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1. UVOD

Nukleové kyseliny jsou pfitomny ve vSech zivych organismech a zZivot bez nich by
nebyl mozny. RozliSujeme DNA (deoxyribonukleovd kyselina) a RNA (ribonukleova
kyselina). DNA je nositelkou genetické informace, RNA ma funkci pfenosu genetické
informace z DNA do struktury bilkovin a u nékterych vird je samotnou nositelkou genetické

informace. Tyto funkce je ¢ini pro organismus nepostradatelnymi.

RNA je oproti DNA mnohem méné prozkoumana struktura a je stile vét$im teréem
zajmu teoretickych védcd. V poslednich letech dochazi k obrovskému vyvoji v oblasti
pocitacové techniky, coz umoznuje podrobné&ji zkoumat strukturu molekul a jejich dynamiku.
Dochazi k dalsim modifikacim ur€itych parametri silovych poli a tak 1 ke zkvalitiovani
vysledkt teoretickych studii molekul. VétSina nové vyvinutych silovych poli pro nukleové
kyseliny je urCena a otestovana hlavné pro molekulu DNA. V nasi praci tato silova pole

pouzivame i pro RNA s cilem zjistit, zda jsou vhodna a je-li potieba n¢jaké parametry opravit.

Hlavnim cilem této prace je popis dynamického chovani vybranych motivii RNA,
konkrétné Loopu E a viralniho pseudouzlu. Loop E je soucasti 5S podjednotky, ktera tvofi
spolu s dal$imi molekulami RNA a proteiny velkou podjednotku ribozomu. 5S RNA
podjednotka usnadnuje syntézu proteinti na velké ribozomalni podjednotce a plni v ni zfejmée i
dalsi pomocné role. VSechny jeji funkce a s nimi spojené mechanismy ale zatim nejsou
znamy. Pseudouzly maji velky biologicky vyznam a v nasi praci se zajimame o virdlni RNA
pseudouzel BWY'V, ktery ma za ukol posun ¢éteciho ramce. Konkrétné je v této praci feSena
problematika celkové stability zminénych molekul a jejich chovani, jako jsou schopnost
udrzet hoteCnaté ionty ve své krystalografické struktufe nebo konformace patetnich uhla a
jejich korelace s nekanonickymi vodikovymi vazbami. VSechny zkoumané parametry byly
zaroven srovnavany v ruznych silovych polich. Pouzita byla pole ff99parmbscOyoys,
ff99parmbscOyorselor1, f99parmbscOyoiseloriPorr @ ff99parmbscl, ktera se od sebe lisi
torznimi parametry. Hlavnim pfedmétem piedloZené prace je, zda nékteré ze silovych poli

umi dany systém popsat lépe, nez jiné.



2. TEORETICKA CAST
2.1 RNA

Nukleové kyseliny jsou makromolekularni latky tvotfené polynukleotidovymi fetézci,
jejichz zakladni funkci je uchovavani genetické informace. Schopnost replikace je jejich
buikach a virech. RozliSujeme dva typy nukleovych kyselin. Prvnim typem je
deoxyribonukleova kyselina, ozna¢ovana zkratkou DNA. Je obsaZena piedevS§im v jadic a
mitochondriich, u rostlin v chloroplastech. Druhym typem je ribonukleova kyselina, tedy
RNA, ktera zajist'uje realizaci genetické informace a vyskytuje se predevs§im v ribozomech a
cytoplazmé. Nukleové kyseliny jsou slozeny ze tii zékladnich casti - z nukleovych bazi,
cukerné slozky a ze zbytku kyseliny fosforecné. Rozdil u téchto dvou nukleovych kyselin je

Vv cukerné slozce a v jedné ze Ctyf bazi (viz Obrazek 1). [1]

Obrazek 1. Rozdil mezi RNA (vlevo) a DNA (vpravo). (Pievzato z [2])

Cytosin . — Cytosin .
NHz __—nukleové baze hiHz
[ N i SN
o o
H H
Guanin . Guanin .
Q Q
N NH N NH
{ ! N)‘*NH; { \ N)“NH2
N oA N
H par bazi H
Adenin Adenin
HoN [] HaN |@
N N
¢\ P ! P
N N NN
H H
Uracil . Thymin .
o o
HyC
| )N;' helix tvofeny | £
elix tvoreny
5T ° cukr-fosfatovou R ©
kostrou
nukleové baze nukleové baze
v RNA v RNA

RNA DNA

ribonukleova kyselina deoxyribonukleova kyselina

Prvni zminka o RNA se datuje jiz k roku 1868, kdy Svycarsky 1ékat a ptirodoveédec
J. F. Miescherem poprvé izoloval nukleon, coz byla smés DNA a RNA. AvSak podrobné&;ji
popsana byla RNA az zacatkem 20. stoleti. [3]

Rozeznavame tfi zakladni typy RNA. Prvni z nich je mRNA (messenger), zvana také

jako informacni, coz je molekula vytvotena transkripci. Ma za kol pfenos informace o potadi



jednotlivych aminokyselin z jadra do cytosolu, kde probihd proteosyntéza. [4] Informacni
RNA tvoti pouze 4% z celkové bunééné RNA. Dalsim typem je tRNA (transferova RNA),
ktera je slozena ze 70-90 nukleotidl a jeji funkci je pfenos aminokyseliny na proteosynteticky
aparat bunky. Tento typ obsahuje trojici nukleotidti (antikodon) umoznujici navazani tRNA
na trojici bazi (kodon) na molekule mRNA. Tteti typ je ribozomalni rRNA, kterou je tvofena
slozka ribozomalnich podjednotek, na kterych probiha proteosyntéza.[5][6]

Nukleové kyseliny se vyskytuji v riznych konformacich. Na rozdil od DNA, které se
mohou vyskytovat hlavn¢ v A-DNA, B-DNA a Z-DNA formach (viz Obrazek 2), se
dvousroubovicova RNA mize vyskytovat pouze v A-RNA formé. A-forma a B-forma jsou
pravotocivé formy dvousroubovice ovSem s rozdilem tvaru, kdy A-forma ma uzsi velky
zlabek a $ir§i maly zlabek, zatimco B konformace ma Sir$i velky zldbek a uzsi maly zlabek.
Levotociva forma je oznacovana pismenem Z. Z-DNA je, stejné jako B-DNA, antiparalelni a
spojena Watson-Crickovskym (viz kapitola Primarni struktura) parovanim. Rozdil je v tom,
ze u levotocCivé formy se baze stfidaji v anti a syn konformaci, zatimco u pravotoc¢ivé je pouze

konformace anti.[4][7]

Obrazek 2. Konformace nukleovych kyselin. Zleva: A-forma (jedina RNA-konformace),

B-forma, Z-forma. (Pievzato z [8])

Ribonukleova kyselina se od deoxyribonukleové 1isi cukernou slozkou, kterou obsahuje.
Dalsi rozdil je v nukleovych bazich. Obecné rozd€lujeme tyto aromatické heterocyklické
slouceniny na purinové, mezi které patii adenin (A) a guanin (G) a pyrimidinové, ke kterym
ptifazujeme uracil (U), cytosin (C) a thymin (T) (viz Obrazek 3). V RNA molekulach se
vyskytuji pouze baze A, U, C, G, zatimco u DNA baze A, T, C, G.



Obrazek 3. Strukturni vzorce, ndzvy a zkratky jednotlivych nukleovych bazi. Modfe je
vyznaCeno Cislovani jednotlivych atomt. Thymin, na rozdil od uracilu, ma v poloze 5
navazanou methylovou skupinu, kterd je vyznaCena cervené. (Vytvofeno programem

Chemsketch)
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2.1.1 Primarni struktura RNA

Zakladnim kamenem RNA jsou nukleotidy a jejich sekvence, které tvoii primarni
strukturu nukleovych kyselin. Nukleotidy jsou sloZzeny z cukru, fosfatu a heterocyklické baze.
Je-li molekula tvofena pouze cukrem a bazi, hovofime o nukleosidu (viz Obrazek 5). [9]
Spojeni jednotlivych nukleotidi je zprostiedkovano pomoci 37,5 -fosfodiesterovych vazeb,
pomoci kterych dochézi ke spojeni mezi 3" uhlikem jednoho sacharidu a 5" uhlikem sacharidu
nasledujiciho.

