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UvVOoD

RNA neboli ribonukleova kyselina je makromolekula nachazejici se v kazdé¢ burice.
Je to nezbytna soucast veskeré zivé hmoty. Existuje velké mnozstvi druhit RNA
plnicich fadu funkci. Nejvyznamnéj$im tikolem RNA je kopirovani a castecné
I neseni genetické informace. RNA je jednovlaknita molekula nabyva vsak mnoha

komplexnich sekundarnich struktur. [1,2,3]

Fosfodiesterova patet RNA je c¢asti, kterd urCuje mnohé vlastnosti této
makromolekuly. Patet je popsana pomoci torznich thld. Pro snadngjsi praci s patefi
a témito uhly byla vytvofena nomenklatura popisujici patet s tthly. Zpusobd, jak
delit patet RNA a jak tyto Casti popisovat bylo dfive vice, av§ak pro zjednoduSeni
chapani studovanych struktur bylo tfeba vytvofit jednotnou nomenklaturu. To se
nakonec stalo v roce 2008 kdy Richardson et. al. vytvofili systém takzvanych rodin.
Tyto rodiny byly stanoveny jako konformace od cukru po cukr. Z analyzy vSech
uhli nakonec vyplynulo 46 riznych druhd konformaci. Nékteré z téchto rodin se

vyskytuji ¢asto, jiné jen ve velmi ojedin€lych ptipadech. [9,20]

Cilem této prace bylo zpracovat experimentalné ziskana data, a pozorovat
rozdily mezi rodinami. Zpracovavana data byla ziskdna z Non-redundantni PDB
databaze obsahujici komplexni informace. Obzvlast tedy se zaméfenim na rodiny
laa 1c jelikoZ tyto rodiny jsou nejcastéjsi a také hojn€ vyuZzivané pii molekularnim

modelovani.
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1 NUKLEOVE KYSELINY

Nukleové kyseliny jsou v hierarchii latek potiebnych pro existenci zivé hmoty
nanejvyssim misté. Urcuji genetické vlastnosti vSeho zivého a ovliviwji jeji
organizaci a reprodukci. Pfedstavuji latku, ktera nese informace pro pribéh vsech

zivotnich procesu. [1]

1.1 Stavba nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou linearni polymery, tvofené n¢kolika stavebnimi jednotkami
sdanym potfadim. Zakladni stavebni ¢astici kazdé jednotky je pétiuhlikaty
monosacharid. V pfipadé RNA je to B-D-ribéza. U DNA je timto sacharidem
-D-2-deoxyriboza. Dalsi slozku maji obé tyto kyseliny spole¢nou a tou je zbytek
kyseliny fosfore¢né tzv. fosfatova skupina. Tato fosfatova skupina propojuje
pomoci fosfodiesterové vazby pentdézy ptesnéji jejich 3° a 5 uhliky.
Monosacharidové jednotky a fosfatové skupiny se navzdjem stiidaji a tvoii tak
pentoza-fosfatovou patef, jez maji obé nukleové kyseliny shodnou. Fosfatové
skupiny nachazejici se v neutralnim prostiedi jsou plné disociovany a nesou tedy

zaporny naboj. [2]

Tteti a zaroven posledni slozkou nukleovych kyselin jsou nukleové baze.
Ty jsou z informaéniho hlediska rozhodujici slozkou. Z chemického pohledu jde
0 derivaty dvou heterocyklickych dusikatych sloucenin, a to purinu a pyrimidinu.
Tyto latky maji slab& zasadity charakter, z ¢ehoZ je také odvozeno oznaceni baze.
Béze, jeZ maji jako dusikaty heterocyklus purin jsou adenin (oznaovan A) a guanin
(oznacovan G). Pyrimidinové baze jsou cytosin (oznacovan C), thymin (oznacovan
T) a uracil (ozna¢ovan U). Zde mizeme vidét dalsi rozdil mezi DNA a RNA a to
v tom, ze v RNA se vyskytuje uracil a v DNA je misto né&j zastoupen thymin, jenz

je methylovanym derivatem uracilu. [2]

Kovalentni struktura RNA se 1isi od té v DNA ve dvou aspektech. Jak bylo
zminéno dfive, a jak také ukazuje nazev, monosacharidova jednotka v RNA je
ribdza namisto deoxyribdzy. Riboza obsahuje 2’-hydroxylovou skupinu, ktery neni
pfitomna v deoxyriboze. Nésledkem toho mohou v RNA navic od standardnich

3’ — 5’ vazeb vznikat také 2° — 5’ vazby. Tato vazba ma vliv na odstranovani



intront a ptidavani exont pii formovani mRNA. Kazdy fosfodiesterovy mtistek ma
negativni naboj. Tento negativni naboj odpuzuje nukleofilni skupiny jako naptiklad
hydroxidovy ion. Nasledkem tohoto je, Ze fosfodiesterové vazby jsou mnohem
méné nachylné k hydrolitickym reakcim nez jiné estery jako naptiklad estery
karboxylovych kyselin. Tato odolnost je velmi dualezitd po udrzovani celistvosti
informace uchovavané v nukleové kyseliné. Absence 2’-hydroxilové skupiny
v DNA nasledné jesté zvySuje tuto odolnost k hydrolyze. To je pravdépodobné

divodem, pro¢ je DNA nositelem genetické informace na rozdil od RNA. [3]

