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1 Uvod

RNA je jednim ze dvou v soucasné dob¢ znamych druhti nukleovych kyselin. Na
zaklad¢ tzv. centralniho dogmatu molekularni biologie, které¢ formuloval Francis Crick
v roce 1958, bylo dlouhou dobu ptedpokladano, ze hlavni tlohou RNA v zivych
organismech je slouzit jako pfenase¢ genetické informace mezi sekvenci DNA
a proteiny, pticemz DNA genetickou informaci uchovava a proteiny jsou interpretaci
genetické informace a jako jediné maji v organismu biologickou funkci. Za jedinou
dalsi moznou ulohou RNA v organismech pak bylo povazovano uchovavani genetické
informace v RNA virech." Tento pohled na RNA byl viak radikalng zménén v roce
1982, kdy Thomas Cech objevil ribozym intron skupiny | v bakterii Tetrahymena
thermophila.?

Tento objev znamenal ptevratné zjisténi. A sice, ze nekteré¢ sekvence DNA jsou
piepisovany na RNA sekvence, a ackoli u nich jiz dale neprobiha proces translace, tj.
nejsou dale prepisovany na proteiny, maji svoji biologickou tlohu. Takovéto sekvence
RNA se zacaly oznacovat jako nekodujici RNA. Zjistilo se tedy, Ze nejen pouze
proteiny, ale také molekuly RNA mohou mit biologickou funkci, tedy napt. katalyzovat
chemické reakce. Od té doby byla objevena celd fada nekodujicich RNA sekvenci
s biologickou funkci. Jednim z piedstavitelt této skupiny jsou ribozymy.>

Ribozymy neboli RNA enzymy jsou katalyticky aktivni molekuly ¢i sekvence
RNA, coZ znamend, Ze jsou schopny katalyzovat chemickou reakci, nejcastéji Stépeni
vlastni cukr-fosfatové patefe. Jejich objev znamenal prilom v molekularni biologii,
protoze do té doby byla schopnost enzymatické katalyzy povazovdna za vyhradni
vlastnost proteintl. V mnoha organismech plni ribozymy Zivotné dalezitou funkci.*

Na mechanismu katalyzy ribozymi se vyznamnym zptsobem nukleobaze v jejich
nekanonickém protona¢nim stavu. Ty maji jednak ptimy vliv na prib¢h katalyzy, a také
mohou ovlivnit konformaci aktivniho mista nebo konformaci celé molekuly RNA.> Pro
pochopeni mechanismu katalyzy je proto vhodné studovat zavislost strukturni dynamiku
ribozymli na protonacnich stavech nukleovych bazi. Vypocetni metodou, kterd
umoznuje takovéto studium je molekuldrni dynamika za konstantniho pH od
Grubmiillera et al.®

Tato metoda je v soucasné dobé otestovana pro proteiny a jeji aplikovatelnost na
RNA neni ptfimocara. Cilem této prace je otestovat funkcnost této metody pro molekuly

RNA za pouziti silového pole AMBER {f99bscOyoy3, a to na vlasenkovém ribozymu.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Metodologie

2.1.1 Molekularni dynamika

Molekularni dynamika (MD) je vypocetni metoda, ktera umoziuje pocitat vyvoj
molekulového systému v ¢ase. Vyuziva aproximace, kdy atomy jsou povazovany za
hmotné body a interakce mezi nimi jsou popsany pomoci empirickych potenciald.
Systém pak lze popsat pomoci klasické mechaniky a vyvoj systému v Case lze simulovat
pomoci numerické integrace Newtonovych pohybovych rovnice po dostate¢né malych
gasovych krocich.’

Vzajemné interakce vSech Céstic v systému lze popsat empirickym interakénim
potencidlem. Ten je funkci polohy vSech ¢astic, tedy jejich soufadnic. Silu F ptsobici
na jednu konkrétni Castici pak lze ziskat jako z&porné vzatou derivaci potencidlu E
podle soufadnice x této Castice (rovn. 1), ze sily F a hmotnosti m ¢astice 1ze podle
druhého Newtonova zakona ziskat zrychleni a pusobici na tuto c¢astici (rovn. 2)

a kone¢né z aktualniho zrychleni a(t) (a aktualni polohy x(t) a rychlosti v(t), respektive
v (t — %At)) jsme schopni spocitat zménu rychlosti a polohy ¢astice za urcity ¢asovy

okamzik At, respektive hodnotu rychlosti v ¢ase t + %At v (t + %At) (rovn. 3) a polohu

Castice v Case t + At x(t + At) (rovn. 4), kde At je hodnota integracniho kroku.

F= _‘;_f @)

F=ma )

v (t + %At) =v (t ~ %At) + a(t)At 3)
x(t+At) = x(t) + v (t + %At) At 4

V klasické MD je poloha atomu je popsana pomoci Kartézskych souradnic. Vysledkem
simulace spocitané pomoci MD je takzvana trajektorie, coz jsou soufadnice a rychlosti

jednotlivych atomt v jednotlivych ¢asovych krocich.”®



Empiricky interakéni potencidl Epy je souctem potencialtl popisujicich jednotlivé
vazebné a nevazebné interakce v systému. Tvar téchto potencidll je urCen parametry,
které jsou empiricky nastaveny tak, aby co nejpiesnéji popsaly studovany systém. Jejich
parametrizace se provadi na malych molekulach pomoci fitu na pfesnd kvantoveé
chemicka data popt. experimentalni data, napt. vibra¢ni frekvence vazeb, solvatacni
energie nebo elektrostaticky potencial okolo molekuly spoc¢teny kvantové chemickymi
metodami. Nejcastéjsi forma empirického potencialu pro popis molekul je tvofena péti
termy (rovn. 5): energic spojena s vibraci kovalentnich vazeb Epong, energie vibraci
vazebnych 0hlli Eange, energie spojend s rotaci okolo kovalentnich vazeb tj. energie
torzniho Uhlu Eginegral, €lektrostatické interakce Eegjectrostatics @ Van der Waalsova interakce

Evaw, ktera je nejéastéji popsana Lenard-Jonesovym potencialem. ’

Epot = Ebond + Eangle + Edihedral + Eelectrostatics + EVdW (5)

1 2
Epona = Z Ekr (r — 1) (6)

1 2
Eangle = Z Eka (a — ap) (7

1
Edinedral = Z Ekq) (1 + cos(ng — ¢o)) (8)
1 qq

Eelectrostatics = Z m;_l]] 9

O 6 O 12
EVdW = Z [_Zgij <T_1]> + 5ij <T_1]> ] (10)
ij ij

Energie kovalentni vazby mezi atomy je nejéastéji popsana rovnici harmonického
oscilatoru (rovn. 6). Rovnovazna poloha vazby ry a konstanta tuhosti k; jsou parametry
vitomto termu a zavisi na typu vazby, Cili pro kazdou dvojici atomovych typi je
v empirickém poli definovana rovnovazna poloha a konstanta tuhosti pfipadné vazby, r
je aktualni délka vazby dana aktudlni polohou ¢astic v simulaci. Obdobné je popsana
i deformace vazebného thlu (rovn. 7), kde ap je rovnovazna poloha thlu, k, konstanta

tuhosti a a aktualni poloha uhlu. Energie torzniho neboli dihedralniho thlu je kvuli jeho



periodickému charakteru popsana goniometrickou funkci (zpravidla funkci kosinus)
popt. souc¢tem nékolika kosintl, které tvoii ¢ast Fourierovy fady (rovn. 8). Amplitudy K,
periody n a faze ¢g téchto kosinovych termt jsou opét jako parametry empirického pole
definovany pro kazdy torzni thel, ¢ je aktualni poloha thlu. Elektrostatické interakce
jsou popsany jako interakce atomové centrovanych bodovych parcidlnich nabojl
pomoci Coulombova zakona (rovn. 9), kde g; a gj jsou hodnoty nabojt, rjj je jejich
vzdalenost, & je permitivita vakua a &, relativni permitivita. Van der Waalsovy
interakce jsou popsany pomoci Lennard-Jonesova potencialu skladajiciho se z repulzni
a disperzni c¢asti (rovn. 10). V Lennard-Jonesové potencialu vystupuji pro kazdou
dvojici atomil dva empirické parametry, a to poloha minima oy (souCet van der
Waalsovych polomérii obou atomii) a hloubka tohoto minima ¢;;. V praxi se tyto parové
parametry mixuji z atomovych parametri. Proménnou v tomto termu je pak aktudlni
vzdalenost stedd dvojice atomii ryj.”

Rovnice popisujici zavislost potencialu na poloze ¢astic maji tedy pro jednotlivy
typ interakce shodny tvar, ale li§i se parametry. Parametry zaviseji na druhu atomt, typu
vazby a uskupeni atomii v molekule. Aby nemusely byt stanovovany parametry pro
kazdou jednotlivou interakci a zvlast pro kazdou slouceninu, predpoklada se urcita
prenositelnost téchto parametrti mezi riznymi chemickymi systémy tj. napf. methylova
skupina bude popsana stejnymi Lennard-Jonesovymi parametry uhliku a vodika
a stejnymi vazebnymi parametry vazby C-H a thlu H-C-H bez ohledu na to, v jaké
konkrétni slouc¢enin€ se nachazi. Tento popis vede na definici tzv. atomovych typt,
které rozliSuji atomy nejen jako prvky, ale 1 podle typu jejich chemického okoli, napf.
alifaticky uhlik, aromaticky uhlik atd. Parametry se pak stanovuji pro tyto atomové
typy, u vazeb pro dvojice atomovych typi atd. Soubor rovnic, kterymi se pocitaji

potencidly, a soubor parametrii pro jednotlivé atomové typy se nazyva silové pole. !