Sacharid, ktery je obsazen v RNA, se nazyva riboza, neboli B-D-ribofuranosa. Ta ve
své molekule obsahuje, na rozdil od DNA, 2°-OH skupinu, coz zpisobuje, Zze je RNA méné
stabilni, nez DNA. Zbytek kyseliny fosforecné (HsPO4) se nazyva fosfat a tvoti kyselou ¢ast
molekuly. Zasaditou ¢ast tvoii pyrimidinova ¢i purinova baze (A, U, C, G). Vazba mezi bazi a
rib6zou se nazyva N-glykosidova vazba (viz Obrazek 4). [4]

U DNA plati Chargaffovo pravidlo, které nam fik4, Ze pocet purinovych bazi
v molekule odpovida poc¢tu bazi pyrimidinovych (A=T, C=G). Jelikoz RNA netvofi vzdy
dvousroubovici, nemusi tak obsahovat stejné pocty A=T a C=G a Chargaffovo pravidlo tak
pro RNA molekuly neplati.[1]



Obrazek 4. Fialové vyznaceny N-glykosidové vazby v nukleosidu (vlevo) a v nukleotidu

(vpravo). (Vytvoreno programem Chemsketch)

Nukleosid Nukleotid

2.1.2 Parovani bazi RNA

RNA je vétsinou jednovlaknova struktura, ale za uritych podminek se muze
vyskytovat jako A-RNA, ¢imz je oznaCovana dvousSroubovice této nukleové Kyseliny.
Koncovy nukleotidovy zbytek, jehoz C5'neni dale jiz vazan se nazyva 5'konec. Analogicky
3’konec. Sekvence nukleotidii v nukleové kyselin€ se piSe zleva doprava od 5’konce ke
3’konci. RozliSujeme dvoji parovani a to kanonické a nekanonickeé.

Kanonické parovani bazi je tzv. Watson-Crickovo (WC) (viz Obrazek 5), které bylo
popsano v 50. letech 20. stoleti védci Watsonem a Crickem. Je zaloZeno na tom, ze se vzdy
paruje purinova baze a pyrimidinova. Konkrétné mize byt parovan guanin s cytosinem a
adenin suracilem. V piipadé paru A-U je vazba uskute¢néna pomoci dvou vodikovych
mustkd, v ptipadé G-C jsou vyuzity 3 vodikové mustky. Sekvence nukleotidd takto spojenych

se nazyvaji komplementarni. [10]

Obrazek 5. Kanonické parovani bazi RNA, pierusovanou ¢arou jsou zvyraznény vodikové

vazby. (Pfevzato a upraveno z [11])
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Kromé WC parovani bazi je zndmo i jiné, nekanonické, parovani bazi. Je to jakékoli
jiné¢ parovani bazi, nez Watson Crickovo (jiny pocet vodikovych vazeb mezi danymi
nukleotidy). Nukleové baze si predstavujeme tak, ze obsahuji tfi strany - Hoogsteenovu (H),
Watson-Crickovu (WC) a stranu cukru (SE) (viz Obrazek 6). Tyto baze k sobé mohou byt
pfifazeny jinymi bazemi ze vSech tii stran. Mimo interakce téchto tfi stran je zohledilovana
také orientace baze, presnéji orientace glykosidické vazby. Upotddani trans je takové
uspoiadani, kde glykosidické vazby lezi na opa¢nych stranach linie kolmé na par bazi. Pokud
jsou glykosidické vazby nukleotidli na stejné strané linie, hovofime o orientaci cis. Celkem

rozliSujeme 12 rodin parovani bazi (viz Tabulka 1). [12][13]

Tabulka 1. Klasifikace parovani hran bazi. (Pfevzato a upraveno z [12])

o . Interagujici Orier]ta}ce . Symbol
Cislo rodiny hrany glykosidické interakce
vazby

1 WC/WC Cis —@-
2 WC/WC Trans -
3 WC/H Cis o
4 WC/H Trans O
5 WC/SE Cis o
6 WC/SE Trans o>
7 H/H Cis -
8 H/H Trans -1}
9 H/SE Cis B>
10 H/SE Trans H>
11 SE/SE Cis —P—
12 SE/SE Trans -

Obrazek 6. Grafické znazornéni jednotlivych hran u purinové baze. (Pievzato z [12])
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2.1.3 Sekundarni a terciarni struktura RNA

Polynukleotidové fetézce a jejich uspotfadani vytvaii sekundarni struktury RNA
molekul (viz Obrazek 7). Tyto polynukleotidové fetézce mohou byt uspoiadany do Sroubovic
nebo smycek, konkrétné¢ do dvojité Sroubovice (duplex), jednovlaknové oblasti (single-
strended regions), vlasenek (hairpins), vnitinich smycek (internal loops), vydutych a
zakiivenych oblasti (bulges) a uzla (junction). [14] Zakladnim typem u RNA je dvojita
Sroubovice v A forme, ktera se sklada ze dvou fetézci, které jsou vici sob€ orientovany
hloubkou z divodu nesoumérnosti glykosidickych vazeb (viz také kapitola 2.1). Ve Zlabcich

se vazou anorganické slouceniny nebo biomolekuly.

Obrazek 7. Motivy sekundarni struktury RNA. (Pfevzato z [11])
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Interakci mezi odliSnymi sekundarnimi motivy, spojovani dvouSroubovic, interakce
mezi nesparovanymi regiony, nebo mezi dvousroubovicemi a nesparovanymi regiony vznika
terciarni struktura. [14] Jmenované systémy mohou vytvaiet rizné motivy, které nejsou pro
vSechny RNA molekuly jednotné. Dnes stale existuje fada motivi, které nejsou detailné
popsany a nezname jejich ptresnou funkci a vyznam. Tato a obdobné studie se snazi popsat

tyto neobjasnéné vlastnosti.

2.1.4 Ribozomy

vvvvvv

Ribozomy, neboli ribonukleoproteiny, jsou jedny z nejslozitéjsich komplexnich
struktur, priblizn¢ kulovitého tvaru, skladajici se asi ze dvou tfetin z ribozomalni rRNA a

Z jedné tretiny z bilkovinné slozky. Za Uplné objasnéni funkce a struktury byla teprve v roce
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2009 udélena Nobelova cena za chemii Venkatramanovi Ramakrishnanovi, Thomasi Steitzovi
a Ad¢ Jonatové. [15]

Ribozomy se vyskytuji v cytoplazmé nebo na membranach granulového
endoplazmatického retikula. RozliSujeme je na prokaryotické a eukaryotické. Ribozomy
téchto dvou typt bunék jsou si podobné, rozdil mezi nimi je popisovan sedimentacnim
koeficientem, coz je veli¢ina udavajici Cas, za ktery prob&hne sedimentace ribozomu
v ultracentrifuze. [16] Oba dva typy jsou tvofeny dvéma podjednotkama — malou a velkou.
Prokaryoticka mala podjednotka se na zaklad¢ této veli¢iny oznaCuje jako 30S, velka
podjednotka jako 50S (viz Obrazek 8). U eukaryotickych podjednotek je to 40S
resp. 60S. [16][17]

Funkce jednotlivych podjednotek jsou piesné dany. Mala podjednotka prokaryontniho
ribozomu se sklada z 21 bilkovinnych slozek a jedné molekuly RNA o velikosti 1600
nukleotidii. Oznacuje se zkratkou 16S RNA. Je vyuzita pii zachyceni piislusné tRNA a jeji
nasednuti na MRNA. Velka podjednotka se sklada z 33 proteind, z jedné vétsi molekuly RNA
slozené z 2900 nukleotidi, ktera je oznacovana zkratkou 23S RNA a z jedné mensi molekuly
(55 RNA), slozené ze 120 nukleotidi (viz Pfiloha 1). Ukol této podjednotky je vznik
peptidové vazby mezi aminokyselinami, tedy vazby ve vznikajicim polypeptidu. Hlavni
funkci ribozomi je syntéza proteint, které jsou pro buniku nezbytné. Na zacatku syntézy
dochazi ke spojeni malé a velké podjednotky (vznik 70S ribozomu). Rozdé€leni téchto

podjednotek a rozpad ribozomu je povazovan za ukonéeni procesu syntézy bilkovin. [18][19]