Nazev nukleosidy nesou ty glykosidy, na nichZ jsou pomoci B-glykosidové
vazby na riboze nebo deoxyriboze navazany nukleové baze. Tato vazba se vzdy
vyskytuje mezi C1 atomem ({ deoxy)-ribézy a mezi N9 dusikem (viz obr. 1)

purinovych bazi ¢i N1 dusikem pyrimidinovych bazi (viz obr. 1). [2]

5" konec

Cl) OH
O:F|’—O\
O' 3" konec

Obrazek 1 Strukturni vzorec RNA (,,R * znaci purinovou nebo pirimidinovou badzi)

1.2 Typy RNA

PrestoZe je RNA jednovlaknovéa molekula, nékteré z jejich modifikaci se skladaji
do sekundarnich struktur. Tyto sekundarni struktury vznikaji parovanim bazi
a vzniku vnitrofetézcovych helikalnich segmenti. Molekula RNA se v buiikach
bézné vyskytuje v ttech zakladnich typech a to ribosomalni (rRNA), transferova
(tRNA) a mediatorova (MRNA). [4]
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1.2.1 Transferova tRNA

Transferovych RNA je fada druhti a jsou obsazeny v kazd¢ buiice a jeji podil je 10-
15% celkového obsahu RNA. Jeji hlavni funkci je vazba aminokyselin coZ zahrnuje
aktivaci a oznacCeni antikodonem. Tyto molekuly RNA hraji vyznamnou roli
Vv syntéze polypeptidovych fetézct bilkovin. Sekundarni struktura vSech tRNA ma
tvar ptipominajici jetelovy list. Tato struktura se sklada ze ¢ty helikalnich ¢asti,
V nichz jsou komplementarni baze sparovany pomoci vodikovych mustka. Tri
Z téchto ¢ty usekl jsou zpétné smycky. V molekule tRNA mulzeme nalézt
minoritni bdze jako napiiklad methylguanin, dimethylguanin, methylinosin ¢i
dihydrouracil. Tercialni struktura tRNA je ve tvaru pismene L. Pro spravnou funkci

musi tRNA spliovat ¢tyfi podminujici klicové vlastnosti:

e Schopnost navazat v molekule mRNA se na specificky kodon. K tomuto
navazani dochazi prostiednictvim trojice nukleotidii (antikodon) jez se

nachézeji v antikodonové smycce.

e Vazat kovalentné aminokyselinu. Toto je zajiSténo pomoci akceptorové
sekvence na 3’-konci fetézce skladajiciho se z nukleotidi CCA. Na volny

3’-hydroxyl se vaze aminokyselina esterovou vazbou.

e Rozpoznatelnost enzymem, ktery katalyzuje vznik kovalentni vazby mezi

tRNA a aminokyselinou.

e Navaznost na ribozomy. [2]

1.2.2 Mediatorova mRNA

Podil mRNA z celkové RNA v burice je 5-10%, jeji strukturou je rozvinuty fetézec.
Molekulova hmotnost i pocet nukleotidl je riznorody z toho divodu, ze vnika

pomoci piepisu genu transkripci. [4]

Funkci mRNA je pfenos informace o deoxynukleotidu uloZzené v genu, ktera
slouzi v procesu syntézy proteinll. Toto je divodem jejiho pojmenovani jako
messanger. Zivotnost mRNA je relativné kratka. V buiikach bakterii pfeziva pouze
nekolik sekund az hodinu a v eukaryotickych buiikach hodiny aZ dny. Toto pfinasi

vyhodu v moznosti pozménovani syntézy bilkovin. [2]
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1.2.3 Ribozomalni rRNA

Ribozomalni RNA je nejvice zastoupenou RNA v burice a to s obsahem okolo 80%
z celkové RNA v buiice. Ma tfi riizné molekulové hmotnosti a po¢ty nukleotidii na
zaklad¢ toho o jakou ze tii rRNA se jedna. 28S rRNA ma molekulovou hmotnost
1200 kDa a 3700 nukleotidt, 18S rRNA ma molekulovou hmotnost 550 kDa a 1700
nukleotidit a 5S rRNA mé molekulovou hmotnost 36 kDa a 120 nukleotidd. Je

stavebnim materidlem ribozomu a piimo se G¢astni translace. [4]

Ribozomalni RNA vytvaifi nadmolekulovou strukturu ribozomi a to
spole¢né s proteiny. V prokaryontnich organismech nachéazime tfi odlisné rRNA
ato 23S, 16S a 5S. Zato u eukaryotnich bun¢k nalézdme Ctyti rozdilné druhy rRNA
a témi jsou 28S, 18S, 5,8S a 5S. V nukleoproteinovém souboru ribozomu vytvaii
vSechny druhy rRNA specidlni sekundarni struktury. Nekteré ¢asti fetézct téchto
rRNA jsou komplementarné propojeny pomoci vodikovych mustkll a vytvareji
helikélni segmenty. Dale se ve strukturdch vyskytuji zpétné smycky a vyduté. Je
zajimavé, ze struktury rRNA z riznych organismu jsou velmi obdobné, a to i kdyz

se jejich nukleotidové sekvence relativng 1isi. [2]
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2 KLASIFIKACE RODIN

