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1. UVOD

RNA patii mezi makrobiomolekuly, které se skladaji z jednoho
polynukleotidového vldkna. V dnesni dobé zname mnoho druhi RNA, jejichz funkce
vbunce se liSi. RNA se stala zajmem mnoha védcl, vyzkumnych center i
akademickych pracovnikil a zkoumaji ji metodami experimentalnimi 1 teoretickymi. Od
dob, kdy poprvé predstavili Watson a Crick strukturu DNA a vysvétlili jeji princip (1),
uplynulo mnoho let a za tu dobu jsme v této oblasti udélali velky krok vpied. Prvni
sekvenci RNA, ktera ¢itala 77 nukleotidt, objevil a popsal americky biochemik Robert
W. Holley vroce 1965 (2). Predpoklada se, ze formy RNA pravdépodobné byly i
prvnimi primitivnimi katalyzatory v zivé hmoté (3). Dnes tvoii RNA enzymy
(ribozymy) jen nepatrnou Cast ve srovnani s enzymy tvofenymi proteiny. Nicmén¢ jde

o zajimavou a ne zcela probaddanou oblast enzymové katalyzy.

Ribozym Hepatitidy D (HDV ribozym) je RNA enzym nachdzejici se v lidském
viru Hepatitidy D. Sklada se z 85 nukleotidd a jeho polynukleotidové vlakno tvori
nékolik sekundarnich struktur (4). Trojrozmérné struktury rtznych forem HDV
ribozymu byly ziskdny rentgenovou strukturni analyzou. NejdileZitéjsi ¢asti ribozymu
je aktivni misto tvofené ,,G1/U37 wobble” parem a katalytickym nukleotiden C75,
ktery je do aktivniho mista vnofen. Zde dochazi ke St€peni vazby mezi Gl a U-1
bazemi na zakladé mechanismu obecné acido-bazické (general acid-base) katalyzy (5).
Experimentalni studie ukazuji, Ze esencidlni roli ma nukleotid C75 jako katalyzator
nachézejici se v blizkosti aktivniho mista a dale kovové kationty (monovalentni ¢i
divalentni), které zde figuruji jako kofaktory (6). Mechanismy této reakce jsou
zkoumany experimentalné i teoreticky, bylo navrZzeno mnoho moznych kombinaci, ale

bohuzel zatim bez jasnych zavért.

Mechanismus a stabilitu nejen téchto RNA motivli miizeme s rychlym
vyvojem vypocetni techniky zachytit pomoci pocitacovych simulaci. Tento moderni
nastroj je hojné pouzivan ke studiu problémi fyziky, chemie a biologie na molekularni
urovni. Zvlasté¢ pak v biochemii ¢i chemii pracujeme s biomakromolekulami, které
Citaji nckolik tisic atoml. Pro tyto simulace pouzivdme termin molekuldrni

modelovani, coZ neni pouhd simulace, ale také sledovani tvaru a konformace molekul.



Pozorovani RNA motivih ve vodném prostfedi je dilezit¢é pro pochopeni
mechanismu rekce, jejich uspotfadani v danych podminkach a uzite¢né pro nasledné

VyV0zovani zaveéri a moznosti jak dany problém fesit a ovlivnit.

V bakalaiské praci jsem se zaméiil na vyvoj a ovlivilovani aktivniho mista
HDV ribozymu pomoci molekularni dynamiky. Zabyval jsem se polohou nukleotidu
C75 v aktivnim misté a jeho tvorbou vodikovych vazeb, pohybem monovalentnich
iontl pievazné v oblasti Zlabku mezi nukleotidy U-1 a G1 a pozoroval zmény, které

nastaly u mutantt ,,G1/U37 wobble* paru.



2. TEORETICKA CAST
2.1. RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) patii mezi makromolekuly tvofené polynukleotidovym
fetézcem. Obsahuje Ctyfi baze: adenin, guanin, cytosin a uracil (obr. 1). Ty jsou vdzané
na cukernou jednotku ribézu. Retézec je pak vytvofen spojenim pentdéz pomoci

fosfatovych skupin.
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Obr. 1 Schematické srovnani jednoretezcové RNA a dvojsroubovice DNA. V ramecku je
zvyraznéna baze uracil, kterd v RNA nahradila tymin pritomny v DNA. Obrazek byl
prevzat z internetového serveru ndrodniho institutu pro vyzkum lidského genomu

(http://www.molecularstation.com).

Podle centralniho dogmatu molekularni biologie je hlavni funkci RNA
transkripce (ptepis) genetické informace z DNA a jeji translace (pfeklad) na pfislusny
protein. I tento proces se vSak d¢je pres rizné druhy RNA piimo ¢i nepiimo a kazda

RNA zde ma svou funkeci.



2.1.1. Historie

Udalosti vedouci k separaci RNA zacinaly ve Ctyficatych letech minulého stoleti. V té
dob¢ se obecné véfilo, ze geny mohou obsahovat nebo se skladat z proteinti. Védci tedy
pokladali bunécné jadro za centrum syntézy bilkovin. V roce 1941 Caspersson navrhl,
7ze RNA se bude podilet na syntéze proteini (7). V souladu stimto napadem si
Caspersson stale myslel, Ze protein je nositelem informace z jadra bunky a stfidave
byla syntéza proteinti v cytoplazmé aktivovana do jisté miry RNA. Genetickd role

virové RNA byla dokazana v roce 1952 (8) jako jeji schopnost infekce.

Model struktury DNA byl publikovan v roce 1953 védci Watsonem a Crickem
(1) (9). Nesmime ale zapomenout, ze tato struktura byla vysledkem sesbirani
rentgenovych struktur z rznych skol. Z modelu DNA okamzité vyplynuly informace o
principech struktury RNA (10), ale navzdory malé chemické odlisnosti mezi DNA a
RNA, vykazuji struktury RNA véEtsi tvarovou rozmanitost. Intenzivni prace v této
oblasti pfinesl v nasledujicim desetileti vysledky o mechanismu syntézy pomoci RNA

polymerazy a DNA polymerazy.

Dlouho ptetrvaval nazor, ze RNA, ktera nosi jadernou informaci, je ribozomalni
RNA (rRNA) stim, ze ma v cytoplazmé ulohu piedlohy pro syntézu bilkovin.
Dutivodem byla hojnost rRNA a také nebyly znamy jiné vhodné formy pro tuto roli.

Postulat genetickych zakladi pro mediatorovou nebo také informacni RNA
(MRNA) byl pronesen Jacobem a Monodem vroce 1961 (11). Byl zaloZzen na
interpretaci viru napadajici bakterie a zaroven interpretaci bakteridlniho enzymu. Prvni
kdo vsak pozorovali mRNA, byli Volkin s Astrachanem vroce 1956 v bakteriich
napadenych virem (12).

Mezi prvnimi, kdo objevil transferovou RNA (tRNA), byli Brachet a Jeener uz
vroce 1944. Prvni origindlni zminka se vSak objevila v teoretickych kruzich
v poznamce Cricka z roku 1957. V témze roce pak Hoagland s dal§imi kolegy popsal

piijeti aktivované aminokyseliny na tRNA a jeji nasledny vyskyt v polypeptidu (13).



2.1.2. Druhy RNA

v

Nejznaméjsi ribonukleové kyseliny jsou tfi: informaéni (mRNA), pfenosova (tRNA) a
ribozomalni (rRNA) (obr. 2). V dnes$ni dobé je znamo mnohem vice typu RNA, ale

uvedené ti1 vSak patii mezi nejrozsirenéjsi a nejznamejsi.

Informacni mRNA slouzi jako templat pro syntézu proteinii a translaci.
Molekuly mRNA jsou heterogenni a jsou tvofeny z jadern¢ho genu obsazeného v DNA
procesem, ktery se jmenuje transkripce. Baze na mRNA jsou rozpoznavany tRNA
pomoci tripleth (tii komplementarnich bazi). Kazdy triplet se sklada ze tii bazi a tento

systém se nazyva kodon (obr. 2A).

Ptenosova tRNA, jak napovida nazev, pfenasi aktivované aminokyseliny na
ribozom, kde se realizuje syntéza proteinti. Kazdé aminokyseliné pfislusi minimalné
jedna tRNA. tRNA se sklada z asi 75 nukleotidt. Triplet bazi pfitomny na jedné ze
smycek se nazyva antikodon. Ten se vaze na komplementarni kodon mRNA (viz obr.

2A).

Ribozomalni rRNA je hlavni soucésti ribozomt, kde zaujima roli jak katalytickou
tak strukturdlni. Na ribozomech se pfi translaci vyskytuji vSechny tfi druhy RNA

soucasne.

Zvlastnim druhem RNA jsou pak ribozymy. Jde 0 primitivnimi katalyzatory
chemické reakce. Ve vétSin€ piipadi jsou dnes katalyzatory chemickych reakci
proteinové povahy a RNA katalyzatory se vyskytuji jen okrajové. Nicméné z pohledu

evoluce mohly mit RNA katalyzatory velky vyznam v prebiotické fazi Zivota.
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Obr. 2 (A) Trojlistek tRNA, kde se na 3’ konci vize aktivovand aminokyselina.
Oznaceny antikodon se vadze na kodon mRNA, ktera takto nepiimo urcuje poradi
aminokyselin. (B) Priklad rRNA nachazejici se v ribozomech H. sapiens. Obradzek

prevzat z prdace (14).
2.1.3. Struktura RNA

Struktura RNA se svymi vlastnostmi v fadé piipadi podoba struktute DNA (viz obr. 1).
Strukturné a funkéné je tedy RNA v podstaté pochopitelna z analogie k DNA.

Ve vétsingé piipadl jsou molekuly RNA slozeny z jednoho fetézce se znaénymi
sekundarnimi segmenty. Protoze Watson-Crickovo parovani je nepravidelné a neuplné,

muze byt struktura vice prostorové komplikovana nez u relativné stalé DNA.

Jednotka skladajici se z baze a pentdzy se oznauje jako nukleosid. Baze je zde
spojena s cukernou jednotkou pomoci N-glykosidové vazby. Navaze-li se na nukleosid
fosfatova skupina do pozice C5°, popisujeme tuto jednotku jako nukleotid. Nukleotidy

spojené diesterovou vazbou V pozici 5’ a 3’ tvoti polynukleotidové fetézce.
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Primarni struktura RNA je ddna kovalentné vazanymi sekvencemi bazi. Primarni
struktura molekuly je pfitomna ve vSech molekulach RNA a s rostoucim uspofadanim
do sekundarnich a terciarnich struktur dochazi k vétsi stabilité molekuly a ptizptisobeni

vnéjsim podminkam (15).

Sekundarni struktura odkazuje na vzajemnou pozici piilehlych nukleotidi, ktera je

ovlivnéna zejména elektrostatickymi silami (obr. 3).

Terciarni struktura zahrnuje prostorové uspotradani makromolekul, pro které je
dialezité skladani (folding). Struktura zavisi ve vétSiné piipadii na nekovalentnich

vazbach.

Kvarterni struktura vyplyva ze shlukovani fetézcti. Dochazi k multimolekularnim

asociacim RNA-RNA a RNA-protein.
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Obr. 3 Sekundarni struktura RNA v zavislosti na vzajemném postaveni nukleotidii.

2.1.4. RNAVviry

Viry samy o sob¢ jsou jednoduché organismy stejné jako ve vypocetni technice, kde se
obdobné nazyvaji jednoduché programy nebo jejich zbytky Skodici nasemu pocitaci.
Zatazujeme je do skupiny nebunécnych organismi. Maji jednoduchou strukturu. Jsou

adaptované na vnitrobuné¢ny parazitismus a nejsou tedy schopné samostatné existence



(16). Dokonce i ke své replikaci vyuzivaji hostitelskou buniku. Drtiva vétSina z nich
obsahuje pouze dvé slozky zivé hmoty a to nukleovou kyselinu a bilkoviny. Nasemu
organismu viry $kodi a zptsobuji rizné druhy onemocnéni. V dnesni dobé zname tisice

druhti virt, které jsou plivodci onemocnéné od détské obrny aZ k banalni rymé.
2.1.5. Struktura

Velikost virii se pohybuje mezi 20 aZ 300 nm. Sklada se z nukleové kyseliny (RNA
nebo DNA) a bilkovinného obalu, kapsidy. Kapsida vSak neni povinna u nékterych

infek¢nich vird, které se vyskytuji pfevazné u rostlin, a nazyvame je viroidy.
2.1.6. Rozdéleni

Viry mizeme délit podle povahy nukleové kyseliny na RNA a DNA viry. Dalsi déleni
se zabyva jejich zplisobem replikace. Délime tak viry do tii skupin, u kterych probiha:

a) syntéza RNA podle RNA,
b) syntéza RNA podle DNA a syntéza DNA podle RNA,
C) syntéza DNA podle DNA.