2.1.2 Silova pole RNA
V soucasnosti neexistuje zadné univerzalné¢ pouzitelné silové pole, vhodnost
daného pole zavisi pfedeviim na ucelu pouziti.’ Pro MD simulace molekul RNA se
nejcasteji pouiivaji10 silovd pole AMBER (Casto nazyvané i Cornellovad et al )
a CHARMM."*2 Silova pole, ktera nebyla naparametrizovana pro nukleové kyseliny,
neni vhodné pouzivat, protoze je vysoce nepravdépodobné, ze by fungovala spre’wné.14
Silové pole AMBER existuje v nékolika variantach, a to ff94, ff98, ff99, {f10,

poptipadé verze ff02, ff03 nebo ff12, které nepifedstavuji novou verzi v popisu

4



nukleovych kyselin. Prvni verzi tzv. druhé generace silovych poli AMBER byla verze
ff94. Jeji reparametrizaci, konkrétné zménou parametrti glykosidické y torze a puckeru
ribosy, ktera zlepsila stoéeni B-DNA do helixu, vzniklo pole ff98 a dalsi zlepseni
puckeru ribosy vedlo k poli ff99, které bylo po dlouhou dobu povazovano za dostate¢né
pro popis nukleovych kyselin. Pfi delSich simulacich se vSak ukazalo, Ze toto silové
pole zpisobovalo pfi simula¢nich Casech desitek ns nevratny ptrechod konformace
patefe DNA, konkrétné zmény torzi o (O3°-P-O5°-C5") a vy (0O5-C5’-C4’-C3")
S typickou orientaci tthlu y v trans stavu. Tento pfechod mé¢l tendenci se kumulovat ve
struktuie dvouSroubovice DNA a progresivné degradovat jeji tvar v pribéhu simulace.
Proto byla provedena reparametrizace torznich Ghli o a vy, tzv. reparametrizace
parmbsc0.2>*®  Podobna degradace kanonickych struktur dvouSroubovic byla
zaznamenana i v piipadé RNA, kdy na stovkach ns byla pozorovéana ztrata helikalniho
twistu A-RNA dvousroubovic, které pak presly do struktury podobné Zebiiku.'” Proto
byla vyvinuta modifikace yoLs, ktera je navrzena specificky pro simulace RNA.™ Tato
modifikace je obsazena v poli ff10, coZ je standardni AMBER pole od roku 2010."
Ukazuje se, ze vylepSeni silového pole pro RNA nemusi byt pienositelna piimo do

popisu DNA a obracens™

19
XoL4.

, proto byla vyvinuta také y modifikace pro DNA nazvana

Silové pole CHARMM ma dv€ varianty uréené pro nukleové kyseliny,
CHARMMZ27% a nov&jsi CHARMM36.% Ani pro jednu z téchto variant CHARMM
silového pole neexistuje dostatecné rozsahlé mnozstvi testujicich simulaci pro popis
RNA a z dostupnych testii se zda, ze ani jedna varianta nepopisuje RNA spravné a obé

vedou mimo jiné k rozpadu struktury kanonické A-RNA dvousroubovice. > 2122

2.1.3 Vypoclty volné energie - termodynamicka integrace

Gibbsovu volnou energii l1ze pocitat tremi zakladnimi metodami, metodou ,,free
energy pertubation®, metodou distribuce pravdépodobnosti, nebo-li histogramovou
metodou a metodou termodynamické integrace, ktera bude popsana podrobng;ji.?

Termodynamicka integrace je zaloZena na postupném pieménovani systému
Z jednoho stavu do druhého. Prvni stav, stav A, je popsan Hamiltonidnem Ha a druhy
stav, stav B, je popsan Hg. Zvolime parujici parametr 1 a sestrojime Hamiltonian H(1),
ktery je funkci A a pro ktery plati H (1=0) = Ha a H (A=1) = Hg. Nejjednodussi vyjadieni
takového Hamiltonianu mé linearni tvar mixovani:

H() = (1 — )H, + AHp (11)
5



Rozdil Gibbsovy volné energie AGga mezi stavy B (kterému pfislusi Gg) a A (Ga) je

pak dan vztahem:

dG (A JdH(A
AGBA=GB—6A=f0 Ll O f( Dpaa (12)

kde vyraz <..>, znamena prumérovani hodnoty uvnitt zavorek, v tomto piipadé
derivace energie podle A, tj. zaporné vzaté sily plsobici na parametr A, ptes soubor
konformaci ziskany v simulaci pti dané hodnoté 4. Systém je pfeménovan ze stavu A do
stavu B po diskrétnich krocich, tedy po urcitych diskrétnich krocich se méni hodnota 4.
Integrant z rovnice (12) je spocitan numericky z MD simulaci provedenych pii dané

hodnot& / a integral se pogita napf. lichob&znikovou metodou.**

2.1.4 Vypocty pKy

Disocia¢ni konstanty kyselin, které se castéji udavaji jako zaporné vzaty
dekadicky logaritmus této konstanty tj. pK,, jsou nezbytné pro pochopeni mnoha
zékladnich reakci v chemii a biochemii. VétSinou Ize pK, zméfit velmi snadno
experimentalné, avSak Casto nds také zajimaji pK, sloucenin, které dosud nebyly
syntetizovany, a nebo experimentalni méteni neni pifimocaré. Napiiklad je velmi t€zké
ur¢it hodnotu pK; konkrétni aminokyseliny zabudované v polypeptidovém fetézci.
Hodnoty pK, volnych aminokyselin a nukleobazi jsou experimentalné zmétené
a tabelované, nicméné je zndmo, zZe tyto pK; hodnoty mohou byt ovlivnény strukturnim
kontextem proteinu® & RNA/DNA?® a mohou byt v biomolekulich posunuty aZ
0 n€kolik jednotek. Proto je velmi dulezita schopnost spocitat hodnotu pK, s vysokou
pfesnosti vypocetnimi metodami.?®

Zakladem pro vypocet pK; je vypocet rozdilu Gibbsovy volné energie AG
nedisociované a disociované formy dané molekuly v daném prosttedi. Z tohoto rozdilu

Ize pak pK, ziskat podle vztahu:

AG

—log;oK, = ——— 13
Pk, 9810% = prIn10 (13)

kde K, je disocia¢ni konstanta, R je molarni plynova konstanta a T termodynamicka
teplota.

Rozdil Gibbsovy volné energie AG lze pocitat riznymi metodami. VétSina metod
rozdéluje proces disociace kyseliny, a tedy i vypocet AG na nékolik mezikrokd.
Rozd€leni reakce na mezikroky lze popsat termodynamickym cyklem. Nejcastéji se

pouziva takovéto rozde€leni:
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gas

- +
HA —> A + Hy

-AGg(HA) AGyiA) |AGgH )
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- +

HA@) — Ay * H g
Obrazek 1 Jeden z termodynamickych cyklu vyuzivanych pro rozdeéleni Gibbsovy volné
energie disociace kyseliny ve vodném prostiedi AGyq na slozky Ggas (Gibbsova volnd
energie disociace v plynné fazi), AGso(HA) (Gibbsova volna energie solvatace
nedisociované kyseliny HA), AGgoi(A)  (Gibbsova volnd energie solvatace
deprotonované kyseliny, tj. jeji konjugované bdaze A) a AGs(H*) (Gibbsova volnd

energie solvatace protonu H*).

Potom se pocita zvlast Gibbsova volna energie reakce v plynném stavu a zvlast
Gibbsova volna energie solvatace jednotlivych ¢astic uvedenych v termodynamickém
cyklu.

Vsechny hodnoty Gibbsovy volné energie 1ze spocitat pomoci kvantové chemie,
kromé& AGs(H"), kterou lze spocitat jen velmi obtizné a k tomu s velkou nepfesnosti,
a proto musi byt uréena experimentalng.

Vypocet Gibbsovy volné energie disociace v plynné fazi je velmi piesny za
pfedpokladu, Ze je pouzita dostatecné presnd kvantové chemickd metoda uvazujici
korelaci elektronti. Naproti tomu nejvétsim zdrojem chyb je vypocet Gibbsovy volné
energie solvatace. Tu Ize pomoci metod kvantové chemie spocitat za pouziti dvou
riznych modelt solventu, explicitniho a implicitniho.

Explicitni model solventu popisuje solvent a jeho interakce v systému explicitné
na urovni atomi a jeho termodynamické vlastnosti jsou pak spocteny metodami
statistické termodynamiky. Zahrnuti dostate¢ného poctu konfiguraci solutu a solventu,
které by byly schopny vérné reprezentovat jejich makroskopické vlastnosti, je nejveétsi
obtiz tohoto pfistupu. Naproti tomu implicitni model solventu popisuje solvent jako
kontinuum a ptedpokladé, ze pozadované vlastnosti Ize spocitat z rovnic popisujicich
jeho makroskopicky stav. VétSina metod pouzivajicich implicitni model solventu je

zalozena na Poisson-Boltzmannové rovnici nebo na Bornové teorii solvatace. Ackoliv



tyto metody zanedbavaji explicitni popis interakce solventu se solutem, tak pii vhodné
parametrizaci mohou mit relativng dobré vysledky. %%’

Pokud nepottebujeme spocitat absolutni hodnotu pK,, ale relativni posunuti pK,
hodnoty vlivem strukturniho kontextu napiiklad v biomolekule, 1ze vyuzit molekulové
mechaniky (MM) a spocist pouze vliv okolniho prostiedi na titrovatelnou skupinu
a pfipadny posun jeji rovnovahy mezi disociovanou a nedisociovanou formou. Za
vyuziti MM se nékterou z metod uvedenych v kapitole 1.1.3 spocte rozdil Gibbsovy
volné energie mezi protonovanou a deprotonovanou formou modelové molekuly
AG™T odel, jejiz pKa je znamo, a rozdil Gibbsovy volné energie mezi protonovanou
a deprotonovanou formou analogické molekuly zabudované v makromolekule AGT ok
AGFFmode| ani AGFFmakr nemaji fyzikdlni vyznam, protoze MM nezahrnuje vSechny
ptispévky Gibbsovy volné energie realného systému. Piedpoklddd se ovSem, Ze
nezahrnuté piispévky Gibbsovy volné energie jsou v obou pfipadech velmi podobné,
takze by se v pfipad¢ rozdilu AGFFmakr - AGFFmode| (oznaceny jako AAGFF) mély vyrusit
atento rozdil by mé&l odpovidat skutednému rozdilu AAG™ Gibbsovy volné energie
deprotonace modelové molekuly AG™nogera Gibbsovy volné energie deprotonace
molekuly v makromolekule AGFFmakr:

DAG™ = AGER . — AGES gy ~ MG, — AGISSh = AAG™ 19

Za obdobnych predpokladii 1ze AAG™, respektive AAG™ spocitat tak, Ze se
pomoci MM spocita Gibbsova volna energie pfemény protonované formy modelové
slou¢eniny ve vodé na protonovanou formu molekuly v makromolekule AGmog-makr(HA)
a Gibbsova volna energie pifemény deprotonované formy modelové slou¢eniny ve vodé
na deprotonovanou formu molekuly v makromolekule AGmogmac(A) a AAG™

respektive AAGT se pak spocita pomoci termodynamického cyklu (Obrazek 2).6’ 28



AGmakromolekulat -
HAmak) — A man)

AGmod-makv(H'A\) AGmod-makl(A-)

AGmodel -
HAmode) — A (model)
Obrazek 2 Termodynamicky cyklus pouzivany pro spocitani rozdilu AAG Gibbsovy
volné energie deprotonace modelové molekuly AGmogel ve vode a Gibbsovy volné
energie deprotonace molekuly v makromolekule AGmakromelula; Kd€ AGmod-makr(HA) je
Gibbsova volna energie premény protonované formy modelové slouceniny ve vodé na
protonovanou formu molekuly v makromolekule a AGmog-makr(A) Gibbsova volna
energie premény deprotonované formy modelové slouceniny ve vodé na

deprotonovanou formu molekuly v makromolekule.

Krom toho je mozné posun pK, a hlavné sprazeni posunu pK,; se strukturni
dynamikou biomolekuly vypocist na MM urovni v takzvané molekuldrni dynamice za

konstantniho pH,>® ?° ktera bude popséna dale.

