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1. Uvod

V dobéch davno minulych byli lidé decimovani kromé hladu a ozbrojenych konfliktli i mnohymi
nemocemi. V dnesni dob¢ uz umird lidi na podvyZivu vyrazné¢ méng. Zranéni a nemoci zpisobené
nepiebernym mnozstvim divodl a udalosti je mozné 1é¢it. Medicina je opravdu velmi daleko.
Lékaii dokazi transplantovat organy, pusobit proti U¢inku potencidlnich epidemii (chfipka,
obezita). V né¢kterych piipadech jsou dfive obdvana onemocnéni zcela nebo aspoii zcCasti
vymycena. To vSe je mozné diky Siroké Skale IéCebnych postupli a medikamentl. NaneStésti ne
vSechny medikamenty lze opakované vyuzivat. U nékterych 1éCiv byly postupné zjiStény neblahé
vedlejsi U€inky. Na jiné I€ky si cilové organismy zvykly a vyvinula se u nich rezistence. To
znamena, Ze nemoci zpusobujici nékteré bakterie a viry proSly evoluénim vyvojem, ptizptsobily
se prostiedi a staly se odolng;jSimi.

Cytomegalovirus je virus, jenz je pfitomen u vétSiny svétové populace. Jeho pritomnost v téle
vSak zdravi 1idé nepocit'uji. Zdravi nebezpecnd infekce timto virem je problémem hlavné pro
imunodeficientni pacienty. Jejich oslabena imunita nedokaze dostate¢né reagovat a nebezpecna
infekce timto virem muze naplno propuknout. Infekce cytomegalovirem mize vést napf.
k zanétim plic, travici soustavy, houbovym a bakteridlnim infekcim. Nastésti je mozné nékteré
virové infekce 1é¢it pomoci antivirotik. K 1€¢bé se pouZzivaji zejména léky ganciclovir, foscarnet,
cidofovir, vanganciclovir a acyclovir.[1, 2, 3, 4, 5] N&kterym pacientiim, jenZ jsou imunodefici-
entni (napf. pacienti poZivajici v ramci potransplanta¢ni 1écby imunosupresiva nebo pacienti
trpici nemoci AIDS) a jsou postiZeni infekci timto virem, se vSak lécba uvedenymi léky muze
zkomplikovat. Vici cytomegaloviru jsou totiz n€které 1éky netcinné. Cytomegalovirus je na né
rezistentni.[6, 7]

Cilem, na ktery antivirotika pusobi, je polymerdza DNA viru.[4,8] Antivirotika ji vyfadi
z provozu a tim se pfestane virus replikovat. Rezistence cytomegaloviru je zplisobena takovymi
mutacemi v polymerdze viru, Ze antivirotika jiz vytazeni polymerazy DNA z provozu nezpisobi.
Pro studium interakce molekuly 1é¢iva s polymerdzou cytomegaloviru, je nezbytné znat strukturu
polymerazy cytomegaloviru. Struktura polymerdzy vSak neni zndma. Respektive zndme jen
strukturu poslednich 22 aminokyselin z celkovych 1242.[9] To vSak pro studium interakce
s lé¢ivy nestaci. Z tohoto diivodu byla snaha v této praci vystavét strukturni model polymerazy
cytomegaloviru.

Pti vystavbé daného modelu bylo postupovano tak, Ze se v databazi UniProt naSla polymeréaza
s co nejvice podobnou sekvenci aminokyselin. V nasem piipad¢ to byla polymeraza herpes
simplex viru-1. Nésledné byly na této struktufe pomoci serveru I-TASSER vystavény strukturni
modely samotné polymerdzy cytomegaloviru. Poté, aby byly modely otestovany a ohodnoceny,
byly pouzity jako vstupy do molekulové dynamiky. Vypocetni simulace molekulové dynamiky
probihaly na zéklad¢ teorii klasické mechaniky v programu Amber. Dle vysledkii molekulove
dynamiky byly modely nasledné upravovany a hodnoceny.



2. Teoreticka ¢ast
2.1  Vypocetni metody chemie a fyziky

Vypocetni chemie je ndzev pro védni disciplinu, jez se vyskytuje na pomezi pisobnosti fyziky a
chemie. Vypocetni chemie ndm muize pomoci zjistit, jaké jsou energie a vlastnosti rtiznych
konformaci molekul. Déle jakym zpiisobem castice mezi sebou interaguji a jak se struktura
molekul a jeji vlastnosti méni v Case. Vyvoj systému v case popisuje dynamicka rovnice.

Existuji teorie, jejichz Ukolem je popsat Castice nebo latky. Tento popis je uskute¢nén pomoci
matematickych rovnic. Pfi tzv. mnohoc¢asticovém problému (systému) se rovnice popisujici tento
systém nefesi analyticky, ale numericky. Proto je vyhodné pro vypocty pouzit vypocetni kapacity
pocitacl, jez jsou schopny provést miliony matematickych operaci za zlomek sekundy.

2.1.1 Dynamické rovnice

Jak jiz bylo feceno, vyvoj systému v Case popisuje dynamicka rovnice. Pro spusSténi vypoctu
simulace v ¢ase je nezbytné védét, jakou molekulou se chceme zabyvat, jakd je pocéatecni
rychlost, umisténi této Castice a jaka je matematicka formulace sil, jeZ piisobi v a mezi Casticemi.
Dynamicka rovnice je diferencidlni rovnice, ktera obsahuje derivaci dle ¢asu a prostoru s pfesnym
vyjadienim zavislosti na hmotnosti a rychlosti ¢astice.

Dynamicka rovnice ma rizny tvar podle toho, jakou méa uvazovany systém hmotnost a rychlost
(viz obr. 1). V praci byly vyuzivany dynamické rovnice spadajici do klasické nerelativistické
mechaniky.

Rychlost
N Kvantovd Klasickd
mechanika mechanika
T
|
Dirac I Einstein Relativistickad
HW = idW/dt : F=ma mechanika
~1/3 ¢ I R
~ 10% m/s :
Schrédinger | Newton Nerelativistickd
HW = idl-lJ/dt | F=ma mechanika
|
! > Hmotnost

Obr. 1: Schéma znazoriuje riizné dynamické rovnice podle toho, jakou md uvaZovany systém
hmotnost a rychlost. F je sila, m hmotnost, a zrychleni, H Hamiltonian, ¥ vinova funkce a t cas.
Prevzato.[10]
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2.1.2 Klasicka mechanika

Klasicka mechanika je oblast fyziky, ktera se zabyva popisem pohybu hmotnych téles s
rychlostmi mens$imi, nez je rychlost svétla c¢. V klasické mechanice plati Newtoniv druhy
pohybovy zédkon
_
F= at’ D
kde F je sila, p je hybnost a # znamena Cas. Zakon je mozné pieformulovat za predpokladu, Ze
hmotnost m je konstantni na tvar

d
F=22=-n%Z =ma, 2)
dt dt

kde a znamend zrychleni. JelikoZ vime, Ze derivace potencidlu V' podle polohy 7 je sila

av
F(r)=-— 3)
a druha derivace polohy podle ¢asu je zrychleni

d?r
@=-Gm K

muzeme Newtonliv druhy pohybovy zdkon ptreformulovat do diferencidlni podoby

av a%r
-—=m—. 5
ar at2 )

Mame tedy dynamickou rovnici v diferencialni podobé¢, jez je funkci Casu a jejimz feSenim lze
ziskat informace o poloze jakékoliv ¢astice v Case.

Pfi uvaZzovani Castic s velice malou hmotnosti se misto Newtonovy druhé pohybové rovnice musi
pouzit Schrodingerova ¢asove zavisla rovnice

0w
HY = i— 6
at’ )
kde H je Hamiltonian. Druhou mocninou vinové funkce, ziskané feSenim této rovnice, se zjisti
pravdépodobnost vyskytu Castice v urcitém prostoru a case. Hamiltonian skryva mnoho clend, kdy
ze vsech je nejvice obtizné popsatelné plisobeni mezi elektrony navzajem. Vypocet elektronické

energie je tedy nejvice problematickou soucasti Schrodingerovy rovnice.

Reseni diferencialni dynamické rovnice zalozené na Newtonové druhém pohybovém zakoné, pti
uvaze dvou Castic s jednoduchym potencidlem mezi sebou, je analytické. Vysledkem je urcita
matematicka funkce (). Ta sama rovnice pfi vaze mnohocasticového systému se musi feSit
numericky s vyuZzitim sledu malych ¢asovych krokil Az. Tento asovy krok je vyznacny parametr,
ktery se pouziva v chemickych vypoctech. VZzdy by mél byt minimalné o ¥ad mensi nez je Casova
Skala sledované vlastnosti systému nebo kritické (nejhlavnéjsi) vlastnosti systému.[10]
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2.1.3 Molekulova mechanika

Metody molekulové mechaniky neboli metody silového pole jsou metody vypocetni chemie, které
obchdzeji slozity vypocet elektronické energie pro dané rozloZeni jader takovym zplsobem, ze
elektronické energie je pouze parametrickou funkci daného uspotddani jader. Parametry se urcuji
vhodnym napasovanim na experimentalni data nebo na data z vypoctli o hodné vysoké urovni
kvality.

Dynamika atomt, molekul se v molekulové mechanice popisuje pomoci klasické mechaniky. Pro
casov¢ nezavislé pripady je problém vypocCtu zjednodusen na vypocet energie dané geometrie
molekuly. Timto zpisobem miiZeme zjistit, kterd z konformaci molekuly je stabilngjsi.

Molekuly jsou v molekulové mechanice vystavény ze stavebnich bloki, ne z elektrond. Zakladni
stavebni blok (téZ nazyvany atomovy typ) miize byt atom, ale i funkéni skupina, aminokyselina
nebo nukleotid. Kazdy atomovy typ ma své oznaceni (napf. Cislo, pismenny symbol) a dané
vlastnosti (hmotnost, velikost, ndboj, sila vazby s konkrétnim vazebnym partnerem — vazebné
informace). Vlastnosti atomovych typi se 1i$i podle toho, jaké silové pole pouzZijeme. Plati, Ze jiné
silové pole ma jiné vlastnosti atomovych typa.

Metody silového pole je vyhodné pouzit pro vypocet na velkych systémech (napf.
biomakromolekulach). Jsou primarné urceny k pfedpovédi geometrii a relativnich energii
molekul. Nelze je pouzit k popisu vzniku a rozpadu vazeb nebo pro popis piesunu elektront.

Podle toho co nas zajim4, volime méné ¢i vice dokonalé silové pole. Dikladné sestavené silové
pole je nezbytné pro zkoumani relativnich energii riznych konformaci malych molekul. Zatimco
hrubé sestavend silova pole se pouzivaji pfi studiu dynamiky proteinu sestavené¢ho ze stovek
aminokyselin.

Napiiklad existuje silové pole MM2 (Molecular Mechanics versions 2) urené pro
uhlovodiky. RozliSuje 71 rliznymi atomovych typt. Tyto typy rozliSuji atom uhliku naptiklad
v hybridizaci sp’ a sp®. Atom uhliku s hybridizaci sp® je ve vice rtiznych atomovych typech
lisicich se povahou systému, ve kterém je tento atom p¥itomen. Napf. je rozdil mezi sp® atomem
uhliku v cyklobutenu, aroméatech, cyklopropenu a alkenech.

V molekulové mechanice jsou molekuly popisovany modelem ,kouli a pruzinek®. Koule
pfedstavuji atomy a pruziny piedstavuji vazby (viz obr. 2). Atomy se 1i§i napt. hmotnosti, vazby
délkou a tuhosti pruziny.

2.1.4 Energie urcena silovym polem

Energie dand urCitym silovym polem je souhrnem matematickych vyrazi popisujicich energii,
kterd je potiebna pro deformaci molekuly ur¢itym zotsobem (viz obr. 2, rovnice 7).
torzni

Obr. 2: Schéma zndzoriujici Vibrace vazeb. Uhel

> (hel

riizné druhy silového piisobeni Vazby
v molekule.  Zndzornénda je
vibrace vazby, vazebny iihel,
torzni uhel a nevazebna

interakce. Prevzato.



