMSD jednotlivych simulaci oteviené formy CPR s uzavienou formou.
Na vyraznou nestabilitu CPR v oteviené form¢ poukazuji fadové vyssi hodnoty RMSD
v porovnani s uzavienou strukturou.

Prestoze u vSech tii simulaci CPR v oteviené formé byla zjisténa znacna flexibilita proteinu
jako celku (zejména diky volné pohyblivosti okolo hinge), jednotlivé katalytické domény si

zachovaly strukturdlni integritu.

Stabilita krystalové struktury CPR v oteviené konformaci je podminéna znaénym
mnozstvim krystalovych kontakti (Obrazky 26). Zda se tedy, Ze oteviena forma CPR je
pouze artefaktem krystalizace proteinu, nebot’ bez piitomnosti redoxniho partnera vykazuje
znacnou flexibilitu a nestabilitu. Pfitomnost redoxniho partnera vSak vyrazné¢ stabilizuje
zejména membranovou pozici FMN domény, ktera je zodpovédnd na meziproteinovou

interakei (viz nize).
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Obrazek 26 Krystalova struktura CPR v oteviené konformaci stabilizovand zna¢nym
mnoZstvim krystalovych kontaktd. Krystalové kontakty jsou zobraceny do vzdalenosti 6 A
od proteinu reprezentaci sticks, protein pak reprecentaci cartoon.

4.4 Simulace procesu uzavirani CPR

Vzhledem k tomu, ze v pribéhu simulaci oteviené formy CPR nedochézelo ke spontannim
konforma¢nim zméndm smérem k uzavirdni struktury CPR, byly pro simulace tohoto
procesu pouzity metadynamické simulace. Jako CV byla sledovana DRMSD proteinové
patefe (v oblasti aminokyseliny Phe204-Val348) pii prechodu oteviené struktury do

uzaviené.
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Proces uzavirani CPR lze popsat fadou dil¢ich krokii. V prvnim dochazi ke zméné vzajemné
orientace FMN domény se zbytkem proteinu pootocenim na flexibilnim regionu hinge. Tento
zde plni roli ,,pantu®, na kterém se dochazi k rotaci linkeru, FAD i NADPH domén smérem
k FMN doméné. V tomto kroku dochéazi k nejvyraznéjSim zméndm v oblasti hinge
(Obrézek 27. v ¢ase 5 ns). V druhém kroku dochazi k ptiblizeni katalytickych domén. Linker,
FAD a NADPH domény pfistupuji smérem k vrchni ¢asti FMN domény (Sroubovice
Alal86-Leul95 a Glu216-Glu232; (Obrazek 27. v Case 10 ns a 15 ns). Poslednim kroku pak
dochazi k zakryti ptedni ¢asti FMN domény vy které je navdzan flavinmononukleotid
(Obréazek 27. v case 20 ns). Po kompletnim uzavieni proteinu se flavinové kofaktory
nachazely ve vzdélenosti ~5 A, coz je ve shodé se vzdalenosti kofaktort v krystalu (Graf 5).
V kompaktni formé protein setrval 20 ns. Pfi procesu uzavirdni vSak doslo nevhodné
orientace proteinu na membrané, ktera méla za nasledek, ze se CPR oteviral smérem
,do membrany*. Tim bylo znemoznéno dal$i otevirani zmén CPR z oteviené struktuie, ke

které po zbytek 100 ns metadynamické simulace nedoslo.
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Graf 5 Zména vzdélenosti flavinovych kofaktorti v priitbéhu procesu konformacnich zmén.
Ze vzdalenosti pres 80 A u flavinovych kofaktorti v oteviené formé& dochazi k ptiblizeni pod
5 A. Tato vzdalenost odpovida vzdalenosti kofaktorti v krystalu uzaviené formy CPR.
Dals§imu otevieni struktury branila nevhodna orientace proteinu na membrang.
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Obrizek 27 Casovy priibéh procesu konformaéni zmény CPR pii prechodu z oteviené formy
do uzaviené. B&hem prvnich 20 ns metadynamické simulace dojde k uplnému uzavieni
proteinu. V ¢ase 20 ns pak vzdalenost i vzédjemna orientace kofaktorti odpovida krystalu.
Posledni snimek zobrazuje strukturu po 20 ns metadynamické simulace (zelené) v prekryvu
s krystalovou strukturou lidské CPR (modfe).