2.1.5 Molekularni dynamika za konstantniho pH

Hodnota pH je velmi dilezity parametr v systémech v kapalné fazi. Ovliviiuje
protonacni stavy titrovatelnych skupin a tudiz i strukturu, dynamiku a funkci molekul
v roztoku. Klasické MD simulace ovSem neumoziiuji zadat pH piimo jako jeden ze
vstupnich parametrti a uz z podstaty charakteru empirickych silovych poli nepopisuji
zmény protonacnich stavl titrovatelnych skupin. Pro simulace se pouzivaji struktury
S fixnimi  protona¢nimi stavy, a to takovymi, jaké jsou pii daném pH
nejpravdépodobnéjsi. Tento pristup S sebou piinasi dvé komplikace. Jednak ne vzdy
zname pK;, konstantu dané titrovatelné skupiny v makromolekule tj. nezndme jeji posun
vlivem strukturniho kontextu této skupiny. Hodnotu této pK, konstanty lze ziskat jen
pomérn€ naroénymi experimenty, napi. pomoci NMR spektroskopie. Navic 1 takto
naméiené hodnoty posunuté pK, konstanty ptfedstavuji pouze zprimérovanou hodnotu
a neumoznuji tak popsat zménu protonacniho stavu v zavislosti na zméné konformace
makromolekuly. Druhd komplikace je spojena s fundamentadlnim omezenim simulace za
konstantniho protonacniho stavu, jelikoz takova simulace nedovoluje spravny popis

rovnovazné fluktuace protona¢niho stavu. Proto byly vyvinuty metody, které umoziuji
9



zadat hodnotu pH pfimo jako jednu ze vstupnich podminek a v MD simulaci pak
postihnout zmény protonacnich stavii. Tyto metody se oznacuji jako molekularni
dynamika za konstantniho pH (cpH MD z anglického constant pH molecular
dynamics).>®?°

Metody cpH MD popisuji protonaéni stav kazdé titrovatelné skupiny proménnou
A. Tyto metody lze rozdélit do dvou skupin, podle toho, zda proménna A nabyva pouze
diskrétnich hodnot, nebo se mize ménit kontinudln€. Do prvni skupiny patii zejména
metody, které popisuji protonacni stav v MD simulaci pomoci metody Monte Carlo
(MC). Zména protona¢niho stavu je popsana tak, ze je v pravidelnych casovych
intervalech béhem MD simulace proveden MC vypocet, ktery urci, jaky protonacni stav
bude mit dand skupina po nasledujici interval. MC vypocet je zaloZzen na Gibbsové
volné energii protonace dané skupiny, kteréd se pocitd pti kazdém MC vypoctu. Pfi¢emz
Gibbsovou volnou energii se zde mysli hlavné Gibbsova volna energie solvatace
protonované a deprotonované formy titrovatelné skupiny, kdezto rozdil energie solutu
se bere ve form¢ energie pfisluSejici danému snimku simulace, v némz se provadi MC
vypocet. Solvataéni Gibbsovu volnou energii kazdého protona¢niho stavu lze ziskat
pomoci Poisson-Boltzmannovy rovnice nebo zobecndnych Bornovych rovnic. °

Do druhé skupiny patii zejména metody, ve kterych je proménné A feSena jako
dalsi stupen volnosti v systému, ktery se vyviji v ¢ase podle svych pohybovych rovnic.
Potencial, ve kterém se tento stupeni volnosti pohybuje, je funkci pH a energie
protonované a deprotonované formy. Sila piisobici na tento stupen volnosti a tedy i jeho
rychlost a nova hodnota A se pocitaji ve stejnych ¢asovych intervalech jako soufadnice
a rychlosti pro vSechny ostatni Gastice.®?

Nekteré metody se pouzivaji v kombinaci Simplicitnim solventem, nékteré
s explicitnim. Pro simulace molekul RNA je vSak dileZité, aby probihaly v explicitnim
solventu, jelikoz implicitni solvent popisuje solvataci polyanionického fetézce RNA

% Jednou z metod

velmi Spatn€é a vede vsimulacich kvyraznym artefaktim.
propagujicich parametr A1 v ¢ase a pouZivajici explicitni solvent je cpH MD, kterou
vyvinuli Grubmiiller et al. a implementovali j i® do vypocetniho baliku GROMACS.*
Vliv pH a strukturni dynamiky systému na protonacni stav titrovatelné skupiny
popisuje tato metoda nasledovné. Protonacni stav je popsan proménnou 4. Je-li 1 =0, je
skupina protonovana, pfi 4 = 1 je deprotonovana. 4 je pti MD simulaci definovana jako

dalsi stupeni volnosti systému S virtudlni hmotnosti m;, soufadnici 4 a virtudlni rychlosti

Vy. Hamiltonian systému H(1) je definovan tak, ze parametr 1 slouzi jako faktor
10



V linearnim mixovani (viz kapitola 1.1.3) Hamiltonianu protonované formy Ha
S Hamiltonidnem deprotonované formy Hg titrovatelné skupiny:

H(A) = (1 — )Hp + AHp (15)
Sila F, pasobici na ,,¢astici“ 4 je:

ov(a
F, = _—651 ) =Vpa—Vpg (16)

V(1) je ¢ast Hamiltonianu predstavujici potencialni energii, Va potencidlni energie
systému ve stavu A a Vg potencidlni energie systému ve stavu B. Je-li znadm potencial
V(4), je mozno spocitat silu F; pusobici na ,,¢astici A. Ugelem potencialu V(1) je popsat
zménu energie mezi protonovanym a deprotonovanym stavem a zaroven zajistit, aby
Cetnost protonovanych a deprotonovych stavii odpovidala disociatnimu stupni pfi
daném pH. Protoze pouze hodnoty 4 = 0 a 4 = 1 reprezentuji stav systému S fyzikalnim
vyznamem, potencial V(1) by mé&l mit takovy tvar, aby dynamika tohoto parametru
spliiovala, Ze bude dominantné populovat hodnoty okolo 4 = 0 a 4 = 1. Dale hodnota A
se musi pohybovat v intervalu od 0 do 1. Cas straveny v pfechodném stavu mezi 0 a 1
by mél byt tudiz kratky a Cas straveny ve stavu S fyzikalnim vyznamem pak dostate¢né
dlouhy na to, aby mohly prob&hnout konformaéni zmény. Potencial V(1) tedy musi mit
mezi /=0 a A=1 bariéru a velikosti této bariéry pak lze fidit frekvence ptechodu
Z jednoho stavu do druhého.

SpInéni téchto podminek je zajisténo nasledovné. Hodnota proménné 1 je

vyjadiena pomoci tthlového parametru 6 kruznice o poloméru r (r=1) podle rovnice:
1
A =rcos(8) + > (17)

Dynamika tak probihd v ramci proménné 6 a sila ptisobici na 8 Fy je rovna:

o ov@®) oV (A(6))
6=~ = rsm(@)T

Tim je zajisténo, ze A bude v intervalu od 0 do 1. Déle je k potencialu ptisobiciho na 4

(18)

piidan takzvany dodateény potencial U™(1) ve tvaru:
U*(1) = 4hA(1 - 1) (19)
Ten zajisti, Zze vétsi Cas bude straveny v hodnotich A blizkych 0 nebo 1. VySkou
potencialu h Ize regulovat frekvenci prechodti mezi stavy.
Skuteéna hodnota zmény Gibbsovy volné energie AG mezi protonovanym
a neprotonovanym stavem je rovna:

AG = (In10)RT (pK, — pH) (20)
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kde pH je zvolené pH systému, pK, je zaporny dekadicky logaritmus disociacni
konstanty titrovatelné skupiny, R je molarni plynova konstanta a T termodynamicka
teplota. Proto by pro molekulu, jejiz pK; zname, m¢l potencial V(1) mit tvar:
V(1) = [(In10)RT (pK, — pH)]A + U*(1) (21)
Da se vSak ocekavat, ze potencial vznikly mixovanim empirickych potencidli
protonované a deprotonované molekuly (rovn. 15) nebude mit takovy tvar, proto je
nutné zavislost takto zmixovaného potencialu na parametru 1 spocitat a v cpH MD jej
odecist a misto n¢j vlozit vyse zminény potencial (rovn. 21), jak bude popsano dale.
Zménu Gibbsovy volné energie mezi dvéma stavy ¢i dvéma molekulami lze
spoc¢itat na MM ftrovni pomoci termodynamické integrace tak, jak byla popséana
v kapitole 1.1.3, a to podle rovnice (12). Takto lze spocitat také zménu Gibbsovy volné
energie mezi protonovanou a deprotonovanou formou AG™. Jak bylo fe&eno, takto
spoctend zména Gibbsovy volné energie ovSem nemd fyzikalni vyznam a neni rovna
skutecné zméné Gibbsovy volné energie. V tomto pfipadé¢ vSak termodynamické
integrace vyuZzijeme pro spocteni zavislosti energie (v popisu empirickym polem) na
parametru 4 u referen¢niho systému (typicky volné aminokyseliny nebo nukleobaze)
atuto zavislost vyuzijeme pro parametrizaci cpH MD a tyto parametry nasledné

pfeneseme do strukturniho kontextu biomolekuly. Celkovy potencial ma tedy tvar:
A OE
V(A) = (1= AD)Va+AVg — f <ﬁ>’1 dA + [(In10)RT (pK, — pH)]A+ U* (1) (22)
0

Kde prvni dva ¢leny jsou zmixované energie protonované a deprotonované formy
libovolného systému s titrovatelnou skupinou (tj. napf. biomolekuly), tfeti ¢len je
odecteni zavislosti energie na parametru A spoctené na referencnim systému (napf.
volna aminokyselina nebo nukleobaze). Ctvrty &len zajistuje spravnou balanci mezi
protonovanou a deprotonovanou formou, pticemz parametr pK, je zaporny dekadicky
logaritmus disocia¢ni konstanty referen¢niho systému. A koneéné paty posledni ¢len je
bariéra mezi hodnotami 4 0 a 1 zajiStujici dominantni populaci fyzikalné smysluplnych
hodnot tohoto parametru. Je potfeba zminit, Ze pro referencni systém se z principi
parametrizace této metody prvni tfi ¢leny odectou na nulu, kdezto v piipadé¢ aplikace na
jiny systém, napf. biomolekulu, bude jejich soucet nenulovy v disledku vlivu
strukturniho okoli na titrovanou skupinu, ktery vede k posunu jejiho pK,.8

Do baliku GROMACS je tato metoda implementovdna nasledovné. Molekula
s titrovatelnou skupinou ma takzvanou dvojakou topologii, coz znamend Ze jsou

uvedeny parametry pro molekulu v protonovaném stavu (stav A) a deprotonovaném
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stavu (stav B), respektive pro stav B staci v topologii uvést ty parametry, které se lisi od
stavu A.*' Hamiltonian systému pak zavisi na A podle vztahu (15). Protoze béhem MD
simulace nelze ménit pocet atomli v systému, je deprotonovany stav v topologii
realizovan tak, Ze atom vodiku je ve stavu B nahrazen atomem S nulovymi Lennard-
Jonesovymi parametry a nulovym ndbojem. Parametry ostatnich atomu jsou takové,

jako by atom vodiku nebyl pfitomen.

Vyraz (Z—i);l, respektive zavislost g—i na A se ziska postupem termodynamickeé
integrace. Spusti se tedy MD s n€kolika fixnimi hodnotami 4 (zpravidla od 0 do 1 po
intervalech 0,1). Samotnd integrace se ale neprovadi, pouze se graf zavislosti g—i na A

prolozi kubickou rovnici.
Jako vstupni parametry pro MD simulaci se pak kromé& vstupnich hodnot pro

klasickou MD zadavaji pozadované pH, pK, referen¢ni molekuly a koeficienty kubické
: . OF v s . Y
rovnice pro zavislost 5 na A spo&tené na této referenéni molekule.’