Es = Lyjp + Eu'hel + Emr + Evdw + Eel + E3 7)

Energie molekuly popsana silovym polem Ej, je dana souCtem energie vibrace vazby E,;, energie
deformace vazebného Uhlu Ej.;, energie deformace torzniho Uhlu E,,,, energie pisobeni van der
Waalsovych sil E,4,, energie elektrostatického plsobeni E,; a energie Ej3, ktera ur€itym zplsobem
popisuje spiazeni E\;, Eyjer @ Ey.[10,12,13]

Stabilnim molekuldm, jeZ se na ploSe potencidlni energie nachazeni v minimu, odpovidd urcité
rozmisténi atomu popsatelné prostorovymi soufadnicemi jader. Minimalizaci Ej, 1ze toto stabilni
rozloZeni jader obdrzet. Pi1 vypoctech hovofime o tzv. optimalizaci, tedy minimalizaci £y, a
zmén¢ geometrie jader.

E.;» je energie vibrace vazby mezi dvéma atomovymi typy A, B. Tuto energii lze zdkladné popsat
pomoci harmonického oscilatoru

Evib(RAB _ R(I)qB) — kAB (RAB _ RgB)Z — kAB (ARAB)Z, 8)

kde R, je rovnovaznd vazebnd délka, R je aktudlni délka vazby, kje silovd konstanta
harmonického oscilatoru a AR je vychylka zrovnovahy. Spravnéjsi popis energie vibrace
poskytuje neharmonicky Morseho potencial Eyorse (rovnice 9). Ten navic 1€pe popisuje plisobeni
mezi atomy pii velké vazebné vzdalenosti.

EnoroAR) = D(1 — e™*4R)2 g = | = 9)

V rovnici 9 znamend D disociaéni energii, v a je zabudovana silové konstanta.

Enerje energie odpovidajici thlu, ktery je vymezen tfemi atomy A, B a C. Tuto energii 1ze popsat
opé&t pomoci rovnice harmonického oscilatoru

Ei1e 647 — 6°) = kAP¢ (647 — 645¢)?, 10)
kde 8 znamena aktudlni thel a 6 je tthel v rovnovazném stavu.

E,, je energie, kterd odpovida zméné torzniho thlu. Mame tadu atomi A, B, C, D, které jsou
v této fad€ spojené chemickou vazbou. Torzni ithel poté odpovida rotaci kolem vazby BC a uhlu
mezi vazbami AB a CD. Silové plisobeni pfi zmén¢ torzniho thlu vyrazné€ souvisi s nevazebnymi
interakcemi a stérickymi efekty, proto pro jeho popis funkci harmonického oscildtoru nejde
pouzit. Misto toho se je mozné pouzit zakladni vyraz

Eol@) = Xn=1 Vycos(nm), 11)

kde @ znamena torzni thel, V, je vyraz pro bariéru, kterd rotaci ptekazi a n udava velikost jedné
periody pii rotaci. Funkce popisujici torzi je na rozdil od predeslych periodicka.
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E,., je energie, ktera odpovida vzajemnému pisobeni elektronovych ,,mrakii*. Podle vzdalenosti
elektronovych ,mrakd®, mize byt E,s;, kladné, nulové nebo zaporné. Zaporna E,,;, odpovida
vzniku pfitazlivé interakce. To nastane, kdyz se ksobé pfiblizi na idedlni vzdéalenost dva
elektronové ,,mraky* a navzéajem si sob& indukuji ¢asové proménny slaby dip6l. Vznikne tak slaba
dipol-dipol interakce. Van der Waalsovskou interakci neboli také Londonovské nebo disperzni
sily je mozné zékladn¢ popsat pomoci Lennardova-Jonesova potencialu

s = |(2)" —2(2)] B

kde Ry je vzdalenost pfi minimalni energii, ¢ odpovida velikosti energetického minima a R je
aktualni vzdalenost. Londonovské interakce plsobi napt. mezi nepolarnimi alkany.

E,; je energie, kterd odpovida vzajemnému silovému piisobeni mezi naboji. Takové plisobeni mezi
dvéma naboji A a B lze popsat pomoci Coulombického potencialu

AnB
Eu(R"%) = 2 13)

ERAB
kde R*? je vzdalenost dvou naboji, Q je velikost naboje a ¢ je dielektricka konstanta.

E; je energie, kterd souvisi s tim, ze R, 6 a @ se pti svych zménach navzajem ovliviiuji. Tedy tyto
parametry vyrazn€ spolu souvisi. Jejich vzdjemné sptazeni miizeme popsat rovnici kombinujici
rovnice pro vypocet E.ip, Euner a Err. To jestli a jaké parametry se do ¢lenu E; kombinuji, zavisi na
druhu silového pole. Neni vyjimkou, zZe se kombinuji i jen dva parametry.

Prispévky nevazebnych energii ..., jsou prispévky, jez spotfebovavaji vypocetni Cas nejvice. Na
rozdil od vazebnych piispévkl totiz jejich pocet neroste s velikosti molekuly linearné, ale
s druhou mocninou. Pro zjednoduSeni je proto vyhodné uvazovat nevazebna pisobeni jen na
malou vzdalenost pomoci seznamu vSech dvojic atomii do této vzdalenosti. To snizi pocet
nevazebnych ptispévkl do E,. Pro van der Waalsovské plisobeni byva tato vzdélenost 10 A, pro
elektrostatické 30 A a pro interakce sité bodovych naboji je jesté mnohem vétsi.

2.1.5 Dalsi dilezité pojmy z vypocetni chemie

Optimalizace mnohoprostorové funkce je jeden z probléml ve vypocetni chemii. Optimalizace
znamenad, ze funkci hledame jeji stacionarni body. To jsou body funkce, jejichz prvni derivace se
rovnd nule. Tyto body pfedstavuji minimum a maximum funkce. VéEtSinou nas zajiméd vSak
minimum funkce. Napf. hledame energetické minimum dané molekuly (tedy jeji stabilni stav),
kdy energie je funkci vSech souradnic (mnohoprostorova funkce) vSech atomli molekuly. Riizné
optimaliza¢ni techniky mizou poskytovat rizné druhy minim funkce (lokalni, globalni). Podle
toho v jakém tvaru jsou parametry zaddvajici funkci, miZze byt tato funkce vySetfovana pomoci
sestavy linearnich rovnic, které je mozné vyfesit maticovymi technikami. Castéji viak jsou tyto
parametry slozitéjsi a funkce se vySetfuje iterativnimi metodami.
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Hledéani globalniho energetického minima pro velké makromolekuly mize zaviset na pocatecni
geometrii makromolekuly. Pro malé systémy je moZné pouzit pii optimalizanich vypoctech
takovy systém, ze systematicky vzorkujeme celou plochu potencialni energie a hledame nejhlubsi
energetické minimum. Tento zplisob vSak je pro velké makromolekuly nepouzitelny. Pro velké
makromolekuly se pouzivaji metody, jez jsou schopné narusovat geometrii makromolekuly a tim
se premist'ovat z jednoho lokélniho minima do druhého. Zminény budou metody Monte-Carlo,
molekulovd dynamika. A déale metody simulace Zihani, metadynamika a metoda molekulové
dynamiky zaloZend na vyméné replik, jeZ se oznacuji jako takzvané pokrocilé techniky
molekulové dynamiky.[14]

Metoda Monte-Carlo (MC) je zaloZend na tom, Ze ndhodné posune pozici atomu nebo atomu
v molekule, vypocita energii nové konformace, porovna ji s predchozi nebo jinak zhodnoti a podle
zhodnoceni ne/pouzije novou konformaci jako zéklad pro dal$i ndhodné posunuti atomti.

Dalsi metoda nalezeni minima je molekulovd dynamika (MD). Ta, jak bylo feceno vySe, pouziva
Newtonovy pohybové zakony k popisu pohybu atomti. Energii molekuly lze zde rozd¢lit na
kinetickou a potencidlni (silové plisobeni mezi atomy). Béhem dynamiky je molekula schopna
pfeskocit pies energetickou bariéru do jiného minima jen, kdyZ energie (vyska) bariéry je mensi
nez celkova energie zmensena o potencialni.

Jak u metody Monte-Carlo, tak u molekulové dynamiky, je mozné simulaci zacit pii vysoké
teplot¢ a postupné ji snizovat. Jelikoz vyssi teplota dava molekule schopnost preskakovat vétsi
bariéry a tim padem vice se pohybovat po plose potencialni energie. Je pravdépodobnéjsi, ze ke
konci simulace ziistane molekula blize ke globalnimu energetickému minimu, neZ kdyby se
vysoka teplota nepouZzila. Metoda se nazyva simulace zihani nebo chlazeni.

Metadynamika je metoda, jeZ obsahuje pamét s jiz prozkoumanou plochou potencidlni energie.
Metoda funguje tak, Ze dochazi ke vzorkovani prostoru kolem energetického minima. To vede k
nalezeni bodu (vrcholu bariéry), ze kterého je mozné jit do jeste¢ niz§iho energetického minima.
Postup se stale opakuje. A jelikoZ je v celém procesu zabudovana prace s paméti, mize dojit vzdy
k rozhodnuti, jestli je dané energetické minimum je$t€ hlubsi nez ptedchozi. Tim dochazi
k ptreskakovani ¢im dal tim vysSich energetickych bariér a pohybu v Sirokém prostoru plochy
potencialni energie.

Metoda molekulové dynamiky zaloZend na vyméné replik je metoda, jeZz zahrnuje vice na sobé&
nezavislych soubéznych simulaci s metodou Monte Carlo. Kde kazda simulace zvlast je
provadéna pfi jiné teploté. Pozice atomil (tedy stav systému) jsou pak zavislé na teploté a
energetickych rozdilnostech mezi jednotlivymi simulacemi. Podle daného piedpisu si tak
simulace mohou ptlijcovat, vzijemné vymeénovat své stavy (informace o pozicich atomill) a tim
snadnéji docilit pfesunu stavu mezi dvéma energetickymi minimy 1 ptes vysokou bariéru.

Solvata¢ni modely vody, které popisuji obaleni ¢asti rozpusténé latky casticemi rozpoustédla,
jsou nezbytné pii popisu makromolekul. Ty se totiz ve svém pifirozeném prostiedi vyskytuji
v prostfedi polarniho rozpoustédla - vody a jejich nativni struktura je tedy na pfitomnosti vody
zavisla. Molekuly vody s biomakromolekulami interaguji pomoci slabych nevazebnych interakci
a tvori v blizkosti biomakromolekul ur¢itou slupku.
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2.2 Struktura biomakromolekul

Biomakromolekuly jsou stvofeny ze zdkladnich jednotek takovym zplisobem, Ze kovalentni vazba
spojuje mezi sebou zékladni jednotky a jednotlivé atomy v zakladnich jednotkdch. Aminokyseliny
tvofi proteiny. Nukleové kyseliny tvoii polynukleotidy. Kovalentni vazba je silnd a ve
fyziologickych podminkach buiiky se samovolné nerozpadd. Toho jsou schopny slabé nevazebné
interakce. Ty jsou sice fadové slab$i nez kovalentni vazba, ale jsou nezbytné pro vnik spravné
struktury a biologickou funkci biomakromolekul. Biomakromolekuly pomoci nich interaguji mezi
sebou, vramci své molekuly nebo s okolim (rozpoustédly, ionty). Slabé nevazebné interakce
oproti kovalentni vazb& mohou plsobit i na del§i vzdalenosti. Maji vice variaci, jeZ se tykaji
vazebnych moZznosti (vazebné thly, vaznosti). MiiZzou mit méné omezeni pro orientaci vazanych
atoml oproti napt. peptidické vazbé, kde atomy lezi v jedné nehybné roviné. To vSechno
znamena, Ze jich je v biomakromolekulach velké mnozstvi a i piesto, Ze jejich energie je relativné
mal4, jsou velmi vyznamné.

Hlavni typy slabych nevazebnych interakci, které jsou ptfitomny v biomakromolekulach, jsou van
der Waalsovské interakce, vodikové vazby, interakce mezi ionty (solny mistek) a hydrofobni
interakce (jeden z hlavnich efektii, jez maji vliv a jsou divodem sbaleni proteinu).