Obrazek 8. Vekd ribozomdlni podjednotka 50S bakterie E.coli. Zelené jsou vyznaceny
proteiny, zluté¢ tRNA a modfe studovana 5S rRNA. (Vytvoieno programem Pymol, PDB kad:
2AW4).
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2.1.5 Loop E

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, 5S rRNA tvofi nedilnou cast velké
ribozomalni prokaryotické podjednotky. Sklada se z péti helixti (I-V), dvou vlasenkovych
smycek (C a D), dvou vnitinich smycek (B a E) a kloubového regionu (A) (viz Piiloha 2).
Tato podjednotka se li§i u eubakterii a archei/eukaryot, a to s rozdilem zejména v motivu
Loop E. V obou ptipadech jsou jednovlaknové oblasti na 5" a 3" konci motivu parovany mezi
sebou a tvoii dobie definované terciarni struktury slozené z nekanonickych pard bazi.
V eubakteriich maji ob¢ strany smycky stejnou délku. V archeiich a eukaryotech se strany
v délce lisi o jeden nukleotid. [19]

Rentgenova krystalografie [20] a NMR analyza [21] odhalily, ze motiv Loop E je
symetricky motiv skladajici se ze sedmi po sobé jdoucich nekanonickych part bazi (viz
Obrazek 9). Pavodni rentgenova struktura tohoto motivu obsahuje p&t Mg®* kationtd
vazanych ve velkém zlabku, které interaguji s bazemi a aniontovymi fosfatovymi kysliky a
stabilizuji molekulu. Tt z péti hofe¢natych kationti interaguji pifimo s RNA atomy (tzv.
inner-shell vazba), zbyvajici dva interaguji s molekulami vody (tzv. outer-shell vazba). [22]

Motiv Loop E v ribozomalni podjednotce slouzi jako rozpoznavaci misto pro interakci
RNA-protein a hraje klicovou roli pfi uspofadani vicehelixového kiizeni (tzv. multihelix
junction). Podobna role byla zjisténa pro interakci RNA-RNA pro motiv Loop E u hairpin
ribozymu. [23] Nékolik motivii Loop E ma vyjime¢nou nachylnost k mezifetézcovému UV

indukovanému propojeni mezi nékterymi guaninovymi a uridinovymi rezidui. [24]

Obrazek 9. Struktura motivu Loop E. Modfe jsou vyznaceny cukry s navazanymi bazemi.

Fialovymi koulemi jsou vyzna¢eny hoiciky. (Vytvofeno programem Pymol, PDB kéd: 354D)
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Motiv Loop E byl pomoci MD studovan jiz dfive, se zamétenim na nekanonické
parovani, pevné¢ vazané molekuly vody a pozice hoicikovych iontd. [25][26] V praci
Auffinger a kol. byl model zpfesnén stanovenim obsazovacich faktori Mg 4A a Mg 4B
vpoméru 1:2. [26] V piedlozené praci jsou ke studiu chovani tohoto motivu pouzita
nejnovéjsi modifikovana silova pole, ktera pii predeslych studiich jestd neexistovala. Casové

Skaly simulaci jsou podstatn¢ delsi, nez v zmifiovanych studiich.

2.1.6. Pseudouzel

Dalsi studovanou strukturou je terciarni motiv pseudouzel (pseudoknot). Jiz v roce
1982 byl v tzv. viru zluté mozaiky vodnice (TYMV, turnip yellow mosaic virus) pseudouzel
popsan jako struktura RNA, kterd se skladd minimalné ze dvou helikdlnich segmentt

spojenych jednovlaknovou oblasti nebo smyckou. [27]

Existuje ne€kolik typi pseudouzli, nejlépe je vSak charakterizovan typ H. V H-typu
tvoii baze ve smyc¢ce vlasenky intramolekularni pary s bazemi mimo stem. To zpUsobuje
utvofeni druhého stemu a smycky, coz ma za nasledek vznik pseudouzlu se dvéma stemy a
dvémi smyckami. Dva stemy jsou schopny se na sebe skladat, aby vytvofily jakoby souvislou
Sroubovici s jednim spojitym a jednim nespojitym vldknem. Tyto oblasti jednovlaknovych
regiont Casto interaguji se sousednimi stemy (smycka I-stem 2 nebo smycka 2-stem 1)
K vytvofeni vodikovych vazeb a kpodileni se na celkové struktufe molekuly (viz

Obrazek 10). Toto skladani mize poskytnout velmi slozité a stabilni RNA struktury. [28]

Obrazek 10. Stavba RNA pseudouzlu. (A) Linearni uspoiadani prvkt parovani bazi pro RNA
pseudouzel typu H. PferuSovanymi Carami je vyznafeno parovani bazi. (B) Formovani
pocatecni vlasenky v sekvenci pseudouzlu. Pferusovanymi Carami jsou vyznaCena parovani
zloopu kbazim mimo vlasenku. (C) Klasické slozeni pseudouzlu typu H. (Pievzato a

upraveno z [28])

A
G 3
loop 1 stem 2
stem 1 loop 2




Pseudouzel hraje celou fadu rtznych roli v biologii. Piikladem je ribozomalni
»frameshifting®, coz je mechanismus, pifi kterém dochéazi k vytvoreni lokalniho triplexu
meéniciho ¢teci ramec, ktery umoziuje rozdily v translaci mMRNA. [29] Tento mechanismus je
vyuzivan viry, bakteriemi, kvasinkami a dale pii vkladani DNA sekvence. Struktura
pseudouzlu hraje dilezitou roli Vv lidské telomerazové RNA, ktera se uklada do vSech
obratlovcll a ma zasadni vyznam pro telomerazovou aktivitu. [30] V této praci popisujeme
chovani motivu v ,,beet western yellow virus® (BWYV). Ten se sklada z jediného fetézce A a
je slozen z 28 po sob¢ jdoucich nukleotidi. Ve své struktufe ma navdzano pét hotecnatych, 3
sodné a jeden draselny ion (viz Obrazek 11). I tento pseudouzel a jeho mutace byly jiz diive
studovany metodou molekulové dynamiky se zamétenim na pocatecni faze jeho rozbalovani.

[31]

Obrazek 11. Schéma sekundarni struktury BWYV pseudouzlu. Zluto-modfe jsou vyznateny
cukry s navazanymi bazemi, modrymi koulemi jsou vyznaceny hoic¢iky a rizovymi koulemi

sodiky a drasliky. (Vytvofeno programem Pymol, PDB kod: 11L.2X)
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2.2 Teoreticka chemie

Teoreticka (vypocetni) chemie je védni obor zabyvajici se teoretickymi studiemi
riznych molekul, véetné biomolekul. K ziskani pozadovanych dat (energie vazeb, tranzitnich
stavill, vibracni frekvence, molekulové orbitaly,...) se vyuzivaji molekuldrni modelovani a
pocitacové simulace. [32] Pocitatova simulace umi popsat strukturu a dynamiku na atomarni
urovni, coz nas dale informuje o funkci molekul. Pocitatové modelovani a simulace nam
poskytuji i dalsi dulezité informace o konkrétnim systému a mohou byt vhodnym doplitkem

k experimentalnim metodam.

2.2.1 Molekulova dynamika

V mé praci je ke studiu molekul pouzivana molekulova dynamika (MD). Tato metoda
popisuje vyvoj (pohyb) studovaného systému v ¢ase. Hlavnim rysem molekulové dynamiky je
pouziti silového pole, jehoz podstatou je funkce potencidlni energie. K vypoctim se vyuzivaji
klasické zdkony Newtonovské fyziky.