Metoda tak, jak ji vyvinuli Grubmiiller et al., je ur€ena a otestovana pro proteiny
za vyuziti silového pole GROMOS.® Tato metoda by ale mohla byt teoreticky
pouzitelna i pro dynamiku nukleovych kyselin za pouziti silového pole AMBER. To je

tieba otestovat. Vhodnym modelovym systémem pro tento ucel je vlasenkovy ribozym.

2.2 Ribozymy

Vlasenkovy ribozym patii mezi ribozymy. Ribozymy, nebo-li RNA enzymy jsou
molekuly RNA, které maji schopnost katalyzovat chemickou reakci, nej€asteji St€peni
své vlastni cukr-fosfatové pétefe.4 Ribozymy se podileji na regulaci genové exprese
a maji klicovy vyznam pro Zivotaschopnost nékterych organismﬁ.32 Podle jedné z teorii
existovaly molekuly RNA aribozymy mnohem diive nez DNA a proteiny, tato
hypotéza se nazyva teorie RNA svéta.®® V soudasné dobé se mimo jiné zkouma mozné
vyuziti ribozymii jako potencialnich cili 16&iv inhibujicich jejich aktivitu.®*

Podle struktury a reakéniho mechanismu lze ribozymy rozdélit obecné do dvou
skupin, a to na velké a malé ribozymy. Mezi velké ribozymy patii self-splicing introny
skupiny | a skupiny II a ribonukleasa P. Skladaji se z n€kolika set az 3000 nukleotidt
ajimi katalyzované reakce vedou k produktim s volnou 3'-hydroxylovou a volnou
5'-fosfatovou skupinou. * 52

Mezi malé ribozymy patfi napt. ribozymy vlasenkovy, hammerhead, HDV
(hepatitis delta virus) a VS (varkud satellite). Maji délku od 30 do 150 nukleotidd a jimi
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katalyzované reakce vedou k produktim s volnou 2°-3"-cyklickou fosfatovou a volnou

5’-hydroxylovou skupinou. 4,32,35

2.2.1 Vlasenkovy ribozym

Vlasenkovy ribozym (z anglického hairpin ribozyme) patii do skupiny malych
ribozymu. Sklada se ze dvou domén, oznacovanych A a B. Kazda z domén se sklada ze
dvou Sroubovic, doména A ze Sroubovic H1 a H2 a doména B z H3 a H4. Nukleotidy
v doméné B jsou ¢islovany od 1 do 50. Nukleotidy v doméné A od -5 do +9 tak, aby
fosfodiesterova vazba, kterd mize byt ribozymem rozstépena, byla mezi nukleotidy -1
a +1 (Obrazek 3). Ke své funkci nepotiebuje zadny dvojmocny kovovy kation a je plné
aktivni 1 bez pfitomnosti téchto iontd. Nachdzi se v tzv. minusovém vlakn¢ satelitni
RNA pftidruzené k viru tabdkové mozaiky. Ma schopnost katalyzovat samostépeni, tedy
odstfizeni sebe sama a ndsledné navazani sebe sama, coz je ve viru vyuzivano pfi
replikaci jeho genetické informace tzv. double-circle rolling mechanismem. OdstfiZeni
je zajisténo rozstépenim fosfodiesterové vazby na specifickém misté, vlasenkovy
ribozym tedy katalyzuje tuto reakci. Katalyza je specifickd na ur¢ité misto své vlastni
molekuly RNA. Pro experimentalni studium tohoto RNA enzymu je vSak dulezité, ze je
mozné upravit vlasenkovy ribozym tak, Ze je rozdélen na dvé RNA vldkna, jedno
katalytické a druhé Stipané, které vystupuje v roli substratu tohoto enzymu. Vlasenkovy
ribozym muze tedy v této uprave také katalyzovat Stépeni fosfodiesterové vazby na jiné
molekule RNA, opét specificky na ur¢itém mists. " 3¢

Reakce probiha v aktivnim misté, které tvoii guanin 8, adenin 38, adenin -1
a guanin +1 (Obrazek 4). Toto aktivni misto vznika pfi sbaleni ribozymu do jeho nativni
konformace, pifiCemz bezprostiedné poté dochazi k rozstépeni jeho cukr-fosfatove
patefe mezi adeninem -1 a guaninem +1. Aktivni misto vlasenkového ribozymu je
narozdil od vétSiny ostatnich ribozymil uzaviené, coZ znamend, zZe k nému nemaji
pistup molekuly solventu a iontil z okolniho prostiedi. Stépena je fosfodiesterova vazba
mezi adeninem -1 a guaninem +1, vysledkem je volna 2’-3"-cyklicka fosfatova skupina

na adeninu -1 a volna 5’-hydroxylova skupina na guaninu +1. *"*’
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Obrazek 3 Struktura vidsenkového ribozymu v upravé na dvé RNA vldkna, jedno
katalytické a druhé Stipané. Dvousroubovice HI-H4 a smycky jsou barevné rozliseny,

misto Stepeni je vyznaceno cernou Sipkou. (4) 3D struktura. (B) Sekundarni struktura

s cislovanim nukleovych bazi. Obrdzek byl pfevzat z clanku .

G8 A38H*

G+1

Obrdzek 4 Aktivni misto vidsenkového ribozymu, nukleové baze GS, A38H" a ribosy, na

kterych jsou navazané nukleové baze A-1 a G+1.
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Obrazek 5 Zndzornéni reakce probihajici v aktivnim misté vidasenkového ribozymu,
popsany jsou nukleové baze A38 a G8 a zkratky Ade a Gua reprezentuji nukleové baze

A-1a G+1. Obrazek byl prevzat z clanku *®.

Prestoze byla katalyza vlasenkového ribozymu intenzivné studovana
experimentalné i teoreticky a jeji mechanismus se da povazovat za objasnény, stale
zustavaji nékteré jeho aspekty ne Uplné€ objasnény. Biochemicka a strukturni
experimentalni data ukazala, ze dvé nukleobaze v aktivnim mist¢ jsou kliové pro
katalyzu, a to guanin 8 aadenin 38. Na ziklad¢ namétfené zavislosti rychlostni
Konstanty $§tépeni na pH, strukturnich a mutacnich dat a teoretickych MD simulaci
a QM/MM vypocta se jevi jako nejpravdépodobnéjsi mechanismus, kde reakci zaéina
nekanonicky deprotonovany guanin 8, ktery funguje jako akceptor protonu od 2'-OH
skupiny adeninu -1, a tedy jako obecna baze. 2°-OH skupina v reakci funguje jako
nukleofil a je tudiz deprotonovanym guaninem 8 aktivovana pro nukleofilni atak
Stipaného fosfatu. Pfi nukleofilni substituci O5” kysliku za atakujici O2" kyslik na
Stipaném fosfatu je odstupujici O5” skupina protonovana nekanonickym protonovanym
adeninem 38, ktery funguje jako obecna kyselina (Obrazek 5). Z dostupnych
teoretickych simulaci a experimentt se vSak zda, Ze zatimco pK, adeninu 38 je posunuto
strukturnim kontextem aktivniho mista k neutralit¢ a jeho pfitomnost v protonované
formé je diilezZita pro stabilitu aktivniho mista, guanin 8 nema vyznamné posunuté pK,

. o . < i Lo , . 17,37
a jeho ptitomnost v deprotonované forme spiSe neni aktivnim mistem tolerovana. 3
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3 Prakticka ¢ast

3.1 Cile

Protonacni stavy nukleobazi v aktivnich mistech katalyticky aktivnich molekul
RNA maji jednak pfimy vliv na samotnou katalyzu, ale také i vliv na strukturni
dynamiku aktivnich mist téchto RNA molekul, ktera ovliviiuje katalytickou aktivitu
nepiimo.* Velmi u¢innym nastrojem pro studium strukturni dynamiky t&chto molekul
jsou MD simulace, které umoziuji detailni nahled na dynamické chovani aktivnich mist
RNA enzymil a studium strukturni podstaty nékterych jev.’® Proto by bylo velmi
uzite¢né, pokud by v MD simulacich bylo mozno popsat také dynamické zmény
protonac¢nich stavii. Tato moznost by mohla pomoci objasnit napiiklad mechanismus
katalyzy nebo zavislost katalytické aktivity na pH.*®

Metod, které umoziuji v MD simulaci v explicitnim solventu popsat dynamickou
zménu protonacnich stavi, existuje v soucasnosti nékolik, ovSem extenzivné byly
testovany pouze pro klasické enzymy tj. pro proteiny.® Metoda, ktera by umoznila
spolehlivé popsat dynamickou zménu protonacnich stavii v molekuldch RNA ve
standardné dlouhych (tj. n€kolik us) MD simulacich, vSak dosud nebyla dostate¢né
otestovana. (Metodu cpH MD v explicitnim solventu pro molekuly RNA popisuji

Brooks et al.*°

, ti ovSem vyuzivaji silového pole CHARMM36, jehoz funkénost pro
RNA je zatim zna¢né¢ diskutabilni, pticemz nékteré prace poukazuji na vyznamné
nedostatky tohoto silového pole.zz) Neékteré z metod vyvinutych pro proteiny jsou
navrzeny tak, aby byly pouZitelné univerzalné. Proto se jevi jako vhodny postup
otestovat funk¢nost nekteré z téchto metod plivodné navrzenych a testovanych pro
proteiny i na molekulach RNA.

Cilem této prace bylo zjistit, zda metoda cpH MD vyvinuta Grubmiillerem et al.
a otestovana na proteinech za pouZiti silového pole GROMOS®, je pouZitelna také pro
RNA za pouziti silového pole AMBER ff99bscOyors ™ *® “°. Silové pole AMBER bylo
zvoleno proto, Ze jina silové pole zatim pro RNA nefunguji spolehlivé.22 V ptipadé€ pole
ff99bscOyoLs je tak nejpravdépodobnéjsi, Ze bude nejen schopno spravné popsat
strukturni dynamiku RNA, ale i dostatecné piesn¢ popsat nevazebné interakce mezi
titrovanou skupinou a zbytkem RNA molekuly, které determinuji pfipadny posun pK,
titrované skupiny v rameci strukturniho kontextu RNA. Jako struktura pro otestovani této
metody byl zvolen vlasenkovy ribozym, ktery je vhodny proto, ze tato metoda by mohla

podstatnym zplisobem piispet k objasnéni mechanismu jim katalyzované reakce.
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V pribéhu feseni této prace se vSak ukazalo, ze v piipadé vlasenkového ribozymu
pouzitd metoda cpH MD vyznamné pieceniovala posun pKa, coz mize signalizovat
dosud neidentifikovanou nepiesnost v poli ff99bscOyOL3. Abychom Iépe prostudovali
podstatu selhani metody cpH MD v piipadé vlasenkového ribozymu, provedli jsme
analogické vypocty 1 u menSich systtmt, a to dinukleotidu GpG
(guanylyl(3'—5")guanosin) aguanosinu. Tyto simulace pak byly pouzity pro
systematické hledani, kde dochazi v popisu dynamiky protonacnich stavli k pfipadnym

odchylkam od ocekavaného chovani.

3.2 Metody

Pro cpH MD simulace byl pouzit balik GROMACS 3.3.3*" s implementovanou
metodou cpH MD od Grubmiillera et al.® verze 1.3.