MiiZze dochazet k efektim ptenosii naboje a vzajemnému ovlivnéni pohybu (dynamiky) mezi
solventem a solutem. Molekuly vody mohou byt polarizovany a orientovany podle naboje
pfitomného na biomakromolekulach.

2.2.1 Proteiny

Proteiny jsou polymery, jejichZ zakladni stavebni jednotka je aminokyselina. Existuje dvacet
zékladnich aminokyselin. Kazda je tvofena z atomu uhliku C,, na kterém jsou Ctyfi substituenty.
Vodik, aminoskupina, karboxylova skupina a postranni fetézec, jimz se aminokyseliny od sebe
1i81 (viz obr. 3). Aminokyseliny se spojuji pomoci peptidové vazby do fetézcl. Pro popis celkové
konformace tetézce staci znat tthel ®, ¥ pro kazdou aminokyselinu. @ popisuje rotaci kolem
vazby mezi NH skupinou a atomem C,. ¥ popisuje rotaci kolem vazby mezi atomem C, a CO
skupinou (viz obr. 3). ,,

A) @ ; B) @ . c)
= { Lu
ﬁ@’v" . s i
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Obr. 3: Na obrdzcich A), B) jsou zndzornene dva vyznamné uhly (D, V) v am;nokyselindch, jezv7t
se pouzivaji pro popis konformaci retézce aminokyselin. Carkované je zndzornéna peptidicka
vazba. Obrazek C) je tzv. Ramachandranuv diagram, jez zndazornuje typy sekunddrnich struktur,
jez vzniknou vhodnou kombinaci hodnot uhlit @ a V. Symbol a znamenad o—helix, f znamend
p—skladany list. Poly-prolin, 3;9a Lo jsou dalsi typy helixii. Prevzato.
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Strukturu proteini mizeme rozdé¢lit do Ctyf urovni. Zaprvé, primarni struktura udava potadi
aminokyselin v proteinu. Zadruhé, sekundarni struktura udava, jaké prostorové usporadani
zaujima kratkd Cast fetézce aminokyselin (napf. o—helix, P—skladdany list). Zatfeti, tercialni
struktura udava, jaké je prostorové usporadani celého slozen¢ho aminokyselinového fetézce nebo
jedné domény. Doména je Cast polypeptidického fetézce, kterd je sbalena, a co je dilezité, jeji
stabilita nezavisi na zbytku fetézce. Zaltvrté, kvartérni struktura znamend, jak je ksobé¢
prostorové orientovano (naskladano) vice jiz sbalenych polypeptidickych tetézch. Struktura
proteinu nemusi byt vSak jen jedna. Napf. proteinové enzymy se miZou CasteCné pieusporadavat
do jiné struktury pfi své praci.

Do jaké prostorové struktury se fetézec aminokyselin sbali, je dano sekvenci aminokyselin
v tomto Fetézci.[18] Vime, Ze nativni struktura proteinu ma nejmensi energii. Z toho vyplyva, ze
bychom mohli byt schopni predpovédét strukturu proteinu jen na zaklad¢ sekvence
aminokyselin.[15, 16] Sta¢ilo by, aby poéita¢ pomoci vhodnych néstrojii a programti propocital
to mohlo fungovat. BohuZel i jen maly aminokyselinovy fetézec by tvofil tak velké mnozstvi
konformaci, Ze by to Zadny pocita¢ nikdy nespocital. Nasteésti je mozné pro pifedpoveéd’ struktury
proteinu pouzit tzv. homologni modelovani, tedy modelovani struktury proteinu zaloZené na
podobnosti struktur proteint s podobnou sekvenci.[15,19, 20]

Existuji dvé zékladni metody ur€eni struktury proteinu. Je to metoda rentgenové krystalografie a
nuklearni magnetické resonance.[17,19] BohuZel tyto metody nelze pouzit pro zjiSténi struktury
vSech proteinll. Protoze vzorek proteinu musi splnit urcité pozadavky, aby se pomoci téchto
metod mohl zkoumat. Pro metody rentgenové difrakce musi byt vzorek krystalem a pro metody
nuklearni magnetické resonance musi byt schopny se rozpustit v rozpoustédle.[20]

2.3  Cytomegalovirus

Skupina herpesvirti je skupina virQ, jez svou genetickou informaci nosi ve form¢ dvouvlaknové
DNA. Tyto viry jsou pfitomné vSude (zvifata, lidé) a mohou zplsobit infekce v rozsahu od
koznich viedl po encefalitidu. Viry v této skupin€ maji podobnou morfologii a relativné rozsahly
genom. Podstatné se liSi v genetické sekvenci. VéEtSina herpesvirii ovliviiuje metabolismus bunky
a tim miize zpusobit dokonce smrt buniky. Vyjimkou je cytomegalovirus, jenZ napodobuje syntézu
proteinti a nukleovych kyselin. Herpesviry miizeme rozdélit do tfi podskupin a, B a y (viz tab. 1).

Tab. 1: Tabulka ukazuje klasifikaci herpesviri. Osm herpesvirii je rozdeleno do t7i podskupin.
Cytomegalovirus je zde oznacen jako HHV-5 a pati'i do podskupiny herpesvirii . Pievzato.[3]

Zastupci podskupiny herpesviri o

BéZny nazev | herpes simplex virus-1 herpes simplex virus-2 | virus varicella-zoster
Oznadeni HHV-1 HHV-2 HHV-3

Zastupci podskupiny herpesviru
BéZny nazev | cytomegalovirus lidsky herpesvirus-6 lidsky herpesvirus-7
Oznaceni HHV-5 HHV-6 HHV-7

Zastupci podskupiny herpesviri y
BéZny nazev | Epsteiniiv-Barrlv virus herpesvirus Kaposiho sarkomu
Oznaceni HHV-4 HHV-8
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Cytomegalovirus (CMV), nazyvany téz také lidsky cytomegalovirus (HCMV, angl. zkratka
human cytomegalovirus) ma nejvétsi genom z herpesvirl. Jeho nazev vychazi z toho, Ze tento
virus zpusobuje zvétSeni bunky, kterou infikoval. Také je dalezité zduraznit, ze existuji
nespocetné rizné kmeny tohoto viru, které se 1isi v genetické informaci a fenotypu.[3]

Jak jiz bylo fe€eno, cytomegalovirus je vSudypfitomny. Infikuje vétSinu svétové populace.[21]
Virus je vSak ptfitomen ¢asto v neaktivni podob¢ a zvySené riziko nemoci zptisobené timto virem
maji lidé s oslabenou imunitou. Napi. lidé, ktefi podstupuji transplantaci, jeZ musi brat
imunosupresiva, aby jejich téla cizi organ pfijala nebo lidé trpici nemoci AIDS.[3,1] V piipadé
aktivni infekce maze cytomegalovirus zpusobit neurologické poruchy, zanéty travici soustavy,
sitnice a plic. Cytomegalovirus mize infikovat i monocyty (typ bilych krvinek). To ve svém
disledku mtZze zplsobit veétsi nachylnost k velkym bakterialnim a houbovym infekcim.

Infekce dané cytomegalovirem se 1é¢i pomoci 1€kt gancicloviru[1, 2] a foscarnetu, které blokuji
polymerazu DNA viru. Déle je mozné pro 1é¢bu pouzit 1éky cidofovir[3], valganciclovir[4] a
acyclovir[5]. V riznych fazich vyvoje jsou léky maribavir, brincidofovir, letermovir.[6] P¥i
dlouhodobém soucasném pouzivani gancicloviru a silnych imunosupresiv se na ganciclovirus
vyviji rezistence.[7] Rezistence viéi cidofoviru nebyla jesté registrovana, ale viéi foscarnetu je
vyvinuta také.[6]

Genom cytomegaloviru kéduje vice nez 150 proteinll. Dva z nich jsou extrémné diilezité pro
¢innost antivirovych ptipravki. Jsou to proteiny cytomegalova fosfotransferaza (kdédovana genem
UL97) a cytomegalovda DNA polymeraza (kédovand genem UL54).[4,22] Fosfotransferaza
fosforyluje antivirova l1é¢iva do jejich aktivni podoby. Polymerdza DNA je homologni
s polymerdzami ostatnich herpesvir a je to element, na ktery antivirotika b&zné cili.[4, 8]

2.4  Polymeraza DNA

DNA polymerazy jsou enzymy, které Kkatalyzuji syntézu polydeoxyribonukleotidii z
deoxyribonukleosid trifosfati (ANTP). Kromé toho maji 1 dal$i kontrolni a opravné funkce
syntézy DNA, funkce syntézy primeru RNA a napf. funkci vypliiovani spojlii v nové syntetizované
DNA.[23] Podle toho jaké funkce polymeraza opravdu ma a z diivodu existence riznych druhi
organismi miZzeme polymerdzy dé€lit na rizné typy (viz tab. 2). VSechny typy polymeraz lze dale
zatadit do polymerazovych rodin (A, B, C, D, X, Y, RT) dle sekvencnich a strukturnich
podobnosti.[24,25,26] Polymerdzy virt maji zna¢nou sekvenéni podobnost s polymerazami
typu pol a, pol B, pol &, pol IT a T4, ®29 (polymerazy uréitych bakteriofagt).[27]

Tab. 2: Tabulka ukazuje zdkladni typy polymerdz. Existuje Sest typii prokaryotickych polymerdz a
trinact typii eukaryotickych polymeraz. Prevzato.[15, 28]

Zakladni typy polymeraz

Prokaryotické typy Pol I, Pol II, Pol III — jaderna, Pol III — holoenzym, Pol IV, Pol V

Pol a, Pol B, Pol y, Pol 3, Pol €, Pol 0, Pol {, Pol A, Pol u, Pol x, Pol 1,

Eukaryotické typy Pol 1, Revl
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Kromé polymerdz se na replikaci (zdvojeni) DNA podileji 1 dal$i enzymy. Nejdilezitéjsi jsou
helikdzy, jez rozmotavaji dvousroubovici DNA a vytvafi replikani oko, topoisomerazy, které
uvolnuji torzni napéti v rozmotané DNA, primazy DNA, jeZ syntetizuji RNA primery, proteiny
SSB (single strand binding), jez brani pfed€asnému uzavieni replikaéniho oka a ligazy DNA, jez
spojuji fragmenty DNA pomoci fosfodiesterové vazby.

Syntéza DNA probihd vzdy podle vzoru jiz existujici DNA. Pro syntézu je nezbytné, aby byly
k dispozici ANTP a komplex primer-templat. Templat je ¢ast dlouhé jednovlaknové DNA, podle
niZ (komplementarn¢) vznikad nova jednovlaknovd DNA. Primer je na rozdil od templatu kratky a
jeho baze se paruji s bazemi dlouhého vldkna DNA tésné pted oblasti templatu. Volna skupina
3'-OH na primeru pfiléha tésné k vldknu templatu a ptipojuji se na ni nukleotidy pii vzniku
nového vlakna DNA (viz obr. 4). @

polymer%'

-OH

finger thumb
\\ /

primer s palm

templat

h

templat 3 o

Obr. 4: Na obrazku vlevo vidite komplex primer-templat a schematicky vyznacené pripojeni
dNTP na primer. Na obrazku vpravo vidite schematicky zaznacenou polymerdzu DNA (zelené)
se svymi doménami a komplex primer-templdt, jez je touto polymerdzou zpracovdvan.
Prevzato.

Pti syntéze nového vlakna DNA 3'-OH skupina primeru piisobi na a-fosfat ptistupujiciho dNTP.
Nasledné¢ probéhne reakce, kterd zapfiCini, Ze primer je o jeden nukleotid delSi (pfes baze
sparovany s vlaknem templatu) a vznikne pyrofosfat (zbylé dva fosfaty z plivodné ptistupujiciho
dNTP). Déle je nutné dodat, Ze nové vzniklé vlakno DNA je vzhledem k templatu orientovano
antiparaleln¢ (obraceng).

Jelikoz DNA polymeraza obaluje komplex primer-templat jako prava lidska ruka, jsou jeji tii
domény pojmenovany podle toho (viz obr. 4). Jmenuji se thumb (angl. palec), finger (angl. prst) a
palm (angl. dlan).