U typu a je syntéza RNA katalyzovana RNA polymerazou, které tyto viry samy koduji.
U typu b je cyklus transkripce, reverzni (obracené) transkripce a reakce tvorby RNA
z DNA a DNA z RNA katalyzovan enzymy RNA polymerazou II a virovou reverzni
transkriptazou. Posledni pfipad (typ ) vyuziva pro svou replikaci DNA polymerazu
hostitelské buniky nebo kdduji vliastni DNA polymerazu (17).

Dalsi zplisob déleni virG je podle jejich schopnosti interakce. Viry infikujici
zivocisnou bunku se nazyvaji viry Zivocisné, viry napadajici rostliny jsou viry rostlinné,
viram hub fikdme mykoviry, virim sinic pak cyanofdgy a viry napadajici bakterie

nazyvame bakteriofagy.
2.1.7. RozmnoZovani

DNA i RNA viry vstupuji do bunky, kde se pak rozmnozuji pomoci dvou znamych

infek¢nich cykli:

a) Iyticky cyklus — ten konCi rozpadem hostitelsk¢é builkky a uvolnénim
rozmnozenych vird

b) lyzogenni (virogenni) cyklus

10



Vsechny RNA viry se replikuji v cytoplazmé a na bunééném jadru jsou
nezavislé. Vyjimkou je jediny RNA vir chiipky latinsky nazyvan Orthomyxovirus.
Viry, jak zjistujeme a pocitujeme ¢im dal ¢astéji, jsou schopny rychlé evoluce. Je to
dano nenapravovanim chyb, které vzniknou pii pisobeni RNA polymerazy. Muta¢ni
rychlost je vysoka. Tyto zmény, které¢ se nékdy mohou zdat naprosto nevyznamnymi,
mohou mit nékdy az katastrofalni nasledky. Ptikladem je resistence n€kterych virii na

1é¢iva, pfevazné antibiotika.
2.1.8. Ribozym

Dnes zname katalyzatory chemickych reakci v zivé hmoté prevazné ve form¢ proteint.
AvSak prvnimi primitivnimi katalyzatory pravdépodobné byly tseky RNA, které
nazyvame ribozymy. Ve svém evolu¢nim vyvoji byly nahrazeny proteiny, ale i pfesto
muZzeme ribozymy pozorovat v dneSnim svété a povazujeme je za relikty prebiotického

svéta. Patii mezi n€ prave ribozym hepatitidy D.
2.1.9. Ribozym hepatitidy D

Ribozym viru Hepatitidy D (HDV ribozym) je mald samostépici se RNA, kterd se
vyskytuje v genomické i antigenomické formé viru a je zodpovédna za virové
transkripce viru hepatitidy D. Sklada se z 85 nukleotidd, které tvoii polynukleotidové
vlakno s n¢kolika sekundarnimi strukturami. Trojrozmérné struktury HDV ribozymu

byly ziskany rentgenovou strukturni analyzou a jejich seznam shrnuje tabulka 1.

Tab. 1 Souhrn struktur HDV ribozymu dostupné na serveru Protein Data Bank.

Struktury jsou oznacovany ctyr mistnou zkratkou, jez jsou uvedeny v prvnim sloupci.

struktura metoda rozliSeni  stav ionty
1sj3 X Ray Diffraction 2,20 A prekurzor Mg**
1sj4 X Ray Diffraction 2.70 A prekurzor cu®
1vbx X Ray Diffraction 2.70 A prekurzor EDTA
1sjf X Ray Diffraction 2.75 A prekurzor  [Co(NH3)e]**
1vby X Ray Diffraction 2.80 A prekurzor Mn®*
1vbz X Ray Diffraction 2.90 A prekurzor Ba®*
1vc0 X Ray Diffraction 2.50 A prekurzor Sret
1vc5 X Ray Diffraction 3.40 A prekurzor EDTA
1vc6 X Ray Diffraction 2.80 A prekurzor Mg**
1vc7 X Ray Diffraction 2.45 A prekurzor Sr?t
1drz X Ray Diffraction 2.30 A  produkt Mg?*

20j3 X Ray Diffraction 2.90 A prekurzor TI*a [Co(NHs)s]*"

11



1cx0 X Ray Diffraction  2.30 A produkt Mg?*
20ih X Ray Diffraction 2.40 A prekurzor TI

Velmi zajimavé je mnozeni samotného viru hepatitidy D (HDV). Infekce virem
hepatitidy D vyZaduje ptfedchozi infekci virem hepatitidy B (HBV) a HDV se zde
vyskytuje tedy jako satelitni virus viru hepatitidy D. Pro replikaci HDV genomu byl
navrzen ,,double rolling circle model* (18). Zde dochazi k replikaci po otacejici se
kruznici a pravé tuto reakci katalyzuje HDV ribozym. Nejprve dojde K rozstépeni
kruznice genomického viru hepatitidy D (pomoci HDV ribozymu), pfepisu na
antigenomicky virus hepatitidy D a nésledné¢ dojde k piepisu zpét na genomicky virus
hepatitidy D. Tento mechanismus replikace je hojné¢ vyuzivan u prokaryot, ale
kruznicové DNA nebo RNA jsou nachazeny i v lidskych bunikéch.

2.1.10. Struktura HDV ribozymu

Celkova struktura (85 nt) je tvofena 5 kmeny (stem) s Watson-Crickovym parovanim
bazi: P1, P1.1, P2, P3, P4 (viz obr. 4). Ty jsou uspofadany do dvou koaxialnich kup
(stackd), které jsou spojeny spojovacimi Sekvencemi (joining sequences).
Nejdulezitejsi ¢asti HDV ribozymu je aktivni misto tvofené ,,G1/U37 wobble* parem,
skladajicim se z nukleotidid G1 a U37, a katalytickym C75 nukleotidem, ktery je vnofen

do aktivniho mista.
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Obr. 4 Struktura HDV ribozymu. (4) Barevné jsou oddéleny kmeny P1, P1.1, P2, P3,
P4, které tvori sekunddrni strukturu. Sipka naznacuje misto, kde se HDV ribozym $tépi.
(B) 3D struktura HDV ribozymu. Sekunddrni struktury jsou oznaceny barevné a

koresponduji s obrdzkem A. Obrazek byl prevzat z clanku (19).
2.1.11. Aktivita

Ribozym katalyzuje reakci transesterifikace a vyznamné se podili na usporadani
antigenomického a genomického vldkna béhem virové replikace. HDV ribozym byl
prvni enzym, u kterého byl objeven fakt, Ze sam sebe $tépi za tcasti nukleotidu C75.
Tento proces se déje na zdkladé mechanismu, ktery se snazi objasnit mono védcl
z celého svéta. Bylo vydano mnoho publikaci, které sméfuji k pochopeni mechanismu
obecné acido-bazické katalyzy (general acid-base), ktery ptedpoklada, ze nukleotid
C75 se mize v mechanismu samostépeni za urcitych podminek chovat bud’ jako obecna

zasada nebo obecna kyselina (viz kapitola 2.2.).

Na aktivitu HDV ribozymu ma vliv wobble par, ptitomnost C75 a kationtd.
Experimentdlni studie se intenzivné zabyvaji umisténim, strukturou a katalytickou

funkci kovovych iontd, které pokladaji za kofaktory chemické reakce.
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2.2. EXPERIMENTALNI ZAVERY

Z velmi intenzivnich experimentalnich studii se dnes vyvinuly dvé teorie na katalyzu
samoStépeni HDV ribozymu. Patii mezi né¢ mechanismus, kdy baze C75 hraje tlohu
obecné kyseliny ,,general acid“ (GA) nebo obecné baze ,,general base“ (GB). Oba tyto
mechanismy jsou zdvislé na ptitomnosti nukleotidu C75 a pravdépodobné také ionti.
Experimentatofi pouzivaji modernich instrumentalnich metod, jako jsou IR
spektrometrie, Ramannova spektrometrie, rentgenova strukturni analyza, ale i titrani
metody, pro objasnéni mechanismu samostépeni HDV ribozymu a jeho zavislosti na

vnéjSich podminkach (pH, ionty).
2.2.1. Mechanismus obecné zasady (general base)

V tomto mechanismu je nukleotid C75 neprotonovan a ma tedy funkci obecné zasady
(general base) (19). Atom C75(N3) se vaze na atom U-1(O2’). Naproti tomu voda ¢i
oxoniovy ion bez pfitomnosti Mg2+ nebo hydratovany Mg2+ se zde nachazi jako obecna
kyselina a poskytuje vodikovy ion odstupujicimu atomu G1(0O5’) (obr. 5A). Tento
model byl podpofen mnoha krystalovymi strukturami, molekularné¢ dynamickymi
studiemi a QM/MM studiemi (19).

2.2.2. Mechanismus obecné kyseliny (general acid)

Reakce probihd opacnym zplsobem, co se tyce role GA a GB. Nukleotid C75 je
protonovany a chovd se tedy jako obecnd kyselina. Protonem se vaze na atom
fosfodiesterové vazby G1(05’). Obecna baze Vv pfitomnosti Mg2+ iontd byl navrzen
Mg?* ion s hydroxidovymi skupinami a bez pfitomnosti Mg®* iontu to miZe byt
hydroxidovy ion nebo voda (obr. 5B). Zatim ale neexistuje struktura, ktera by byla
vsouladu s mechanismem obecné kyseliny. V blizkosti U-1(02’) byl nalezen
monovalentni ion, ktery se muze podilet na stabilizaci aktivniho jadra a pienosu

protonu (6).
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Obr. 5 Dva navrhované mechanismy Stépeni HDV ribozymu. (A) Mechanismus obecné
zasady — atom U-1(02°) je deprotonovin nukleotidem C75, proton se vizZe na atom
C75(N3). Stépeni se déje na atomu G1(05°). Ten ziskdvd proton od obecné kyseliny,
kterou muze byt molekula vody koordinovand na horecnaty iont. (B) Mechanismus
obecné kyseliny — proton atomu G1(05°) je poskytovan protonovanym nukleotidem
C75. Nukleofil U-1(02°) je deprotonovan obecnou bazi. Obrdzek byl prevzat z prace
(19).

2.2.3. G/U wobble par

VvV wew

Cis Watson-Crick G/U par (viz obr. 6) je nejbéznéjsi neklasickym parem v RNA. Byl
objeven Crickem v roce 1966 pii zkoumani antikodon-kodon interakce tRNA a mRNA
(20). Neni to typické Watson-Crickovo parovani, ale pro mnoho RNA je velmi ¢asté a
hraje dulezitou roli pravé pii katalyze (21). Nekteii autofi uvadi, Ze nejméné 50% WC
paru v 16S a 23S rRNAs obsahuje vice jak 1% G/U v sekven¢nim uspotadani a kolem

10% vSech part ukazuje 50% nahrazeni pravé G/U parem (22) (23).

G/U wobble par vytvaii v HDV ribozymu nukleotidy G1 a U37. Tento
neklasicky par se vyskytuje v RNA velmi ¢asto. Krom¢ tohoto druhu muze byt G/U par
nahrazen isosterickymi pary G/C, A/U nebo A*/C (24). Dilezita je kombinace purin-

pyrimidin. Experimentalné bylo zjiSténo, Ze obracena nebo dokonce jina sekvence bazi

vvvvvv
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ribozym preferuje v aktivnim misté ,,wobble** par (G/U nebo A*/C), diivod je vsak stale

nejasny (25).

Pln& isostericky par k cis WC G/U je cis WC A'/C, ktery je v disledku
protonace atomu A(N1) jen ojedinély (26) (27). Kvuli asymetrii vS§ak nemuzou byt
obracené pary bazi k G/U nebo A*/C U/G nebo C/A" povazovany za isosterické a tedy
Jimi nahrazeny v piipadné RNA s podminkou zachovani jeji funkce.