U MD se vyuziva fakt, ze atomova jadra jsou mnohem téz§i nez elektrony, coz ve
vysledku zplisobi oddéleni dynamiky jader a elektronti. Odd¢leni pohybu elektronti a jader se
nazyva Born-Oppenheimerova aproximace. V silovém poli nesou atomy parcialni naboj, ktery
je umistén v jeho stiedu. Polomér téchto atomi je popisovan Van der Waalsovym

potencialem, ktery plisobi mezi atomy. Cely systém ma tak energii, ktera je funkci pozic

jednotlivych atomd (viz rovnice 1).
E=f(R) 1)

2.2.2 Potencialni energie

V silovém poli se celkova energie vypocita jako suma vSech vazebnych interakci, mezi které
patii délka vazby (Ep), vazebné uhly (E,) a torzni uhly (E;) a nevazebnych interakci, jez
zahrnuji van der Waalsovy (Ey,) @ Coulombické neboli elektrostatické sily (Ec). (viz
rovnice 2). [33]

Epot =XEp +XEq + LE + X Evaw + X Ec )
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Energie vazeb a vazebnych uhli lze spocitat dle rovnic (viz rovnice 3). Jedna se o

zavislost na druhé mocniné odchylky z rovnovazné polohy.

E, = XK, (r —1p)? E, =YK (a — ap)? (3)

Elektrostatickou energii vyjadiujeme jako interakci dvou parcialnich naboju (viz

rovnice 4).

qi9q;

E. =
¢ 4megty;

i<j

(4)

Ec ma v Citateli soucin parcidlnich naboji atomi gig; a ve jmenovateli pak permitivitu

vakua &g a vzdalenost atomt rj;.

Van der Waalsova interakéni energie je popsana Lennard-Jonesovym potencidlem (viz

12 6
Evaw = €ij E - E

Pficemz ¢;; je hloubka potencidlové jamy, r;; vzdalenost dvou atomil a R;; znaci

rovnice 5)

(5)

rovnovaznou vzdalenost.[34]

2.2.2.1 Torzni uhly

Torzni thel vyjadfujeme vzorcem (viz rovnice 6)
En
Ee= )" ) 1+ cos(nd = Bno)] (6)
t n

Et znamena torzni pfispévek k potencialni energii, @,, je fazovy posun v n-té periodé
a @ je vazebna torze. E, vyjadfuje vysku potencialni bariéry v n-té periodé pficemz n je

perioda jedné harmonické slozky.

Torzni thel (Ghel mezi dvéma rovinami) se pohybuje v hodnotach od 0° do 360°. Udavaji
nam, jak jsou vic¢i sobé orientovany napi. jednotlivé ¢asti nukleotidu. V nukleovych
kyselinach se jedna konkrétné o uhly a, B, v, 0, €, £ a , které maji v DNA i RNA své typické
hodnoty. Jednotlivé torzni uhly pro nukleové kyseliny jsou zobrazeny v obrazku nize (viz

Obrazek 12).
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Obrazek 12. Nukleotidova jednotka Snavazanym purinem S vyznacenymi jmény a Cisly
atomt. Torzni uhly jsou vyznaCeny oranzové. V pravém dolnim rohu jsou definovany
jednotlivé thly. Uhel y je definovan dle navazané baze, v zavorce je uvedena definice uhlu

Vv piipadé, Ze je na pentézu navazan pyrimidin. (Vytvotreno programem Chemsketch a Corel)

5' konec o)
@ 1
NH
o
N/kNHZ
a=03-P-05-C5%
B=P-05-C5-C4'
v=05'-CH=C4'-C3'
6=C5-C4'-C3'-03'
e= C4'-C3'-03'-P
(=C3-03-P-05
3' konec (=04'-C1'-N1-C2

(O4' - C1'- N9 - C4)

2.2.3 Explicitni a implicitni rozpoustédlo

V molekuldrni dynamice se Casto modeluje vodné prostfedi molekuly (solvatace)-
bud'to explicitnim nebo implicitnim modelem rozpoustédla. V piipad€é pouziti explicitniho
rozpoustédla se molekula nachazi v boxu s molekulami vody. Tyto molekuly jsou ,,skute¢né*
a jsou dalSimi interagujicimi cCasticemi V systému. Oproti tomu existuje rozpoustédlo
implicitni, které povaZzujeme za kontinuum, ve kterém dochazi k pohybu simulovanych
molekul.[35]

Je zndmo hned nékolik explicitnich modeld vody, mezi nejpouzivanéjsi patii TIP3P,
TIP4P, TIP5P a SPC/E.[36][37] Lisi se od sebe zakladnimi fyzikalnimi veli¢inami modelu

vody a parametry.

2.2.4 Silova pole

Existuje hned nékolik silovych poli, pro studium DNA a RNA jsou vSak
nejpouzivanéjsi silova pole AMBER [38] a CHARMM [39].
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AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) je programovy balicek,
rozvijejici se v poslednich tfech desetiletich, ktery umoziuje, mimo jiné, molekulovou

dynamiku bimolekularnich systému jako jsou nukleové kyseliny, proteiny a sacharidy. [40]

Obsahem tohoto balicku jsou programy potiebné k molekulové-dynamickym
simulacim a k nasledné analyze vysledka. Jednim z programi je naptiklad program LEaP,
ktery slouzi jako primarni nastroj potiebny k vytvofeni nového systému v AMBER nebo
k modifikaci starého systému. Mezi simulaéni programy patii SANDER a pmemd, které
uskutecnuji energetické minimalizace a molekularné¢ dynamické simulace. Jednim
Z analyzacnich programii je PTRAJ. Je to univerzalni nastroj pro analyzu a zpracovani
trajektorii nebo souborti soufadnic vytvorené MD simulaci. Provadi vypocty délky vazeb,

velikosti thld, dihedralnich thld, nebo extrakci soutadnic. [38]

vvvvv

Cornell et al. [41] programového balicku AMBER, které oznacujeme zkratkou ff94. Pozdé&jsi
upravy piinesly nové verze a to 98 a ff99. Analyzou dlouhych simulaci bylo ve verzich {f94-
ff98 odhaleno, Zze neposkytuji dostatecné stabilni trajektorie. To vedlo K upfesnéni jejich
torznich potenciali a k vyfeseni hlavniho strukturalniho problému. Verze parmbscO z roku
2007 [42] zavedla nové parametry pro a/y torze, aby se zabranilo zhrouceni B-DNA
v disledku nahromadéni nevratnych, nepfirozenych y-trans patefnich dihedralnich stavi.
V poslednich letech vzniklo n€kolik dalsich modifikaci silového pole, pfevazna vétsina z nich
se zaméfuje na dals§i Gpravy torznich potencialt. V roce 2010 [43][44] byla publikovana
oprava glykosidického torzniho thlu yor3 (%oL), ktera opravuje anti (210°) a high-anti (250°)
rovnovahu a zabranuje tak diive pozorovanému piechodu RNA do Zebtikovitého tvaru. [45]
RNA ,,zebtik* se obvykle tvoii mnohem pomaleji nez y-trans struktury B-DNA, tudiz vétSina
starSich studii RNA neni timto artefaktem ovlivnéna. [46] Modifikace parmbscO a yor3 jSou
V soucasné dob€ v programu AMBER vychozimi parametry pro RNA nukleové kyseliny.
Jsou dostupné pii pouziti setu silovych poli pod nazvem ff14SB (ff99parmbscOyo.3). V roce
2015 byla publikovana verze silového pole parmbscl, navazujici na verzi parmbscO z roku
2007. Tato verze pro RNA piinasi modifikaci x torze a pro DNA modifikuje y, €/C, a puckeru
cukru (P).

Dalsi upiesnéni dihedralnich uhlt poskytuji silova pole modifikovana v Olomouci,
konkrétné se jedna o verze €lor1 [47] @ Porr [48], které upravuji parametry thla €/C a .

Piehled modifikaci torzi je uveden v tabulce (viz Tabulka 2).
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Tabulka 2. Piehled silovych poli sefazeny podle roku modifikace daného silového pole.
Zkratka ff (force field) je oznacenim pro silové pole, OL je zkratka pro Olomouc ay, ¢, ¢, P

jsou modifikované thly.