Doména palm je sloZena pievazné z B-skladanych listil a jeji ¢ast je hlavni sloZkou katalytického
mista enzymu. Toto katalytické misto obsahuje dva dvouvazné kovové ionty (napt. dva Mg*"
nebo dva Zn*"), jez ovliviiuji prostfedi kolem dvojice INTP a 3'-OH (viz obr. 5-A). Jeden kationt
oslabuje vazbu H-O na skupiné 3'-OH takovym zplsobem, Ze vznika 3'-O" skupina, ktera ma
zéporny naboj, a miuze lépe napadat atom fosforu (kladny naboj) na a-fosfatu. Druhy kationt
stabilizuje zbylé dva fosfaty (B, y) na ptichozim dNTP a nasledné i pyrofosfat. Dale ¢ast domény
palm vytvafi, v ptipad€é spravné parovanych bazi, mnozstvi vodikovych vazeb s malym Zlabkem
vznikajici DNA. V pfipadé nespravného parovani jsou tyto vodikové vazby urcitym zplsobem
ovlivnény a dochazi ke zpomaleni syntézy.
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Doména finger se na katalytické aktivité polymerazy podili takovym zpisobem, ze nekteré jeji
aminokyseliny se vazou na prtichazejici ANTP. Jakmile se vytvofi spravné parovani bazi
(ANTP-templat), je ANTP na misté¢ uzavieno pomoci ohybu domény finger (viz obr. 5-B). Dale
doména finger zpiisobuje ohyb mezi prvni a druhou bazi na vlakné templatu (viz obr. 6-A). To
vede k tomu, ze v katalytickém misté enzymu je jen jedna baze a ptichazejici ANTP se orientuje
jen k ni a zadné jiné. Po uspésném navazani ANTP na primer se doména finger vraci do pivodni
polohy. Cely komplex primer-templat se posune o jeden nukleotid a cely proces navazani
nukleotidu mize zacit znovu.

A) oteviena forma B) zaviena forma

o fingeru — fingeru
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Obr. 5: Na obrazku A) vidite, jakym zpusobem interaguji kationty kovu s dNTP a 3'-OH v doméné
palm. Cervend Sipka zndzoriiuje reakci mezi ANTP a 3'-OH. Na obrazku B) vidite doménu finger
Jjak se vaze na pristupujici ANTP a uzavira ho na miste. Prevzato.

A) B)
finger t_humb
pristupujici
nukleotid
templat
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Obr. 6: Na obrazku A) miizete videt ohyb na vidkné templdatu mezi prvni a druhou bazi zpiisobeny
doménou finger. To dava vice mista k navazani dNTP na spravnou (prvni) bazi templatu. Na
obrazku B) miizete videt katalytické misto polymerdzy herpes simplex viru. Pro polymerdzovou

kovii A, B interaguji s prichozim nukleotidem. Prevzato.
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Doména thumb se sice ptimo nepodili na syntéze DNA, interaguje vSak s jiz vytvorenou DNA. To
ma dva disledky. Zaprvé, umisténi primeru a aktivniho mista se diky rigidng;$i vazbé mezi DNA
a polymerazou lépe udrzuje ve vzajemné optimalni pozici. Zadruhé, ma to vliv na zlepSeni
vlastnosti polymerazy v tom smyslu, ze vaze 1épe mnoho dNTP na primer vzdy, kdyZ se vytvori
komplex primer-templat.

DNA polymerazy mizeme rozdé¢lit do dvou skupin (procesivni, neprocesivni). Neprocesivni
polymerazy se vzZdy po navazani jednoho nukleotidu na primer odpoji od DNA. Rychlost syntézy
je tedy pomala. Naopak procesivni polymerazy se po kazdém navazani nukleotidu na primer
neodpojuji od DNA, ale naopak navazuji na nové vznikajici vldkno DNA tolik nukleotidd, kolik
muzou. Rychlost syntézy je tedy velkd. To je umoznéno hladkym posouvanim DNA
v polymerdze. Toto hladké posouvani je zplsobeno tim, Ze komplex primer-templat je
k polymeraze vazan nespecificky, elektrostatisky doménou thumb a pomoci vodikovych vazeb
doménou palm. Pti posouvani polymerazy po DNA je pak polymeraza stale uchycena minimalné
pravé pies elektrostatické interakce s doménou thumb. To umoziuje, aby mohla byt polymeraza
tésné spojena s DNA a mohla se plné vénovat replikaci bez nutnosti rozvazani od DNA. Jesté
veétsi rychlost posouvani polymerazy kolem DNA miZe byt dosaZzena sprahnutim polymerazy a
nékterych pomocnych enzymu dohromady.

Prestoze polymerazy pracuji velice pfesne€, co se tyCe parovani bazi, obcas se chyby vyskytnou.
Tyto chyby mohou odstranit enzymy, které se jmenuji nukleazy. Jsou dva typy nukleaz.[15, 23]
Exonukleazy (prvni typ) odbouravaji nové vzniklé vlakno DNA na jejim zacatku, tedy na
3' konci. Endonukleazy (druhy typ) odbouravaji nové vzniklé vlakno DNA i uvniti né¢ho. Funkce
exonukledzy je spolu s funkci polymerazy DNA pfitomna na tomtéZ fetézci polypeptidu. To
exonukledze umoziuje odstranit chybny nukleotid hned po jeho navazani na primer. Funguje to
tak, ze vyskytem chybné baze na 3' konci primeru se oslabi interakce domény palm s DNA. To
ma za nasledek zménu geometrie mezi skupinou 3'-OH a pfistupujicim nukleotidem. Dojde
k destabilizaci aktivniho mista polymerdzy komplexu primer-templat a ndsledné k rozparovani
n¢kolika koncovych bazi nového feté¢zce DNA s fet€zcem templatu. Volnéjsi (nesparovany) konec
primeru se presune do aktivniho mista exonukleazy. Exonukleaza splni svou funkci a zbavi primer
Spatného nukleotidu. Poté se fetézec primeru opét svym 3'-OH koncem vrati na aktivni misto
polymerazy a dojde k opétovnému sparovani n€kolika koncovych nukleotidli primeru s vlaknem
templatu. V ptipad¢ procesivni polymerazy se toto vSe déje bez rozrusSeni vSech spojeni (interakci)
mezi DNA a polymerazou. Toto opravovani chyb zvysuje presnost syntézy DNA z 1 chyby za 10
pfidanych nukleotidii na 1 chybu za 107 pfidanych nukleotidi.

2.4.1 Polymeraza DNA — herpesviry[30]

Polymerazy herpesvirti patii do polymerazové rodiny B (pol a, pol 9, pol {, pol € a nékteré
polymerazy DNA bakteriofagli, ostatnich DNA vir(i, rostlin a hub). Polymerazova rodina B se od
ostatnich polymerdzovych rodin li§i vtom, Ze na rozdil od nich tvoifi mnohapodjednotkové
komplexy z DNA polymeraz a dalSich doprovodnych enzymi, které replikaci provazeji.
Polymerazy DNA v této rodin€ jsou také charakteristické v tom, Ze maji 1 opravnou funkci a jsou
spojeny s procesivnim faktorem. VSechny polymerazy DNA herpesviri obsahuji homologni
konzervované oblasti I-VII (dle klesajici podobnosti) a d-region C, jeZ je k polymerazam DNA
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herpesvir homologni taky.[31] Mechanizmus polymerace v polymerazové rodiné B (stejné jako
ve vSech ostatnich polymerazovych rodinach) probiha pomoci interakce dvou iont kovli a dvou
rezidui kys. asparagové (viz vyse).[32]

Na replikaci DNA cytomegaloviru se podili Sest proteinil. Jsou to DNA polymeraza a jeji protein
procesivniho faktoru, SSB protein, dale troj¢lenny komplex tvoifeny dvéma primézami (HPI,
HP2) a helikdazou (HP3). VSechny tyto proteiny jsou v uvedeném potadi v DNA kdédovany geny
UL54, UL44, UL57, UL105, UL70 a UL102.[30] Dalsi velké mnozstvi enzymi se podili na
zahajovacich a ukonCovacich mechanizmech replikace. Polymerdaza herpes simplex viru je
kédovana pomoci UL30.

Funkce Sesti proteind nutnych pro replikaci je nasledujici. Komplex polymerazy a procesivniho
faktoru ma za ukol syntézu nového vladkna DNA na primeru. SSB protein ma za ukol udrzet dvé
vlakna DNA (béhem procesu syntézy nového vlakna DNA) od sebe a rozmotana. Komplex
polymeraz a helikdzy ma za ukol syntetizovat primer.

Polymerazy cytomegaloviru (CMV) a herpes simplex viru (HSV) nemaji jen jednu funkci.
Prodluzuji fetézec primeru, maji exo- a endo- (enzym ribonukledza H) nukledzovou aktivitu.
V ptipadé, Ze C-konec jejich katalytickych podjednotek interaguje s procesivnim faktorem (UL42
u HSV, UL44 u CMV), miiZze dochazet ke zvySeni procesivity pfi vzniku DNA. To je dano tim, Ze
ULA42 brani pred¢asnému odstoupeni polymerazy DNA od replikovaného fetézce. UL44 je sloZen
z 290 aminokyselin a je to homodimer. UL42 je na rozdil od UL44 sloZen z 488 aminokyselin a je
heterodimerem.

Jelikoz zatim nebylo moZzné polymerazu DNA cytomegaloviru vykrystalizovat, nezname jeji
krystalograficka data a tedy ani jeji strukturu. Polymeraza (apoenzym) herpes simplex viru-1 vSak
vykrystalizovana byla, zname tedy jeji prostorovou strukturu.[33] Pro polymerazy DNA
herpesvirt je dokonce tato struktura povazovana za vhodny vzor.[30] Zkoumanim této struktury
bylo zjisténo, Ze obsahuje pét domén (obdobné v celé polymerazové rodiné B). Jsou to domény
pre-NH, a NH, doména, 3'-5'exonukledzova doména' a domény palm, finger a thumb. Domény
palm, finger a thumb jsou katalytickym mistem polymerazy (viz vySe, viz obr. 6-vpravo).

Domény polymerazy herpes simplex viru

Doména pre-NH, tvoii zacatek polymerdzy herpes simplex viru. Neni piesné zndmo, jaky je jeji
vyznam, ale pfedpokladad se, Ze pomoci motivu FYNPYL interaguje s doménou exo. Také se
pfedpoklada, Ze interaguje s obsluznymi proteiny replikace (helikdzo-primdzovy komplex) a
podili se na jejich zformovani do replisomu (komplex obsluznych proteinti pii replikaci).

Doména NH, obsahuje tfi motivy. Zaprvé, dva [B-skladané listy (B) a helix (o). Zadruhé,
sekundarni struktury Bappoaf. Zatreti, dva helixy. Pfedpoklada se, ze tato doména by mohla hrat
hlavni tlohu v endonukledzové funkci polymerazy.

1 7 . . . . , .. . . y v
Doména se jmenuje 3'-5'exonukledzova doména nebo i jen exonukledzova doména. V dalsim textu bude
oznacovdana jako doména exo.
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Doména exo obsahuje konzervované oblasti IV a d-region C. Déle Ctyfi rezidua, kterd mayji
negativni ndboj a interaguji s dvéma kovovymi ionty (D368, E370, D471, D581). V doméné exo
je obsazena i funkce ribonukledzy H, jez oddé€luje primazu RNA od nove syntetizované DNA, aby
mohly vzniknout Okazakiho fragmenty.[34]

Doména palm obsahuje konzervované oblasti VII, I a II. Oblast I (DTDS) je umisténa za
doménou finger, oblast II (DXXLYPS) pfed doménou finger a spole¢né tvoti tii antiparalelni
B-skladané listy. Rezidua F718, D717 a D888 (oblasti I, II) stabilizuji a-fosfat ptichoziho
nukleotidu. Dale doména palm obsahuje motiv KKRY stabilizujici interakci bazi primeru a
templatu. Predpoklada se, Ze motiv KKRY by spolu s Y818, Y884 a D886 mohl interagovat
s predposlednim parem bazi na primeru DNA a tim citit mozné chyby v parovani nukleotidii
v nové vzniklém fetézci DNA.