,G/U wobble* par poskytuje v oblasti ,,major groove* (obr. 6) vazebné misto
pro divalentni ionty (4) a je nezavisly na pH na rozdil od paru A*/C, ktery je zavisly na
pH (28). U paru se v ,,major groove nevytvati vazebné misto pro ionty. Divodem je
jiné uspotfadani vazeb a protonace dusiku adeninu. Vazebné misto pro ionty v ,,major

groove® se nevyskytuji ani u paru G/C a A/U.

major groove face

Ml & Nte--d %
R 1 R
N= N=/ N\
3
N—H o) R
/
H
minor groove face
H
/
H—N
H H
/ \ e N
N 0-----H—N N N—H----N" ¢

Obr. 6 ,, G/U wobble* par a k nému isosterické formy G/C, A/U a A*/C. Obrdzek byl

prevzat z prace (29).
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2.2.4. Vliv kationti na aktivitu HDV ribozymu

Kovové ionty pomahaji vykonavat funkce RNA (30). Katalyticka funkce jsou piimo
zavislé na koncentraci a typu piitomného kationtu (31). Stdpeni (self cleaveing) HDV
ribozymu se déje mezi nukleotidy U-1 a G1 (viz kapitola 2.2.1 a 2.2.2.). Nukleotid C75
a divalentni ionty aktivuji U-1(O2'H) nukleofil a zaroven dochazi ke stabilizaci
G1(05°). Pro katalyzu je dilezitd pfitomnost iontli a to jak divalentnich tak

monovalentnich (32).

Divalentni ionty, které podporuji katalyzu HDV ribozymu jsou Mg®*, Ca?*,
Mn?*, Sr**, Ba*" a Co®*. Z nich mé nejvétsi vyznam Mg?*. Tento ion katalyzuje reakci
mnohonasobné silnéji nez jiné divalentni ¢i monovalentni ionty i pfi nizkych
koncentracich (33) (32). Stejné jako C75 i Mg®* miizeme v mechanismu posuzovat jako
obecnou kyselinu (general acid) nebo obecnou zasadu (general base). Hydratovany
Mg®* miiZe byt donorem protonu pro kyslik O5’ (general acid) nebo akceptorem
protonu hydroxylové skupiny 2’-OH (general base) (34) (35). Podobnou strukturu a roli
hraje v mechanismu kompetitivni inhibitor [Co(NH3)]**. [Co(NH3)s]** se chova

podobné& jako Mg s tim rozdilem, Ze nepfenasi protony.

Monovalentni ionty nemaji takovy vliv na katalyzu. Ta v jejich pfitomnosti
probihd pomaleji a pro prubéh rychlejsi reakce potfebujeme pouzit koncentrovanéjsi
roztok iontd. Nejéastj$im iontem, ktery se na katalyze podili, je Na*. Ten se viak
experimentaln¢ velmi Spatné méfi. Proto se pouzivaji vetSi kovové ionty s lépe
méfitelnymi vlastnostmi (napf. TI*, ktery je svym atomovym polomérem a koordina¢ni
geometrii podobny iontiim K+). Monovalentni ionty se na rozdil od divalentnich lépe
uchyti blizko skupiny 2’-OH a pravdépodobné tak pomahaji pii mechanismu GB a jeho
se nenachazeji blizko 2’-OH, kde by napoméhaly pfenosu protont, pii koncentracich

vyS§§ich nez 20mM. HDV ribozym zde pravdépodobné preferuje monovalentni ionty.
2.3. POCITACOVE SIMULACE

Pocitacové simulace jsou v dneSni dobé jiz nepostradatelnou soucasti rtznych
védeckych odvétvi. V chemii si teoretickd chemie vydobyla svou pozici a za svoji

kratkou existenci sklizi jiz nemalé uspéchy. Kromé toho umoziuji fesit problémy
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jinych oblasti napf. minimalizace slozitych funkci v kombinatorické optimalizaci.

Obecné se tomuto pristupu fika ,,ab initio*.

K popisu systému mnoha ¢astic jako je naptiklad protein nebo molekula nukleové
kyseliny, pouzivame ruzné statistické soubory. Podle fyzikdlnich podminek délime
statistické soubory, kde hlavnim kriteriem je, zda je systém popisovan klasickou nebo
kvantovou mechanikou. Systémy popisovany klasickou mechanikou jsou technicky
méné narocné a od toho se odviji moznost pocitat mnohem vétsi systémy nez je tomu u

vypocti kvantové mechaniky. (37)

2.3.1. Molekuliarni dynamika

Molekuldrni dynamikou rozumime vyvoj systému N ¢astic v ¢ase podle zakonl
mechaniky. Pouzivdme zde zakontl klasické fyziky, které jsou jednodussi nejen pro

pochopeni, ale i1 pro naro¢nost vypoctu ve srovnani s vypocty kvantovymi.

V kvantové chemii dochézime k vysledkiim feSenim Casove zavislé Schrodingerovy

rovnice (1), resp. stacionarni Schrodingerovy rovnice (2)

0
H|y) =in=
v)=in—|w) "

H|‘/’> = E|‘/’> )

v nichz H je Hamiltondv operator, l//> je ket-vektor urcujici stav Hamiltonianu, 7 je

redukovand Planckova konstanta a E je energie syst¢ému. Tomuto pfistupu fikame
kvantova dynamika (QD) (38). I kdyz pouzivame pro vypocet aproximace, které vedou
k feSeni Hartree Fockovych rovnic, jsou vypoéty komplikované a pro mnoho systému

nepocitatelné.

Dal8im pfistupem je kvantové mechanickd molekulova dynamika (QM/MD),
ktera pracuje s Born-Oppenheimerovou aproximaci. Ta pfedpoklada, ze jadra jsou az o

tti fady téz8i nez elektrony. Vyvoj jader v ase je tedy popisovan klasickou

mechanikou, ale elektrony jsou pocitany kvantovou mechanikou.
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U biomakromolekul jako proteiny ¢i nukleové kyseliny jsou pro tyto ptistupy bud’
prili§ narocné na vypocetni techniku, nebo zcela nefesitelné. Proto pouzivame metody
zalozené pouze na klasické mechanice Casto nazyvané Newtonovskou mechanikou,
ktera postuluje Newtonovy pohybové zdkony (zékon setrvacnosti, zakon sily a zdkon
akce a reakce). Molekularné mechanickda molekulova dynamika (MM/MD) je
prozkousena 1 experimentalné a také pfili§ nezatézuji vypocetni techniku. Kvantove

chemické vypocty jsou nahrazeny potencidlovym polem.

2.3.2. Potenciilni energie

Pii pouziti metody MM/MD je potencialni energie vyjadiena parametricky.
V programovém baliku AMBER, ktery jsem pro své vypoCty pouzival, jsou nevazebné
interakce reprezentovany van der Waalsovou a elektrostatickou interakci. Kovalentni

vazby jsou pak parametrizovany délkou vazeb, vazebnymi uhly a torznimi uhly (38).

Energie vazeb a vazebnych uhli jsou definovany podle rovnic (3). Jsou zavislé

na druhé mocnin¢ odchylky z rovnovazné polohy.

Vbond = Z Kr (r - ro )2 Vangle = z Ka ((Z - 0!0 )2 (3)

bond angle

Viona j€ vazebny piispévek potencidlni energie, V,, je uhlovy piispévek k potencialni
energii, I'je vazebna vzdalenost, & vazebny uhel, I, a @, ma hodnotu optimalni
vazebné vzdalenosti ¢i Ghlu. Konstanty K, a K_, znaéi tuhost vazby resp. thlu.

Ptispévky jsou sumou vSech vazeb a thla. Takto definovany potencial je ve velmi
dobré shod¢ s experimentalné ziskanymi hodnotami, avSak pouze v oblasti minima a

nedovoluje pozorovat disociaci vazeb.

Energie torznich uhla vyjadiuje superpozice nékolika funkci (rov. 4)

! tor2|on = Z Z 1+COS n¢ ¢n0 )] (4)

torzion n

kde Vionion j€ piispévek potencialni energie, ¢ je vazebna torze, @, je fazovy posun v

n-té periodé. V,, znaci vysku potencialové bariéry, N je perioda jedné harmonické slozky.
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Elektrostaticka energie je vyjadifena Coulombovym zdkonem (rov. 5) jako

interakéni energie dvou parcialnich nabojt

Ves = Z & (®)

i<j 472'50 I‘”

V citateli se nachazi souCin ndbojii atomt g;q;, ve jmenovateli pak permitivita vakua

&, a vzdalenost atomi ;; .

Van der Waalsovu interakéni energii popisuje Lennard-Jonestv potencial 12-6
(rov. 6)

12 6
O-i' Gi'
, Viow 2245”' ( JJ _( J) (6)
i<] i Fij

kde &;je hloubka potencidlové jamy, r; vzdilenost dvou atomii a oy je vzdalenost

atomd, pii niZ je potencialni energie nulova. Dilezité jsou prave Cleny 2 pro repulsi

ar; *® pro disperzi. Pribsh Lennard-Jonesova potencialu je znazornén na obrazku 7.
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Obr. 7 Krivka zndzornuje pritbéh Lennard-Jonesitv potencidl nebo také energii
V atomovych jednotkdch v zavislosti na vzdalenosti dvou atomut vodiku. Vzdalenost je

uvadeéna v Angstremech. Energie v minimalni hodnoté odpovida &; a misto, kde kiivka

protind osu x, odpovida hodnoté o .

Celkova potencialni energie je pak souctem vSech vySe uvedenych ptidavka

potencialni energie (rov. 7)

+V

torzion

VTOTAL =V d +V +VELS +VVDW (7)

bon angle

2.3.3. Pohybové rovnice

Kazda castice se nachdzi pti simulacich ve vySe uvedeném potencialovém poli a je
dana jeji superpozici. Na kazdou castici ptisobi vektor sily F(r), r je vektor jeji polohy.
V simulaci se pak pfifadi kazdé ¢astici jeji poloha, vektory rychlosti jsou dany nahodné
Maxwell-Bolzmannovskym rozdélenim pro danou teplotu. Pokud zname potencial,

vypocitame silu F, ktera pasobi na jednotlivé ¢astice (38) (rov. 8)

F(r) = -VU (8)
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V molekularni dynamice sledujeme ¢asovy vyvoj celé soustavy. Pohybujeme se
zde v jednotkach fs. Nejcastéji volime integracéni krok 1fs nebo 2fs. Poloha ¢astice

v dalsim kroku je pak vyjadiena rovnici (9)

: ra=r,+Vv, At 9
kde r,,, je poloha castice v kroku n+1, r,, poloha v n-tém kroku, Vv, vektor rychlosti a
At znad&i integra¢ni krok.

Nejdelsi simulace se pak pohybuji ve stovkach nanosekund. Vysledky takto
kratkych simulaci nam mohou pomoci pfi sledovani zmén struktury u chemickych

reakci, které pro svou velkou rychlost nejsou experimentalné zjistitelné.
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3. PRAKTICKA CAST
3.1. CIL PRACE

Mutace G1/U37 ,,wobble* paru za klasicky Watson-Crick par G1/C38 se snizi
rychlostni konstanta ribozymu, ale katalyza i za téchto podminek probihd jak zjistili
studie molekularnich biologti (25). Detailni mechanismus reakce vSak nebyl zatim
prokézan. Pochopeni mechanismu $t€épeni HDV ribozymu ma nesmirny vyznam pro
navrzeni inhibice rozmnozovani. Ke studiu mechanismt biomolekul je vhodné vyuzit

metod teoretické chemie.

Cilem mé prace bylo sledovat zmény uspofadani nukleotidi v aktivnim misté,
analyza vodikovych vazeb nukleotidu C75 a dikladnd analyza sodikovych ionth
v aktivnim misté. VSechny analyzy se vztahovaly ke zménam formy C75 a zméné
,wobble*“ paru G1/U37 na klasicky Watson-Crick par G1/C37 a A+1/C37 par. Pro

studium chovani HDV ribozymu a jeho mutantt byla pouzita molekulova dynamika.
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3.2. METODY
3.2.1. Struktury

PocateCni geometrie byly prevzaty z krystalové struktury C75U mutantu HDV
ribozymu ze serveru Protein Data Bank (PDB) s kodem 1VCO a 1SJ3 (Tabulka 1).
Struktura katalyticky inaktivniho C75U mutantu byla upravena programem LeaP baliku
AMBER 9.0 na nukleotid neprotonovany C75 ¢&i protonovany C75H".