Pro startovni strukturu vlasenkového ribozymu byla pouzita krystalova struktura
soznatenim 20UE z databdze Protein Data Bank (PDB), kterd byla ziskdna
Rontgenovou  strukturni analyzou monokrystalu S rozlifenim 2,05 A.** Pomoci
programu tLeaP z baliku AMBER® byly doplnény atomy vodiku a struktura byla
umisténa do boxu s explicitnim modelem vody TIP3P. Vzdalenost stén boxu od solutu
byla nastavena na 10 A a minimalni vzdalenost solventu od solutu na 0,7 A. Vysledna
velikost boxu &inila 6,92 x 8,87 x 8,59 nm>. Naboj struktury byl vykompenzovan
pridanim prislu§ného poétu K* iontii (R = 1,705 A a & = 0,1936829 kcal/mol**) do boxu.
A za pouziti silového pole AMBER ff99bscOyo 3 byly programem tLeaP vytvoreny
soubor s koordinaty a soubor s topologii (oboji ve formatu pro AMBER). Programem
sander z baliku AMBER pak byla provedena minimalizace a ekvilibrace struktury
véetné pomalého vyhiati na teplotu 298,15 K. A pomoci programu acpype byly
koordinaty s ekvilibrovanou geometrii a topologie pievedeny do formatu pro
GROMACS.

Obdobnym zptisobem byla vytvofena topologie pro vlasenkovy ribozym
s nekanonickym, tedy deprotonovanym guaninem G8 na dusiku N1. Parametry tohoto

guaninu byly pievzaty z ¢&lanku .

Z obou topologii vlasenkového ribozymu
S kanonickym 1 deprotonovanym guaninem 8 ve formatu GROMACSu pak byla
vytvofena tzv. dvojaka topologie pro cpH MD. Tato dvojaka topologie obsahovala jak
parametry pro vlasenkovy ribozym skanonickym guaninem 8, tak informace

0 odlisnostech topologie vlasenkového ribozymu s deprotonovanym guaninem 8, hlavné
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pak odlisné naboje a van der Waalsovy parametry guaninu 8 v obou jeho protonac¢nich
formach.

Jak jiz bylo uvedeno, béhem MD simulace nesmi byt ménén pocet atomu
V systému, proto je deprotonovany stav realizovan tak, Ze je na mist¢ G8(H1) vodiku
atom s nulovymi Lennard-Jonesovymi parametry a S nulovym nabojem. Navic celkovy
naboj systému S deprotonovanym G8 by byl o0jeden elementarni naboj mensi nez
v piipadé kanonického guaninu. Nicméné béhem MD simulace se rovnéz nesmi ménit
celkovy naboj systému, ktery navic musi ztstat kvili konvergenci Ewaldovy sumace
pouzivané pro vypocet dalekodosahové elektrostatiky nulovy. Proto je naboj systému
s deprotonovanym G8 kompenzovan kontinudlni ndbojovou hustotou rovnomeérné
rozmisténou po celém boxu. Vzhledem k velikosti boxu a faktu, Zze parametrizace
metody cpH MD byla provadéna na 9-methylguaninu umisténém v piiblizné stejné
velkém boxu, by tato ndbojové hustota mé&la mit na chovani systému minimalni vliv.°

Pro explicitni otestovani, zda je tento vliv zanedbatelny ¢i nikoli, byl pouzit také
druhy zplisob kompenzace zdporného naboje systému s nekanonickym G8, a to pomoci
CI" iontu sparovaného s protona¢nim stavem G8. Pokud je G8 v protonovaném stavu,
tento CI" je v systému piitomen, a pokud je G8 v deprotonovaném stavu, tento Cl" neni
piitomen. To je realizovano tak, ze CI" ma obdobné¢ jako dalsi atomy, jejichZz parametry
zaviseji na protona¢nim stavu G8, uveden v dvojaké topologii parametry pro oba
protona¢ni stavy a méni se tedy spolu s parametry titrovaného guaninu. Je-li G8
protonovany, CI" ma byt v systému pfitomen, v tomto stavu (stavu A) jsou tedy
vtopologii uvedeny standardni parametry pro ClI° ion (R=2513A
a & = 0,0355910 kcal/mol*"), je-li G8 deprotonovany, Cl" nemé byt v systému piitomen,
coz je realizovano tak, ze v tomto stavu (stavu B) jsou namisto CI” iontu parametry
atomu s nulovymi Lenard-Jonesovymi parametry a nulovym nabojem. Celkovy naboj
systému je tedy konstantni a nezavisly na protona¢nim stavu G8.

Topologie a koordinaty tohoto systému byly vytvofeny S obdobnymi parametry
jako pro systém bez CI" a obdobnym zplisobem pomoci programu tLEaP. V tomto
pfipadé ale byla struktura neutralizovana Na® ionty (R = 1,369 A
a € = 0,0874393 kcal/mol**), a navic abychom otestovali i dal§i moznou piiginu selhani
metody cpH MD, byla pouzita modifikace e{oL1 silového pole AMBER.* Vysledna
velikost boxu ¢inila 8,35 X 9,21 X 9,27 nm®,

Protoze parametry atomt ClI i nukleobaze G8 zaviseji na proménné 1 spojujici

oba protona¢ni stavy, stav A se stavem B (rovn. 15), a zaroven na sebe Cl" a G8 ptisobi
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elektrostatickymi silami a silami popsanymi Leanard-Jonesovym potencidlem, neni
zadouci, aby se k sobé mohly piiblizit. Proto byl pro vSechny MD simulace tohoto
systému nastaven dodate¢ny potencial mezi atomem CI” a N1 dusikem guaninu 8, ktery
penalizuje struktury s mensi vzdalenosti t&chto atom@i nez 10 A (v piipadé vétsi
vzdalenosti CI” iontu od G8(N1) dusiku se potencial neuplatiuje, resp. je nulovy).

Startovni struktury 9-methylguaninu, guanosinu a guanylyl(3'—5")guanosinu
(GpG) byly odvozeny z krystalové struktury vlasenkového ribozymu. Krystalova
struktura vlasenkového ribozymu s oznacenim 20UE ve formatu PDB byla
vizualizovana v programu PyMOL® a pomoci tohoto programu byly zkopirovany
pozadované Casti struktury a ulozeny ve formatu PDB. V ptipadé¢ 9-methylguaninu
a guanosinu byl vyuzit pfimo guanin 8, v ptfipadé¢ GpG byla vyuzita jind vhodné ¢ést
struktury, ktera obsahuje dva po sobé jdouci guaninové nukleotidy a jeji cukr-fosfatova
patef ma konformaci A-RNA.

Obdobné jako u struktury ribozymu pak byly pomoci programu tLEaP u kazdé
z téchto struktur doplnény atomy vodiku a struktura byla umisténa do boxu
s explicitnim modelem vody TIP3P. 9-Methylguanin, ktery byl pouzit jako referenéni
systém pro parametrizaci celé metody, byl umistén do boxu 0 stejné velikosti jako
vlasenkovy ribozym, aby byly zajistény stejné podminky a chovani systému. Velikost
boxu ¢inila 8,77 X 8,63 x 8,22 nm°. Pro guanosin byla vzdalenost stény boxu od solutu
nastavena na 18 A a minimalni vzdalenost solutu od solventu na 0,7 A a pro GpG na
20 A 20,7 A. Velikost boxu pro guanosin &inila 5,10 x 4,51 x 5,01 nm® a pro GpG 5,76
x 5,30 x 5,60 nm®. Dale bylo do boxu ke kazdé struktufe vzdy pfidano tolik K™ a CI
iontl, aby jejich koncentrace v boxu ¢inila 150 mmol/l. Od kazdé struktury pak byly
programem tLEaP za pouziti silového pole ff99bscOyos vytvofeny koordinaty
a topologie ve formatu pro AMBER a programem acpype ptevedeny do formatu pro
GROMACS.

Obdobn¢ jako u struktury ribozymu byla pro kazdou strukturu ziskdna topologie
s deprotonovanym N1 dusikem na guaninu a vytvofena dvojaka topologie pro cpH MD.
Protoze ve struktute GpG jsou dva guaniny, byly v tomto pfipad¢ vytvofeny dvé
dvojaké topologie pro dvoji riizné simulace. V jedné se méni protonacni stav prvniho
guaninu (pofadi guanint je uvazovano od 5' konce fetézce RNA, tato topologie je dale
Vv textu znacena jako GpG1) a v druhé druhého guaninu (GpG2).

Pro referencni systém, 9-methylguanin, byly stejné jako v pfipad¢é ribozymu

pouzity dva zplisoby vykompenzovani zmény naboje systému pii zmeéné protonacniho
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stavu guaninu, kontinualni nabojova hustota a sparovany CI ion, nebot’ zména zptsobu
kompenzovani ndboje méni zavislost celkové energie na parametru 4, a je tudiz potieba
parametrizovat metodu pro oba tyto zplsoby kompenzovani naboje zvlast. Pro
struktury guanosinu a GpG bylo pouzito pouze zptisobu sparovaného CI™ iontu.

Z topologie a koordinati 9-methylguaninu se sparovanym CI iontem byly dale
odvozeny koordinity a topologie S mensim poctem iontli ve stejn¢ velkém boxu
a koordinaty a topologie s mensi velikosti boxu (a men$im poctem iontd tak, aby ztstala
jejich koncentrace v boxu pfiblizné¢ zachovana). Men$iho poctu iontt bylo dosaZzeno
editaci souborti Stopologii akoordinaty v textovém editoru. Pavodni systém
s 9-methylguaninem obsahoval 48 CI" a 48 K" iontfi, ipravami byly vytvofeny systém
$24 Cl a 24 K" ionty a systém s 8 CI" a8 K" ionty pfi stejné velikosti boxu. Mensi
velikosti boxu bylo dosazeno upravami soubor S topologii a koordinaty pomoci
programu napsaného v jazyce C, ktery existujici box nejprve vycentroval tak, aby byl
9-methylguanin ve stiedu boxu, a nasledné ofezal 0 pozadovanou velikost z kazdé
strany. V textovém editoru se pak pocty iontd upravily tak, aby koncentrace iontl
v boxu ¢inila 150 mmol/l. Takto byl vytvofen systém s 9-methylguaninem v boxech
0 rozmérech 7,45 x 7,30 x 6,89 nm® 6,55 x 6,40 x 5,99 nm®, 5,55 x 5,40 x 4,99 nm°
a 4,55 x 4,40 x 3,99 nm®.

Rozméry a velikosti boxl vSech systému udava Tabulka 1. U kazdé MD simulace
byla nejprve provedena ekvilibrace, tj. energeticka relaxace syst¢ému a jeho pozvolné
vyhfati na 300K, a poté vlastni MD simulace. Ekvilibrace byla pro vSechny systémy
0,1 ns dlouha, délky vlastnich MD simulaci se lisily (Tabulka 2). VSechny simulace
byly spustény za izobaricko-izotermickych podminek pfi teplot¢ 300 K a tlaku 1 bar.
U v8ech ekvilibraci i vlastnich MD simulaci byl pouzit termostat, ktery je soucasti SD
integratoru, u vSech vlastnich MD simulaci byl pouzit barostat Parrinello-Rahman
a v piipadé ekvilibraci byl pouzit pro rizné systémy riizny barostat (Tabulka 2).