Doména finger obsahuje dva navzdjem antiparalelni a-helixy (N, P) a konzervované oblasti III
(KXXXNSXYG) a VI. Doména finger dale obsahuje rezidua R785, R789 a K811 jeZ interaguji
s fosfatovymi skupinami ptichoziho nukleotidu. Konzervovana rezidua N815 a Y818 interaguji
s pfichozim nukleotidem, podili se na tvorbé komplementarnich vodikovych vazeb a tim na
spravném vybéru nukleotidu. Doména thumb obsahuje velké mnoZstvi a-helixii a konzervovanou
oblast V.

Model polymerazy cytomegaloviru

Model polymerazy cytomegaloviru byl jiz vurcité formé vystavén. Pomoci programu
MODELLER a 3D-Jury Meta server, byly vytvofeny modely polymerazy cytomegaloviru
v oteviené a uzaviené formé obsahujici 602 a 604 rezidui.[35] Pro porovnani, modely polymerazy
cytomegaloviru sestavené v této praci jsou tvoreny z cca 980 aminokyselin (dle typu modelu) a
pfti jejich sestavovani byly pouZity nastroje serveru I-TASSER.

2.5  Pouzité programy, databaze a nastroje

V této magisterské praci byly pouzity konkrétni programy, databaze, nastroje a vypocetni
zafizeni. Informace o nich jsou uvedeny niZe. Dané nastroje, programy a databaze ulehCovaly
zpracovani dat poskytnutych vypocetnim softwarem a dovolovaly systematické hledani informaci
nutnych pro vytvorfeni vstupli do vypocetnich softwart.

PyMol je pocitaCovy program, jehoZ je mozné pouzit k vizualizaci a Upravé molekul. Obsahuje
zakladni nastroje pro analyzu strukturnich vlastnosti molekul.[36]

Amber je software, ktery se ve vypocetni chemii pouZziva k simulaci biomakromolekul. Jeho
vypocty jsou zalozeny na molekulové mechanice s vyuZitim riznych typi silovych poli. Obsahuje
mnozstvi doprovodnych obsluznych programii.[37]

WinSCP a Putty jsou programy, které¢ dokazi propojit osobni pocita¢ se vzdalenym serverem.
Vypocetni servery (spravované katedrou fyzikalni chemie), jeZ jsem ke své praci vyuzival, se
jmenovaly elwe a aule. Tyto nazvy odkazuji na jmena Elwé (jeden z viidcti elft) a Aule (bih,
kovar, mistr femesel).[38]
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VMD (dle Visual Molecular Dynamics) je program, ktery je mozné pouzit k vizualizaci
makromolekul. Hlavnég je vSak pfimo navrzZen pro vizualizaci trajektorii, jeZ pochazeji ze simulaci
molekulové dynamiky.[39]

PDB databaze (dle Protein Data Bank) je béZné pouZivany ndzev databaze volné pfistupné na
internetu, jeZz obsahuje strukturni informace o biomakromolekuldch (kazda ma svij vlastni
identifika¢ni pdb kod). Tyto informace a struktury lze hledat a jsou sefazeny podle rtiznych
kategorii.[40]

UniProt (dle Universal Protein resource) je databaze sekvenci proteind, ktera umoziuje hledat
proteiny s podobnou sekvenci (ndstroj BLAST) a porovnavat sekvence proteinti. Obsahuje navic
dalsi souvisejici informace o proteinech.[41]

I-TASSER

I-TASSER (dle Iterative Threading Assembly Refinement algorithm) je server, ktery je mozné
pouzit pro predpovéd  strukturniho modelu a funkce proteinu dle sekvence
aminokyselin.[42, 43, 44]

Proces navrhu struktur pomoci I-TASSER je sloZzen ze ¢tyt krokll. Prvnim krokem je hledéani
vhodnych templatd, na jejichz zakladé bude model vystavén. K tomuto hleddni se pouziva
program LOMETS jez prohleddvd pdb databdze. Druhym krokem je sestaveni modelu
z celistvych fragmentd templati pomoci simulaci metodou Monte Carlo s vyménou replik. Casti
modelu bez vhodného templatu (hlavné nestrukturované smycky) jsou vytvoieny na zékladé ab
initio modelovani. Tfetim krokem je simulace téchto fragmentii znovu, ale tentokrate se zacatkem
v mistech prostorovych stfetii a omezeni s cilem odstranéni téchto potiZi. Nasledné jsou vybrany

v v

teéchto strukturach.

V ptipad€, ze o modelovaném proteinu jsou jiz zndmé urcité strukturni informace, je mozné
ne¢které do vstupu zadat. Ve vstupu je mozné urCit vzdalenost mezi dvéma konkrétnimi atomy.
Daéle je mozné zadat templat, na kterém chceme, aby byl model vystavén. A to v podobé kodu jiz
existujiciho proteinu v PDB databazi nebo vlastni struktury ve formatu pdb. U preferovanych
templatli, je mozné zadat, jakym zpiisobem maji byt sekvence templatu a navrhovaného proteinu
srovnany. Naopak je mozné i vyfadit proteiny (pfes pdb kod), u kterych nechceme, aby byly jako
templaty pouzity.

Vystup ze serveru [-TASSER obsahuje (mimo jiné). Zaprvé, predpovézenou sekundarni strukturu
s parametrem, jeZ popisuje jistotu pfedpovédi. Zadruhé, graf pfedpovézené hodnoty B-faktoru pro
kazdou aminokyselinu. Vyssi hodnota B-faktoru znamena vétsi tepelnou mobilitu aminokyseliny.
Zatteti, deset templat, které jsou ke vstupni sekvenci aminokyselin nejvice podobné. Tato
podobnost je hodnocena pomoci tzv. Z-score, kde vysSi hodnota znamend vhodné&jSi templat.
Hodnoty nad 1 znamenaji dobrou shodu. Templati je deset, protoze se vyuziva deseti riznych
programi. Zactvrté, pét predpovézenych modelt. Celkova spravnost modelu je zhodnocena
pomoci parametru C-score, kde vys$i hodnota znamena vice kvalitni model. Hodnota C-score
nad -1,5 indikuje globaln¢ spravnou topologii modelu. Modely jsou fazeny dle klesajici hodnoty
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C-score. Nemusi to tak byt ovSem vZzdy, protoZze na fazeni péti modelit ma vliv 1 jejich velikost.
To v8ak neméni nic na tom, Ze prvni model by mél byt primérné nejspolehlivéjsim. Ke kazdému
modelu je navic pfifazen odhad lokdlni sprdvnosti modelu. Zapaté, deset strukturné nejvice
podobnych proteinii k prvnimu modelu. Podobnost je zde vyjaddiena v parametru TM-score.
Hodnota TM-score nad 0,5 napovida, Ze obecné jsou porovnavané proteiny slozeny stejne.
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3. Vypocetni ¢ast
3.1 Nastaveni vypocti v programu Amber

Pro piipravu vstupnich souborli do programu Amber (za ucelem néslednych vypocetnich
simulaci) byly pouzity nasledujici silova pole. Silové pole OL15, jez popisuje RNA a DNA.[45]
Silové pole ff14SB, jeZ popisuje proteiny.[46] A silové pole SPC/E (dle extended simple point
charge), jez popisuje model molekuly vody. Byly pouZzity také specialni parametry pro DCP.
Struktury pfipravené pro vypocetni simulace obsahovaly solvatacni obal ve tvaru oktaedru
s piitomnou siti K" a Cl iontil. Celkova koncentrace téchto iontll byla takova, Ze odpovidala
koncentraci fyziologického roztoku. Délka molekulové dynamiky byla vZzdy nastavena na 1us
tvofenou ze 100 cykld. Jeden cyklus simuloval 10 ns s ¢asovym krokem 0,004 ps. Takto velky
casovy krok byl umoznén pomoci pfesunu hmotnosti t€zkého atomu na atom vodiku, jez byl
s timto tézkym atomem svazan vazbou.[47]

Struktura vznikajiciho modelu polymerazy cytomegaloviru byla Casto upravovana. Proto bylo
nutné pred molekulovou dynamiku zatadit proces minimalizace, ktery zadmérné pozmeénénou
strukturu zrelaxoval. K tomu bylo pouZito nésledujicich deset krokii. Prvnim krokem byla
relaxace vSech atomil vodiku (kromé vody). Druhym byla relaxace vody a iontll. Tietim byla
kratka molekulova dynamika vieho kromé proteinu a nukleotidii. Ctvrty az sedmy krok zahrnoval
relaxaci nepatefnich atomt proteinti a nukleovych kyselin. Zaroven vSak dochazelo ke sniZovani
potencialu vloZeného na patefni atomy. Z tohoto diivodu (ke konci této minimalizacni faze)
dochdzelo taky krelaxaci patefnich atomi proteini a nukleovych kyselin. V osmém kroku
probéhla minimalizace vSech atomi. Béhem poslednich dvou krokii probihala termalizace. Tzn.
kratka molekulovd dynamika (nejprve za konstantniho objemu, poté tlaku) béhem niz vzriistala
teplota. Pomoci statistického zpracovani rychlosti atom@ pii danych teplotich, byla kazdému
atomu pfifazena rychlost. Tato rychlost byla pouZita jako pocate¢ni rychlost atomii na zacatku
molekulové dynamiky.

3.2 Vychozi struktury pouZité pro vystavbu polymerazy cytomegaloviru

Pti sestavovani modelu polymerazy cytomegaloviru bylo vychézeno ze tti riznych polymeraz (viz
tab. 3). Byly to polymerazy herpes simplex viru-1, kvasinky a archebakterie, u nichz zname jejich
strukturu.[33, 48, 49] Polymeraza herpes simplex viru-1 byla pouzita z nékolika divodd. Spolu s
cytomegalovirem patii do skupiny herpesvirti. Nastrojem BLAST byla identifikovana jako
sekvencné nejvice podobna k polymeraze cytomegaloviru. Je povazovana jako dobry vzor pro
polymerazy herpesvirt.[30] Polymerazy kvasinky a archebakteric byly pouzity z nékolika
divodii. Podobné jako polymeraza herpes simplex viru-1 byly nastrojem BLAST identifikovany
jako sekvencné podobné k polymeraze cytomegaloviru. DalSim divodem jejich pouziti bylo, Ze
polymeraza archebakterie a kvasinky obsahuje DNA. V polymeraze kvasinky je DNA pfitomna
ve form¢e polymerazové. V polymeraze archebakterie je DNA piitomna ve form¢ exonukleazové.
Struktury vstupnich polymeraz jsou zobrazeny dale (viz obr. 7).

Vsechny tfi vychozi struktury jsou polymerazy. Z tohoto divodu vSechny tii obsahuji
ekvivalentni domény. Zcasti je doména pre-NH, zobrazena ve struktufe polymerazy herpes
simplex viru-1. V ostatnich neni zobrazena viibec. Plati, Ze ve vSech tfech polymerazach zacina
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aminokyselinovy feté¢zec doménou pre-NH,, popiipadé¢ NH, doménou. Poté postupuje pres Cast
NH; domény a celou exo doménu, aby se vratil do zbytku domény NH,. Nasledné¢ pokracuje
fetézec pres dlouhy nestrukturovany spoj do ¢asti domény palm. A poté pies domény finger a
zbytek domény palm prechazi do posledni domény thumb.