50



I pfes vyrazné konformacni zmeény, ke kterym v priabehu uzavirani CPR dochazi, si
jednotlivé katalytické domény zachovaly svou strukturdlni integritu. Nejvyraznéjs$i zména

pak byla pozorovana ve struktute hinge (Obrazek 28).

Obrazek 28 Porovnani oteviené konformace CPR se strukturou CPR po procesu zavirani.
Detail snimku pak zobrazuje vyrazné strukturni zmény v regionu hinge. Ten zde vykonava
funkci ,,pantu’ jehoz rotaci dochdzi ke konforma¢nim zménadm proteinu. CPR v oteviené
formé je zobrazen reprezentaci cartoon Cervené, uzaviena forma pak modie
s transparentnosti snizenou na 60 %. V detailu jsou hinge zvyraznény reprezentaci ribbon.
Struktury byly ptelozeny pfes FMN doménu.
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4.5 Komplex CPR-CYP

Hlavni funkci CPR je elektronovy transport smérem ke svym redoxnim partneriim. Pro
simulace komplexu CPR-CYP byla pouzita pfipravena struktura CPR v oteviené
konformaci. Vychozi orientace proteinti byla zvolena tak, aby zaporné€ nabité aminokyseliny
na povrchu FMN domény byly orientovany smérem ke kladné nabitym aminokyselindm
CYPu v misté¢ vazaného hemu (Obrazek 29). Elektrostatické interakce rozdilné nabitych
aminokyselin na povrsich proteind hraji kliGovou roli pfi vzajemné interakci proteini.[>3]
V prubéhu 200 ns ekvilibrace doslo k utvofeni velmi stabilniho komplexu. Vzdalenost
kofaktorti zodpovédnych za ET (FMNH: a hem) klesla z ptivodni hodnoty 29,6 A na

konstantnich 20 A (Graf 6). Nejnizsi hodnota vzajemné vzdalenosti kofaktorii byla 18,3 A.
Tato vzdalenost je ve shodé s doposud publikovanymi vysledky (19 A; 19,5 A). [36:37]
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Graf 6 Zména vzdalenosti atomu N5 plné redukované formy FMNH> a atomu zeleza
molekuly hemu.
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Obrazek 29 Elektrostatickd potencial na povrchu FMN domény (vlevo) a cytochromu P450
s vyznacenym umisténim kofaktorti (vpravo).

Béhem ekvilibrace doslo ve struktufe CPR ke zmé&nam totoznym, jako v ptipad¢ simulaci
otevfeni formy CPR samotné. Doslo k pfibliZzeni linkeru, FAD a NADPH domén k FMN
doméné a ndsledné interakci, kterd posléze pietrvala po zbytek 200 ns simulace
(Obrazek 30). V pribéhu simulace doslo k drobnym zménadm pozice CYPu na membrangé.
V dusledku interakce proteinti bylo pozorovano ptiblizeni CYPu smérem k CPR, které mélo
za nasledek vzptimeni CYPu na membrané. Transmembranové domény redoxnich partnert

prostupovaly membranou skrz a vzajemné neinteragovaly.
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100 ns

Obrazek 30 Model komplexu CPR-CYP na membrané v ¢ase O ns (panel A), 100 ns
(panel B) a 200 ns (panel C). Krom konformac¢nich zmén CPR byla béhem simulace je patrna
zména pozice CYPu vici membrané. Proteiny (CPR zelend; CYP tmavé Cervena) jsou
zobrazeny v reprezentaci cartoon. DOPC membrana je vyobrazena v reprezentaci surface
s fosfaty zvyraznénymi formou kulicek (Sedd).