Z dnesnich znalosti RNA vime, Ze jeji bunééna role je daleko rozsahlejsi, nez jenom
pienos genetické informace, ale zahrnuje také katalyzu, rozpoznavani molekul
ataké genetickou kontrolu. Tim padem se RNA mulze chovat jako sloZena
makromolekula s piekvapivymi paralelami K proteinim. Znalost tfidimenzionalni
struktury RNA miize byt tedy kriticka pro porozuméni strukturnich mechanismd,
jenz se podileji na konformacnich zménach RNA, véazéni ligandii a proteint
a katalyze. Navzdory tomu, ze zajem o studium tercialnich struktur RNA stoupa,
vyvoj a uspéch vypocetnich nastrojli pro strukturni modelovani RNA zaostavaji za
jejimi protéjsky v ptipad€ proteint. Toto je Castecné zptisobeno narocnosti ur¢ovani
experimentalnich struktur RNA s dostate¢nym rozliSenim a také spletitosti volnych
torznich uhli RNA péatefe v kazdém nukleotidu. V poslednich dvou dekadach
mnozZstvi, rozmanitost, a kvalita feSenych struktur RNA ohromné rozrostla a toto

umoznilo, aby byli struktury RNA patefe a bazi studovany ve vétSim detailu.

[5,6,7,8,9]

Fosfodiesterovou patet RNA muizeme popsat pomoci Sesti torznich uhli
pojmenovanych a, B, v, 6, €, { (obrazek 2). Torzni tihel je thel mezi dvéma rovinami
kdy kazda rovina je tvofena tfemi atomy. Tyto dvé roviny maji vzdy dva atomy
spolecné. Torzni Ghly jsou tedy tvofeny Ctyfmi atomy. Patefni thly mezi sebou
koreluji a jejich hodnoty jsou vynuceny samotnou stavbou RNA. Hodnoty téchto
uhlt se udavaji bud’ v rozsahu 0° az 360°, nebo -180° az 180°. Ne vSechny hodnoty
jsou pro dany thel dovolené a jejich povolené hodnoty ukazuje Obrazek 3.
[10,11,12]
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5' konec

baze
o(i-1)

£ 1. hemeinukleotid

Dinukleotid

Rodina
baze

, 3 2. hemeinukleotid
Mukleotid

3' konec

Obrazek 2 Pater RNA s torznimi uhly a rozdélenim na rodinu, nukleotid,
dinukleotid a dva heminukletoidi. 1. heminukleotid je popsdn pismenem, 2.

heminukleotid je popsan cislem

180°

Obrazek 3 Konformacni kotou¢ ukazujici mozné rozsahy uhlii v nukleotidech.

(Prevzato z [11])
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I kdyZ jsou parovani a skladani bazi dominantnéj$imi determinanty 3D

struktur RNA, tak specifické konformace a interakce RNA pétefe jsou nezbytné pro

rrrrr

N 24

nez je tomu u bazi avSak tyto data jsou velmi zaddana, jelikoZz interagujici molekuly

vnimaji RNA v celém detailu a se vSemi jejimi parametry.

Pti ur¢ovani struktur RNA molekul pomoci rentgenové krystalografie ¢i
nuklearni magnetické rezonance je relativné snadné lokalizovat baze a to jako velké
rigidni jednotky. Ob¢ tyto strukturni techniky maji vSak daleko vétsi problém
s patefi RNA a to ptevazné kvili velké proménlivosti mnoha torznich thli v kazdé
podjednotce nukleové kyseliny. Toto vede k velkému mnozstvi Sumu v datech

a také k systematickym chybdm v databazi pozorovanych konformaci.

Analyza patefnich struktur RNA je pomérné velky problém pro uspokojivé
vyfeSeni pomoci automatické analyzy. To je zpsobeno velkou proménlivosti dat,
multidimenzionalni podstatou patefe RNA a také velkym mnoZzstvim Sumu v téchto
datech. Casto je tedy tieba vyuzit zjednoduseni téchto dat nebo vyuzivané metody.

[13,14,15]

Tento problém se rozhodlo vyteSit nckolik skupin védcl vytvorenim
klasifikace patefe RNA v plné nebo témét uplné atomarni piesnosti. Hershkovitz
et al. (2003) analyzovali ribosomalni RNA pomoci spojeni hodnot jednotlivych a,
Y, 0 a { torznich thlt v nukleotidu fosfat k fosfatu. Tento tym védct také jako prvni
prisel s ideou pojmenovanim konformace pomoci jednoznakového nazvu, ktery by
mohl byt vyuzit pro vyhleddvani a pojmenovavani jednotlivych struktur. Definovali
abecedu 37 nukleotidovych konformaci. Tato skupina také vyvinula multiresolu¢ni
ptistup, kde se feSeni méni pomoci zjednoduseni skupin atomi RNA do pseudo
objektd majicich umisténi a orientaci. Murray et al. (2003) navrhli jednotku od
cukru po cukr neboli tak zvanou rodinu jak mtize byt vidét na obrazku ¢islo 4. Byla
jimi vytvoiena také rozsahla databaze RNA na urovni téchto rodin, kde nakonec
definovali 42 patetnich rotamert. Schnider et al. (2004) studovali dinukleotidové

jednotky s tiemi fosfaty a dvéma bazemi, obsahujici také y torzni uhel baze,
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s celkovym poctem Ctrnacti torznich twhlu. Definovali 32 dinukleotidovych

konformaci. [12,16,17,18]

Nejbéznéjsi patetni konformace identifikované v téchto trech studiich byly
shodné navzdory odliSnym technikam, které byly pouzity. Tyto tii skupiny védcu
se nasledn¢ spojily, aby pfezkoumali a pfehodnotily jejich ptedchozi definice

a vysledky a vytvorili jeden spole¢ny a konsensualni systém. [19]