Tab. 3: Tabulka popisuje informace o vychozich strukturach polymerdz pouzitych pro vznik
modelu polymeradzy cytomegaloviru.[40] Vsechny cisla, kromé ciselnych udajit o rozliseni a kédu
v databazi UniProt, oznacuji poradi nebo pocet rezidui (aminokyselin). Sekvence domén byla v
pripade polymerazy herpes simplex viru-1 a archebakterie vyjadrena ze zdrojovych
publikaci.[33, 49] Sekvence domén polymerdzy kvasinky byla odvozena pomoci srovnadni sekvenci
aminokyselin mezi polymerdzou herpes simplex viru-1 a kvasinky.[41]

Vychozi polymerazy - informace
_ kod pdb
informace :
2gv9 3iay 4flw
organizmus herpe§ simplex saccharqmyces pyrococcus abyssi
virus-1 cerevisiae
typ organizmu herpesvirus kvasinka archebakterie
polymerazova rodina B B B
metoda zisku struktury | rentgenova difrakce rentgenova difrakce rentgenova difrakce
rozliseni [A] 2,68 2 2,15
DNA ve strukture ne ano ano
forma polymerazy - polymerazova exonukledzova
Vel(ﬂggzgfxgmu 1235 1097 771
kéd UniProt P04292 P15436 POCL77
dal3i dalezité Sasti - DNA, DCP, 3xCa’* DNA
e T ST | s s | IO
Sekvence domén’ se znimou strukturou
pre-NH, (€. AK) 59-140 - -
NH; (¢. AK) 141-362, 594-639 107-315, 533-578 1-130, 327-369
exo (€. AK) 363-593 316-532 131-326
palm (¢. AK) 701-766, 826-956 592-655, 716-836 390-445, 503-609
finger (¢. AK) 767-825 656-715 446-502
thumb (¢. AK) 957-1197 837-985 610-757

2 X, 7 v , , 7 7 s o . ee . . , .o Xs Y
Ciselné oznaceni sekvenci domén v této tabulce vychazi z pdb soubor( a jejich literarnich zdroja. Cislovani

sekvence domén a velikost domén se muize v nasledujicim textu ¢astecné lisit. Divodem je upravovani

polymeraz v editacnich programech a systém, v rdmci néhoz byly struktury polymerdaz upravovdany pro vstup do

vypocetni simulace.
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U vsech tfi polymeraz bylo vyzkouseno, jestli je mozna jejich kombinace s pouzitymi silovymi
poli a nastavenim. Proto byly dané struktury polymeraz upraveny takovym zptsobem, ze byly
oCistény o vse kromé polypeptidii, DNA a DCP s jeho protiionty. V piipadé existence vice rizné
dlouhych segmentil stejnych ¢asti polymerazy (v krystalové struktuie, v pdb souboru) byly tyto
casti zkompletovany do co nejucelenéjsi struktury. Na takto upravenych strukturach byly
vystavény vstupy do simulaci a spusténa molekulova dynamika (nastaveni viz oddil 3.1).
Vysledky z molekulové dynamiky jsou pro herpes simplex virus-1 zndzornény dale

(viz obr. 8-a, b). Vysledky pro zbyl¢ dvé polymerazy jsou znazornény v Ptiloze A.

Obr. 7: Obrazky vychozich struktur polymerdz. Vievo polymerdza herpes simplex viru-1, uprostied
polymeraza kvasinky a vpravo polymeraza archebakterie. Barvy fialovad, oranZova, Zlutd, zelend,
Cervenda a modra znazornuji domény (v poradi) pre-NH,, NH,, exo, palm, finger, thumb. Azurova
barva zndzorituje Cdst proteinu, jeZ neni zarazend do Zddné domény. Cernd barva zndzoriiuje DNA,
na prostrednim obrdzku i molekulu DCP.
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Cislo aminokyseliny m nestrukturované mp - list ® helix Cislo aminokyseliny
Obr. 8-a: Grafy (a-b) sekundarnich struktur pro polymerdzu herpes simplex viru-1. Sekundarni

struktury jsou barevné rozliseny. Zelend znamend Cist Fetézce bez sekundarni struktury. Cervend
znamena retézec ve formé f-listu. Modrda znamena retezec ve formeé helixu. Na vodorovné ose
grafii je zndzornéno Cislo aminokyseliny. Svisld osa grafii popisuje procentudlni® zastoupeni
sekundarnich struktur.

® Popisek svislé osy graftl sekundarnich struktur je Zastoupeni sekundérnich struktur v procentech. Ciselna
hodnota procenta pro danou aminokyselinu urcuje, jak velka c¢ast celkového ¢asu molekulové dynamiky byla
konkrétni aminokyselina pfitomna ve formé daného typu sekundarni struktury. Napt. sekundarni struktura
aminokyseliny mdze byt z85 % ve formé helixu a z 15 % v nestrukturované formé. Znamena to, ze v85 %
celkového ¢asu molekulové dynamiky byla tato aminokyselina ve formé helixu a z 15 % celkového casu ve
formé nestrukturované. To znamen3, Ze uvedené grafy sekundarnich struktur nevyjadfuji sekundarni strukturu
pro kazdou aminokyselinu v konkrétnim ¢ase molekulové dynamiky. Naopak, tyto grafy vyjadfuji sumu danych
typl sekundarnich struktur (v procentech) pres cely ¢as molekulové dynamiky pro kazdou aminokyselinu.
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Zastoupeni sekundarnich

Zastoupeni sekundarnich
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Obr. 8-b: Grafy (c-f) sekundarnich struktur pro polymerazu herpes simplex viru-1. Sekundarni
struktury jsou barevné rozliSeny. Zelend znamend Cast retézce bez sekunddrni struktury. Cervend
znamend retézec ve formé f-listu. Modra znamena retézec ve formeé helixu. Na vodorovné ose
grafii je znazornéno cislo aminokyseliny. Svisla osa grafii popisuje procentudlni zastoupeni
sekundarnich struktur.

Z vysledki molekulovych dynamik pro vstupni struktury vyplynulo, Ze je mozné pouzit zvolené
nastaveni a silova pole pro vypocty v Amberu dohromady s nasimi strukturami polymeraz. A
tudiz je mozné (z hlediska vypocetniho prostfedi) pokracovat ve vystavbé modelu polymerazy
cytomegaloviru na zaklad¢ téchto struktur. Zanalyzovanim grafii sekundarnich struktur vsech tii
polymeraz bylo zjisténo také, ze v pribéhu simulace jsou nejméné stalé sekundarni struktury
v domén¢ thumb v polymeraze herpes simplex viru-1.

3.3 Priprava templitu pro vystavbu polymeriazy cytomegaloviru v programu
I-TASSER

Pomoci funkce pair fit v programu PyMol byla struktura polymerazy herpes simplex viru-1
nafitovana (pfes atomy patefe polypeptidu) na strukturu polymerazy kvasinky a archebakterie
s pfitomnou DNA. Struktura polymerazy herpes simplex viru-1 byla pfetvaiena do struktury
polymeraz kvasinky a archebakterie postupné po doménach. Nebyla nafitovana jako celek naraz,
protoze bylo zapotiebi zménit strukturu polymerazy herpes simplex viru-1 tak, aby zaujimala
podobu domén polymeraz kvasinky a archebakterie kolem DNA. Zaroven bylo zapotiebi udrzet
strukturu domén, jako zakladnich stabilnich samostatnych ¢asti proteinu. Proto fitovani zpravidla
neprobihalo po usecich mensich nez doména. Ptiklad pieklopeni struktury polymerazy herpes
simplex viru-1 do struktury polymerazy s DNA je znazornén dale (viz obr. 9-A).
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Ptiprava templatl pro vystavbu polymerazy cytomegaloviru nespocivala vSak pouze v nafitovani
polypeptidického fetézce. Do templati byla umisténa také DNA. Templatu vystavéném na
zéklad¢ struktury polymerdzy archebakterie byla ponechiana [-smycka vdoméné exo
z polymerazy archebakterie, protoZe struktura polymerazy herpes simplex viru-1 neméla tuto
B-smycku strukturovanou (viz obr. 9-B). Potieba mit B-smycku strukturovanou vychazi z toho, ze
DNA v tomto templatu je v exonukledzové formé. A také, Ze B-smycka hraje dilezitou roli pfi
interakci DNA a polymerdzy béhem navazovani primer DNA do aktivniho mista
exonukledzy.[50] V ptipad¢ templatu vzniklého na zéklad¢ struktury polymerdzy kvasinky, mél
vysledny templat obsaZzenou téz molekulu DCP stabilizovanou tfemi ionty Mg®" (zména typu
iontll oproti vychozi polymerdze). Tento templat neobsahuje strukturovanou B-smycku v doméné
exo. To ale nevadi. Je to totiz polymerazova forma polymerdzy DNA a tudiz nepotiebuje
strukturovanou B-smycku v domén¢ exo.

Obr. 9: Obrazek A je schéma popisujici nafitovani domény palm polymerdzy herpes simplex
viru-1 na doménu palm polymerdzy archebakterie. Zelené barvy ozmnacuji doménu palm

polymerazy herpes simplex viru-1. Modré barvy oznacuji doménu palm polymerdzy
archebakterie. Tmavé zelena barva a tmavé modra barva oznacuji useky polymeraz, pres které
bylo provedeno fitovani. Obrazek B znazorniuje DNA, cdst domény exo (azurovd) a v ni cdst s
B-smyckou (Cervené, Zluté). Zluté je zndzornéna nestrukturovand cast, pochdzejici ze struktury
polymerdzy herpes simplex viru-1. Cervené je zndzornéna strukturovand cdst pochdzejici ze
struktury polymerdzy archebakterie, jez byla pouZita pro pripravu templdatu vystavéného na
zaklade struktury polymerazy archebakterie.

Jelikoz byla struktura polymerazy herpes simplex viru-1 v nékterych c¢astech vyraznéji
upravovana, bylo nutné ptedpfipravené templaty zbavit prekryvl mezi jejich ¢astmi. To bylo
feSeno ru¢ni upravou polypeptidického fetézce, ale 1 funkci sculpting v programu PyMol.
Vysledkem bylo, Ze templaty uz Zadné prekryvy mezi ¢astmi polymerazy neobsahovaly.

Souhrnem k této kapitole bych chtél pro piehlednost zdlraznit, Ze byly piipraveny dva templaty
pro program I-TASSER. Byly to polymerazy herpes simplex viru-1 ve dvou riznych formach.
Z divodu netplnosti struktury polymerdzy herpes simplex viru-1 obsahovaly oba templaty
v jejich polypeptidickém fetézci mezery. V obou pfipadech chybél fetézec aminokyselin mezi
doménami NH, a palm, stfedni ¢ast domény thumb a také zcela na zacitku a na konci
polypeptidického fetézce celé polymerdzy. VSechny domény vSak byly asponi z ¢asti pfitomny.
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3.4  Predpovézené struktury z programu I-TASSER

Dva templaty, jejichz ptiprava byla popsana v pfedchozi kapitole, byly pouzZity v programu
I-TASSER jako vzory pro navrh struktury polymerazy cytomegaloviru v polymerdzové (1039
aminokyselin v templatu) a exonukledzové form¢ (1031 aminokyselin v templatu). V obou
piipadech bylo v programu [-TASSER nastaveno vylouCeni pouziti struktury 2gv9 (pdb kod)
z navrhu polymerédzy cytomegaloviru. Tato moZnost byla zvolena, protoZe templaty jsou jiz jeji
formou (formou struktury 2gv9). Jako sekvence, jejiz strukturu na zakladé templati chceme
predpoveédét, byla zvolena sekvence 1242 aminokyselin odpovidajici polymeraze cytomegaloviru
(k6d UniProt: PO08546). Vysledky znavrhu
dale (viz tab. 4-a, b, ¢).

struktury polymerdz jsou k dispozici

Tab. 4-a: Tabulka ukazuje deset nejvice podobnych templatit k sekvenci aminokyselin polymerdzy
cytomegaloviru pouzitych pri navrhu modelii programem I-TASSER. Je rozdélena do dvou
hlavnich casti. Vievo je cast tykajici se exonukledzove, vpravo polymerdzové formy navrhovaného
modelu. Kromé templatii, jez byly popsany v predchozi kapitole, jsou v tabulce uvedeny pdb kody
vSech templati. V tabulce jsou téz uvedeny hodnoty Z-score tykajici se kvality templatii.

Deset nejvice podobnych templati pouzitych pfi navrhu modelu

exonukleazova forma polymerazova forma
pdb kéd | Z-score | pdb kod Z-score pdb kéd | Z-score | pdb kod Z-score
templat 10,00 3iayA 3,15 templat 10,00 | 5mdnA 3,83
3iayA 4,59 3iayA 4,18 3iayA 3,32 3iayA 3,15
3iayA 3,32 3iayA 10,96 SmdnA 3,54 SmdnA 2,52
3iayA 6,92 3iayA 6,25 3iayA 3,05 3iayA 4,59
3iayA 8,10 3iayA 3,96 3iayA 6,92 3iayA 8,10

Tab. 4-b.: Tabulka ukazuje informace o navrzenych modelech polymeraz programem I-TASSER. Je
rozdélena do dvou hlavnich oblasti. Vievo je oblast tykajici se exonukledzové a vpravo
polymerazové formy navrhovaného modelu. V tabulce je zobrazena informace o hodnotdch
C-score pro kazdy z péti navrzenych modeli.