Silové pole Rok modifikace Modifikace
ffo4 1995
98 1999
99 2000
ff99parmbscO 2007 a/y
ff99parmbscOyoLs 2010 A
ff99parmbscOyorseloL1 2013 a/y, x, €lC
ff99parmbscOyor 3eloL1BoL1 2015 aly, ., €l B
ff99parmbscl 2015 DN‘;N“A(Y& 7}\/8; P

Druhym silovym polem, jez vyhovuje pro simulace nukleovych kyselin, je
CHARMM. Starsi verzi je CHARMM?27, ktery byl pteparametrizovan na CHARMMS36
korekci torzniho potencialu 2°-OH ribosy a to kviili pokusu o potla¢eni pomérné rychle se

rozvijejici nestability klasicky sparovanych regiont. [46]

Nadale se pracuje na novych modifikacich silovych poli. Nekteré ze zde testovanych
parametrt (elor1, Por1, ff99parmbscl) byly vytvofeny primarné pro DNA. Zamétenim této

prace je také otestovat funkénost téchto parametrti pro molekulu RNA.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Cile prace

Tato bakalarska prace se zabyva zejména a/y thly cukrfosfatové patere, které hraji
dualezitou roli ve struktufe nukleovych kyselin. Jejich nekanonické hodnoty se vyskytuji napf-.
v DNA-proteinovych komplexech [49] a mohou tak ovliviiovat popis vazby z nukleovych
kyselin na proteiny. V puvodni verzi silového pole ff99 nebyly tyto uhly modelovany
realisticky, proto vznikla v roce 2007 modifikace silového pole ff99parmbscO. V posledni
dobé¢ vsak sili podezieni, ze ani tato modifikace neni zcela spravna a Ze dochazi k neptirozené
destabilizaci o/y = t/t stavii v RNA a mozna i v DNA. Z téchto divodu byly ke studiu vybrany
dva RNA systémy obsahujici nekanonické a/y stavy. Cilem prace je detailni popis stability
téchto o/y stavli vV dnes pouzivanych silovych polich a posouzeni, zda jsou témito silovymi

poli popsany spravne.

3.2 Metody

Vychozi struktury studovanych makromolekul byly ptevzaty z proteinové databanky
(http://www.rcsb.org). Loop E byl ptevzat z X-ray struktury velké ribozomalni podjednotky
bakterie E.coli srozlisenim 1,5 A (PDB kéd: 354D). [20] Krystalova struktura virové

makromolekuly pseudouzel byla ptfevzata rovnéz z X-ray struktury v atomovém rozliSeni
1,25 A (PDB kéd: 1L2X). [50]

K realizaci simulaci byl pouzit programovy balic¢ek AMBER. Simulace byly testovany
pro silova pole ff99parmbscOyors, ff99parmbscOyoiselors, fFI9parmbscOyorseloriforr @
ff99parmbscl (viz Tabulka 1). Oba dva systémy byly pomoci modulu LEaP zneutralizovany
kationty K* [51] a vlozeny do oktahedralniho boxu (viz Obrazek 13), konkrétn& byl pouzit
explicitni model vody TIP3P [36], u néhoz byla nastavena vzdalenost stény boxu a nejblizsiho
atomu solutu na 12 A. Pro Mg2+ ionty byly pouZity parametry Allner a kol. [52] U kazdé
simulace musi pfed spusténim probéhnout minimalizace a ekvilibrace, pfi které se systém
postupné zahiiva z 0 na 298,16 pii konstantnim tlaku (podrobnéjsi protokol viz ¢lanek [44]).
Pro tyto kroky byl pouZit programovy balicek pmemd. Délka simulaci byla 1 mikrosekunda
pro Loop E a 100 nanosekund pro strukturu pseudouzlu.
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Obrazek 13. Motiv Loop E v boxu vody. (Vytvoieno programem Pymol)

Pro spojovani trajektorii byl pouzit modul ptraj. Uhly o, B, v, 8, €, {, %, nekanonické
vodikové vazby a vzdalenosti hot¢ikli od nejbliz§iho atomu byly méfeny taktéz programem
ptraj a snimky MD simulaci byly vizudlné pozorovany a posuzovany programy VMD a
Pymol. Pro tvorbu grafii k pfehlednému vyhodnoceni vSech parametrii byl pouzit program

gnuplot.

3.3 Vysledky a diskuze

3.3.1Loop E

Motiv Loop E obsahuje nekanonické stavy hodnot thli o/y. Hlavnim cilem prace bylo
zjistit, jak budou tyto stavy popsany vsilovych polich  ff99parmbscOyoy s,
ff99parmbscOyo3elor1, FFO9parmbscOyorselorifors @ ff99parmbscl. Tyto uhly se nachazeji
na dvou mistech patefe, v reziduich A4 a A16 (viz Obrazek 14). Spolu s thly o a y nabyva
nekanonické hodnoty i mezilehly thel p. Uhly a/B/y odpovidaji v nativni konformaci
hodnotam 254°/79,6°/161,2° pro reziduum A4 a 258,5°/81,9°/169° pro reziduum A16.
Typickymi hodnotami pro A-RNA jsou 295°/173°/54°. [53]
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Obrazek 14. Struktura motivu Loop E. V levé ¢asti jsou po sobé jdouci, o¢islované pary bazi.
Mezi kazdymi dvéma béazemi je symbol interakce podle interagujicich stran bazi (viz
Tabulka 1). V pravé ¢asti je graficky znazornéna cela struktura Loop E. Barevnymi koulemi

jsou vyznaceny hoi¢iky s pouzitym ¢islovanim. (Vytvoteno programem Pymol a Correl)

Protoze rentgenova struktura vykazovala ¢astecné obsazovaci faktory pro hoi¢ik Mg 4
(viz Obrazek 14), byly simulace pro kazdé silové pole spustény zvlast s Mg v poloze A
respektive s Mg 4B. Jako prvni jsme posuzovali celkovou stabilitu struktury v molekulové
dynamice s jednotlivymi silovymi poli, ktera byla hodnocena na zdkladé RMSD (Root-mean-
square-deviation of atomic positions) (viz Graf 1). Hodnoty RMSD nam kvantitativné
popisuji podobnosti dvou struktur. [54] Cim mensi je hodnota RMSD, tim méné se od sebe
struktury odchyluji, pti hodnoté 0 jsou struktury totozné. Hodnota RMSD nam obecné udava
informaci o tom, jak je molekula béhem simulace stabilni. Pro tuto strukturu byly pouZity
hodnoty métené bez koncovych (neparovych) bazi G12 a C24. RMSD pro celou molekulu
zahrnujici 1 koncové baze G12 a C24 bylo vétsi z diivodu plapolani koncti do roztoku. Tento

jev je vSak pfirozeny a nema vyrazny vliv na strukturu vnitini ¢asti helixu.
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Graf 1. Vypoétené hodnoty RMSD pro simulace s hoi¢ikem 4 v poloze A a B pro
cukrfosfatovou patet i baze (a, c¢) a jen pro cukrfosfatovou patet (b, d). Snimky byly
zaznamenavany kazdych 10 ps. Vysledny graf obsahuje pro vétsi piehlednost pouze kazdy

desaty snimek.
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V grafu 1a) a 1c) je zobrazeno RMSD pro atomy patete i bazi. Hodnoty RMSD pouze
pro cukrfosfatovou patef jsou zobrazeny v grafech 1b) a 1d). Samotna hodnota RMSD u

viech silovych poli se, az na mensi vychylky, pohybuje piiblizné mezi 1-2 A. V jistych
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okamzicich (210 ns, 380 ns, 810 ns) vsak dochazi u ur€itych silovych poli K rapidnimu

zvySeni RMSD, které je ale vzdy vratné. Struktura je tedy na nasi Casové Skéle stabilni.