V ptipadé¢ cpH MD simulaci byla jako vstupni udaj zaddna hodnota pKj,
9-methylguaninu 9,56*" arovnéz byly jako vstup zadany pozadované hodnoty pH
zkoumanych systému (Tabulka 2).
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Tabulka 1 Rozmeéry a velikosti boxi. (Pouzité zkratky: HrRz = vidasenkovy ribozym,
9-MeGua = 9-methylguanin, Tl = termodynamicka integrace, Cl = kompenzace zmeny
naboje pri deprotonaci sparovanym CI iontem, u systémii uvedenych v tabulce bez
pridomku Cl je pouzita kompenzace kontinualni nabojovou hustotou, GpG1l, resp. GpG2
= guanylyl(3'—J5")guanosin, u kterého se meni protonacni stav NI dusiku na prvnim,
resp. druhém guaninu, poradi guaninii je uvazovano od 5' konce retézce RNA, 48 ionti
=24 K" a 24 CI iontii, 16 iontit = 8 K a 8 CI iontii, ofez 0,5 = orez boxu zpiisobem

popsanym v kapitole Metody o 0,5 nm z kazdé strany, analogicky o¥ez 1,0; 1,5 a 2,0)

systém rozméry boxu [nm°] velikost boxu [nm?]
9-MeGua TI 8,77 x 8,63 x 8,22 622,35
HrRz 6,92 x 8,87 x 8,59 527,37
9-MeGua 8,77 x 8,63 x 8,22 622,35
9-MeGua CI Tl 8,77 x 8,63 x 8,22 622,35
HrRz CI 8,35 x 9,21 x 9,27 712,50
9-MeGua ClI 8,77 x 8,63 x 8,22 622,35
Guanosin CI 5,10 x 4,51 x 5,01 115,33
GpG1Cl 5,76 x 5,30 x 5,60 171,08
GpG2Cl 5,76 x 5,30 x 5,60 171,08
9-MeGua ClI 48 ionti 8,77 x 8,63 x 8,22 622,35
9-MeGua Cl 16 ionti 8,77 x 8,63 x 8,22 622,35
9-MeGua Cl orez 0,5 7,45 x 7,30 x 6,89 374,85
9-MeGua Cl orez 1,0 6,55 x 6,40 x 5,99 251,21
9-MeGua Cl orez 1,5 5,55 x 5,40 x 4,99 149,62
9-MeGua Cl orez 2,0 4,55 x 4,40 x 3,99 79,93
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Tabulka 2 Rozdilné parametry MD simulaci - barostat pouzity pri ekvilibraci, délka
viastni MD simulace a hodnoty pH nastavené pri cpH MD. (Pouzité zkratky jsou
definovany u Tabulky 1).

, .. MD -
systém ekvilibrace - barostat délka (ns) MD - hodnoty pH

9-MeGua Tl 1,0 bar Parrinello-Rahman 5

HrRz 1,0 bar Parrinello-Rahman 20 7,36, 8,36, 9,36, 9,86, 10,36, 11,36,
13,36, 14,36, 16,36, 17,36, 18,36

9-MeGua 1,0 bar Parrinello-Rahman 5 4,01; 5,01; 6,01 7,01; 12,01; 13,01;
14,01

20 8,01;9,01;9,51; 10,01; 11,01

9-MeGua Cl 1,0 bar Parrinello-Rahman 5

TI

HrRz ClI 1,0 bar Parrinello-Rahman 20 6,36, 8,36, 10,36, 12,36, 14,36,
16,36, 18,36

9-MeGua Cl 1,0 bar Parrinello-Rahman 20 7,36, 8,36, 9,36, 9,86, 10,36, 11,36,
12,36

guanosin Cl 1,0 bar Parrinello-Rahman 20 7,36, 8,36, 9,36, 9,86, 10,36, 11,36,
12,36

GpGlCl 1,0 bar Parrinello-Rahman 20 7,36, 8,36, 9,36, 9,86, 10,36, 11,36,
12,36

GpG2Cl 1,0 bar Parrinello-Rahman 20 7,36, 8,36, 9,36, 9,86, 10,36, 11,36,
12,36

9-MeGua Cl 1,0 bar Parrinello-Rahman 20 77,36, 8,36, 9,36, 9,86, 10,36,

48 iontu 11,36, 12,36

9-MeGua Cl 1,0 bar Parrinello-Rahman 20 7,36, 8,36, 9,36, 9,86, 10,36, 11,36,

16 iontu 12,36

9-MeGua Cl 1,0 bar Berendsen 20 7,36, 8,36, 9,36, 9,86, 10,36, 11,36,

oiez 0,5 12,36

9-MeGua Cl 1,0 bar Berendsen 20 7,36, 8,36, 9,36, 9,86, 10,36, 11,36,

orez 1,0 12,36

9-MeGua Cl 1,0 bar Berendsen 20 7,36, 8,36, 9,36, 9,86, 10,36, 11,36,

oiez 1,5 12,36

9-MeGua Cl 1,0 bar Berendsen 20 7,36, 8,36, 9,36, 9,86, 10,36, 11,36,

orez 2,0 12,36
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3.3 Vysledky a diskuze

3.3.1 Parametrizace - termodynamicka integrace

Nejprve byla provedena parametrizace metody na 9-methylguanin, jehoz pK, je
znamo. 9-Methylguanin byl zasolvatovan do stejné velkého boxu jako vlasenkovy
ribozym abylo spusténo 11 MD simulaci, kazda 5 ns dlouhd, s fixnimi hodnotami
proménné A 0 hodnotach 0 az 1, postupné se zvétsujici 0 0,1. Celkem byly provedeny
dvé parametrizace celé metody pro dva riizné zplsoby kompenzace naboje guaninu
Vv deprotonované¢ form¢. V prvnim piipadé byla zména naboje pii deprotonaci
kompenzovana kontinualni nabojovou hustotou. Pro kazdé nastaveni parametru A byla
ziskana Vkazdém snimku simulace hodnota dE/dA, podobné jako v metodé
termodynamické integrace. Po dokon¢eni MD simulaci byl spoc€itan aritmeticky prumér
hodnoty dE/dA pro kazdou hodnotu A. Tim jsme ziskali zavislost <dE/d1> na proménné
A. Nicméné na rozdil od metody termodynamické integrace jsme tuto zavislost
neintegrovali az k celkové AG prechodu kanonické a deprotonované formy guaninu, ale
tuto zavislost jsme metodou nejmensich ¢tverca aproximovali kubickou rovnici (Graf 1)

a parametry této kubické rovnice byly pouzity jako vstupni parametry pro cpH MD.

-200
y =-206,04x3 + 183,15x2 - 496,43x - 229,54

-300 RZ=1

-400

-500 |

-600 |

<dE/dA> [kJ/mol]

-700 -

-800

Graf 1 Zavislost <dE/dA> na proménné 1. pro systém 9-methylguanin - deprotonovany
9-methylguanin, kde ndboj deprotonované formy byl kompenzovan kontinudlni
nabojovou hustotou. Data byla nafitovana kubickou funkci a parametry této funkce byly

pouZzity jako vstupni parametry pro cpH MD.
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Analogickym zptsobem byla provedena také parametrizace na 9-methylguanin
sparovany S Cl” iontem (Graf 2), ktera byla vyuzita pro cpH MD simulace systémi

rovnéz obsahujici sparovany CI'.

600

y =-134,80x3 + 192,09x? - 1286,64x + 539,55
RZ=1
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Graf 2 Zavislost <dE/dA> na proménné ). pro systém 9-methylguanin - deprotonovany
9-methylguanin s kompenzaci ndaboje pomoci spdarovaného CI iontu. Rovnice regrese

udava parametry kubické rovnice pro tuto parametrizaci.

3.3.2 Titrace 9-methylguaninu

Abychom ovétili, ze parametrizace byla provedena spravné, byla provedena tzv.
titrace 9-methylguaninu. Titraci v ptipadé cpH MD rozumime zji$téni zavislosti etnosti
deprotonovanych stavt (1>0,5) a kanonickych (protonovanych) stavii (41<0,5) v simulaci
na pH a titra¢ni kiivkou graf této zavislosti.® Bylo spusténo 12 cpH MD simulaci, kazda
5 ns dlouha, kazda s jinou nastavenou hodnotou pH. Zména naboje systému pii
deprotonaci byla kompenzovana jak kontinualni nabojovou hustotou (Graf 3), tak také
pomoci sparovaného iontu (Graf 4), a to vzdy za pouZiti pfislusné parametrizace.
Nastavené hodnoty pH byly v rozsahu od 4,01 do 14,01 (viz téZ Tabulka 2). Sledovala
se zavislost relativni ¢etnosti deprotonovanych stavu (4>0,5) po dobu simulace na pH.

V realném systému by na zakladé Henderson-Hasselbalchovy rovnice méla
relativni Cetnost deprotonovanych stavll p,- na pH zaviset podle vztahu:

[A7] 1

- = = 2
PA" =THAT + [A"] 1+ 10PKa=PH 23)

kde [A’] je rovnovazna koncentrace deprotonované formy, [HA] rovnovazna

koncentrace protonované formy a pK, zaporny dekadicky logaritmus pfislusné
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titrovatelné skupiny. Zjisténa zavislost Cetnosti deprotonovanych stavii na pH byla
nafitovana rovnici v tomto tvaru a tim bylo zjisténo pK,, které pro danou titrovatelnou

skupinu v daném systému spocetla metoda cpH MD (Graf 3).

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

y=1/(1+ 10(rKa-x)
pK, =9,57+0,04

relativni cetnost
deprotonovanych stavi

Graf 3 Zavislost relativni cetnosti deprotonovanych stavii 9-methylguaninu v pritbehu
simulace (zmeéna ndboje pri deprotonaci je kompenzovana kontinudlni nabojovou

hustotou) na nastavené hodnoté pH, rovnice regrese a intervalovy odhad pKa,.

Obdobné byla provedena titrace, ve které zménu ndboje pii deprotonaci
kompenzoval sparovany CI ion. V tomto pfipadé bylo spusténo 7 cpH MD simulaci
0 nastavenych hodnotach pH Vv rozmezi od pH 7,36 do pH 12,36 (viz téz Tabulka 2).
Zjisténou zavislost Cetnosti deprotonovanych stavi na pH s nafitovanou rovnici

a intervalovym odhadem pK, znazornuje Graf 4.
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Graf 4 Zavislost relativni cetnosti deprotonovanych stavii systéemu 9-methylguanin se
sparovanym CI iontem v pritbéhu simUlace na nastavené hodnoté pH, rovnice regrese

a intervalovy odhad pKa,.

Je tfeba poznamenat, ze pK, 9-methylguaninu spoétené timto zpiisobem nema
vyznam jako takové, protoze hodnota pK, 9-methylguaninu byla zadana jako jeden ze
vstupnich parametrd cpH MD simulaci a metoda byla naparametrizovana tak, aby
reprodukovala tuto hodnotu pro 9-methylguanin. Tato hodnota pKj; a stejné tak prub¢h
titracni kiivky ale slouzi jako ovéfeni, zda byla metoda naparametrizovana spravng, tj.
zda byly arteficidlni sily silového pole pilisobici na parametr 1 dostate¢né presné
spoctené metodou termodynamické integrace (resp. jeji modifikaci) a metoda cpH MD
dokéze piesn¢ reprodukovat nastavenou hodnotu pK, pro referencni systém, tj.
9-methylguanin.