Navrh struktur polymeraz dle I-TASSER

exonukleazova forma polymerazova forma
Pét navrzenych modela
mé()izle()lu C-score mé()izle()lu C-score mé()izle()lu C-score mé()izle()lu C-score
1. -1,54 4. -2,22 1. -1,45 4. -2,67
2. -2,12 5. -1,70 2. 2,11 5. -2,68
3. -2,31 - - 3. -2,54 - -
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Tab. 4-c: Tabulka ukazuje informace o navrzenych modelech polymerdz programem I-TASSER. Je
rozdélena do dvou hlavnich oblasti. Vievo je oblast tykajici se exonukledzové a vpravo
polymerazové formy navrhovaného modelu. V tabulce jsou informace (pdb kod, TM-score) o
deseti strukturné nejvice podobnych proteinech k prvnimu modelu. TM-score je parametr
udavajici miru podobnosti proteini.

Navrh struktur polymeraz dle I-TASSER

exonukleazova forma polymerazova forma

Deset nejvice podobnych proteini k prvnimu modelu
pdb kéd | TM-core | pdb kod | TM-core | pdb kod | TM-core | pdb kéd | TM-core
3iayA 0,69 lig9A 0,56 2gv9B 0,64 1ghtA 0,53
2gv9B 0,66 2vwkA 0,54 2vwjA 0,55 4q5vA 0,51
4m8oA 0,61 1dSaA 0,53 3iayA 0,55 1dSaA 0,50
4qclA 0,61 SmdnA 0,52 4m8oA 0,55 4fvmA 0,50
3k5aA 0,57 4fvmA 0,51 SmdnA 0,54 3k5aA 0,48

Z dat v tabulce 4-a vyplynulo, Ze nastroje I-TASSER nenaSly mnozstvi riiznych proteint
sekvenéné podobnych k sekvenci pozadovaného modelu. Pro model exonukledzové formy to
byl pouze jeden protein. Pro model polymerazové formy to byly pouze dva rGzné proteiny.
Z toho je mozné usoudit, Ze bud’ jako nejlepsi mozné vzory existuji pravé tyto dveé struktury
(3iay, Smdn). Nebo jiné struktury prosté neexistuji. Z dat v tabulce 4-b vyplyva, ze do potradi
modell nepromluvily pouze hodnoty C-score, ale i velikost modelti. Obvykle by totiz mély
byt modely sefazené podle klesajici kvality zaroven s klesajicim C-score. Coz se nestalo.
Udaje z deseti nejvice podobnych proteind k modelu &islo jedna (viz tab. 4-c) potvrzuji,
ze vyslednému modelu jsou velmi podobné proteiny 2gv9, 3iay (vysoky TM-score).

Z modeli vystavénych programem I-TASSER byly sestaveny celkem ctyfi modely
polymerdzy cytomegaloviru. Po dvou v kazdé z forem (exonukledzova, polymerazova). Pti
sestavovani zminénych ¢ty modeli bylo vychdzeno z ¢asti modela (vystavénych programem
I-TASSER), jeZ si byly vzajemné¢ strukturné podobné, a které byly vice strukturované. Nebyly
pouzity ¢asti modelll (vystavénych programem I-TASSER), jeZ nebyly strukturované nebo by
zavazely molekule DNA. Program I-TASSER navrhl i ¢&asti polymerdzy, jez byly
vymodelované zcela ndhodné. To plati pro ¢asti modeld polymerazy cytomegaloviru, pro néz
v templatu vstupujicim do programu I-TASSER chybély strukturni piedlohy (tzn. v sekvenci
polypeptidu polymerazy cytomegaloviru bylo vice rezidui nez v ptedloze templatu). Nékteré
modely a jejich dulezité rysy jsou zobrazeny déle (viz obr. 10).
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Obr. 10: Na obrazcich A, B jsou znazorneény hlavni dva modely postavené na zaklade vysledkii
z programu I-TASSER. Na obrazcich C, D je zndzornéna cast domény exo ze dvou ruznych
pohledii. Na obrazku C lze videt divod, pro¢ byly pro kazdy model (exonukleazovad,
polymerazova forma) polymerdzy cytomegaloviru sestaveny dve verze. Verze s helixem (vievo,
zelené) a verze bez helixu (vpravo od helixu, riizove). Obrazek D predstavuje ditvod, proc¢ byla
do vsech ¢ty modelii doddna strukturovana cast, jejiz predobraz pochdzi z polymerdzy herpes
simplex viru-1 (modre). Ve vSech modelech vystavenych programem I-TASSER byla cast
odpovidajici modrému p-listu totiz vystavéna s vloZenou nestrukturovanou smyckou (cerné).
Riizné barvy oznacuji casti z riiznych modelu vystavenych programem [-TASSER.

Ctyii modely polymeraz cytomegaloviru byly sestaveny z riiznych modeli (viz obr. 10-A, B)
ptedpovézenych programem I-TASSER. Navic obsahuji ¢4st sestavenou piimo na zaklad¢ casti -
skladaného listu z exo domény polymerazy herpes simplex viru-1 (viz obr. 10-modra barva).
Ptesto nebylo mozné sestavit cely model polymerazy cytomegaloviru. Vymodelovat se dostatecné
nepodafil zacatek domény pre-NH,, dvé Casti polymerdzy v doméné exo, spoj mezi doménami
NH; a palm, stfedni ¢ast a konec domény thumb.

3.5 Optimalizace struktur polymerazy cytomegaloviru

Jelikoz ctyfi modely sestavené v predchozi kapitole jsou jen obrazem vzeSlym na zakladé
teoretického pfistupu programu I-TASSER. Bylo nutné vSechny modely optimalizovat. Béhem
optimalizace bylo zjisténo, ze nékteré konce polypeptidickych fetézcl nejsou nijak vazané na
zbytek polymerdzy. A ze béhem molekulové dynamiky jsou tyto konce volné pohyblivé. Také
bylo zjisténo, Ze nekteré ¢asti fetézct aminokyselin si béhem molekulové dynamiky neudrzi svoji
sekundarni strukturu, jez se rozpada. Z téchto diivoda byly nekteré konce fetézct zkraceny. A pro
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vyvoj v molekulové dynamice atomy nékterych rezidui pozi¢né¢ uzamceny. Jeden z vysledka
(jeden ze ¢tyf modelt) takovéto molekulové dynamiky je ve formé grafii sekundarnich struktur
zobrazen dale (viz obr. 11). Vysledky molekulové dynamiky zbylych tif modeli jsou k dispozici
vptiloze B. To, které casti polymerazy byly pozicné uzamceny, je zndzornéno obrazkem
dale (viz obr. 12).
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Obr. 11: Grafy (a-f) domén sekundarnich struktur pro model polymerazy cytomegaloviru ve
formé exonukleazové bez helixu. Sekundarni struktury jsou barevné rozliseny. Zelena znamena
cast Fetézce bez sekunddrni struktury. Cervend znamend vetézec ve formé [-listu. Modra
znamend retézec ve formé helixu. Na vodorovné ose grafii je znazornéno cislo aminokyseliny.
Svisla osa grafit popisuje procentuadlni zastoupeni sekundarnich struktur.
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Obr. 12: Obrazek znazornuje, které casti polymerdzy cytomegaloviru byly pozicné uzamceny
(Cernd) behem molekulové dynamiky s cilem udrZeni sekundarni struktury. Na obrazku je
zndzornena struktura polymerdzy cytomegaloviru v exonukledzové formé bez helixu. Pozicné
uzamcené casti polymerdzy byly obdobné ve vsech zminénych ctyrech formdch (viz vyse). Barvy
fialova, oranzova, zlutd, zelend, cervend a modrad znazoriuji domény (v poradi) pre-NH,, NH.,
exo, palm, finger a thumb. Azurova barva znazoriuje DNA.

Z obrazku jedenact, dvanact a prilohy B vyplyva nésledujici. Sekundarni struktura domén zistala
priabéhem molekulové dynamiky vétSinou nezménéna. Problémy s rozpadem sekundérni struktury
pouzitim pozi¢niho zamku nebyly vyfeSeny. Vysledky vSak naznacuji, Ze by mohly byt vylou¢eny
polymerazy s helixem v ¢asti domény exo (viz obr. 10-c, d). Dle grafii sekundarnich struktur totiz
pfevazuje nestrukturovanad forma v této Casti polymerdzy. Sekvence teoretického helixu navic
obsahuje glycin, ktery je moZné povazovat za aminokyselinu, kterd se oproti jinym
aminokyselindm v helixech pfili§ c¢asto nevyskytuje.[51] Pro jistéjSi rozhodnuti ohledné
ptitomnosti nebo neptitomnosti sekundarnich struktur (jez byla snaha udrzet) v modelech, by vSak
bylo vhodné vyzkouSet i simulaci ne s poziénim zdmkem, ale se zamknutymi vzdalenostmi mezi
atomy, jeZz by odpovidaly charakteristickym vodikovym vazbam drzici sekundarni strukturu
pohromadé.

3.6  Vysledné modely polymerazy cytomegaloviru, mozné pokracovani

Vysledkem této prace jsou dva modely polymerazy cytomegaloviru. Oba dva modely nejsou
vzhledem k sekvenci polymerdzy cytomegaloviru uplné. Nékteré €asti polypeptidického fetézce
chybi (viz tab. 5-a, b). Model polymerazy s DNA ve formé exonukleazové je znazornén
na obrdzku (viz obr. 13-a). Model polymerdazy s DNA ve formé polymerdzové je
znazornén na obrazku (viz obr. 13-b).
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Tab. 5-a: Tabulka ukazuje, z jakych casti se model polymerdzy v exonukledzové formé sklada.
Informace v tabulce jsou vztazeny ke kazdé doméné zvlast. Informace se tykaji modelu polymerdzy

Césti modelu polymerazy cytomegaloviru s DNA v exonukledzové formé

celkova délka polypeptidického fetézce polymerdzy cytomegaloviru: 1242 rezidui

domény sekvence rezidui domény sekvence rezidui
per-NH, 40:95 palm 706:765, 825:980
NH, 96:296, 554:598 finger 766:824
exo 297:329, 360:438, 465:553 thumb 981:1104, 1171:1242

Tab. 5-b: Tabulka ukazuje, z jakych casti se model polymeradzy sklada. Informace v tabulce jsou
vztazeny ke kazdé doméné zvlast. Informace se tykaji modelu polymerdzy v polymerdzové formé.

Césti modelu polymerazy cytomegaloviru s DNA v polymerézové formé

celkova délka polypeptidického fetézce polymerdzy cytomegaloviru: 1242 rezidui

domény sekvence rezidui domény sekvence rezidui
per-NH, 40:95 palm 706:765. 825:980
NH, 96:296, 554:598 finger 766:824
exo 297:329, 360:438, 460:553 thumb 981:1104, 1171:1242

A)

,i : T4
)
- 3

Obr. 13: Oba obrdzky zndazoriuji model polymerdzy cytomegaloviru. Obrazek A) polymerdzu
v exonukledzové forme. Obrdazek B) v polymerdzové forme. Barvy fialovad, oranzova, Zluta, zelena,
Cervend a modra zndzornuji domény (v poradi) pre-NH,, NH,, exo, palm, finger a thumb. Azurova
barva znazoriiuje DNA, molekulu DCP. Cernd barva zndzorfiuje casti v doméné palm (45 rezidui)
a thumb (36 rezidui), které jsou porovndanim mezi dvema formami polymeraz nejvice rozdilné.

7 tabulky 5 vyplyva, jak moc jsou modely polymerazy cytomegaloviru uplné. Model polymerazy
cytomegaloviru s DNA v exonukleazové formeé obsahuje 974 rezidui. To odpovidd vystavbé na
urovni 78,4 %. Model polymerazy cytomegaloviru s DNA v polymerazové form¢ obsahuje 979
rezidui. To odpovida vystavbé modelu z 78,8 %. Miize byt tedy feceno, Ze modely polymerazy
byly vymodelovany z cca 78,6 %. To vSak nic nefika o kvalit¢€ jednotlivych ¢asti modeli. Obrazek
13 obsahuje Cerné vyznafené Casti polymerdz. Tyto Casti se mezi modely vyrazné liSi. To je
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dasledkem toho, ze tyto Casti byly predpovézeny bez vhodného templatu. V ptipade, ze bychom
tyto ¢asti modeltl neuvazovali, musime poupravit procenta, jez vyjadiuji Gplnost modeli. Upravou
zjistime, Ze pfipravené modely by poté zaujimaly jen cca 71,2 % sekvence polymerazy
cytomegaloviru.