3.2.2. Molekularni dynamika

Vsechny MD simulace byly provedeny pouzitim programového baliku AMBER 9.0
(39) se silovym polem parm99 Cornellové a kol. (40) (41) (42). HDV ribozym byl
zasolvatovan do obdélnikového boxu s automaticky explicitnim modelem vody TIP3P
(43). Vzdalenost mezi sténou boxu a nejbliz§im atomem solutu byla nastavena na 10 A.
Nejblizsi mozna vzdalenost rozpoustédla k atomu solutu byla pouzita vzdalenost 0,7 A.
Parametry pro protonovany nukleotid C75H" byly do programu LeaP dodany (viz
kapitola 8). Systém byl neutralizovan sodikovymi kationty Na® umisténé pomoci
programu LeaP. Pro vyvaZzeni struktury a nasledné produkci trajektorii byl pouzit
modul Sander baliku AMBER 9.0. Trajektorie byly spustény za teploty 300 K a

konstantniho tlaku s ¢asovym tsekem 2,0 ps.

3.2.3. Analyza MD trajektorii

Trajektorie byly analyzovany pouZzitim modulu Ptraj baliku AMBER 9.0 a
vizualizovany programy PyMOL (44)a VMD (45). Parametry RMSd a gyracni
polomér byly pocitany pies vSechny atomy fosforu, které se nachazeji v pateti RNA
standardnimi protokoly v modulu Ptraj. Analyzu radidlni distribu¢ni funkce byla
provedena modulem Ptraj s polomérem 10 A. Vodikové vazby v aktivnim misté byly
zjiStény programem VMD pies celou trajektorii a prevedeny do grafické podoby
v programu Corel Draw 12. Nejcastéjsi vyskyt ionti byl popsan hustotnimi mapami
spocitané opét modulem Ptraj a vizualizovany programem VMD. Grafy jednotlivych

analyz byly vytvofeny programem Gnuplot a ulozeny ve forméatu PNG s rozliSenim
1280x1024.

3.2.4. Mérené hodnoty

Gyracni polomeér (RQ)
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Jedna se o vzdalenost od osy rotace, v niz by musela byt soustfedéna veskera hmotnost ¢astice,

aby méla stejny moment setrvacnosti jako skutecna castice. Gyra¢ni polomér je definovan pro

2%

Rg=| L — (10)

Stredni kvadraticka odchylka (RMSD = Root mean square deviation)

je definovano jako mira pramérné vzdalenosti mezi atomy dvou molekul. V nasem piipadé se
jedna o vzdalenosti fosforil jednotlivych nukleotidl v fetézci. Matematicky se jedna o druhou

odmocninu souctu ¢tverct rozdilu soufadnic délena poétem jedincu (atomt)

\ 102
Zwi'd(xi’yi)z
RMSD =| = , (11)

N
N> w,
i=1

kde d(x;,V;) je vzdalenost odpovidajicich atomit X, a Y, , N je pocet atomii a W, znadi

ohodnoceni jednotlivych atomt (nejéastéji rovno jedné nebo relativni atomové hmotnosti)

Hustotni mapa

Hustotni mapa nam poskytuje informaci o nejcastéj$im vyskytu daného atomu, iontu, ¢i
molekuly. Nastroj ptraj programového baliku AMBER 9.0 nam hustotni mapy pievede do

formatu, jenz miizeme znazornit ve 3D podob¢ naptiklad programem VMD.
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4. VYSLEDKY
4.2. KONSTRUKCE MUTANTU HDV RIBOZYMU

Mutanty RNA motivli vSeobecné se experimentdlné velmi obtizné¢ a hlavné
z ekonomického hlediska nakladné vyrabéji. V tomto sméru jsou pocitacové simulace
vhodngjsi. USetfi nam drahocenny cas a finan¢ni prostfedky na vyrobu jednotlivych
mutantd. MD simulace nam umoznuji pohled na jednotlivé atomy (all atomic view) a
jejich chovani v Case, ktery neni schopna pozorovat zadna experimentalni metoda,
zatim vSak s nynéjsi vypocetni technikou jen ve stovkéch nanosekund.

Konstrukce probihala pomoci programu LeaP baliku AMBER 9.0. Postupné
v poradi, jak uvidite dale v textu, byly vytvofeny mutanty, které se 1i§i na nukleotidu 1,
37 a 75. Nukleotid 37 byl obsazen cytosinem (C37) a uracilem (U37). Co se tyce
nukleotidu 75, ten byl vzdy obsazen cytosinem a zména byla v protonaci ¢i deprotonaci

atomu C75(N3) (Tabulka 2).

Tab. 2 Prehled jednotlivych simulaci divokého typu s G1/U37 ,,wobble* parem a jeho
mutantit s G1/C38 parem a A+1/C37 parem. Proton ¢i neproton znaci, zda je nukleotid

C75 protonovany nebo neprotonovany.

Pocateéni Pocet Protonované Par Délka simulace Pocet
Simulace struktura nukleotidi stavy 1/37 (ns) iontl
G1/C37 proton 1vc0 73 C41H/CT75H" GIC 40 69 Na*
G1/C37 neproton 1vc0 73 C41H'/CT75 GIC 70 70 Na*
G1/U37 proton 1vc0 73 C41H/CT75H" G/U 40 69 Na*
G1/U37 neproton 1833 63" C41H'/CT75 G/U 40 59 Na*
A+1/C37 neproton 1SJ3 63" C41H/CT75H" A+/C 24 58 Na*
A+1/C37 proton 1SJ3 63" C41H'/CT75 A+/C 23 57 Na*

! Struktura neobsahuje deset nukleotidi v P4 stemu. Jedna se o nukleotidy vytvaFejici smyeku (loop),
ktera vsak na reakci nema vyznamny vliv.
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43. MUTANT G1/C37 SNEPROTONOVANYM C75

4.3.1. Vodikové vazby v aktivnim misté

Vodikové vazby v aktivnim misté se zjistovaly pomoci programu VMD pies celou
trajektorii jako funkce vzdalenosti tézkych atomil. Jednalo se o atomy O2, O2¢, O3,
O5’ rezidua U-1, atomy O1P, O2P, O5° nukleotidu G1, atomy N3, O2, N4 nukleotidu
C75 a atomy O1P, O2P rezidua G2. Prubéh vsech vodikovych vazeb je znazornén
v Grafu 1.
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G1(05)_CT5(N4)
G1(085) CT75(02)
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Graf 1 Vzddlenost vodikovych vazeb (tézkych atomuit) v simulaci mutantu G1/C37

S neprotonovanym atomem C75(N3).

Jedinou permanentni vazbou v aktivnim misté je vazba mezi G1(O2P) a C75(N4).
Vazba se vytvoii po 10 ns. Vazby nukleotidu U-1 bud” ze zacatku simulace zaniknou,
nebo se kratce vytvori pii zménach polohy aktivniho mista. Mezi dalsi vazby, které je
mozno postichnout, jsou GI1(O1P), G1(O2P) s C75(N3) a C75(N4). V simulaci jde
zietelné vidét stabilni konformace vodiktt C75(N4) na nemustkujici atomy G1(O1P),
G1(0O2P) (Obrazek 8).
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Obr. 8 Pocatecni struktura a typickad struktura pro mutant G1/C37 s neprotonovanym
C75. Vazby jsou znazorneny mezi nukleotidy G1 (Cerveny), C75 (zluty), C37 (bézovy) a
U-1 (modry).

4.3.2. Torze nukleotidi U-1 a G1

Torze se opét zjistovaly pomoci programu VMD. Jednalo se o torze a, B, v, 9, €, (
nachazejici se na pateti RNA a dale pak o torzi y, kterd se nachézi na N-glykosidické

vazbé (viz Obr. 9).
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Obr. 9 Rozlozeni torzi v molekule RNA. V nasi simulaci jsme se zabyvali torzemi o2,
B2, y2, o1, €l, {1 a 1. By a B, znaci baze v nasem ptipad¢ uracil -1 a guanin 1.

Obrazek byl ptevzat z ¢lanku (46).

Uz tésné po 5 ns dojde k vyrazné zméné torzi a2, y2, €l. a2 je v pocatecni
struktufe na hodnoté -90°, pozd¢ji se ustali na 60°. y2 je na pocatku na hodnot¢ 180° a
ustali se na hodnoté¢ 40°. €l mé zpocatku hodnotu 180° a po 5 ns se tihel ustali na
hodnoté -160°. Dale se zde vyskytuji torze, které jsou velmi nestabilni a flexibilni.
Jedna se o torze 61, 1. Posun torzi je tedy mozno vidét uz po né€kolika ns (obr. 10).

Vsechny torze jsou graficky vyobrazeny na grafech 19 a 20.
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™~
zacatek simulace 6 ns

Obr. 10 Zména usporadani nukleotidi U-1 a G1 a s tim spojena zména torznich uhla.

Obrézky znézoriiuji uspotfaddani pted simulaci a po ustaleni torznich uhli (6 ns).
4.3.3. Analyza iontt sodiku v aktivnim misté

Jak bylo uvedeno jiz vyse, ionty maji vliv na rychlosti §t€épeni HDV ribozymu a piisobi
jako kofaktory chemické reakce. Simulace mutanti HDV ribozymu byly
neutralizovany Na® ionty. Provedli jsme tedy analyzu téchto iontl v aktivnim mistg,
jejich hustotni mapy a vazby na jednotlivé atomy nukleotidi U-1, G1 a C75. Okupance
atomi ionty Na® jsou shrnuty v tabulce 3. V potaz byly brany jen ionty, které mély

okupanci vétsi nez 1% a byly vzdaleni maximalné 3,5A.

Tabulka 3 Souhrn okupnaci atomii ionty Na™. V zdvorce za procentudlnim vysledkem je

v . o + r ’ v .
uveden pocet iontu Na", které se u daného atomu vyskytnou behem simulace.

16,36 (2)
65,35 (7)

GC C75 GC C75H* GU C75 GU C75H*
RES(ATOM) ATOM OKUPANCE OKUPANCE (%) OKUPANCE (%) OKUPANCE (%)
%
G1(02P) Na* ( 4%,36 (1) 74,36 (1)° 73,84 (6)
U-1(02") Na* 41,49 (1) 2,91 (2) 24,70 (4)
G1(N7) Na* 50,44 (11) 45,17 (8) 26,41 (6)
U-1(03") Na* 12,89 (1) 51,1 (1) 19,58 (6)

14,46 (2)

? Jedna se o iont 84Na", ktery se v oblasti aktivnhiho mista objevuje celkem pétkrat s celkovou okupanci
99,78% a s atomem G102P tvofi vazbu béhem simulace po dobu pfiblizné 34 ns.

* Jedna se o iont 74Na’, ktery se v oblasti aktivniho mista objevuje celkem &tyfikrat a to mezi atomy
G1@02P, C20@02, U-1@03' a C75@N4 s celkovou okupanci 150%.

* Jedna se o iont 138Na’, ktery se v oblasti aktivniho mista objevuje celkem Sestkrat s celkovou
okupanci 83,03% a s atomem na 02’ na residuu U-1 tvofi vazbu béhem simulace po dobu pfiblizné 32
ns.
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C75(N4) Na* 11,48 (1) 3,63 (1)° 8,80 (2) 4,98 (1)

G1(O1P) Na* 15,66 (7) 16,38 (3) 47,78 (6) 3,69 (2)
C75(02) Na* 10,52 (5) 18,9 (6) 75,05 (4)
C75(N3) Na* 5,38 (3) 55,92 (4)
G1(05") Na* 1,15 (1) 2,25 (1) 1,10 (1)
C75(02?) Na* 5,67 (3) 23,82 (4) 31,59 (3) 2,46 (1)

Mutant G1/C37 s neprotonovanym nukleotidem C75 obsahuje tfi dominantni
mista s velkou okupanci Na* jontd. Jednd se o atomy G1(02P), U-1(02’) a G1(N7).
Prvni dva jmenované jsou obsazeny pouze jednim iontem. V dusledku toho, ze atom
C75(N3) je deprotonovan, vyskytuji se zde Na* ionty. Hustotni mapa je uvedena na
obrazku 11.

C75

Obr. 11 Hustotni mapa sodikovych iontit u mutantu G1/C37 s C75. Oranzové Sipky
(vlevo) znaci polohu nukleotidu U-1, G1 a C75 vHDV ribozymu a rozlozeni
nejcastéjsiho vyskytu Na* iontii. Obrdzek vpravo je detailni pohled na nukleotidy U-1,
Gl a C75. Kruhem jsou oznaceny hustotni mapy: I-sodikové ionty vyskytujici se u
atomu G1(N7); 2- sodikové ionty vyskytujici se u atomii GI1(OIP) a GI1(O2P); 3-
sodikové ionty vyskytujici se u atomu U-1(02°).
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4.4. MUTANT G1/C37 SPROTONOVANYM C75

4.4.1. Vodikové vazby v aktivnim misté

Deprotonace nukleotidu C75 zptsobila zpevnéni jeho vazby k nemustkujicim atomtm
kysliku G1 baze. Po kratkém casovém useku (cca 1 ns) se ustali silné vodikové vazby
mezi atomy G1(O1P) s C75(N3) a G1(O2P) s C75(N4). Dalsimi vyznamnymi vazbami
v aktivnim misté jsou G1(O1P) s C75(N4) a G1(O2P) s C75(N3).