V obou piipadech kompenzace ndboje odpovida vypoctené pK, hodnoté zadaného

pKa 9-methylguaninu, a tedy v obou pfipadech je metoda naparamterizovana spravng.

3.3.3 Aplikace na vétsi systémy

Po ovéfeni spravné parametrizace titraci 9-methylguaninu byla provedena titrace
vétsich systémt, aby bylo ovéfeno, zda metoda funguje spravné a lze ji dale vyuzit
K popisu dynamiky danych systémii. Nejprve byla provedena titrace vlasenkového
ribozymu za vyuziti silového pole ff99bscOyo 3 S kompenzaci zmény naboje pii

deprotonaci kontinualni nabojovou hustotou. V tomto piipadé bylo spusténo 14 cpH
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MD simulaci 0 nastavenych hodnotach pH v rozmezi (viz téz Tabulka 2) od pH 6,36 do
pH 18,36 (Graf 5).

1
i o
5 0.9

y=1/(1+10(Ke-x)
06 - pK, = 16,6%0,2

relativni éetnost

deprotonovanych st

7 9 11 13 15 17 19

Graf 5 Zavislost relativni Cetnosti deprotonovanych stavii vidsenkového ribozymu
(zména naboje pri deprotonaci je kompenzovana kontinudlni nabojovou hustotou)

V pritbehu simulace na nastavené hodnoté pH, rovnice regrese a intervalovy odhad pK,.

Spoctené pK, (16,6+0,2) se signifikantné 1li§i od experimentaln¢ namétené
hodnoty (9,55*), dokonce az o 7,05 jednotek. Takto vyrazny rozdil naznacuje, e miiZe
existovat vyrazna nerovnovaha v molekuldrné¢ mechanickém popisu mezimolekularnich
interakci riznych protonacnich forem nukleobdzi s vodou a se zbytkem RNA. Tato
nerovnovaha popisu mezimolekularnich interakci by se pak nejspi§ primarné tykala
popisu nekanonickych protona¢nich forem nukleobazi. Proto bylo dale zkoumano, které
parametry simulaci mohou mit vliv na posun pK, od jeho skute¢né experimentilné
zji$téné hodnoty.

Na systému vlasenkového ribozymu se zjistovalo, zda posun pK, miize byt
zlepSen piesnéjSim zptisobem kompenzace zmény naboje pii zméné protonacniho stavu,
tedy pomoci sparovaného Cl™ iontu, nebo zda muze byt zlepsen pouzitim korekei €lo11
silového pole ff99bscOyoLs, u kterych bylo prokazano mirné zlepseni dynamiky RNA,
konkrétné zvysSena populace reaktivni formy aktivniho mista vlasenkového ribozymu.49
Byla provedena titrace vlasenkového ribozymu s obéma témito zménénymi parametry,
tedy se sparovanym CI iontem a za pouziti silového pole ff99bscOyor3 S korekci oy 1.
(Je velmi nepravdépodobné, Ze by zména zptisobu kompenzace néboje a pouziti korekci

pro silové pole mély na posun pK, protichidny vliv, proto byly tyto dva kroky
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provedeny zaroven a az v pripadé uspéchu by byl efekt dekomponovan.) Bylo spusténo
7 cpH MD simulaci s nastavenymi hodnotami pH (viz téz Tabulka 2) od pH 6 do pH 18
(Graf 6).
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03
0,2 -
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y=1/(1+100Ka-x)
pK, = 16,3+0,6

relativni cetnost
deprotonovanych stavi

pH

Graf 6 Zavislost relativni Cetnosti deprotonovanych stavii systému viasenkovy ribozym
se sparovanym CI iontem v pritbéhu simulace na nastavené hodnoté pH, rovnice

regrese a intervalovy odhad pKj.

Spoctené pK, (16,3) se opét velmi vyrazné 1isi od experimentalné uréeného (9,55),
v tomto piipadé o 6,75 jednotek. Tento vysledek ukazuje, ze enormné velky arteficialni
posun pK, v kontextu vlasenkového ribozymu je spiSe zapfi¢inén hlubsi nerovnovahou
V popisu mezimolekuldrnich interakci nukleobdzi v riznych protonacnich stavech a neni
ovlivnén zménou zplsobu kompenzace naboje deprotonované formy G8 nebo
zahrnutim €lo11 korekce. Abychom alespon c¢astecné odkryli, kde v molekularné
mechanickém popisu protonac¢nich stavii nukleobazi je domnéla nerovnovaha, byly
provedeny dal§i cpH MD simulace na jednodusSich systémech. Pro tento ucel byl
studovan posun pK; predikovany metodou cpH MD ve dvou dostatecné jednoduchych
systémech, u nichz je experimentalné tento posun pK, stanoven. Konkrétné¢ jsme
studovali posun pK, v molekule guanosinu, ktery misto methylu ma na guaninu
navazanu celou ribosu, a dinukleotidu GpG. Druha uvedena struktura obsahuje dva
guaniny, a proto byl zkouman predikovany posun pK, u obou téchto guaninii za vyuziti
topologii GpG1 a GpG2, jejichz piiprava byla popsana v kapitole Metody. Simulace
vsech téchto struktur byly provedeny za pouziti silového pole ff99bscOyors. Ke

kompenzaci zmény naboje pii deprotonaci byl pouzit sparovany CI1” ion.
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Pro guanosin bylo spusténo 7 cpH MD simulaci S nastavenymi hodnotami pH
V rozmezi (viz téZ Tabulka 2) od pH 7,36 do pH 12,36 (Graf 7).
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relativni cetnost
deprotonovanych stavti

Graf 7 Zavislost relativni Cetnosti deprotonovanych stavii systému guanosin se
sparovanym CI iontem v prithéhu simulace na nastavené hodnoté pH, rovnice regrese

a intervalovy odhad predikované pKj.

Spoc¢tené pK, guanosinu (7,3+£0,2) se opét vyznamné lisi od experimentalné
uréeného (9,22+0,02°%°Y), agkoliv chyba pii odhadu pK, je v tomto systému mnohem
mensi, nez tomu bylo v ptipadé vlasenkového ribozymu.

Pro kazdou z topologii GpG1 a GpG2 bylo opét spusténo 7 cpH MD simulaci
s tymiz hodnotami pH jako u referenéniho systému, tj. 9-methylguaninu (Grafy 8 a 9).
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Graf 8 a 9 Zavislost relativni cetnosti deprotonovanych stavii systéemit GpGl1 (horni
graf) a GpG2 (dolni graf),oba systémy se sparovanym C[ iontem, v prubéhu simulace

na nastavené hodnoté pH, rovnice regrese a intervalovy odhad pKa,.

Spoctena pK, systémi 5’-guaninu (systém GpGl) a 3’-guaninu (systém GpG2)
(7,8£0,2 a 8,0+0,3) jevi podobny posun od experimentaln¢ uréenych (9,34+0,07

a 10,38+0,10°?) jako samotny guanosin.

3.3.4 VIiv poétu ionta v boxu
Dalsi z parametrt cpH MD simulaci, ktery jsme testovali jako potencidlni zdroj,
ktery by mohl mit vliv na posun pKj,, je pocet iontli v boxu, tj. iontova sila v simulaci.
Tento vliv byl zkouman na samotném referenénim systému tj. na 9-methylguaninu.
Byla provedena titrace 9-methylguaninu v boxu s tfemi riznymi hodnotami iontové sily
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tj. riznymi pocty iontl ve stejné velkém simulacnim boxu (viz Tabulka 3). Pro kazdy
Z boxii bylo, obdobné jako v ptedchozich ptipadech, spusténo 7 cpH MD simulaci pti
tychz sedmi hodnotdich pH jako v pfipadé titrace referencniho systému, tj.
9-methylguaninu s po¢tem ionti, ktery byl pouzit pfi parametrizaci pomoci
termodynamické integrace. Spoctené hodnoty pK, byly porovnany (Tabulka 3)
s hodnotou pK, referenéniho 9-methylguaninu, tj. spoétenou v boxu s 48 CI" a 48 K*

ionty, viz kapitola 2.3.2 Titrace 9-methylguaninu.

Tabulka 3 Spoctena hodnota pK, 9-methylguaninu pri riizném poctu iontii v boxu téze

velikosti.
Pocet K* Pocet CI PKa
48 48 9,5+0,2
24 24 9,6+0,1
8 8 9,6+0,1

Bylo zjisténo, ze na spoctenou hodnotu pK, nemé iontové prostiedi vyznamny
vliv. Krom odhadu pK, jsme sledovali ptipadny vliv rtizného iontového prostiedi
I pomoci distribuce hodnot proménné 1 v zavislosti na poctu iontd (Graf 10). Ani
V tomto parametru jsme vSak nezaznamenali vliv iontového prostiedi na chovani cpH

MD.
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Graf 10 Grafy v levém sloupci ukazuji casovy pritbéh hodnoty A a histogramy v pravém
sloupci distribuci hodnot A do 23 intervalii v pritbéhu simulace (pri nastavené hodnoté
pH 9,86) pro troji rizny pocet iontit ve stejné velkém boxu (622,35 nm3). Cislo
V procentech v pravém grafu uddva relativni Cetnost hodnot promeénné A N nefyzikalnim

intervalu od 0,25 do 0,75.

3.3.5 Vliv velikosti boxu

Dal$im z parametrt, ktery by mohl mit na posun pK, vliv je velikost boxu. Tento
vliv byl rovnéz zkouman na systému 9-methylguaninu. Byla provedena titrace v boxech
s Ctyfmi ruznymi velikostmi uvedenymi v Tabulce 1 s oznacenim ,,ofez* pii konstantni
koncentraci iontd v simulaénim boxu. Pro kazdy zboxii bylo, obdobné jako
v pfedchozich piipadech, spusténo 7 cpH MD simulaci pfi tychz sedmi hodnotach pH
(viz téz Tabulka 2) jako v piipadé titrace referen¢niho systému, tj. 9-methylguaninu
V boxu, ktery byl pouzit pfi parametrizaci pomoci termodynamické integrace. Spoctené
hodnoty pK,; byly porovnany (Tabulka 4) shodnotou pK, referen¢niho
9-methylguaninu, tj. spoétenou v boxu o velikosti 622,35 nm®, viz kapitola 2.3.2 Titrace

9-methylguaninu.
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Tabulka 4 Spoctend hodnota pK, 9-methylguaninu pri riizné velikosti boxu.

Velikost boxu pKa
[nm?]
622,35 9,5+0,2
374,85 9,6+0,1
251,21 9,58+0,06
149,62 9,6+0,2
79,93 9,6+0,3

Bylo zjisténo, Ze na spoctenou hodnotu pK, nema velikost boxu vyznamny vliv,

nicmén¢ chovani cpH MD simulaci se ptesto liSilo v zavislosti na velikosti boxu. Tyto

rozdily v chovani simulaci v zdvislosti na velikosti boxu Ize demonstrovat pomoci

distribuce hodnot proménné 4 v zavislosti na velikosti boxu (Graf 11).
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Graf 11 Grafy v levém sloupci ukazuji casovy pribéh hodnoty 1 a histogramy v pravém

sloupci distribuci hodnot A do 23 intervalii v pritbéhu simulace (pii nastavené hodnoté

pH 9,86) pro pét riizné velkych boxii. Cislo v procentech v pravém grafu udava relativni

Cetnost hodnot proménné AV nefyzikalnim intervalu od 0,25 do 0,75.