2.1 Rozdéleni podle Richarsona

Richardson et al. (2008) na zaklad¢ vsech piedchozich vyzkumu vytvofili jednotny
systém, ktery je navrzen tak, aby poskytoval stru¢nou a c¢ist¢ definovanou
nomenklaturu potfebnou jak pro databazi, tak pro vypocetni pouziti a také
umoznoval pieklad a porovnani s rezidui, rodinami a dinukleotidovymy systémy
z ptedchozich vyzkumiti. Tato nomenklatura je definovdna pro struktury RNA
patefe za pouziti vSech torznich hli patefe. Pouzitim nékolika nezavislych
analytickych metod bylo identifikovdno 46 diskrétnich cCasto se vyskytujicich

konformaci. Vétsina téchto konformaci odpovida ur¢itym vlastnostem RNA. [20]

2.1.1 Pojmenovavani konformaci rodin pateie RNA

Témto konformacim bylo ptfidéleno jméno obsahujici dva znaky, a to Cislo a malé
pismeno (napf. ,,1a%). Toto jméno odrazi kombinaci v§ech sedmi dihedralnich ahla
oelaPyd, které se nachazeji v tak zvané ,,rodin€*, coz je jednotka od cukru po cukr
(viz obr. 4). Kazdy ze znaki popisuje jeden z heminukleotidil. Cislo anebo &islu
podobny znak popisuje thly deC (napt. ,,1%, ,,3%, ,,&”) vV prvni ¢asti konformace
a pismeno nebo pismenu podobny znak popisuje thly apyd (napt. ,,a“, ,,d*, ,,[)
v druhé ¢asti konformace. Diky tomu mize byt tento stavebnicovy systém pouZit
také pro popis tradi¢nich nukleotidovych jednotek (napft. ,,al“) nebo k popisu
dinukleotida (napf. alal). Prvni nukleotidovy zbytek, ktery formuje ¢ast rodiny je

uvadén jako I-1 a druhy nukleotidovy zbytek je oznac¢ovan jako i (viz obr. 6).

Tato dvouznakova oznaceni by méla byt jednoduse povazovano jako
struénd, naptl libovolnd jména pro oblasti v sedmidimenziondlni prostoru
dihedralnich uhlt. Specifické ¢islo a pismeno pro kazdou konformaci rodiny

znéazornuje primérné hodnoty vSech sedmi dihedralnich Ghl.
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Nazvy konformaci byly vytvotfeny tak, aby reflektovali pozice cukrt
v roding. Liché ¢islo v nazvu konformace rodiny udava stfedni hodnotu pro 6 i-1
dihedralni thel u ribozy, s C3’-endo konformaci. Sudé ¢islo tedy na druhou stranu
udava stfedni hodnotu pro 6 i-1 dihedralni thel u ribozy, s C2’-edno konformaci.
Pro ucely tohoto systému je individudlni ribéza s 6 v rozsahu od 55° do 110°
povazovana jako C3’-endo konformace a ribdza s 6 od v rozsahu od 120° do 175°
jako C2’-endo konformace. V téchto hodnotach 6 se vSak mohou také vyskytovat i
jiné konformace cukri, avsak je velmi malo dobie ovétenych vysledki pti vysokém
rozliSeni, které byly analyzovany jednotlivé. V tomto systému bylo pouzito dvanact
numerickych ~ znakd  k pojmenovavani  rodin.  Témito  znaky jsou
0;1;2;3;4;5;6;7;8;9;#;&. [20]

Druhy znak nazvu konformace rodiny, malé pismeno, popisuje konformaci
cukru i. Prvni palka abecedy (a, c-n) popisuje rodiny C3’-endo konformaci cukru.
Druha pulka abecedy (b,0-z a [) popisuje rodiny s C2‘-endo konformaci cukru.
Velka pismena byla ponechana pro specifikovani sekvence bazi. Dvanact znakt
bylo pfipsédno pro heminukleotidy koncici se sttednimi hodnotami 6, které indikuji
C3’-endo konformaci. Devét znakti pro C2’-endo konformace. Kazdé pismeno
specifikuje ur¢itou kombinaci hodnot uhld afyd, avsak pismena byla vybrana tak
aby poskytovala mnemotechnické asociace, pokud to bylo proveditelné (naptiklad
a popisuje A-formu RNA). Témito znaky jsou a; b; c; d; e; f; g; h; i; j; L; m; n;
o;p;a; stz [

Pro zvlastni pfipady byly pro oba heminukleotidy pfifazeny dva dalsi znaky.
Rodiny, pro které nejsou definovany vSechny dihedralni thly jsou oznaceny pomoci
»_ - (na koncich fetézce nebo mezery S neuspoifadanou 3D strukturou). Neobvyklé

13

konformace, které nebyly klasifikovany, jsou oznafovany pomoci ,,!“, ty jsou

nespravné nebo zvlasté zajimavé.