U této simulace jsou patrné i dveé slabé fluktuujici vodikové vazby nukleotidu

U-1. Jedna se vazby mezi atomy U-1(02) s C75(N3) a C75(02) (Graf 2).

Distance
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Graf 2 Vzdadlenost vodikovych vazeb (tezkych atomit) Vv aktivnim misté HDV ribozymu

v simulaci mutantu G1/C37 s protonovanym atomem C75(N3).
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Obr. 12 Pocdtecni struktura a typickd struktura pro mutant G1/C37 s protonovanym
C75. Vazby jsou znazornény mezi nukleotidy G1 (cerveny), C75 (Zluty), C37 (bézovy) a
U-1 (modry).

4.4.2. Torze nukloetida U-1 a G1

Zde opét dochazi po ~5 ns k posunuti torzi a2 a y2. 02 je na po¢atku simulace na
hodnoté kolem -90° a po 5 ns se ustali na hodnoté 70°. y2 je na pocatku simulace
posunuta do uhlu 180°. Po 5 ns se ustali na thlu 50° az do konce simulace. Jako
flexibilni torze se projevily 81, (1. Zbyl¢é torze jsou stalé po celou dobu trajektorie.
Pribéhy torzi v case jsou graficky zndzornény na grafech 21, 22. Pro piedstavu jsou

uvedeny i obrazky zmény geometrie bazi U-1 a G1 (obr. 13).

zacatek simulace ons

Obr. 13 Zmeéna usporadani nukleotidii U-1 a G1 a s tim spojend zména torznich uhlil.

Obrazky znazornuji usporadani pred simulaci a po ustaleni torznich uhlii (5 ns).

33



4.4.3. Analyza ionti sodiku v aktivnim misté

U mutantu s protonovanym C75(N3) atomem doslo logicky k redukci vyskytu iontu
v blizkosti atomu C75(N3). Okupance se z tohoto mista ptesunula k atomu C75(02) a
procentualni vyskyt kontaktnich Na* na tomto atomu vzrostl na 18%. Velmi vyrazné
vzrostla okupance iontt v blizkosti atomu G1(O2P), ktera dosahla hodnoty 74%,
zatimco okupance iontd okolo atomu C75(O1P) se od mutantu G1/C37 s C75 ptilis
nelisi. V blizkosti atom G1(N7), ktery je dulezity pro rychlost reakce samostépeni (4),
je okupovan Na® ionty. Okupance se pohybuje kolem 45%. Ionty se zde ale velmi ¢asto

meéni (tab. 3). Hustotni mapa je uvedena na obrazku 14.

C75

(vlevo) zmaci polohu nukleotidii U-1, G1 a C75 v HDV ribozymu a rozlozZeni
nejcastéjsiho vyskytu Na® iontii. Obrazek vpravo je detailni pohled na nukleotidy U-1,
Gl a C75. Kruhem jsou oznaceny hustotni mapy: 1-sodikové ionty vyskytujici se u
atomii GI(N7), C75(02) a GI(OIP); 2- sodikové ionty vyskytujici se u atomu
G1(02P); 3- sodikové ionty vyskytujici se u atomu C75(02).

45. NATIVNI G1/U37 S NEPROTONOVANYM C75

4.5.1. Vodikové vazby v aktivnim misté

Zména G1/C37 paru na G1/U37 ma vliv na stabilitu a tvorbu vazeb mezi atomy
G1(01P), G1(0O2P) s C75(N3) a C75(N4). Tyto vazby nejsou stalé a kolem 5 ns
dochazi k zaniku vazby G1(O1P) s C75(N4) a G1(O2P) s C75(N3). Vazba G1(O2P)
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s C75(N4) se zpocatku simulace ani nevytvoii. Vytvaii se az kolem 25 ns a trva

ptiblizné 10 ns (Obrazek 15).

U nukleotidu U-1 dochazi po 5 ns také ke ztraté nékolika vodikovych vazeb. Jde

0 vazbu mezi atomy U-1(02’) s C75(N3) a dv¢ slabé vodikové vazby mezi atomy U-

1(03°) s C75(N3) a U-1(03") s C75(N4) (Graf 3).
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Graf 3 Vzdalenost tezkych atomii v simulaci mutantu G1/U37 s neprotonovanym

atomem C75(N3).

G1/U37 ,,wobble* par se vaze jinak nez klasicky Watson-Crick par G1/C37. To

vvvvv

vazbu mezi atomy C75(N3) a U-1(02’) (viz Obrazek 15), ktera je typicka pro

mechanismus obecné zasady (general base).
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Obr. 15 Pocatecni struktura (nahore) a typicka struktura (dole) pro mutant G1/U37
s neprotonovanym C75. Vazby jsou zndzornény mezi nukleotidy G1 (Cerveny), C75
(svetle modry), U37 (bézovy) a U-1 (modry).

45.2. Torze nukloetida U-1 a G1

U tohoto mutantu dochazi k vyrazné zméné hodnot jednotlivych torzi a pfestavbé
aktivniho mista. Torze a2 je na zacatku simulace na hodnoté 80° a k jejimu ustaleni
dochézi kolem 15 ns na hodnot¢ -170°. Ke konci simulace se posouva na -60°. Torze
v2 je v tomto piipad¢ stala a tim se liSi od predchéazejicich simulaci. Primérna hodnota
je 50°. V simulaci dochazi k posunu torzi €1, {1 a y1. Torze €l zacina s pocatecni
hodnotou -160° a po 15 ns se ustali na -80°. {1 zac¢ina s tthlem 80°, po 15 ns pfejde na
hodnotu 70°. Torze 1 je flexibilngj$i nez piedchazejici dihedralni uhly, kde z Ghlu
140° ptejde hned po startu na 100° a opét po 15 ns se ustali na -80°. Torze B2 se
neméni béhem celé simulace a zlstava na 180°. Pro pfedstavu jsou uvedeny obrazky

zmén torzi (obr. 16). VSechny torze jsou graficky znazornény na grafech 23 a 24.

G1
zadatek simulace 19ns
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Obr. 16 Zména uspotadani nukleotidi U-1 a G1 a S tim spojena zména torznich whla.

Obrazky znézornuji uspotradani pred simulaci a po ustdleni torznich thli (19 ns).

4.5.3. Analyza ionti sodiku v aktivnim misté

U nativni struktury G1/U37 sC75 je jista okupance Na' ionti u kazdych
analyzovanych atomti. V dusledku neprotonované¢ho atomu C75(N3) se zvysila
okupance ionty Na* (55%). Velmi vyrazny vyskyt Na* ionti mtizeme sledovat také u
atomu C75(02) (75%). Opé&t okupance iontl v blizkosti atomu G1(O2P) je vetsi nez
atomu G1(O1P), ale obé okupance jsou velmi znacné (viz tab. 2). U nativni struktury
s,,G1/U37 wobble* parem se jiz nevyskytuji mista s velkou okupanci Na* iontu pouze
jednim iontem Na®, ale ionty se zde velmi ¢asto méni. Ve srovnani s mutantem G1/C37
s C75H" a jeho atomem G1(O2P) je pocet iontll u mutantu G1/U37 s C75 $estinasobny

(viz tab. 3). Hustotni mapa je uvedena na obrazku 17.

C75

Obr. 17 Hustotni mapa sodikovych iontit u nativni struktury G1/U37 s C75. Oranzové
Sipky (vlevo) znaci polohu nukleotidii U-1, G1 a C75 v HDV ribozymu a rozloZeni
nejcastéjsiho vyskytu Na™ iontii. Obrdzek vpravo je detailni pohled na nukleotidy U-1,
Gl a C75. Kruhem jsou oznaceny hustotni mapy: I-sodikové ionty vyskytujici se U
atomit GI(N7), U-1(02°); 2- sodikové ionty vyskytujici se u atomu G1(O2P).
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4.6. NATIVNI G1/U37 SPROTONOVANYM C75

4.6.1. Vodikové vazby v aktivnim misté

Tato modifikace se ukazala jako velmi nevhodna z pohledu tvorby vazeb v aktivnim misté.

Protonovany atom C75(N3) se vaze na atomy G1(O1P) a G1(O2P) (Obrazek 18).

Nukleotid tvofi vodikovou vazbu mezi U-1(05’) a G2(O1P). V jinych piipadech, jak je

patrné z grafii, se vazby netvoti (Graf 4).
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Graf 4 Vzddlenost tézkych atomii v simulaci mutantu G1/U37 s protonovanym atomem
C75(N3).
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Obr. 18 Pocatecni struktura (nahore) a typicka struktura (dole) pro mutant G1/U37
s protonovanym C75. Vazby jsou zndazornény mezi nukleotidy Gl (Cerveny), C75
(Zluty), U37 (bézovy) a U-1 (modry).

4.6.2. Torze nukloetida U-1 a G1

Startovni geometrie se okamzit¢ po spuSténi simulace pieorientuje a prechdzi na
stabilni torze, které si drzi az do konce simulace. a2 ma pocateéni hodnotu -60° a
prechazi okamzité na 170°, 2 z hodnoty -120 ptejde na -180°, Y2 ma na staru hodnotu
-150°, ale ihned se pfeorientuje na 50°, €1 ptechdzi z -130° na -170° a torze x1 z 70° na
110°. Torze o1, {1 jsou velmi flexibilni po celou dobu simulace. Pro pfedstavu jsou
uvedeny obrazky zmén torzi (obr. 19). VSechny odpovidajici torze jsou graficky

znazornény na grafech 25 a 26.

X

zacatek simulace 36 ns

Obr. 19 Zmeéna usporadani nukleotidii U-1 a G1 a s tim spojend zména torznich uhlii.
Obrazky zndazornuji usporadani pred simulaci a po ustaleni torznich uhlii. Torze jsou

prakticky stalé po celou dobu simulace.
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4.6.3. Analyza iontt sodiku v aktivnim misté

U tohoto mutantu dosSlo k vyraznému poklesu mist, kde se vyskytuji ionty sodiku.
Jedna se o atomy G1(O2P), G1(05’), C75(N3) a C75(02). U atomu C75(N3) se tato
situace predpokladala z divodu jeho protonace. Nejvyssi okupanci ionty zaznamenal

atom GI1(N7) (65%). Dals§i okupance sodikovymi ionty jednotlivych atomt jsou

vyrazné niz$i nez u piedchazejicich mutantd (viz tab. 3). Hustotni mapa je uvedena na

obrazku 20.

C75

Obr. 20 Hustotni mpa sodikovych iontd u nativni struktury G1/U37 sC75H".
Oranzové Sipky (vlevo) znaci polohu nukleotidi U-1, G1 a C75 v HDV ribozymu a
rozlozeni nejéastéjsiho vyskytu Na® iontl. Obrazek vpravo je detailni pohled na
nukleotidy U-1, G1 a C75. Kruhem jsou oznaceny hustotni mapy: 1-sodikové ionty
vyskytujici se u atomtt G1(N7).
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47. MUTANT A+1/C37 S NEPROTONOVANYM C75
4.7.1. Vodikové vazby v aktivnim misté

I kdyZz simulace tohoto mutantu je krat$i nez piedchazejici simulace (~24 ns),
pozorujeme uz kolem ~2 ns ubytek vodikovych vazeb A+1(O1P) a A+1(O2P)
s C75(N3) a C75(N4) (Graf 5). Po 2 ns simulace se vSak vytvoii vodikova vazba U-
1(05’) satomem C75(N3). Kdyby byl atom C75(N3) protonovany, jednalo by se o

katalyzu obecné kyseliny. V tomto ptipad¢, je vSak atom neprotonovany.