Naméfend data ukazuji, Ze se zmenSujici se velikosti boxu dochazi k nartistu

populace proménné A okolo hodnot 4=0,5, které nemaji fyzikalni vyznam. Ackoliv tento

efekt, jak bylo ukdzano, nema vliv na odhad pK,, je mozné, ze mize ovlivnit pfesnost

tohoto odhadu pravé tim, ze parametr A castéji populuje nefyzikalni hodnoty okolo
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4=0,5. Tento jev vSak Ize kompenzovat velikosti bariéry pro hodnoty 4 okolo hodnot
1=0,5, ktera je vstupnim parametrem cpH MD simulaci (viz rovnice 19).

Tento jev Ize vysvétlit na zakladé elektrostatickych interakci titrovaného guaninu
G8, sparované¢ho CI iontu s jejich periodickymi kopiemi. Lze ho dobfe znazornit
I V jednorozmérném prostoru na atomech A a B, mezi nimiz se se zménou parametru A
prenasi zaporny naboj (pro vysvétleni tohoto jevu postaci, kdyz budeme uvazovat
interakci atomi A a B s jejich jednou periodickou kopii A" a B").

Je-li 4=0, maji A a A" nulovy naboj a B a B” naboj -1. Jedina elektrostaticka
interakce, ktera se v tomto piipad¢ uplatni, je tedy mezi B a B". Je-li 1=0,5, maji A, A’,
B a B’ ndboj -0,5. Uplatni se tedy elektrostatické interakce mezi vSemi témito Ctyfmi
Casticemi. A kone¢né je-li 1=1, maji A a A" naboj -1 a B a B'nulovy naboj. Jedina
elektrostaticka interakce, ktera se v tomto ptipadé uplatni, je tedy mezi A a A’.

Je-li velikost boxu dostatecna (napt. stonasobné vzhledem k praimérné vzdalenosti
mezi A a B), jsou vzdalenost mezi A a A" a vzdalenost mezi B a B” relativné velké
a elektrostatické interakce mezi A a A’ amezi B a B’ jsou tedy velmi malé. V piipadech
A=0 a A=1 tedy bude celkova hodnota elektrostatické slozky interakéniho potencialu
Vv systému velmi mala (Tabulka 5). Oproti tomu v pfipadé¢ 1=0,5 budou mezi A a B
nachazejicimi se v minimdlni vzdalenosti pusobit relativné silné elektrostatické
interakce (Tabulka 5). Proto bude tento stav energeticky znevyhodnén. Pokud je
paramterizace cpH MD metody provadéna a takto velkém boxu, pak je toto energetické
znevyhodnéni popsano v termodynamické integraci, ze zavislosti energie na parametru

A je odecteno a nahrazeno zvolenou barié€rou, viz rovnice (19).
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Tabulka 5 Hodnota elektrostatické slozky interakcniho potencialu mezi atomy A a B
ajejich periodickymi kopiemi A" a B” pro hodnoty A=0; 0,5 a 1 pri vzdadlenosti mezi A
aB =1 4 a velikosti jednorozmérného boxu = 100 A. (Pouzité znacky a zkratky: r =
vzdalenost mezi A a B, a = velikost boxu, q(A) = ndboj atomu A, q(B) = naboj atomu B,
Eeae) = hodnota elektrostatické slozky interakcniho potencidalu mezi atomy A a B,
analogicky Eeaay), Eeary, Ee@a) @ Ee@s), Ee celk = celkova hodnota elektrostatické slozky
interakcniho potencidalu mezi atomy A a B a jejich periodickymi kopiemi A" a B’ v ramci

Jedné periodicity, pomeér = relativni pomér hodnot Eg ek pro riizné hodnoty 1)

4| r | a | dA) | adB) | Eeae | Eean) | Ee@as) | Eeeay | Eeesy | Eecex | pomér
0 1 | 100 0 -1 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,010 0,01 1
05 1 |100| -05 | -05 | 0,250 | 0,003 | 0,002 | 0,003 | 0,003 0,26 26,1
1 1 |100]| -1 0 0,000 | 0,010 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,01 1

Je-li velikost boxu mald (napf. pouze dvojnisobnd vzhledem k primérné
vzdalenosti mezi A a B), je vzdalenost mezi A aA” a B aB’ natolik mald, ze
elektrostatické interakce pusobici mezi A aA” a mezi B a B’ jsou uz relativné
vyznamné. V piipadech 1=0 a A=1 tedy bude celkova hodnota elektrostatické slozky
interakéniho potencidlu vzhledem k systému s 100 A velkym boxem mnohonasobné
vétsi (Tabulka 6). Stejné tak v piipadé 1=0,5 budou elektrostatické interakce mezi
atomy A, B ajejich periodickymi kopiemi signifikantné vétsi, ale toto zvétSeni repulzni
interakce je mnohem mensi nez v ptipadech =0 a /=1. (Tabulka 6). Proto bude v takto
malém boxu stav 1=0,5 energeticky mnohem méné znevyhodnén neZ v systému ve
velkém boxu. Pokud byla tedy cpH MD metoda parametrizovana s vét§im boxem bude

tento stav s 4 okolo hodnoty 0,5 v malém boxu vice populovany nez ve velkém boxu.
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Tabulka 6 Hodnota elektrostatickych odpudivych sil pro hodnoty 2=0; 0,5 a 1 pri

vzdalenosti A a B = 1 A a velikosti jednorozmérného boxu = 2 A. (Pouzité znacky

a zkratky jsou definovdany u Tabulky 5.)

A r a | q(A) | d(B) | Ecpms) | Eeanay | Eeuy | Eceay | Eees) | Eecex | pomér
0 1 2 0 -1 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,500 0,50 1
05| 1 2 -0,5 | -0,5 | 0,250 | 0,125 | 0,083 | 0,250 | 0,125 0,83 1,7
1 1 2 -1 0 0,000 | 0,500 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,50 1
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3.4 Zavéry

Tato prace byla zaméiena na aplikaci metody cpH MD od Grubmiillera et al.® na
studium nekanonickych protona¢nich stavii molekul RNA a na pfipadnou analyzu
probléml v aplikaci této metody (puvodné vyvinuté pro proteiny) na RNA. Bylo
zkoumano, jak spolehlivé je tato metoda schopna popsat posun pK, nukleové baze
zabudované v makromolekule a v mensich strukturdch (nukleosid a dinukleotid),
pouzijeme-li silové pole AMBER ff99bscOyoi3 a ff99bscOyors S korekci €lopi.
Funk¢nost této metody byla otestovana na struktufe vlasenkového ribozymu a jeho
nukleové bazi G8.

Bylo zjisténo, ze hodnota pK, guaninu G8 ((de)protonovaného na dusiku N1)
zabudovaného ve struktufe vlasenkového ribozymu, kterou spocetla cpH MD za pouZiti
silového pole ff99bscOyoLs a pfi kompenzaci zmény naboje pii zméné protonacniho
stavu pomoci kontinualni nabojové hustoty, 16,6+0,2, se od skutecné hodnoty, 9,5%
podstatné lisi. Popis pK, se nezlep$i ani pii pouziti kompenzace zmény naboje pii
zméné protona¢niho stavu pomoci sparovaného Cl° iontu a pouziti silového pole
ff99bscOyoL3 S korekei €lor1 (spoctena hodnota pK, 16,3+0,6). Pro vlasenkovy ribozym
tedy metoda cpH MD za pouziti silového pole AMBER {f99bscOyor3 ani ff99bscOyoy 3
s korekei €lp11 neni schopna spolehlivé urcit hodnotu pK,; nukleové baze zabudované
v makromolekule. Je tedy zfejmé, Ze metoda cpH MD neni piimo pienositelna na
studium protonacnich rovnovah v RNA. Jedna z moznych hypotéz, kterd by vysvétlila
selhani metody cpH MD v RNA systémech je existence dosud ne zcela popsané
nepiesnosti v popisu mezimolekularnich interakci nukleobézi v jejich nekanonickém
protonacnim stavu se zbytkem RNA. Bylo ukdzano, Ze tato nerovnovdha neni
nelze dohledat piimou souvislost s konformacni variabilitu aktivniho mista
vlasenkového ribozymu, kde zména protonac¢niho stavu probiha.
provedli jsme testy na jednodu$Sich systémech, konkrétné volném nukleosidu
a dinekleotidu. Hodnota pK, guaninu ((de)protonovaného na dusiku N1) v guanosinu,
kterou spocetla cpH MD za pouZiti silového pole ff99bscOyor3 a pfi kompenzaci zmény
naboje pii zméné protonacniho stavu pomoci CI” iontu, ¢ini 7,3+0,2. Tato hodnota také
neodpovida experimentalni hodnots pK, 9,22+0,02°>*!, Hodnoty pK, systémi GpGl
a GpG2, tj. dinukleotidu GpG deprotonovaného na N1 dusiku 5°- a 3 -guaninu, spocetla

metoda cpH MD na 7,8+0,2 a 8,0£0,3. Tyto hodnoty také neodpovidaji
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experimentalnim hodnotam 9,34+0,07 a 10,38+0,10°%. Jinymi slovy, ackoli absolutni
hodnota chyby v predikci posunu pKj je u obou téchto systémi mensi, projevuje se
nespravny popis pPKj, jiz na téchto jednoduchych elementech RNA. Je proto mozné, ze
nespravny popis pK,; G8 ve vlasenkovém ribozymu, ale i v guanosinu nebo GpG
parametrt silového pole. Chovani vlasenkového ribozymu, popt. dalSich RNA systémt
by tedy mohla zlepsit dalsi reparametrizace silového pole.

Bylo také otestovano, jaky vliv na spoctenou hodnotu pKj a distribuci proménné A
ma velikost boxu a pocet iontd v boxu. Vysledky ukazuji, ze velikost boxu ma
zanedbatelny vliv na spoctenou hodnotu pKj,, ale ma vliv na distribuci proménné 4. Se
zmenSujici se velikosti boxu roste ¢etnost hodnot, které nemaji fyzikalni vyznam. Tento
efekt nema vSak vilv na odhad pK; a mize byt korigovan nastavenim velikosti bariéry
mezi obéma protonacnimi stavy. Pocet iontl v boxu ma zanedbatelny vliv jak na
spoctenou hodnotu pK,, tak na distribuci proménné A.

Nalezeni pii¢iny, pro¢ metoda cpH MD od Grubmiillera et al. za vyuziti silového
pole AMBER ff99bscOyors ani ff99bscOyors S korekci e{OL1 neni schopna spocitat
spravné pK,, bude pravdépodobné vyzadovat dalsi testy na dalSich strukturach, popf.
dodate¢nou analyzu cpH MD simulaci guanosinu, abychom odhalili, odkud se bere
posun pK, v tomto jednoduchém systému. Vysledky této prace vSak znamenaji jisty
pokrok v pochopeni pficin selhani pfimé ptenositelnosti metody cpH MD pivodné
vyvinuté a testované pro proteiny na RNA, a tedy tato prace muze prispét ke
zprovoznéni této metody pro molekuly RNA obecné. Stejné tak uplné objasnéni
mechanismu katalyzy vlasenkového ribozymu bude rovnéz vyzadovat dalsi studie
a doladéni parametrti cpH MD bude ziejmé v téchto studiich hrat svou nezastupitelnou

roli.
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