Silna interakce proteinti v komplexu i dostate¢na vzdalenost kofaktorti podporuji predpoklad,
ze model je vhodny pro popis interproteinového elektronového transportu. V komplexu je
FMNH: kofaktor orientovan tak, ze dusik N5 sméfuje ke struktufe hemu. Pfimo mezi

kofaktory se nachézely smycky Tyr143-Asp147 (Y143, G144, E145 G146 a D147) struktury
CPR a Asn441-Arg446 (N441, C442, 1443, G444 M445 a R446) struktury CYPu
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(Obrazek 31.) Obé smycky se vyskytovaly v bezprostiedni blizkosti kofaktori (Tyr143 se
podili na vazbé kofaktoru ve struktufe) a jejich vzddlenost béhem simulace zlstava
konstantni. U aminokyseliny C442, M445 a R446 cytochromu P450 3AA jiz diive byla
popséna role aminokyselin interagujicich s redoxnimi partnery.[*81 U cytochromu P450 2B4
pak mutace R443A (aminokyselina se vyskytuje ve stejné smycce na proximalni stran¢ hemu
jako R446 u 3A4) méla za nasledek snizeni interakce s CPR.[*! Je tedy mozné piedpokladat,

ze mnou identifikované €asti proteinti mohou zprostredkovavat elektronovy transport.

[Asnd41 -Arg446|

Tyrl43-Aspl47|

Obrazek 31 Navrhované =zapojeni aminokyselin redoxnich partneri do procesu
elektronového transportu. Kofaktory (modrd), aminokyseliny v jejich blizkosti (CPR zelen4;
CYP Cervend) jsou a vody mezi nimi jsou zobrazeny reprezentaci sticks, zbytek proteinu pak
reprezentaci cartoon s transparentnosti 60%.
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5. Zavér

Cytochrom P450 reduktiza je klicovym proteinem mikrosomdlniho elektronového
transportniho fetézce. Plni zde funkci pienaseCe elektronti ziskanych oxidaci plné
redukovaného NADPH kofaktoru. Z biochemického hlediska jsou nevyznamngjSimi
redoxnimi partnery CPR mikrosomalni cytochromy P450. Jednou z cest vedoucich k lep§imu
porozuméni biochemickych procesti na atomarni urovni je kombinovani experimentalné
ziskanych krystalovych struktur s nastroji vypocetni chemie a provadéni molekularné

dynamickych simulaci.

Cilem mé diplomové prace bylo provedeni molekularn¢ dynamickych simulaci CPR
v riznych konformacich. Kromé& simulaci CPR v uzaviené¢ a oteviené¢ konformaci byla
provedena metadynamicka simulace konformac¢nich zmén mezi témito formami. Déle byla
provedena metedynamickd simulace objastiujici mechanismus prvni z redoxnich reakci
intraproteinového cyklu CPR. Na ziklad¢ dat ziskanych z téchto simulaci byl vytvoren
a simulovan model CPR interagujicich se svym redoxnim partnerem cytochromem P450 3A4

poskytujici atomarni popis meziproteinového elektronového transportu.

CPR v uzaviené konformaci si zachovala svou kompaktni formu a v pribéhu 200 ns simulace
interagovala fadou aminokyselin s DOPC membrdanou. Byl popsdn mechanismu
a konformacéni zmény Trp679 a NADPH kofaktoru béhem pienosu redoxniho ekvivalentu
mezi NADPH a FAD kofaktory. Na rozdil od uzaviené struktury vykazovala oteviena
struktura zna¢nou flexibilitu a nestabilitu. Béhem procesu konformacénich zmén byla jako
nejflexibilngjsi ¢ast proteinu identifikovana oblast tzv. hinge spojujici FMN doménu se
zbytkem katalytickych domén. Nakonec byla Gispés$né provedena simulace modelu komplexu
CPR-CYP pii nichz se FMNH: a hem kofaktory piibliZily na vzdalenost 18,3 A v pozici

umoziujici meziproteinovy elektronovy transport.
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6. Summary

Cytochrome P450 reductase is crucial protein in microsomal electron transport chain. Here
CPR acts as intermediary of electrons obtained from oxidation of fully reduced form
of NADPH cofactor. From biochemical point of view, the most important redox partners for
CPRs are microsomal cytochrome P450s. One way how to improve our understanding
of biochemical processes at atomistic level is to combine experimentally obtained crystal

structures with state of art computational tool and carry out molecular dynamics simulation.