Tim padem kazdy shluk rodin mé dvouznakové jméno, jako naptiklad la
pro A-formu RNA. PonévadZ heminukleotidy afyd a o€ sdileji hodnotu 9§, tim

padem musi mit navazujici rodina kompatibilni konformaci rib6zy. [20]

17



3 PROTEINOVA DATOVA BANKA

Proteinova datova banka (PDB) je celosvétova databaze obsahujici experimentalné
stanovené tfidimenzionalni struktury proteind, nukleovych kyselin a dalsich
biologickych makromolekul. Tyto archivy obsahuji soufadnice atomil, informace
0 primarnich a sekundarnich struktur, strukturni experimentalni krystalograficka
data a také odkazy do fady dalSich védeckych databazi. Tyto data jsou do PDB
vkladany z méfeni rentgenovymi strukturnimi analyzami, nuklearni magnetickou

rezonanci a také z elektronové mikroskopie. [21, 22, 23]

3.1 Historie PDB

Diky rozvoji rentgenové strukturni analyzy, se na pielomu Sedesatych
a sedmdesatych let skupina védci zabyvajicich se krystalografii, v ¢ele s Walterem
Hamiltonem a Edgarem Mayerem v Brookhavenské narodni laboratoii rozhodla
vytvofit software, uren k uchovani dat o strukturach proteinii a jejich atomovych
soufadnic. Tento byl vytvoren tak aby data v ném uloZena byla jednoduse pro
geometrické a grafické analyzy. V roce 1971 byla PDB pfedstavena v magazinu
Nature jako spojené TUsili Cambridgeského krystalografického centra

a Brookhavenské narodni laboratofre.

Jiz v roce 1976 byla PDB vyuZivana vice neZ tficeti laboratofi po celém
svete. Jeji popularita a vyuziti se obzvlasté rozrostlo po rozsifeni internetu a dnes
je nezbytnou soucdsti vyzkumu védcli zabyvajici se strukturni biologii,
bioinformatikou, biochemii, biofyzikou a mnoha dalSimi obory zkoumajicimi

proteiny, nukleové kyseliny a dalsi biologické makromolekuly. [24]
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4 METODY EXPERIMENTALNIHO MERENI DAT

4.1 Rentgenova analyza

Jedna z metod strukturni analyzy vyuziva energeticky velmi bohatého (od 100 eV
do 10 MeV) rentgenoveé zaieni. Toto zateni je soucasti elektromagnetického spektra
ato v rozsahu vinovych délek od 10 nm do 10! nm. Analyza pomoci tohoto zafeni
se zaklada na absorpci a emisi rentgenového zareni, ale miize také zahrnovat i jiné
vzajemné pusobeni mezi pozorovanym vzorkem a zafenim. Zakladnim principem
této metody je pfechod valencnich elektronti. Vnitini elektron je vyraZzen pomoci
zdrojového zéafeni nebo pomoci jiného, rychle leticiho elektronu a takto vzniklou
diru zaplnuje elektron zvyssi vrstvy, pficemz se uvolni energie v podobé
rentgenového zafeni. V zavislosti na protonovém cisle mizeme pozorovat
energetické rozdily mezi stejnymi hladinami rozdilnych atomt. Energie

rentgenového zareni je tedy funkci protonového ¢éisla. [25, 26]

4.2 Nuklearni magneticka rezonance

Metoda nuklearni magnetické rezonance (NMR) je zalozena na principu méteni
zmény magnetického momentu (spinu) jadra atomu. Pfi této metod¢ se vyuziva
zafeni o vlnové délce od 0,5 az 100 m neboli radiové frekvence od 4 az 900 MHz.
Tato metoda je pouZzitelna pouze na atomy s nenulovym magnetickym momentem.
To jsou takové atomy, které maji alespont nukleonové ¢i protonové ¢islo liché.
Nejcastéji se tedy k méfeni vyuzivaji vodik *H, uhlik *C fluor *°F nebo fosfor 3!P.
Pusobenim vnéjsiho magnetického pole dochazi k rozstépeni energetické hladiny
jadra atomu a pfechodiim mezi vzniklymi energetickymi stavy. Na magnetické
moment jadra ma také vliv okoli atomu, diky tomu miZeme studovat okoli
sledovaného atomu a tim padem je tedy tato metoda velice vhodna pro pozorovani

strukturni stavby molekul. [26, 27, 28]
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5 POUZITA DATA A METODOLOGIE ZPRACOVANI DAT

Jako zdroj dat byla pouzita Non-Redundantni RNA databaze tvofené RNA
strukturami ziskanymi rentgenovou krystalografii S atomovym rozliSenim.
Databaze je voln¢ dostupna na http://rna.bgsu.edu/rna3dhub/nrlist/. Struktury v této
databazi jsou nukleotidy, oligonukleotidy a také biologicky funkéni molekuly
RNA. Databaze obsahuje kompletni informace o délkach vazeb, thlech
a stereochemii RNA nukleotidi, jakoz i o jejich preferovanych interakcich.
Zahrnuje vSechny typy parovani a skladani bazi a interakce mezi bazemi a patefi.
Kli¢ovym parametrem pro tyto data je jejich neredundantnost (unikatnost) a to

proto, aby se zabranilo neopakovani pouzitych dat. [29]