Distance
L 11 | | [ | | ] A1(01P)_C75(N3)
I AN{O1P)_CT5(N4)
1 A1(02P)_C75(N3)
IT" | A1{02P)_CT5(N4)

A1(05") CT5(N3)
A1(05)_CT75(Nd)
A1(05Y_CT75(02)
U-1(02']_C75(N3)
I (NI INm 10 | u-1j02)_c75(02)
U-1(02")_G2(01P)
U-1(03')_C75(N3)
n U-1(03'")_C75(N4)
U-1(05'")_C75(N3)
-F “- U-1(05')_G2(01P)
U-
T I T T T
16

|
|"-I-I"'
0 4 8 12
Time [ns]
W<30A [30-35A [35-40A []>40A

1(05")_G2(02P)
T T T ]
20 24

Graf 5 Vzdalenost tézkych atomii v simulaci mutantu A+1/U37 s neprotonovanym
atomem C75(N3).

V simulaci se zméni poloha nukleotidu U-1 tak, Ze vytvari vazbu trvajici ~8 ns
mezi atomy U-1(04) s C37(N4) (Obrazek 21). Tato vazba nebyla v ptedchazejicich

simulacich pozorovana.
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Obr. 21 Pocatecni struktura (nahore) a typickad struktura (dole) pro mutant A+1/C37
S neprotonovanym C75. Vazby jsou zndzornény mezi nukleotidy A+1 (cerveny), C75
(svétle modry), C37 (bézovy) a U-1 (modry).

4.7.2. Torze nukloetida U-1 a A+1

Torzni uhly se béhem simulace pfili§ neméni. B2 zlstava po celou dobu na hodnoté
180°. Podobné& se chova 1 torzni uhel €1 se stdlou hodnotou kolem -170°. Mezi hodné
flexibilni dihedralni thly patii y2, drZici se v priméru kolem hodnoty 60°, dale pak (1
S prumérnou hodnotou ~70°. Mezi torzni hly, které zméni svou hodnotu a ziistanou
vni po néjakou dobu nebo trvale, patii a2 a 61 (Grafy 27, 28). Nejflexibilnéjsim
torznim thlem je 1. Tuto zménu miZzeme velmi dobie vidét na obrazku 22, kde je

patrna zmeéna pozice nukleotidu C75.

Obr. 22 Zmeéna usporadani nukleotidii U-1 a A+1 a s tim spojend zména torznich vuhlii.

Obrdzky zndzornuji usporadani pred simulaci (Vlevo) a po ustaleni torznich wihli.
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4.7.3. Analyza ionti sodiku v aktivnim misté

Zmeéna vyvoland zaménou nukleotidu G1 na A+1 vyvolala rozdily ve vyskytu iontl
Na* na této pozici. U velmi vyznamného atomu G1(N7) tykajici se katalyzy je u
adeninu zaznamendn znac¢ny pokles okupance ionty a to u obou mutanta

S protonovanym ¢i neprotonovanym C75 (Tabulka 4).

Mutant s neprotonovanym C75 obsahuje v aktivnim misté tfi oblasti s okupanci
ionty nad 50 %. Jedna se o atomy A+1(O1P), C75(02) a C75(N3) (Tabulka 4). Vyskyt
iontlh u atomu C75(N3) je pochopitelné z jeho deprotonace a viditelné také u nativni

struktury a mutantu G1/C37 s neprotonovanym atomem C75(N3).

Tabulka 4 Souhrn okupnaci atomii ionty Na*. V zdvorce za procentudlnim vysledkem je

v . o + 14 4 v .
uveden pocet iontit Na', které se u daného atomu vyskytnou behem simulace.

A+/C C75 A+/C C75H"

RES(ATOM) ATOM OKUPANCE OKUPANCE

(%) (%0)2

A+1(02P)  Na' 9,38(2) 43,33(3)
U-1(02")  Na' 12,65(2)

A+1(N7)  Na' 2,96(1) 10,84(3)
U-1(03")  Na' 36,61(2)
C75(N4)  Na' 14,01(1)

A+1(O1P)  Na' 95,44(3) 1,85(1)
C75(02)  Na' 73,46(3) 32,23(3)
C75(N3)  Na' 61,37(3)

A+1(05")  Na’ 13,11(1)
C75(02°)  Na* 18,06(3) 5,51(3)

Na hustotni mapé (Obrazek 23) muzeme vidét, ze prevazna cCast iontil je
soustiedéna mezi atomy A+1(O1P), A+1(O2P), C75(02) a C75(N3). Dalsim regionem,
ozna¢enym na obrazku 23 ¢islem 2, je okoli atomu C75(N4). Tato okupance, i kdyz
atom C75(N4) obsahuje dva vodiky, je pozorovana i u dfivéjsich simulaci (viz Tabulka
3).
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C75

Obr. 23 Hustotni mapa sodikovych iontit u mutantu A+1/C37 s C75. Oranzové Sipky
(vlevo) znaci polohu nukleotidii U-1, A+1 a C75 v HDV ribozymu a rozloZeni
nejcastéjsiho vyskytu Na* iontii. Obrazek vpravo je detailni pohled na nukleotidy U-1,
A+1 a C75. Kruhem jsou oznaceny hustotni mapy. I-sodikové ionty vyskytujici se U
atomii A+1(OIP), A+1(O2P) a C75(N3); 2- sodikové ionty vyskytujici se u atomu
C75(N4).

48. MUTANT A+1/C37 SPROTONOVANYM C75
4.8.1. Vodikové vazby v aktivnim misté

Opét jako u predchézejicich simulaci s protonovanym atomem C75(N3) dochazi
K posileni vazeb A+1(O1P nebo O2P) s C75(N3 a N4). Co zde vSak pozorujeme jako
stalou vazbu je vazba atomi U-1(02’) s C75(N3), coz je vzhledem k protonaci N3
zvlastni, nebot’ tato vazba je pfedpokladana pro mechanismus obecné baze. Atom

C75(N3) zaroven tvoii vazbu s atomem U-1(03’).

Vazba C75(N3) s A+1(05’) dulezitd pro mechanismus obecné kyseliny se
Vv této simulaci viibec nevyskytuje (Graf 6). Podobné se chova atom A+1(05”) i K jinym

atomum C75.
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Graf 6 Vzddlenost tezkych atomii v simulaci mutantu A+1/C37 s protonovanym
atomem C75(N3).

Obr. 24 Pocatecni struktura (nahore) a typicka struktura (dole) pro mutant A+1/U37
s protonovanym C75. Vazby jsou zndzornény mezi nukleotidy A+1 (Sedy), C75 (svétle
modry), C37 (stribrny) a U-1 (Cerveny).
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4.8.2. Torze nukloetidu U-1 a A+1

I kdyZ oproti mutantu A+1/C37 s C75 je u tohoto mutantu zména pouze v protonaci
nukleotidu C75, doSlo zde k jinym zméndm torznich Uhlh a jinému usporadani
nukleotidii U-1 a A+1. Pozorujeme zde Ctyfi stalé torzni uhly a2 (60°), B2 (160°), y2
(40°) a {1 (90°). Torzni uhel 61 se ihned po startu simulace pfesouva z hodnoty 70° na
hodnotu 110°, pak se ale flexibiln¢ vraci k hodnoté¢ 80°. €1 méni svou hodnotu po 2 ns
simulace z -160° na -90°, kde setrva ~5 ns. Poté se opét vraci na hodnotu -160°. Na
konci simulace osciluje mezi témito dvéma hodnotami. y1 je zpocatku simulace
flexibilni. Okamzité po startu se piesouva z hodnoty 120° na 160° a po ~2 ns se
posunuje na hodnotu 90° (Grafy 29, 30).

Obr. 25 Zmeéna usporadani nukleotidii U-1 a A+1 a s tim spojend zména torznich vuhlii.
Obrazky znazornuji usporadant pred simulact (vlevo) a po ustaleni torznich whlu.

4.8.3. Analyza ionti sodiku v aktivnim misté

Mutant A+1/C37 s protonovanym C75 neobsahuje atom v aktivnim misté, ktery byl
okupovan ionty Na* nad 50%. Oproti mutantu s neprotonovanym C75 doglo k redukci
vyskytu iontl u atomt U-1(02’), U-1(03’), C75(N4) a C75(N3). Mizeme vidét pouze
dva atomu s vyraznéjsi okupanci ionty a to C75(02) (32%), A+1(O2P) (43%) (Tabulka
4). Tato zména v okupancich mize byt dan jinym uspofadanim aktivniho mista.
Protonavany atom C75(N3) vytvafi vodikovou vazbu s atomem A+1(O1P).
Nukleotid C75 se stabilizuje pomoci atomu C75(02) s A+1(O2P) pies sodikové ionty

(Obrazek 26). Z hustotni mapy Vv aktivnim misté pozorujeme dal$i dvé az tii mista
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s Castym vyskytem iontd. Jedna se o atomy A+1(N7), U-1(0O5’) a také o atom
A+1(05’).

A+1

Obr. 26 Hustotni mapa sodikovych iontii u mutantu A+1/C37 s CT5H". Oranzové sipky
(vlevo) znaci polohu nukleotidu U-1, A+1 a C75 v HDV ribozymu a rozlozeni
nejcastéjsiho vyskytu Na™ iontii. Obrdzek vpravo je detailni pohled na nukleotidy U-1,
A+1 a C75. Kruhem jsou oznaceny hustotni mapy: [-sodikové ionty vyskytujici se u
atomit A+1(O2P) a C75(02); 2- sodikové ionty vyskytujici se u atomu A+I1(N7); 3-

sodikové ionty pritomné u atomu U-1(05").

49. GRAFY

Jednotlivé grafy byly sestaveny pomoci programu Gnuplot. Obrazky jsou ve formatu
PNG a s rozliseni 1280 x 1024. Jednotlivé grafy znazornuji ¢asovy prubéh Rg, RMSD
a torze nukleotidu U-1 a G1 ¢i A+1.

47



Radius of gyration as a function of time
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Graf 7, 8 Casovy vyvoj gyraéniho poloméru, RMSD pro systém s G1/C37 parem a

neprotonovanym atomem C75(N3).
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Radius of gyration as a function of tine
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Graf 9, 10 Casovy vyvoj gyraéniho polomé&ru, RMSD pro systém s G1/C37 parem a

protonovanym atomem C75(N3).
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Radius of gyration as a function of time
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Graf 11, 12 Casovy vyvoj gyraéniho poloméru, RMSD pro systém s G1/U37 parem a

neprotonovanym atomem C75(N3).
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Radius of gyration as a function of time
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Graf 13, 14 Casovy vyvoj gyraéniho poloméru, RMSD pro systém s G1/U37 parem a

protonovanym atomem C75(N3).
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Radius of gyration as a function of tine
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Graf 15, 16 Casovy vyvoj gyraéniho poloméru, RMSD pro systém s A+1/C37 parem a

neprotonovanym atomem C75(N3).
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Radius of gyration as a function of tine
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5. DISKUZE

Vsech Sest simulaci pfedstavuje stabilni Casové trajektorie, ve kterych pét kmeni
s Watson-Crickovym parovanim bazi: P1, P1.1, P2, P3, P4 (viz obr. 4) zistava
relativné blizko krystalovych struktur, coz vyplyva z jejich topologie. Tato celkova
stabilita molekuly je dana kompaktnim sloZzenim struktury, siti vodikovych vazeb a

patrovych interakei (stackt).

Experimenty zabyvajici se HDV ribozymem a jeho st€penim poukazuji na to, Ze
krystalova struktura rozs§tépeného ribozymu (produktu) ukazuje, ze C75 je v pozici
obecné kyseliny (47), zatimco struktura pfed rozstépenim (prekurzor) je pfitomna

s C75 na pozici obecné baze (48).

Analyza vazeb v aktivnim misté HDV ribozymu

V MD simulacich prezentovanych Vv této bakalaiské praci, jejichz struktury jsou
struktury prekurzorti, jsem zanalyzoval vazby v aktivnim mist¢ (Grafy 1-6). Pro
mechanismus obecné baze je dulezita vazba C75(N3) na U-1(02’). Ta se ze startu
simulaci objevuje takika ve vSech simulacich pravé z divoda struktury prekurzort.
Nicméné ve vSech piipadech dochézi k ptreruseni vazby v rozmezi 3-9 ns po startu MD
simulaci. Pouze ve tfech ptipadech dojde k opétovnému vytvoteni vazby. Jedné se o
nativni strukturu G1/U37 s C75 a mutanty G1/C37 s C75H" a A+1/C37 s C75H".
Vysledek tykajici se vazby C75(N3) - U-1(02’) struktury s G1/U37 ,,wobble* parem
jsou v souladu s piedchazejicimi MD simulacemi Krasovské a kol. (49). Vodikova
vazba mezi atomy C75(N3) a U-1(02’) je v mych simulacich pozorovana ¢astéji, nebot’
simulace prezentované v této bakalafské praci jsou Ctyfikrat del§i nez v ¢lanku

Krasovské a kol.