The goal of my thesis was to carry out molecular dynamics simulations of CPR in different
conformations. Simulation of CPR in close and open conformation were performed and
analyzed as well as metadynamics simulation of conformational transition between those
forms. We also employed metadynamics simulations to clarify mechanism of first redox
reaction of CPR intraprotein cycle. Finally, based on data from those simulations we created
model and successfully performed simulation of CPR interaction with its redox partner

cytochrome P450 3A4. to enable atomistic picture of interprotein electron transfer.

CPR in close conformation remained in compact form with number of amino acids in contact
with DOPC bilayer during 200 ns simulation. Mechanism and conformational changes during
transfer of redox equivalent between NADPH to FAD was clarified using metadynamics
simulation. On the other hand, open conformation of CPR showed great instability and
flexibility. The most flexible part of CPR during the process of conformation changes from
open to close conformation was the hinge region connecting FMN domain with the rest
of the protein. Finally, simulation of complex CPR-CYP model was successfully performed
leaving FMNH> and heme cofactors only 18.3 A apart in position enabling interprotein

electron transfer.
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8. Dopliiujici materialy
Parametry pro metadynamické simulace pozicovani proteinu na membrang:

WHOLEMOLECULES ENTITYO=1-10667

HHHFHAHHEH A
COM ATOMS=1437-1659 LABEL=fmn

COM ATOMS=8366-8587 LABEL=fad

COM ATOMS=10877-79047:100 LABEL=membrane
B T e R T
# CV1 position of FMN domain with respect to the membrane

dl: DISTANCE ATOMS=fmn,membrane COMPONENTS

METAD ARG=dl.z PACE=5000 HEIGHT=0.6 SIGMA=0.051 INTERVAL=-7.0,-4.5

# CV2 position of FAD domain with respect to the membrane

d2: DISTANCE ATOMS=fad,membrane COMPONENTS

METAD ARG=d2.z PACE=5000 HEIGHT=0.6 SIGMA=0.047 INTERVAL=-6.5,-4.0
B R T e T

PRINT ARG=dl.z,d2.z FILE=colvar STRIDE=1000

Parametry pro metadynamické simulace redoxni reakce:

WHOLEMOLECULES ENTITYO=1-10667
B R R R R R R R R
# CV 1 distance between C 10827 (NADPH) - N5 10755

dl: DISTANCE ATOMS=10827,10755

METAD ARG=d1l PACE=5000 HEIGHT=0.6 SIGMA=0.075 INTERVAL=0.1,2.0

BHEH S R S R

PRINT ARG=dl FILE=colvar STRIDE=1000
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Parametry pro metadynamické simulace konformacénich zmén uzavirani CPR:

WHOLEMOLECULES ENTITYO=1-10667
HHHHAHHH

drmsdl: DRMSD REFERENCE=milestone_1.pdb LOWER_CUTOFF=0.0 UPPER_CUTOFF=4
drmsd2: DRMSD REFERENCE=milestone_2.pdb LOWER_CUTOFF=0.0 UPPER_CUTOFF=4

B G T S T
##CV1

drmsdX: FUNCPATHMSD ARG=drmsdl,drmsd2 LAMBDA=2.2

cv: METAD ARG=drmsdX.s PACE=5000 HEIGHT=0.6 SIGMA=0.05
B S R b S

PRINT ARG=drmsdX.s,drmsdX.z,cv.bias FILE=colvar STRIDE=1000
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