Pro analyzu bylo pouzito celkem 2999 struktur s celkovym poc¢tem 2057323
konformaci. Struktury z databaze byly zpracovany pomoci skriptu vytvofenym
Doc. Banasem. Tento skript u kazdé struktury anotoval jednotlivé rodiny a vypsal
hodnoty vSech dihedralnich uhli. Nésledné byly data roztfizeny po jednotlivych
rodindch a dale zpracovavany pomoci programovaciho jazyka AWK. Grafy
histogrami byly vytvofeny pomoci programu Gnuplot. Navic modely jednotlivych
rodin ziskany z PDB databaze byly vizualizovany pomoci programu PyMOL.
Reprezentativni modely byly vybrany zrodin anotovanych vySe zminénym

programem.
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6 VYSLEDKY

Zkoumana data byla rozdé€lena podle ptislusnych rodin. V pozorovaném data setu
nebyly nalezeny rodiny &a a #a. Tyto rodiny jsou velmi neobvyklé, a to z davodu
toho, Ze & a # reprezentuji heminukleotidy se specificky neobvyklymi hodnotami
uhlu €. Asi 22,47 % dat nemohlo byt zafazeno do rodin, nebot’ pfi rozfazovani jejich
dihedralni uhly nepadly do zadné anotované rodiny. V této praci jsem se zabyval
pouze rodinami, které byli zastoupeny alespon deseti tisici konformacemi. Toto
kritérium splnilo deset rodin a témi jsou 1a, 1c, 1b, 1L, 1g, 2a, 1m, 7a, 1[ a 1f.
V tabulce 1 je zobrazen pocet studovanych konformaci u kazdé rodiny a jejich

procentualni zastoupeni z celku 2057323 konformaci.

Rodina 1a se nejcastéji vyskytuje jako A-forma RNA. Rodiny 1c a 1g jsou
nejbeéznéji nalézany jako soucast GNRA. GNRA smycku mizeme popsat pomoci
rodin nasledovné: NlaGlgNlaRl1laAlcNla. 1c pak také funguje jako opacna
rodina k l1a (tzv. ,,crankshaft* verze 1a rodiny). Rodina 1b vede do 2’ rodin, naopak
2a z 2’ rodin vychazi. Role rodiny 1L je jako tzv. ,,+p shoulder* k rodiné 1a a na
druhou stranu tzv. ,,-p shoulder” k 1a tvoii 1m. Rodina 7a otaci skladani fetézce.
Nejlepsi interkala¢ni konformaci je rodina 1[. Rodina 1f plni funkci ,,+f shoulder*
Kk rodin¢ 1c anebo otaceni skladani fetézce. Rodiny 5z, 4s a #a pomahaji formovat
S tvar v S-motivu. Tyto rodiny nebyly pro maly vyskyt dale do hodnoceni
zahrnuty.[20]

U vybranych rodin byly vypocitiny primérné hodnoty a smeérodatné
odchylky jednotlivych uhla. Ty jsou uvedeny v tabulce 2. V tabulce jsou jednotlivé

bunky barevné odliSeny Vv zavislosti na hodnoté¢ tthlu dle ptiloZené Skaly.
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Tabulka 1 Pocet studovanych konformaci kazdé rodiny a jejich procentudlni

zastoupeni.

Rodina Pocet %
la 1152691 | 56.03
1c 110898 5.39
1b 36377 1.77
1L 34608 1.68
19 25841 1.26
2a 22383 1.09
Im 17635 0.86
7a 11971 0.58
1 10715 0.52
1f 10233 0.50
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Tabulka 2 Hodnoty jednotlivych whlii u danych rodin se smérodatnou odchylkou. Burniky jsou obarveny podle rostouci hodnoty vuhlu od

Cervené, pres Zlutou po zelenou (viz obr. 4)

\

[ 184.7:4183

| 173.1%11.4 | 202 5+17. 9 176.9+14.7 | 135.8421.1 158 1+21. 9 | 189.4+18.4 | 216.5£11.0 | 152.1+18.6 | 222.4+14.9 | 143.9+19.4
175.4+12.1 167.5+12.5
143.5+7.1 7£6.

0° 180° 360°
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Pro pfedstavu, jak tyto rodiny vypadaji byly vybrany vzorové ptiklady.
Jednotlivé atomy jsou oznaceny pomoci barev, a to zelen¢ uhlik, ¢ervené kyslik,
oranzovou fosfor a modrou dusik. V tabulce 3 jsou zapsany PDB kddy struktur ze
kterych byly tito reprezentativni zastupci vybrani a také je zde Cislo centralniho
fosforu neboli fosforu pied drunhym cukrem.

1a E E 1c
1b fi 1L
19 2a !

Obrazek 4 Vzorové priklady rodin 1a, 1c, 1b, 1L, 1g a 2a
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Whas Jud
44 2%

Obrazek 5 Vzorové priklady rodin 1m, 7a, 1] a 1f

Tabulka 3 Oznaceni struktur v PDB databdzi, ve které se nachdzeji vzorové

priklady a pozice centralniho fosforu jednotlivych rodin

Rodina PDB Fosfor
la 1L2X 11
1c 1L2X a28
1b 1SDS d208
1L 1S72 1460

1g 1S72 1864
2a 1S72 1711
Im 1S72 1940

7a ILNT ab
1[ 1COA b658
1f 1EHZ 22

Z hodnot jednotlivych thli byly vytvofeny histogramy reprezentujici
rozlozeni dat (Obrazky 6-19). Nasledujici grafy histogrami pomahaji 1épe
rozpoznat rozdily mezi jednotlivymi rodinami. Jen bych poznamenal, Ze pro

rozdilné mnozstvi dat u jednotlivych rodin, nebyly histogramy Skalovany na stejny
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pocet dat, aby histogramy byly dobfe ¢itelné i u rodin s malou populaci. U rodiny
la je skala na ose y neboli na ose udavaji pocet dat, od 0 do 140000. Rodina 1c je
Skalovana od 0 do 14000, nasledné 1b od 0 do 4000, 1L od 0 do 3500, 1g od 0 do
3000, 2a od 0 do 2500, 1m od 0 do 1800, 7a od 0 do 1400, 1[ od 0 do 1400 a finaln¢
1f od 0 do 1200.
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Jak je zfetelné z histogrami pro tihel 6-1 (obrazky 6 a 7) je hodnoty tohoto
uhlu maji maly rozptyl. Je to tihel cukru a tak je pochopitelné, ze se jeho hodnoty
nebudou nikterak moc lisit. Jedinna rodina jejiz hodnoty thlu 6-1 se odliSuji od
zbytku pozorovanych rodin je 2a. Ta se posouva z hodnot okolo 80°az 85°do
hodnoty 144°. Jak je jiz zminéno vySe jedna se o rodinu, ktera vychazi z 2’ rodin.