Stejné jsem zanalyzoval vazbu C75(N3) s G1 nebo A+1(05’), ktera je dilezita
Vv ptipadé€, Zze C75 figuruje jako obecnd kyselina. Zminénd vazba se vSak nevyskytla u
7adné simulace obsahujici C75H". Naopak u simulaci obsahujici pouze C75 se jasna
vazba mezi atomy vyskytla ve dvou ze tfi pfipadi, u struktury G1/U37 a A+1/C37
s C75 (Grafy 3 a 5). ProtoZe se vSak vazba nevyskytla u struktur s C75H", nemiizeme

z prezentovanych simulaci zatim domnénku o mechanismu obecné kyseliny potvrdit.
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MD simulace poukazuji na vazby G1(O1P a O2P), A+1(O1P a O2P) s C75(N3
a N4) jako na nejcastéjsi kontakty v aktivnim misté (Grafy 1-6). Pozorujeme zde
zesileni vazeb pfi protonaci atomu C75(N3) (viz Grafy 2, 4, 6). Podle diivéjsi prace,
zabyvajici se MD simulacemi nativni struktury s G1/U37 ,,wobble* parem, Krasovské a

kol. (49) je pravé protonovany nukleotid C75 vazan na G1(O1P nebo O2P) atomem
C75(N3).

Podle prace Krasovské a kol. bude hrat dileZitou roli pro katalyzu také smycka
L3 a hlavné jeji G25/U20 ,,wobble* par. Vysledky analyzy vazeb v aktivnim misté
prezentované v této bakalafské praci u struktur s G1/U37 ,,wobble* parem se shoduji

s vysledky prace Krasovské a kol. (49).

Analyza Na® iontii v aktivnim misté¢ HDV ribozymu

Atom GI1(N7) je podle nedavno publikovanych experimentalnich praci (4)
dilezity pro katalyzu samostépici reakce HDV ribozymu. Absenci tohoto atomu doslo
K vyraznému snizeni aktivity HDV ribozymu. V okoli atomu GI(N7) byl potvrzen
vyskyt divalentnich iontl Mg?*. Zavislost kinetiky reakce na pfitomnosti Mg2+ ionty
byla ziskana pro genomicky HDV ribozym s G1/U37 a mutanty G1/C37, A1/U37 a
A+1/C37 pary v aktivnim misté, vSechny vyznacuji se podobnym chovanim. Absence

divalentnich iontl vedla opét ke snizeni aktivity.

V MD simulacich tykajicich se nativniho stavu G1/U37 a mutantu G1/C37 je
okupance atomu GI1(N7) skoro ve vSech piipadech nad 50% (viz Tabulka 3) a
nezalezelo na protonaci ¢i deprotonaci nukleotidu C75. Tyto vysledky mulzeme
pozorovat i na hustoptnich mapach iontd z MD simulaci, i kdyz jsme na rozdil od
experimentatorti pracovali s monovaletnimi ionty Na®. Rozdil nastal u mutantu
A+1/C37. Tim, Ze adenin je kladné nabit, okupance ionty atomu G1(N7) vymizely (viz
Tabulka 4). Prevazna vétSina iontl, pfitomnych v aktivnim misté, se pfesunula do
oblasti kysliku fosfatové skupiny O1P a O2P nukleotidu A+1. Za zajimavy postieh
stoji urCité to, ze snizeni okupance V blizkosti atomu A+1(N7) je pfitomna u obou
simulaci mutantu A+1/C37. Z toho pokud A+1/C37 mutant mé&l C75H", vyskyt Na*

iont se u atomu G1(N7) zpé&tinasobil ve srovnani s mutantem A+1/C37 s C75. Avsak
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tento poznatek musime brat s rezervou vzhledem k délce MD simulaci téchto dvou

mutantu.

V piipadech velké okupance atomu G1(N7) ionty by vysledky mohly vést
Kk tvrzeni, Ze C75 by se v protonované formé mohl chovat jako obecna kyselina a ionty
(monovalentni ¢i divalentni) by mohly byt ve formé obecné baze. Nase pozorovani je
tak ve shod¢ s experimentalnimi daty publikovanymi Bevilacqou a kol. (4). Dale
odpovida pfedpokladu, ze G/U ,,wobble* pary vytvaii kapsy zdporného potencidlu,

které vazou ionty.

Dale stoji za zminku také dal$i atomy. Na atomu G1(0O5°) nebo A+1(05’)
dochazi ke $tépeni pii acido-bazické katalyze. U atomu se béhem simulaci nevyskytly
vyrazné okupance ionty Na®, u nékterych dokonce tiplné vymizely. Pokud bychom
brali v ivahu mechanismus obecné zasady, atom O5’ by musel byt obklopen iontem,
ktery by se zde choval jako obecna kyselina. Nepfitomnost iontli tedy spiSe nahrava
mechanismu obecné kyseliny. Nicméné zde mohou byt ionty vazany na atom ptes prvni

solvatacni sféru, které by 1épe identifikovaly mapy hustoty vod.

Velmi silng okupovanymi atomy ionty Na® v aktivnim mist& jsou G1(O1P),
G1(02P) ¢i A+1(O1P) a A+1(O2P). Dominantni okupance se nachazi ve vétSiné
piipadi jen na jednom z atomii a zalezi na uspotradani aktivniho mista. Jediny pfipad,
kdy atomy G1(O1P) a G1(O2P) nejsou Vv pfitomnosti Na* iontd, je nativni struktura GU
s C75H". Tyto atomy zde tvoii vazbu s nukleotidem C75 a ionty se zde uz nemohou

vazat (viz kapitola 4.6.).

6. ZAVER

V této praci jsem pouzil pro studium HDV ribozymu MD simulace, které nam
mohou ukazat vyvoj systému v ¢ase. Sestavil jsem fadu struktur HDV ribozymu, které
se liSily nukleotidy na pozici 1 a 37 a také protonaci ¢i deprotonaci nukleotidu C75.
Postupné prosli simulacemi struktury mutantu G1/C37, nativni struktura s G1/U37
,wobble® parem a mutant A+1/C37. Struktury odpovidaly krystalovym strukturam

prekurzort HDV ribozymu.
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Vysledky MD simulaci s G1/U37 ,,wobble* parem byly jiz difive publikovany
v ¢lanku Krasovské a kol. (49). Vysledky mych simulaci s G1/U37 ,,wobble* parem
v analyzovanych vazbach v tomto pfipad¢ souhlasi sanalyzou vazeb publikované
v ¢lanku Krasovské (49) (Grafy 3, 4). Dalsi mutanty a jejich vazby mezi nukleotidy U-

1, G1 nebo A+1 a C75 nepotvrdily myslenky mechanismu obecné zdsady ¢i kyseliny.

Identifikoval jsem pfitomnost iontd u atomi G1(N7) nebo A+1(N7), C75(N3) ¢i
G1(05’) nebo A+1(05’), které jsou dulezité pro katalyzu a zaroven u dalSich atomu
nachazejici se v aktivnim misté HDV ribozymu (viz Tabulka 3 a 4). Zjistil jsem, ze
pritomnost iontd u atomu G1(N7) nezalezi na protonaci i deprotonaci atomu C75(N3)
a je vsimulacich obsahujici G1/U37 ,,wobble” par nebo G1/C37 par velmi casto
okupovan ionty Na'. Tyto vysledky tykajici se vyskytu iontdi v aktivnim mist&
koresponduji S experimenty prezentované v praci Bevilacqua a kol. (4). Nicméné
Bevilacqua tvrdi, ze ionty, které mohou mit funkci obecné baze, se vyskytuji blizko
atomu G1(N7). V piipadé A+1/C37 paru okupace ionty atomu A+1(N7) vymizela, ale
aktivita mutantu s A+1/C37 parem je podobna aktivité¢ strukturam s G1/U37 nebo

G1/C37 parem. Jak vysvétlit tento fakt? To bude zfejmé cilem dalSich védeckych praci.

Z vysledkti tykajicich se iontd v aktivnim misté lze potvrdit mySlenky
experimentator v praci (4), které se priklan€ji k mechanismu obecné kyseliny.
Nicméngé z analyzy vazeb nevysel zadny jasny vysledek a z tohoto hlediska Ize pouze
souhlasit s tvorbou vazeb u nativni struktury prezentované jiz diive v ¢lanku Krasovské
a kol. (49).

Ve vyzkumu HDV ribozymu musime cekat na dalsi krystalové struktury,
experimentalni a teoretické vysledky. Nicmén¢ kompletni vysledky prezentované v mé
bakalarské praci mohou pomoci pii budoucim objasnéni mechanismu stépeni HDV

ribozymu a bliz§imu pochopeni rozmnozovani viru hepatitidy D.

69



7. POUZITA LITERATURA

1. Watson, JD a Crick, FHC. Molecular structure of nucleic acids-A structure of deoxyribose

nucleic asid. NATURE. 1953, stranky 737-738.
2. Holley, RW., a dalsi. Structure of a ribonucleic acid. Science. 1965, 147, stranky 1462-5.

3. Harris, ME a Cassano, AG. Experimental analyses of the chemical dynamics of ribozyme

catalysis. CURRENT OPINION IN CHEMICAL BIOLOGY. 2008, stranky 626-639.

4. Chen, JH., a dalsi. A catalytic metal ion interacts with the cleavage site GU wobble in the

HDV ribozyme. Biochemistry. 2009, 48(7), stranky 1498-1507.

5. Ferré-D'Amaré, AR. a Doudna, JA. Crystallization and structure determination of a hepatitis
delta virus ribozyme: use of the RNA-binding protein U1A as a crystallization module. J Mol

Biol. 2000, 295(3), stranky 541-56.

6. Cerrone-Szakal, Andrea, Siegfried, Nathan a Bevilacqua, Philip. Mechanistic
Characterization of the HDV Genomic Ribozyme: Solvent Isotope Effects and Proton
Inventories in the Absence of Divalent Metal lons Support C75 as a General Acid. Journal of

the American Chemical Society. 09. Rijen 2008, stranky 14504-14520.

7. Caspersson, T. a Schultz, J. Ribonucleic acids in both nucleus and cytoplasm, and the

function of the nucleolus. Proc. N. A. S. 1940, 26, stranky 507-515.

8. Gierer, A. a Schramm, G. INFECTIVITY OF RIBONUCLEIC ACID FROM TOBACCO MOSAIC
VIRUS. Nature. 1956, stranky 702-703.

9. Watson, JD. a Crick, FH. Structure of DNA. Cold Spring Harb Symp Quant Biol. 1953, 18,
stranky 123-31.

10. Rich, A. a Watson, JD. Some relations between DNA and RNA. Proc. N. A. S. 1954, 40,
stranky 759-764.

11. Jacob, F. a Monod, J. Genetic regulatory mechanisms in the synthesis of proteins. J Mol

Biol. 1961, 3, stranky 318-56.

12. Volkin, E. a Astrachan, L. Phosphorus incorporation in Escherichia coli ribo-nucleic acid

after infection with bacteriophage T2. Virology. 1956, 2, stranky 149-61.

70



13. Hoagland, MB., Zamecnik, PC. a Stephenson, ML. Intermediate reactions in protein

biosynthesis. Biochim Biophys Acta. 1957, 24, stranky 215-6.

14. Wuyts, J, a dalSi. The European Large Subunit Ribosomal RNA Database. Nucleic Acids.
2001, stranky 175-177.

15. Sirlin, J. L. Biology of RNA. New York and London : Academic Press, 1972.

16. Chalupova-Karlovska, Vlastimila. Obecnd biologie. Olomouc : Nakladatelstvi Olomouc,

s.r.o., 2002.

17. Zavada, Vojtéch. RNA viry, viroidy a viry replikujici se reversni transkripci. Praha:

Nakladatelstvi Peres, 1999.

18. Been, MD. a Wickham, GS. Self-cleaving ribozymes of hepatitis delta virus RNA. Eur J
Biochem. 1997, 247(3), stranky 741-53.

19. Banas, Pavel, a dalsi. General base catalysis for cleavage by the active-site cytosine of the
hepatitis delta virus ribozyme: QM/MM calculations estabilish chemical feasibility. J. Phys.
Chem. 2008, 112(35), stranky 11177-87.