Na zacatku prace nemohlo byt vylouceno, Ze nekanonické hodnoty uhll o/y souviseji
s pozicemi hoi¢ikt (viz Obrazek 14). Proto jsme se Vv této praci zaméfili také na sledovani
toho, jestli se hofe¢naté ionty jsou schopny udrzet v ptivodni poloze studovaného motivu a
jestli jejich poloha ma vliv na hodnotu a/y (viz Grafy 3-10). Vzdalenosti hoié¢ikd od
nejbliz§iho atomu V pivodni struktufe jsou uvedeny Vv tabulce nize (viz Tabulka 3). Zjistili
jsme, Ze ionty, které jsou na molekulu RNA vazany nepiimo ptes molekulu vody ve 2.
solvatacni sféfe (Mg 1, Mg 2), se ve vSech silovych polich nejsou schopny udrzet ve své
startovni pozici a po celou dobu simulace dochédzi ke vzdalovani a zpétnému pftiblizovani k
puvodni vzdalenosti. Vyjimkou je silové pole ff99parmbscOyorselors S hoicikem 4B, kde se
hot¢ik ¢. 2 do pfiblizné 700 ns drzi ve své puvodni poloze, ovSem poté opét dochazi
k prodlouZeni vzdalenosti od daného atomu. To je zplisobeno tim, Ze se vytvoii ptimy kontakt
hoi¢iku na blizky fosfat (v 1. solvataéni sféfe Mg), ktery se vSak po 700 ns pierusi. Mnohem
stabilnéjsi jsou hot¢iky vazané piimo na RNA (vazba RNA nahradi jednu molekulu vody z 1.
solvatacni sféry hoi¢iku (Mg 3, Mg 4)), které se témé&f u vSech silovych poli drzi po celou
dobu simulace ve své ptivodni poloze. Jinak je tomu jen u hoic¢iku ¢. 3. V silovém poli
ff99parmbscOyoLs v simulaci s hoi¢ikem 4B nedochazi ke zméné vzdalenosti od daného
atomu pouze prvnich pfiblizn€ 110 ns. U silového pole ff99parmbscl se Mg 3 drzi podstatné
déle, ke zvétseni délky vazby dochazi az od 700 ns. To ukazuje na to, Ze ackoli je hoicik €. 3
vazéan v 1. solvatacni sféfe, je v casové Skale nasi simulace (1 ps) schopen vymény s okolni
vodou. Je ale nutno zminit, ze tento hoic¢ik vaze ve své 1. solvatacni sféfe kyslik guaninu a

nikoli fosfatovy kyslik, jako je tomu u hoi¢iku €. 4.

Zmeény délky vazeb mezi hotciky a nejbliz§imi atomy nijak nekoreluji s flipy thli oy,
pfi kazdém flipu se hoiciky chovaji jinak. Celkové ma tedy poloha hoic¢ikl na a/y Stavy a
stabilitu jen velmi maly vliv. Pro srovnani byla spusténa simulace bez pfitomnosti hoi¢iku.
Z grafu (viz Graf 2) lze vycist, ze pifitomnost hoif¢ikli nehraje roli pro celkovou stabilitu
studovaného motivu a analyza uhlt a/y ukazala, Ze se chovaji podobnég, jako v simulacich
obsahujicich kationty hotciku. Vysledky se v ostatnich silovych polich nelisily, proto je

ptilozen pouze graf pro silové pole ff99parmbscl.
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Tabulka 3. Vzdalenosti hot¢ikid od nejblizsiho atomu v krystalové struktute.

Mg ve 2. solvatacni sféte Mg v 1. solvataéni sféfe
Vazba Vzdalenost [A] Vazba Vzdalenost [A]

Mg 1- A21:0P2 4,66 Mg 3 - G15:06 2,59

Mg 2 - U5:0P2 4,46 Mg 4A - A18:0P2 2,05

Mg 2 - G7:06 3,68 Mg 4B - G17:0P2 2,14

Graf 2. Hodnoty RMSD molekuly Loop E po dobu 1 ps vsilovém poli ff99parmbscl
Vv ptitomnosti Mg v polohach 4A a 4B a bez Mg.

RMSD - Loop E - ff99parmbsc1
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Hlavnim cilem této prace bylo posouzeni stability nekanonickych o/y stavii v reziduich
A4 a Al6, které v krystalové struktufe nabyvaji hodnot o/p/y ~ 260°/80°/170°. Ve vSech
provedenych simulacich se Vv prvnich nanosekundach simulace thel o pfeménil do polohy
gauche™ (~300°), thel B do trans (~180°) polohy a tihel y do polohy gauche®(~60°). V piipadé
struktur obsahujicich Mg 4A se uhly ve zminénych polohach drzi po vétsinu &asu. Uhly
struktur zahrnujici hoi¢ik 4 v poloze B se sice také vyskytuji pfevazné v nenativni o/p/y = g-
It/lg+ konformaci, ale v pribéhu simulace se n¢kolikrat na velmi kratkou dobu vrati do nativni
konformace. Pfesto, Ze je populace nativniho stavu ve 4B simulaci celkové velmi nizka, je
znatelné vyssi, nez v simulaci s hot¢ikem 4 v poloze A. V této souvislosti zmifuji, Ze poloha
hoi¢iku 4 v pozici B je v krystalové struktufe pievazujici (pomér ¢asteénych obsazovacich
faktorit A:B = 1:2 [26]). Hlavnim vysledkem simulaci je, ze Zadné z nami testovanych
silovych poli nedokdze udrzet nativni hodnoty o/y stavii cukrfosfatové patete ve

struktute Loop E.
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Tabulka 4. Délky vodikovych vazeb nekanonickych pard bazi. Tuéné vyznaceny vazby, které

po celou dobu simulace téméf neméni svou délku.

H-vazba Délka [A] H-vazba Délka [A]
3G (02) — 21A (N6) 2,01 8U (02) — 16A (N6) 2,91
3G (N2) - 21A (N7) 3,02 8U (N3) — 16A (N7) 2,93
3G (N3) — 21A (N6) 3,21 9A (N7) - 15G (N2) 3,16
4A (N7) — 20U (N3) 3,02 9A (N6) — 15G (02)) 2,94
4A (N6) — 20U (02) 2,73 9A (N6) — 15G (N3) 3,19

Dalsim kritériem K posouzeni celkové stability Loop E motivu bylo studium stability
nekanonickych parti bazi a jejich korelace se studovanymi uhly o/f/y (viz Grafy 3-10).
Celkem je ve struktufe 8 nekanonickych pard. V praci jsou dale analyzovany a diskutovany
pouze ty, které jsou ovlivnény flipy studovanych whli. Vodikové vazby studovanych
nekanonickych part a jejich délka ve startovni struktufe jsou zaznamenany v tabulce (viz

Tabulka 4).

Kvili prostorové blizkosti s vybranymi thly jsme k posuzovéani zvolili vodikové
vazby mezi rezidui 3G-21A a 4A-20U pro uhly v reziduu A4 a 8U-16A a 9A-15G pro uhly
v reziduu A16 (viz Obrazek 14). Mezi jmenovanymi se vyskytly vodikové vazby, které po
celou dobu simulace udrzely stejnou délku, jaka byla ve startovaci geometrii. Tyto
nekanonické pary jsou pro snazSi orientaci tuéné vyznacCeny v predeSlé tabulce (viz
Tabulka 4). Mezi témito vazbami je zahrnuta i vazba 4A (N6) — 20U (02). U silového pole
ff99parmbscOyorselors S hoi¢ikem 4B vsak pii 400 ns dochazi na kratkou dobu (asi 50 ns)
k prodlouZeni této vazby na pfiblizné 6 A, poté se ale opét vraci do startovni hodnoty, kterou
pak udrzuje po celou dobu simulace. U tohoto jevu nebyla pozorovana korelace s o/p/y tihly

patete.

28



Graf 3. Vysledky simulaci pro silové pole ff99parmbscOyo s S hoi¢ikem v poloze 4A.

Barevnymi kole¢ky na ose y jsou vyznaceny startovni hodnoty jednotlivych parametra.
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Graf 4. Vysledky simulaci pro silové pole ff99parmbscl s hoi¢ikem v poloze 4A. Barevnymi

kolecky na ose y jsou vyznaceny startovni hodnoty jednotlivych parametra.