To ma zjevné za nasledek posun hodnot tohoto uhlu.

Zdeuuhlu € (obrazky 8 a 9) je dobie pozorovatelné, ze histogramy jsou vice
rozprostifené a pohybujici se v hodnotach od 200° do 220°. Lehce se vychyluji
pouze rodiny 1L a 2a. U 2a dochazi k posunu na hodnoty kolem 260° a je tomu tak
pravdépodobné z diivodu hodnoty piedchoziho uhlu 6-1. U thlu 1L dochézi
k posunu k 250° a to miize byt zptisobeno jeho funkci jako ,,+3 shoulder k rodiné

la a tim padem tato piedchozi rodina.

Data thlu { se svym rozprostienim pfilis§ nelisi od uhlu €. Tento thel je vSak
orientovan v okolo 290°. Odchyluji se pouze dvé rodiny, ato 1L 260° a 7a do 220°.
Jelikoz 7a otaci skladani fet€zce neni divu, ze se razantn¢ liSi od ostatnich rodin.
U rodiny 1L to muze byt spojeno s jeji funkci, ale jak je mozno vidét z téchto
pozorovani lze usoudit, Ze 1 pfes oznafeni 1 se prvni heminukleotid této rodiny
znacné¢ 1181 od ostatnich. Toto je zajimavy poznatek a ukazuje nam, Ze tato rodina

by byla vhodnym tématem k dal§imu pozorovani.

Druhy heminukleotid zacina uhlem a. U tohoto uhlu miizeme vidét, Ze data
jsou soumérné rozdeleny. U sedmu rodin se stied histogramt pohybuje v okoli
300°, lisi se pouze rodiny 1c kde je stfed v 152°, 19 se stfedem v 169° a 1f majici
stied v 185°. 1c a 1g jsou soucasti GNRA a jejich tvar je tedy pravdépodobné
takovy, aby vyhovoval stabilité fetézce. 1f mize slouzit i k otaceni fetézce, coz by

rozdilné hodnota thlu a podporovala.

Uhel B je, jak je mozno pozorovat zgrafi histogrami, nejvice
diverzifikovanym uhlem. Pro kazdou rodinu se tento uhel 1i$i nejen tvarem piku

histogramu, ale také jeho polohou.

Uhel vy je ma zcela opaéné chovani oproti thlu B. Sttedy pikii jsou u viech
vSak dvou rodin orientovany na téméf stejném misté a to v 50° az 55° a vSechny

piky maji identické tvary (v piipadé 1f je tvar jiny ale miZe byt zptisobeno malym
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poctem pozorovanych dat). Polohou stfedu se 1i$i pouze 1c, kterd ma pik v 175° a
1f s pikem v 167°.

Poslednim tthlem druhého nukleotidu je uhel 8. Opét jako thel 5-1 je velmi
stabilni, s daty koncentrovanymi ke stfedu, ktery se u vétSiny rodin nachazi
Vv oblasti 80° az 85°. Odlisuji se pouze rodiny 1b a 1[. 1b vede do 2’ rodin a tim
padem se tato odliSujici hodnota v thlu 143° vysvétluje. U rodiny 1[ je tato

odchylka do 143° mozna spjata se schopnosti interkalace.
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RozlozZeni thlu o proti uhlu y
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V dalsi ¢asti jsem se zamétil vice na la a 1c rodinu. Tyto rodiny jsou
potencialné zajimavé v radmci molekularné dynamickych simulaci. Jak jiz bylo
zminéno vySe, la rodina se vyskytuje vSude tam kde je A-forma RNA a 1c
predchazi la pii prechodu struktury se zalomenim do A-formy. To, Zze la je
charakteristicka pro A-formu plyne z toho, zZe tato rodina je nejcastéji se vyskytujici,
a to s poctem 1152691 konformaci z celkového poctu 2057323, coz reprezentuje
56,03 % vSech nami zkoumanych konformaci. Tato rodina je velmi hojné
zastoupena, coZ je poznat i na mensi rozdrobenosti dat a nizkém poctu odlehlych
hodnot. Rodina 1c je druhou nejpocetnéjsi rodinou s poctem 110898 konformaci

coz odpovida 5,39 % z celkového poctu dat.

Obe¢ rodiny maji shodny prvni heminukleotid 1 (6-1, €, ) ale 1 tak se mizou
Vv téchto thlech nepatrné lisit. Neni to pravdépodobné v thlu -1 ale miZzeme to

¢ekat u thlt € a C. Je to zplisobeno tim, Ze na tyto tthly maji vliv i atomy z druhého
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heminukleotidu rodiny. Jejich shodu potvrzuji i zkoumana data. Tato skutecnost je
velmi dobfe pozorovatelnd na grafech 1D histogrami (Obrazek 6, 8, 10)
jednotlivych uhlu tak i na grafech 2D histogrami (obrazek 20), kde je viditelné,

ze pruniky thla € a { jsou ve stejnych hodnotéch.