20. Crick, F.H. Codon-anticodon pairing: the wobble hypothesis. J. Mol. Biol. 1966, stranky
548-555.

21. Varani, G. a McClain, W.H. The G x U wobble base pair. A fundamental building block of
RNA structure crucial to RNA function in diverse biological system. EMBO Rep. 2000, stranky
18-23.

22. Gutell, R.R., Larsen, N. a Woese, C.R. Lessons from an evolving rRNA: 16S a 23S rRNA

structures from a comparative perspective. Microbiol. 1994, stranky 10-26.

23. Gautheret, D., Konings, D. a Gutell, R.R. G.U base pairing motifs in ribosomal RNA. RNA.
1995, stranky 807-814.

24. Mokdad, Ali, a dalsi. Structural and evolutionary classification of G/U wobble basepair in

the ribosome. Nucleic Acids Research. 6. Bfezen 2006, stranky 1326-1341.

25. Perrotta, AT. a Been, MD. Core sequences and a cleavage site wobble pair required for

HDV antigenomic ribozyme self-cleavage. Nucleic Acids Res. 1996, 24, stranky 1314-21.

71



26. Leontis, N.B., Stombaugh, J. a Westhof, E. The non-Watson-Crick base pair and their

associated isostericity matrices. Nucleic Acids Res. 2002, stranky 3497-3531.

27. Doudna, J.A., Cormack, B.P. a Szostak, J.W. RNA structure, not sequence, determines the

5' splice-site specificity of a group | intron. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 1989, stranky 7402-7406.

28. Hesslein, AE., a dalsi. Exploration of the conserved A+C wobble pair within the ribosomal
peptidyl transferase center using affinity purified mutant ribosomes. Nucleic Acids Res. 2004,

32(12), stranky 3760-70.

29. Cerrone-Szakal, A.L., a dalsi. Mechanistic characterization of the HDV genomic ribozyme:
The cleavage site base pair plays a structural role in facilitating catalysis. RNA. 2008, 14(9),

stranky 1746-60.

30. Pyle, A. M. Metal ions in the structure and function of RNA. J. Biol. Inorg. Chem. 2002,
stranky 679-690.

31. Hanna, R. a Doudna, J. A. Metal ions in ribozyme folding and catalysis. Curr. Opin. Chem.

Biol. 2000, stranky 166-170.

32. Cerrone-Szakal, A. L., Siegfried, N. A. a Bevilacqua, P. C. Mechanistic characterization of
the HDV genomic ribozyme: solvent isotope effects and proton inventories in the absence of
divalent metal ions support C75 as the general acid. J. Am. Chem. Soc. 2008, stranky 14504-
14520.

33. Nakano, S., Proctor, D. J. a Bevilacqua, P. C. Mechanistic characterization of the HDV
genomic ribozyme: assessing the catalytic and structural contributions of divalent metal ions

within a multichannel reaction mechanism. Biochemistry. 2001, stranky 12022-12038.

34. Nakano, S., Chadalavada, D. M. a Bevilacqua, P. C. General acid-base catalysis in the

mechanism of a hepatitis delta virus ribozyme. Science. 2000, stranky 1493-1497.

35. Das, S. R. a Piccirilli, J. A. General acid catalysis by the hepatitis delta virus ribozyme. Nat.
Chem. Biol. 2005, stranky 45-52.

36. Ke, Ailong, a dalsi. Structural Roles of Monovalent Cations in the HDV Ribozyme.

Structure. Brezen 2007, stranky 281-287.

37. Ivo Nezbeda, Jifi Kolafa, Miroslav Kotrla. Uvod do pocitacovych simulaci. Praha:

Karolinum, 1998.

72



38. Banas, Pavel. Diplomova prace. Molekuldrni dynamika haloalkan dehalogendz. Olomouc :

Prirodovédecka knihovna, 2004.

39. Case, D. A., a dalSi. AMBER 9.0. San Francisko : University of California, 2006.

40. Cornell, W. D., a dalSi. A 2nd generation force-field for the simulation of proteins, nucleic

acids, and organic-molecules. J. Am. Chem. Soc. 117. 1995, stranky 5179-5197.

41. Wang, J. M., Cieplak, P. a Kollman, P. A. How well does a restrained electrostatic potential
(RESP) model perform in calculating corformational energies of organic and biological

molecules? J. Comput. Chem. 21. 2000, stranky 1049-1074.

42. Cheatham, T. E., Cieplak, P. a Kollman, P. A. A modified version of the Cornell et al. force
field with improved sugar pucker phases and helical repeat. . J. Biomol. Struct. Dyn. 16. 1999,
stranky 845-862.

43. Jorgensen, W. L., a dalsi. Comparison of simple ptential functions for simulating liquid

water. J. Chem. Phys. 79. 1983, stranky 926-935.

44, DelLano, W. L. The PyMOL Molecular Graphics System. 2002.

45. Humphrey, W., Dalke, A. a Schulten, K. VMD: Visual molecular dynamics. J. Mol. Graph.
14. 1996, stranky 33-38.

46. Vokacova, Z., a dalSi. Structure and dynamics of the ApA, ApC, CpA, and CpC RNA
dinucleoside monophosphates resolved with NMR scalar spin-spin couplings. J Phys Chem B.

2009, 113, stranky 1182-91.

47. Ferre-D'Amare, A.R., Zhou, K. a Doudna, J.A. Crystal structure of a hepatitis delta virus

ribozyme. Nature. 1998, 395, stranky 567-574.

48. Ke, A., a dalsi. A conformational switch controls hepatitis delta virus ribozyme catalysis.

Nature. 2004, 429, stranky 201-205.

49. Krasovska, M. V., a dalsi. Structural dynamics of precursor and product of the RNA
enzyme from the hepatitis delta virus as revealed by molecular dynamics simulations. J. Mol.

Biol. 2005, 351, stranky 731-748.

73



8.

Piiloha 1 Parametry pro protonovany cytosin.

PRILOHY

N1
C2
N3
N4
Cc6
C5

RCP INT
CHANGE OMIT
0.00000

1 DUMM
2 DUMM
3 DUMM
4 P
5 Oolp
6 o2p
7 05!
8 C5'
9 H5'1
10 H5'2
11 c4'
12 H4'
13 04’
14 c1l'
15 H1'
16 N1
17 co
18 H6
19 C5
20 HS5
21 Cc4
22 N4
23 H41
24 H42
25 N3
26 H3
27 C2
28 02
29 c3'
30 H3'
31 c2!'
32 H2'1
33 02"
34 HO'2
35 03"
IMPROPER
cé c2
N1 N3
C2 c4
c4 H41
N1 C5
Cé c4
N3 C5

C4

1

DU BEG
DU M 0.000000
DU M 1.449000
DU M 2.078700
P M 2.314489
02 E 1.933410
02 E 3.156547
0s M 2.994369
CT M 2.156035
H1 E 1.452687
H1 E 1.604968
CT M 3.008252
H1 E 2.447118
0s S 3.228121
CT B 4.558614
H2 E 5.072002
N* S 4.485689
CM B 4.434822
H4 E 4.450328
CM B 4.343212
HA E 4.291174
CA B 4.319830
N2 B 4.226588
H E 4.213907
H E 4.169275
NA B 4.390522
H E 4.378261
C S 4.475763
0 E 4.540867
CT M 4.415606
H1 E 4.412072
CT B 5.230443
H1 E 5.668211
OH S 6.272982
HO E 6.759278
0s M 5.029898

cl'

02

H3

H42

H6

H5

N4

LOOP CLOSING EXPLICIT

cl'
c2

DONE
STOP

c2!
N1

PFRPRPRPWNWENMNNOWRREROO

-4

BSOEND NN W

.000000
.000000
.385600
.776673
.073374
.871841
.142475
.551837
.753841
.450028
.847921
.477373
.605168
.150950
.095281
-0.
-0.

0.
-1.
-2.
-2.
-4.
.831230
-4.
-2.
-3.
-1.
-0.

3.
.941489
.095696
.081313
.049941
.235228
.128649

234531
525287
280846
803676
014169
824428
113038

366118
522967
256188
230819
935393
377827

74

WWWENNMNMNNOODDDWENMNNNNORERREREWDDWWWWEDNDDN

.000000
.000000
.000000
.478436
.081549
.292450
.922974
.019887
.257803
.741178
.243186
.933851
.977231
.777548
.737461
.276984
.944988
.226944
.520274
.462316
.526674
.170429
.880581
.194777
.828979
.508751
.236789
.427913
.961306
.028369
.779425
.781301
.757136
.610987
.998279

cNeoNoNoNoNoNoloNoNoNoNoNeoll Sl HeoNoNoNoNoNoNoNoNeoNoNeo Ne)

.000000
.000000
.000000
.166200
.776000
.776000
.498900
.055800
.067900
.067900
.106500
.117400
.354800
.006600
.202900
.123500
.320000
.190000
.740000
.280000
.040000
.050000
.490000
.490000
.760000
.440000
.840000
.510000
.202200
.061500
.067000
.097200
.613900
.418600
.524600



Piiloha 2 Parametry pro protonovany adenin.

RAP XYZ O

CHANGE OMIT DU BEG
0.0000
1 DUMM DU M 0o -1 -2 0.00
2 DUMM DU M 1 0 -1 1.00
3 DUMM DU M 2 1 0 1.00
4 P P M 3 2 1 1.60
5 Oolp 02 E 4 3 2 1.48
6 02P 02 E 4 3 2 1.48
7 05! 0s M 4 3 2 1.60
8 C5' CT M 7 4 3 1.44
9 H5'1 HI1 E 8 7 4 1.09
10 H5'2 HI1 E 8 7 4 1.09
11 c4' CT M 8 7 4 1.52
12 H4' H1 E 11 8 7 1.09
13 04" 0s S 11 8 7 1.46
14 cl' CT B 13 11 8 1.42
15 H1' H2 E 14 13 11 1.09
16 N9 N* S 14 13 11 1.52
17 Cc8 CK B 16 14 13 1.37
18 H8 H5 E 17 16 14 1.08
19 N7 NB S 17 16 14 1.30
20 C5 CB S 19 17 16 1.39
21 Cé CA B 20 19 17 1.40
22 N6 N2 B 21 20 19 1.34
23 H6l H E 22 21 20 1.01
24 H62 H E 22 21 20 1.01
25 N1 NA B 21 20 19 1.34
26 H1 H E 25 21 20 1.00
27 C2 CQ B 25 21 20 1.33
28 H2 H5 E 27 25 21 1.08
29 N3 NC S 27 25 21 1.32
30 Cc4 CB E 29 27 25 1.35
31 c3! CT M 11 8 7 1.53
32 H3' H1 E 31 11 8 1.09
33 cz! CT B 31 11 8 1.53
34 H2'1l HI1 E 33 31 11 1.09
35 02" OH S 33 31 11 1.43
36 HO'2 HO E 35 33 31 0.96
37 03" 0s M 31 11 8 1.42

IMPROPER

Cc8 c4 N9 cl!
cé H61 N6 H62
N7 N9 Cc8 H8
N1 N3 C2 H2
C5 N1 Cé N6
cé c2 N1 H1

LOOP CLOSING EXPLICIT

c1i' c2'
C4 C5
Cc4 N9
DONE
STOP

75

.00
.00

90.
119.
109.
109.
101.
119.
109.
109.
110.
109.
108.
110.
109.
109.
131.
120.
113.
104.
132.
123.
120.
120.
117.
119.
118.
120.
129.
110.
115.
109.
102.
109.
109.
107.
11e6.

00
04
61
58
43
00
50
50
00
50
86
04
50
59
20
00
93
00
42
50
00
00
43
46
80
00
17
80
78
50
80
50
50
00
52

.00
.00
.00
200.
150.
20.
-98.
-39.
60.
-60.
180.
-200.
-86.
105.
-240.
-127.
81.
.00
177.
.00
180.
.00
180.
.00
180.
180.
.00
180.
.00
.00
-329.
30.
-86.
120.
240.
180.
-203.

00
00
00
89
22
00
00
00
00
31
60
00
70
59

00

00

00

00
00

00

11
00
30
00
00
00
47

eNeoNoBoNoNoNolololelolololeolNoNolololololoNololeNolNolNolNolNe)

.0000
.0000
.0000
.1662
.7760
L7760
.4989
.0558
.0679
.0679
.1065
L1174
.3548
.1297
.2007
.0532
L1412
.2008
.5330
.2613
.2748
L7251
.4282
.4282
.2604
.3566
.1964
.1889
.4431
.3240
.2022
.0615
.0670
.0972
.6139
.4186
.5246