Loop E - ff99parmbsc1, Mg 4A
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Graf 5. Vysledky simulaci pro silové pole ff99parmbscOyo3elor1 S hot¢ikem v poloze 4A.

Barevnymi kole¢ky na ose y jsou vyznaceny startovni hodnoty jednotlivych parametra.

Loop E - ff99parmbscOx,,€C,.,, Mg 4A
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Graf 6. Vysledky simulaci pro silové pole ff99parmbscOyoiselor1for1 S hoicikem v poloze

4A. Barevnymi kolecky na ose y jsou vyznaceny startovni hodnoty jednotlivych parametri.

Loop E - ff99parmbscOx,, (. Bo, Mg 4A
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Graf 7. Vysledky simulaci pro silové pole ff99parmbscOyors S hoi¢ikem v poloze 4B.

Barevnymi kole¢ky na ose y jsou vyznaceny startovni hodnoty jednotlivych parametra.

Loop E - ff99parmbscOx,,,, Mg 4B
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Graf 8. Vysledky simulaci pro silové pole ff99parmbscl s hoté¢ikem v poloze 4B. Barevnymi

kolecky na ose y jsou vyznaceny startovni hodnoty jednotlivych parametra.

Loop E - ff99parmbsc1, Mg 4B
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Graf 9. Vysledky simulaci pro silové pole ff99parmbscOyo3elor1 S hoi¢ikem v poloze 4B.

Barevnymi koleCky na ose y jsou vyznaceny startovni hodnoty jednotlivych parametra.

Loop E - ff99parmbscO0x,, £, ,, Mg 4B
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Graf 10. Vysledky simulaci pro silové pole ff99parmbscOyoselor1Por1 S hoi¢ikem v poloze

4B. Barevnymi kole¢ky na ose y jsou vyznaceny startovni hodnoty jednotlivych parametra.

Loop E - ff99parmbscOx,,£C,,Bo» Mg 4B
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Vazby 02’-N6 a N3-N6 rezidua 3G-21A se nahodné prodluzuji a vraci zpét do své
vychozi délky. Tento jev souvisi s pfeskoky uhld o/fly — pii kazdém flipu se tyto vazby
zkrati. Ke zkraceni délky vSak dochézi i v jinych momentech, pfi kterych se jmenované thly
nijak neméni. K ndhodnému prodluzovani dochazi analogicky i u symetricky poloZenych
vazeb N6-02° a N6-N3 rezidui 9A—15G. Pokud se vsak tihel vraci do své startovni pozice na
delsi ¢as, coz se dé€je u vSech silovych poli s hot¢ikem 4B, dojde vzdy ke zkraceni vazeb N6-
02’ a N6-N3 na pfiblizné na piivodni délku okolo 3 A. Zd4 se tedy, Ze nativni geometrie
pateie u sledovaného adeninu implikuje stabilni (kratkou) vodikovou vazbu v sousednim GA

paru.

Vzhledem k pteskokim uhli patefe je ale jesté zajimavéjsi sledovat vodikové vazby
piimo mezi rezidui 4A-20U a 16A-8U. Vazba 4A(N7)-20U(N3) ma svou puvodni délku cca
10-50% casu, v zavislosti na pouzitém silovém poli, a ve zbyvajicim ¢ase je prodlouzend na
délku okolo 5 A. Zde lze opét pozorovat souvislost se zménou dihedralnich uhléi patefe
Vv blizkosti adeninu, kdy pfi kazdém pieskoku ma zminéna vazba plivodni délku. Stejné jako u
predchozich dvou vazeb, i zde se ale vazba vraci na piivodni délku i ve chvilich, kdy nejsou
uhly patefe v nativni konformaci. Zajimavé je, ze jinak je tomu u vazby N3-N7 rezidua 8U—
16A. Ta se témé&f ihned po spusténi simulace prodlouzi na délku okolo 4,7 A a travi tak témé¥
celou dobu simulace. Délka této vazby zde ale jednoznacné souvisi s pieskoky thll rezidua
A16. Ve vSech ptipadech, kdy se thly vyskytnou v nativni konformaci, dojde ke zméné
vzdalenosti mezi rezidui na pivodni hodnotu. Pouze u silovych poli ff99parmbscOyoi3elor1
s hoi¢ikem 4B a ff99parmbsc] s hoi¢ikem 4A muzeme sledovat velmi kratké asové useky,
ve kterych se délka vazby zkracuje nezavisle na uhlech. Opét tedy miizeme fici, Ze nativni
konformace patefe u sledovanych rezidui adeninu implikuje stabilni (kratkou) vodikovou

vazbu Vv paru, ktery tento adenin vytvari.

3.3.2. Pseudouzel

Motiv  BWYV pseudouzlu byl studovan v silovych polich ff99parmbscOyoys,
ff99parmbscOyorselor1Porr @ ffO9parmbscl. Z krystalografické struktury (PDB kod: 1L2X)
bylo odstranéno reziduum 1 GTP s okolnimi hoi¢iky a reziduum 2 G (viz Obrazek 15). Tato
rezidua byla odstranéna proto, Ze tvoii single strand, ktery je v krystalové struktufe vazan na
okolni molekuly. Neoc¢ekavame, ze by odstranéni single strandu z konce struktury mélo mit
vyrazny vliv na stabilitu celé¢ struktury. Reziduum 8C bylo modelovano jako N3

protonizované. Parametry byly vzaty z reference Cislo [55]. Krystalova struktura pseudouzlu
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obsahuje rezidua 13, 22 a 23 ve dvou mirné odlisnych polohach (A, B; obsazovaci faktory
0,5). Proto jsme spustili dvé nezavislé simulace, jednu se startem vSech tfi rezidui z polohy A
a druhou se startem z polohy B. Rozdil mezi t¢émito simulacemi nebyl signifikantni a proto

jsme se rozhodli pokracovat se strukturou A.

Obrazek 15. Sekundarni struktura BWYV pseudouzlu s ocislovanymi, po sobé jdoucimi

rezidui.

As T 3

-— I- Cio—-Gzs ¢y
2 Ciu-Gzr E£
9 Cs ,Gi12 = Cz2s 2

I U3 Ax @

G7 '\Cw Az
~ Ge—Cis A2
£ C~-Gis C2 o
L Gi—Ci7 Az 8
® Cs-Gis Az —

Gz LGied

G1

5,

Stabilita systému je vyhodnocena pomoci RMSD (viz Graf 11). Pro méfeni nebyla
zahrnuta rezidua €. 13 a 19, protoze jsou exponovana do roztoku a proto jsou velmi flexibilni.
Ani reziduum ¢. 3, které je v nasi simulaci koncové a vykazuje fraying. Struktura je po dobu
simulace stabilni a v riznych silovych polich je popsana velmi podobné (viz Graf 11). Je ale
treba zminit, Ze tato simulace je kratsi, nez v pfipad¢ Loopu E (pouze 100ns v porovnani s 1
us). Kratsi simulacni ¢as byl zvolen proto, ze néas zajimalo hlavné chovani o/y thll, které je

dostate¢né charakterizovano uz na kratsi ¢asové skale.