U druhého nukleotidu (thly a, B, y a 8) popsan pismen, a to zde bud’ to a
nebo c, je viditelny znacny rozdil. Grafy histogrami jednotlivych thld maji jednak
jiny tvar ale také jinde orientovany stied (Obrazek 12, 14, 16, 18). Toto lze také
pozorovat u grafii 2D histogrami popisujici thly o a y (Obrazek 22). Jedina shoda
muze byt nalezena u uhla § avSak tento uhel je velmi stabilni ddno nejen nasim
pozorovanim ale také tim, ze je to tthel cukru. Obecné vsak lze fici, ze hodnoty uhli
téchto dvou rodin jsou vice méné shodné, az na thly alfa a gama, které vykazuji
tzv. a/y flip. Tento flip mize byt potencialné problematicky v molekularné
dynamickych simulacich [30]. U nékterych struktur bylo pozorovano
problematické chovani. Jednim z velkych problému je popis skladani UNCG
smycek [31]. U UUCG smycky je posledni guanin v NMR struktufe anotovan jako
la rodina. V dynamice se velmi Casto stava, ze prechazi do 1c rodiny (tj, dojde
k a/y flipu). Zda se, ze tento flip ochrani smyc¢ku pied rozpadem, nebot’ pokud by
se tomuto flipu zabranilo (drzenim patete v hodnotach typickych pro 1a rodinu)
dojde velmi rychle k spontannimu rozpadu smy¢ky. Ze simulaci UUCG vyplyva,
7e je ve struktuie smycky existuje né€jaké vnitini pnuti, které je v ramci silového
pole ff99bscOyors [32, 33, 34] opraveno o/y flipem.[30] Toto ma dalekosahlé
dusledky nejenom vramci klasické molekularné dynamické simulace (MD),
ale vede k problematickému skladani UUCG smyc¢ky v pokroc¢ilych MD metodach.
Nebot’ pii skladani UUCG smycky se vychazi z rozbaleného stavu a silové pole
bude preferovat 1a rodinu a tim padem, bude mit guanin problém se spravné nato¢it
pro sbaleni UUCG smycky. BohuZel toto neni jediny piipad kde silové pole pro
RNA selhava. Napt. u simulace pseudoknotu (PDB kod 11.2X) dochazi k piechodu
rodiny 1c na la a uz nedojde k navraceni zpét. [30] Z vyse uvedeného vyplyva,
ze sledovani a popis rodin je velmi dilezité a ¢im dal vice se jevi, Ze soucasné silové

pole pro RNA ma problém spravné popsat struktury, kde se vyskytuji 1c rodiny.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo analyzovat konformace RNA patefe z PDB databaze. Tyto
data byla roztiizena do rodin a rodiny nasledn¢ analyzovany. Pro detailné;jsi analyzu
byly vybréany jen ty rodiny, jez byly dostate¢né reprezentovany tak aby nevznikala
ptilis velka statisticka chyba coz bylo deset rodin. Nejprve byly rodiny pozorovany

jako celek a nasledné pak jednotlivé uhly patete zvIast.

Prvnim krokem byl vypocet prumérnych hodnot jednotlivych thla
u pfislusnych rodin a také jejich smérodatnych odchylek. Nasledné byly vytvoieny
histogramy vSech whli a znich zpracovany grafy tak aby data byla Iépe
reprezentovana. Nebyly vytvofeny pouze jednoduché histogramy ale také 2D

histogramy, které hloubg&ji ukazuji na rozdily mezi rodinami.

Vice pozornosti bylo vénovano rodindm la a 1c. Tyto rodiny byly nejen
nejvice populované ale jsou zaroven velmi zajimavé V kontextu molekularné
dynamickych simulaci. la je rodina tvofici A-formu RNA a 1c je rodinou
ptedchazejici ptechodu na A-formu. U téchto rodin dochazi k tzv. a/y flipu. Tento

jev je jasné potvrzen pozorovanymi daty.

V chovani vSech rodin vznikd velké mnozstvi vyjimek a rtznych
nepravidelnosti, které je stale obtiZzné objasnit. Tato oblast poznani je stale velmi

malo probadana a bude tedy potieba dalSich vyzkumt pro jeji uplné pochopeni.
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8 SUMMARY

Aim of this thesis was to analyze conformations of RNA backbone from PDB
database. These data were divided into suits and these suits were then analyzed. For
more detail analysis, | have chosen ten the most frequent suits. At first, | divided all
suits into families and this was following calculation of all backbone angles for each

suit.

First step was calculation of average values of individual angles in
respective suits as well as their standard deviation. Subsequently histograms of all
angles were created and from them graphs were compiled for better representation
of data. Not only simple histograms were created but also 2D histograms, which

deeper shows differences between suits.

More attention was given to suits 1a and 1c. These suits were not only
mostly populated, but they are also very interesting in context of molecular dynamic
simulations. 1a is a suit creating A-form of RNA and 1c is a suite previous to
transition to A-form. These suits differ only in a/y flip. This phenomenon is

obviously conformed by observed data.

In all of suits there is a huge amount of exceptions and various irregularities,
which are still difficult to clarify. This field of knowledge is still very little explored

and for total understanding of and therefore further researches will be needed.
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