Mozné pokracovani

V této praci byly sestaveny modely polymerazy cytomegaloviru. Neznamena to vSak, ze neni
mozné dale pokracovat ve zlepSovani kvality modelu. Je mozné uvazovat o dvou zakladnich
cestach, kterymi by bylo mozné pokracovat. Prvni cestou je snaha, ktera by vedla k nalezeni
jinych nebo dalSich templatii. Databaze UniProt byla dosud prohleddvéna s cilem najit struktury,
jez jsou podobné k sekvenci celé polymerazy cytomegaloviru. Tudiz by bylo mozné onu databazi
prohledavat 1 podle menSich ¢asti sekvence polymerazy cytomegaloviru (naptiklad podle ¢asti
velikosti domén). Byly vytvofeny dva modely. Proto by bylo mozné vyuzit ¢ast jednoho modelu
ke zlepSeni modelu druhého a naopak. Druhou cestou by bylo sestaveni polymerazového hybridu.
Césti polymerazy, které nejsou v modelech p¥itomny, by teoreticky bylo mozné nahradit. Pouzit
by se k tomu mohly ¢asti z jinych polymeraz, jejichz strukturu zndme. Tato zndma struktura by se
poté pouzila a zabudovala na prdzdnad mista modeli. Ovéfeni, jenZ by teklo, jestli je tato nahrada
mozna, by bylo provedeno nésledujicim zplsobem. JelikoZ je moZné syntetizovat polymerazu
s libovolnou polypeptidickou sekvenci a taky odzkousSeni, jak u¢inné€ polymeraza pracuje. Bylo by
mozné timto zplisobem ohodnotit, jaké hybridni polymerazy je mozné sestavit.
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4. Zavér

Ukolem v této magisterské prace bylo sestavit model polymerazy cytomegaloviru. Diivodem bylo,
ze strukturu polymerdzy nezname, ale bylo by vyhodné ji pouzZit pro modelovani mutaci, jez
zpusobuji rezistenci vic¢i nékterym antivirotikiim. Model polymerazy byl sestaven ve dvou
formach. Ve form¢ s DNA v exonukleazové poloze a s DNA v polymerazové poloze. Literatura o
struktuie polymerazy cytomegaloviru uvadi, Ze je znama struktura pouze 22 aminokyselin na
samotném konci polypeptidického fetézce polymerazy. Dale bylo zjisténo, Ze model polymerazy
cytomegaloviru jiz modelovan byl. Uplnost tohoto modelu viak dosahovala cca jen 48,5 %.

Pro vymodelovani struktury polymerdzy cytomegaloviru (protein) bylo vychazeno z nasledujiciho
principu, ktery se tyka struktury proteinu. Informace o prostorové struktuie proteinu je dana
v samotné sekvenci polypeptidu. Diky tomuto principu bylo mozné, pomoci znamych struktur
polymeraz se sekvenci polypeptidického fetézce podobného ksekvenci polymerazy
cytomegaloviru, navrhnout pozadovany model. Jako polymerazy podobné k sekvenci polymerazy
cytomegaloviru byly nalezeny a zvoleny nasledujici struktury. Polymeraza herpes simplex viru-1.
Polymeréza urcitého typu kvasinky a archebakterie. Pomoci uvedenych tfi polymeraz a za vyuziti
programu PyMol a I-TASSER byly navrZzeny a v programu Amber simulovany dva modely
polymerazy cytomegaloviru. Oba dva s pfitomnou DNA ve dvou riznych formach. Prvni model
s DNA v polymerazové formg. Druhy model s DNA v exonukledzové form¢. Simulace modelil
probihaly na zaklad€ vypoctl zaloZenych na teorii molekulové mechaniky.

Vystavéné dva modely polymerazy nejsou uplné. Oba dva byly sestaveny z cca 78,6 % a obsahuji
casti o rizné kvalité. Kroky, které meély na kvalitu modeli polymerdzy kriticky vliv, jsou
nasledujici. Zaprvé, volba vstupnich polymerdz se zndmou strukturou, jez jsou sekvencné
nejpodobnéjsi k sekvenci polymerazy cytomegaloviru. Zadruhé, zplisob jakym byla struktura
nejpodobnéjsi polymerazy (pdb koéd: 2gv9) nafitovana na polymerazy obsahujici DNA. Zatfeti,
proces, jez vedl k odstranéni nechténych ptrekryvli rlznych casti domén. Zactvrté, sestaveni
modelt z vystupt poskytnutych programem I-TASSER.

Jak jiz bylo teCeno, dva modely polymerazy cytomegaloviru byly sestaveny. AvSak moznost
pokraCovat v doplilovani a zptfesiiovani model existuje. V tivahu pfipadd nésledujici. Hledani
dalsich vhodnych templati, na jejichz zéklad€ by bylo mozné ¢asti polymerazy vystavét. Déle je
mozna nahrada chyb¢jicich ¢asti polymerazy strukturou z jiné polymerdzy. Kdy jedna z kontrol
takového hybridniho modelu by probéhla na zadkladé zkousky aktivity tohoto uméle
syntetizovaného modelu. Posledni moznosti je pfiprava vzorku polymerazy cytomegaloviru ve
stavu, jenzZ by dovoloval pouziti fyzikdlné-chemickych metod pro ur€eni struktury polymerazy.
Tento piistup by vSak byl spiSe kontrolou k ptistupu teoretickému, ktery byl pouzit v této praci.
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S. Summary

My goal in this work was to build model of cytomegalovirus polymerase. Models with DNA were
prepared in two modes. First model was prepared with DNA in the polymerizing mode. Second
model was prepared with DNA in editing mode. The literature indicates that structure of 22 ends
amino acids is known. It was also found that model of polymerase of cytomegalovirus was build
already. But completeness of the model was 48,5 % only.

Building of polymerase models was based on the principle that protein structure is determined by
the sequence of amino acids. It is reason why structures with similar amino acids sequence to
sequence of polymerase of cytomegalovirus were used. Generating of polymerase models was
based on three polymerases with known structure. These were polymerase of herpes simplex virus
type-1 and concrete polymerases of yeast and archaebacterial. Structure models of
cytomegalovirus polymerase were prepared using PyMol and I-TASSER programs. Amber
program was used to computation simulations of models of polymerase. All calculations were
performed using molecular mechanism theory.

Two prepared models of cytomegalovirus polymerase are not complete. Models were prepared
from 78,6 % in comparison with sequence of cytomegalovirus polymerase. Critical moments of
preparing models, which had an impact on quality of models are following. Firstly, selection of
entry polymerases with known structure, which were sequentially similar to the sequence of
cytomegalovirus polymerase. Secondly, the way in which the most similar polymerase structure
(pdb code: 2gv9) was fitted to structure of polymerase containing DNA. Thirdly, the removal of
unwanted overlaps between different parts of domains. Fourthly, generating models from
I-TASSER outputs.

Two models of cytomegalovirus polymerase were built. That does not mean we can not continue
in generating. We can look for other possible templates on the level of domain to generate the
missing parts of the polymerase. Missing parts of models can be replaced by structure of different
polymerase. The resulting hybrid then could be evaluated by its polymerase activity.
Alternatively, we can prepare a sample of cytomegalovirus polymerase in a state that allows the
usage of physicochemical methods to determine structure of the polymerase. However, this
approach would rather was used to control the theoretical approach used in this work.
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6. Priloha

Priloha A: Vysledky molekulové dynamiky pro struktury vstupnich polymerdz kvasinky (A) a
archebakterie (B).

A) palm A) finger
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2 K]
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A) NH,
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40.00
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struktur [%]

29 54 79 104 129 154 179 204 229 464 489

Cislo aminokyseliny
Obr. 14: Grafy sekundarnich struktur domén polymerazy kvasinky. Sekundarni struktury jsou
barevné rozliseny. Zelend znamend Cdst Fetézce bez sekunddrni struktury. Cervend znamend
retézec ve formé f-listu. Modra znamena retézec ve formé helixu. Na vodorovné ose grafii je

znazornéno cislo aminokyseliny. Svisla osa grafii popisuje procentualni zastoupeni sekunddarnich
struktur.
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B) finger
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Obr. 15: Grafy sekundarnich struktur domén polymerdzy archebakterie. Sekundarni struktury
Jjsou barevné rozliseny. Zelend znamend cdst retézce bez sekunddrni struktury. Cervend znamend
retézec ve formé P-listu. Modra znamena retézec ve formé helixu. Na vodorovné ose grafii je
znazornéno cislo aminokyseliny. Svisla osa grafii popisuje procentualni zastoupeni sekundarnich
struktur.
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Piiloha B: Vysledky molekulové dynamiky pro struktury polymerazy cytomegaloviru ve forme
exonukleazové s helixem (C), ve form¢ polymerazové bez helixu (D), ve formé polymerazové
s helixem (E).
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Obr. 16: Grafy domén sekundarnich struktur pro model polymerdzy cytomegaloviru ve
formé exonukleazové s helixem. Sekundarni struktury jsou barevné rozliseny. Zelena znamena
cast Fetézce bez sekunddrni struktury. Cervend znamend retézec ve formé f-listu. Modra
znamend retézec ve formé helixu. Na vodorovné ose grafii je znazornéno cislo aminokyseliny.
Svisla osa grafit popisuje procentualni zastoupeni sekundarnich struktur.
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D) finger
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Obr. 17: Grafy domén sekundarnich struktur pro model polymerdzy cytomegaloviru ve
formé polymerazové bez helixu. Sekundarni struktury jsou barevné rozliseny. Zelena znamend
cast Fetézce bez sekunddrni struktury. Cervend znamend retézec ve formé f-listu. Modra
znamend retézec ve formé helixu. Na vodorovné ose grafii je znazornéno cislo aminokyseliny.
Svisla osa grafit popisuje procentualni zastoupeni sekundarnich struktur.
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E) finger

- 100.00 - 100.00

L L

€ 80.00 S 80.00

S = s -

c ¥ 60.00 c ¥ 60.00

= ==

X = X -

] E 40.00 ] E 40.00

HE HE

g s 20.00 g 5 20.00

..3 0.00 ..3 0.00

Ky 515 540 565 650 675 700 725 750 775 Ky 575 600 625

Cislo aminokyselin Cislo aminokyselin
E NH ¥ v M nestrukturovane MR- list W helix v v

. ) NH, E) pre-NH,

- 00.00 - 100.00

L L

S 80.00 S 80.00

S = s -

c ¥ 60.00 c ¥ 60.00

= ==

X = X -

] E 40.00 ] E 40.00

HE HE

g 5 20.00 g 5 20.00

2 0.00 2 0.00

xS 57 82 107 132 157 182 207 232 471 496 xS 1 26 51

Cislo aminokyseliny _ . .. oo 2 o B-list m helix Cislo aminokyseliny

E) exo E) thumb

= 100.00 = 100.00
L L

€ 80.00 € 80.00
S = S =

c X 60.00 c X 60.00
= ==

X = X -

g 2 40.00 g 2 40.00
~qE, E ~qE, E

g s 20.00 g s 20.00
‘3 0.00 ‘3 0.00
Ky 257 282 307 332 357 382 407 432 457 o 791 816 841 866 891 916 941 966

Cislo aminokyseliny M nestrukturované Mp - list W helix Cislo aminokyseliny

Obr. 18: Grafy domén sekundarnich struktur pro model polymerdzy cytomegaloviru ve
formé polymerazové s helixem. Sekundarni struktury jsou barevné rozliseny. Zelena znamenad
cast Fetézce bez sekunddrni struktury. Cervend znamend retézec ve formé f-listu. Modra
znamend retézec ve formé helixu. Na vodorovné ose grafii je znazornéno cislo aminokyseliny.
Svisla osa grafit popisuje procentualni zastoupeni sekundarnich struktur.
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