38



Graf 11. Vypoctené hodnoty RMSD pro strukturu BWYV pseudouzlu pro cukrfosfatovou
patet i baze (horni graf) a jen pro cukrfosfatovou patef (dolni graf). Snimky byly
zaznamenavany kazdych 10 ps. Vysledny graf obsahuje pro vétsi piehlednost pouze kazdy

desaty snimek.
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Stejné jako Loop E, obsahuje i pseudouzel nekanonické o/y stavy. Ma tak velky
vyznam pro testovani kvality silovych poli. Zatimco n&které z téchto nekanonickych
konformaci se nachézeji na reziduich, ktera jsou soucasti smycek a jsou ve struktufe vazana
volnéji, jiné jsou ve vnitini ¢asti struktury a da se tedy predpokladat, Zze by mély byt stabilni i
v nasich simulacich. Nekanonickym o/y stavem na volngji vazaném reziduu vykazujicim
krystalové kontakty je napt. res. 19G s konformaci o/y = g+/g-. Ve struktufe vnofena rezidua
8C", 17C a 23A maji stavy o/y = t/t, které jsou v RNA molekulach relativné asté. [56] Zadny
Z téchto aly stavu se vSak v testovanych silovych polich nebyl schopen udrzet ve své nativni
konformaci. K ptechodim do alternativnich konformaci, vétSinou blizSich kanonickym
kombinacim o/y hlim, dochéazelo velmi rychle v prvnich nanosekundach simulaci. Nekteré
ze studovanych uhli byly schopny névratu do nativni konformace. Celkovy ¢as straveny Vv
nativni konformaci vSak tvofil zanedbatelny podil z celkové simulace, coz bylo také
divodem, pro¢ simulaci dale neprodluzovat. Vysledky naznacuji, ze pouzita silova pole

mohou nadmérné destabilizovat prave tyto nativni, ale nekanonické o/y substavy patete.
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4. ZAVER

V této praci bylo ke studiu motivu Loop E a BWYV pseudouzlu vyuzito molekulové
dynamiky, kterd teoreticky popisuje chovéani biomolekul. Vysledkem je chovani a vyvoj
molekuly v ¢ase za ur€itych podminek. Hlavnim cilem bylo studium stability zminénych

motivi s ohledem na nekanonické a/y stavy cukrfosfatové patefe a jejich korelace

S pfitomnymi hofe¢natymi ionty ¢i vodikovymi vazbami mezi nekanonickymi pary bazi.

Motiv Loop E byl zkouman ve &tyfech silovych polich a to v ff99parmbscOyoys,
ff99parmbscOyorselor1, fFO9parmbscOyoiselorifors @ ff99parmbscl. Protoze puvodni
rentgenova struktura vykazuje ¢asteCné obsazovaci faktory pro hoiéik ¢. 4, byla v kazdém
silovém poli sledovana s obéma startovnimi pozicemi hot¢ikt (4A a 4B). Ve vsech silovych
polich byla molekula stabilni, s ptvodni rentgenovou strukturou se neshoduje pouze
Vv detailech patefe — jedna se vSak o a/y stavy, které jsou dilezitym parametrem. U simulaci
s Mg 4A se thly vyskytuji téméf celou dobu simulace V nenativni o/p/y = g-/t/g+ konformaci.
Simulace s hot¢ikem 4 v poloze B maji taktéZ nizkou populaci nativni konformace o/f/y a
vSak zfetelné vySSi nez s hoicikem 4 v poloze A. Pteskoky uhlt do jisté miry souvisi i
s délkou nativnich vodikovych vazeb mezi rezidui 4A-20U a 9A-15G: nativni konformace
uhli stabilizuji nativni vodikové vazby. V simulacich jsme se také zaméfili na chovani
hotfe¢natych ionti. Hoi¢iky, které nejsou vazané tzv. inter shell vazbou, velmi rychle (v
nékolika ns az desitkach ns) opoustji sva vazebna mista plivodni krystalografické struktury,
coz muze byt artefaktem silového pole. Oproti tomu, vétSina hoic¢ikti vazanych pfimo na
nukleovou kyselinu se ve svych vazebnych mistech udrzuje po celou dobu simulace (1 ps).
Pozice hot¢ikl ovlivituje populace nativnich o/y stavii pouze velmi slabé, nutno vSak zminit,
7e s Mg 4B se zdaji byt o malo stabilnéjsi. Rozdily v simulacich s hot¢iky v polohach 4A a
4B a zcela bez hot¢ikil jsou vSak natolik malé, Ze lze fici, Ze pfitomnost hof¢iku nemd zasadni

vliv na stabilitu Loopu E.

Pseudouzel byl testovan Vv silovych polich ff99parmbscOyoys,
ff99parmbscOyorselorL1Por a ffO9parmbscl. Tato struktura obsahuje zajimavé a/y substavy,
které se ale vsimulacich neudrzi déle nez né€kolik ns ve svych nativnich hodnotach
z krystalové struktury. Rozdily v popisu a/y mezi silovymi poli jsou malé a pouzité pole nema

na nasi ¢asové skale vyrazny vliv ani na celkovou stabilitu struktury.

Z vyse zminénych vysledki Ize vyvodit, ze v zddném z testovanych poli neni ptivodni

rentgenova struktura motivii zcela zachovéna. Studované a/y stavy jsou nestabilni ve vSech
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silovych polich, rozdily mezi nimi jsou ale malé az zanedbatelné. Toto zjiSténi naznacuje, ze
je potieba provést dalsi modifikace silovych poli pro RNA struktury. Provedené simulace
ukazuji, ze modifikace parametri primarn¢ uréenych pro DNA (elor1, Por1, ff99parmbscl)

nepfinesly vyznamné zmény v simulacich RNA struktur oproti ptivodnimu silovému poli.
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5. SUMMARY

The aim of this work was to study two RNA motifs, Loop E and a frameshifting
pseudoknot, using molecular dynamics that describes behavior and development of molecules
over time under given conditions. The main objective was to study stability of the mentioned
motifs with focus on the noncanonical o/y backbone states, their behavior in various modern
force fields, and their correlation with the positions of the present magnesium ions or
hydrogen bonds between noncanonical base pairs.

Motif Loop E has been studied with four force fields: ff99parmbscOyoys,
ff99parmbscOyor3elor1, fT99parmbscOyorseloL1Pors and ff99parmbscl. Because the original
X-ray structure exhibits partial occupation factors for magnesium no. 4(4A and 4B), both
starting positions (A and B) were considered. The molecule was stable in simulations with all
force fields, being close to the original X-ray structure, except for the important o/y states that
are the focus of this study. In simulations with Mg 4A the studied angles spent almost the
whole simulation time in the nonnative o/f/y = g-/t/g+ conformation. Simulations with
magnesium 4 in position B are also found most of the time in the nonnative ao/B/y
conformation, however, population of the native substate is higher than with magnesium 4 in
position A. Studied angles were to some extent corrrelated with the length of the native
hydrogen bonds between residues 4A - 20U and 9A - 15G: the native o/f/y conformation
stabilizes the native hydrogen bonds. Further, we have focused on behavior of the magnesium
ions. The ions that are bound weakly (outer shell binding) left their crystallographic positions
very quickly, after a few nanoseconds to tens of nanoseconds. We hypothesize that this could
be due to an artifact of the force field. In contrast, most of the magnesium ions directly bound
to nucleic acid (inner shell binding) maintained their initial positions throughout the
simulations (1us). Differences in Loop E structure in simulations with magnesium in the
positions 4A and 4B and a simulation completely free of magnesium are relatively minor and
it can be said that the presence of magnesium has no significant effect on the structure of

Loop E at our simulation time scale.

Pseudoknot was tested with three force fields, ff99parmbscOyoy 3,
ff99parmbscOyorselor1Pfors and ff99parmbscl. This structure contains interesting o/y
substates. However, none of these substates is stable in our simulations and the corresponding
angles depart from their initial X-ray values in a few nanoseconds. Differences in the

description of the studied a/y substates between force fields are small. Otherwise, the used
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force field had no significant impact on the overall stability of the structure at our simulation

time scale.

From the above results it is clear that the original X-ray structure motifs are not
completely maintained in any of the tested force fields. In particular, the studied o/y states are
unstable in all force fields and the differences between them are small to negligible. This
finding suggests there is a need for further forcefield modification for RNA structures. The
simulations show that the parameter modifications that were primarily intended for DNA
(eCOL1, BOLI1, ff99parmbscl) did not bring significant changes in simulations of RNA

structures when compared to the original force field ff99parmbscOyoys,
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7. PRILOHY

Priloha 1. Sekundarni struktura 23S podjednotky bakterie E.coli, v levém dolnim rohu je
vyznacena studovana 5S rRNA. [57]
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Piiloha 2. Sekundarni struktura 5S rRNA. [19]
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