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1. UVOD

Termin ,,RNA svét“ poukazuje na hypotetickou ¢ast evoluce ¢asného vyvoje Zivota,
kdy nebyl jesté¢ vyvinut mechanismus pro syntézu proteinti. Zpocatku pii poznavani
RNA se objevovaly spekulace, ze RNA katalyza existovala v ranném stadiu evoluce, Ze
RNA byla jedinym genetickym materidlem a ze kanonické Watson-Crickovo parovani
byl zaklad replikace. Nikdo se tehdy nedomnival, Zze hypotetické RNA katalyzatory
mohou byt stdle mezi nami [1-3]. JiZz v minulosti se védci domnivali, ze pivodni
ribozom byl tvofen vyhradné molekuly RNA, ale nikdo neptfedpokladal, ze tvorba
peptidové vazby, hlavni funkce ribozomu, je i u dneSnich ribozomi v rezii RNA

molekul.

Dlouhou dobu se hledaly dikazy o potvrzeni hypotéz RNA svéta, ktery
existoval bez proteinli. V dne$ni dobé¢ je tato ¢ast védy velmi popularni a to hlavné po
objevu, Ze RNA opravdu vykazuje katalytickou aktivitu [4]. Tyto objevy odstranily
posledni namitky vztazené proti hypotéze RNA svéta, dokonce hlavni namitku, ze
RNA se nedokéaze chovat katalyticky. Prof. Sidney Altman a Prof. Thomas R. Cech si

za tento objev odnesli roku 1989 Nobelovu cenu.

UZ na stfedni Skole se uci definice RNA jako makrobiomolekula, kterd se na
rozdil od DNA sklada pouze z jednoho polynukleotidového fetézce. Od DNA se 1isi
navic v jedné bazi, kdy tymin je nahrazen uracilem a pfitomnosti 2’-OH skupiny na
cukerné jednotce. RNA molekula vytvari mnoho rozdilnych tvart a plni rizné funkce
v buiice. Hlavnimi RNA molekulami jsou informa¢ni mRNA, kterd napomahé pfenosu
genetické informace, mnoho druhti rRNA je pfitomno v ribozomu, tRNA na sebe vaze
aminokyseliny a podili se na syntéze proteini. Kromé¢ mRNA, tRNA a rRNA ale
existuje celd fada tzv. nekodujicich RNA (ncRNA) obcas oznacovanych jako funkéni
RNA (fRNA). Rada vyzkumnych center a se dnes orientuje na mozné funkce malo
popsanych ncRNA molekul, co je stabilizuje, popifipadé jak predpovédét jejich
strukturu. Od dob, kdy poprvé predstavili Watson a Crick strukturu DNA a vysvétlili
jeji princip[5], uplynulo mnoho let a za tu dobu jsme v této oblasti ud¢€lali velky krok
vpied. Prvni sekvenci RNA, ktera citala 77 nukleotidd, objevil a popsal americky

biochemik Robert W. Holley v roce 1965[6].



Vyznamnou skupinou ncRNA jsou ribozymy (RNA enzymy), coZ jsou RNA
molekuly se schopnosti katalyticky Stépit samy sebe nebo jiné RNA molekuly. Tyto
ribozymy, podobn¢ jako proteinové enzymy, snizuji energetickou bariéru a napomahayji
tak prechodu reaktanti na produkty. RNA katalyzatory, ribozymy, hraji velmi
vyznamnou roli v procesech zivych organismt. Studium mechnismu, jak tyto
katalyzatory pracuji, ma prakticky vyznam v dnes velmi rozvijejicim se oboru
navrhovni 1éCiv na pocitaci (,,drug design®). Dnes tvoii RNA enzymy (ribozymy) jen
nepatrnou ¢ast ve srovnani s enzymy tvoienymi proteiny. Nicméné jde o zajimavou a

ne zcela probadanou oblast enzymové katalyzy.

Virus hepatitidy D je lidsky patogen, ktery je satelitnim virem hepatitidy B.
Virus obsahuje cirkuldarni RNA molekulu skladajici se z 1600 nukleotidd[7], kterou
tvofi dvé domény: ribozymova ¢ast a gen pro jeden protein, ktery vaze cirkularni RNA
v jadie virové Castice. Obal viru je vyhradné z proteinti, které tvoii kapsidu HBV, ale
v jiném pomeéru a tvaru nez u HBV. Ribozymova podjednotka, slozena z 85 nukleotidd,
Stépi sebe sama chemickym mechanismem acido-bazické katalyzy produkujici 2°,3’-
cyklicky fosfat a 5°-hydroxylovy konec. Experimentalni méteni poukazuji na esencialni
roli nukleotidu C75, po jehoz deleci nebo nahrazeni jinym nukleotidem dojde k inhibici
aktivity celého ribozymu. Rentgenostrukturni analyzy ukazuji C75 v pozici vhodné
k tomu, aby C75 fungoval jako obecna baze, ale posledni analyza zléta 2010
identifikovala C75 na pozici, kterda spiSe ukazuje, ze by C75 mél hrat roli obecné
kyseliny[8]. Pro samostépici reakci vyuziva ribozym navic kovové kationty
(monovalentni nebo divalentni), které zde hraji roli kofaktoru[9]. Jakym mechanismem
presné dochazi ke Sté€peni zatim nebylo Gplné objasnéno jak na piidé experimentilni tak

teoretické.

Teoreticka chemie vyuZivajici ke svym vyzkumim molekuldrni dynamiku,
kvantovou chemii €1 hybridni metodu molekularni mechaniky a kvantové mechaniky je
v dnesni dob¢ schopna pfinést nejen strukturni ndhled na biomakromolekuly, ale navic
nam poskytuje 1 informace o strukturni dynamice na atomarni irovni a energetickou
vyvojem vypocetni techniky. Teoretické vypocCty se tak staly ve spolupraci

s experimentalnimi metodami mocnym nastrojem pro studium enzymatické katalyzy.



V diplomové praci jsem se zamétil na strukturni popis ribozymu hepatitidy D,
vliv mutaci na geometrii aktivniho mista, konformacni dynamiky cukr-fosfatové patete
a vliv iontl na geometrii aktivniho mista, néstrojem teoretick¢ chemie, molekularni
dynamikou. Zam¢fil jsem se na polohu nukleotidu C75 v aktivhim misté, vyskyt
monovalentnich a divalentnich ionti ve struktufe a na zmény zplisobené mutacemi
v aktivnim misté na pozicich 1 a 37. Spole¢né s experimentalnimi vysledky jsem
sméfoval k otazce, zda je mozny mechnismus, v némz protonovany C75H" funguje

jako obecna kyselina
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2. TEORETICKA CAST
2.1. RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) patii mezi makromolekuly tvofené polynukleotidovym
fetézcem. Obsahuje Ctyfi baze: adenin, guanin, cytosin a uracil (Obrdzek 1). Ty jsou
véazané na cukernou jednotku ribézu. Retézec je pak vytvoren spojenim pentdz pomoci
fostatovych skupin. NejpodstatnéjSim rozdilem je piitomnost 2°-OH skupiny. Po
sparovani bazi do WC part neztustane DNA zadny donor protonu, kdezto RNA ma

stale jak donor protonu, tak akceptory, coz vede k jeji strukturni variabilité.

Obrazek 1 Schematické srovnani jednoretézcové RNA a dvojsroubovice DNA.
V ramecku je zvyraznéna baze uracil, ktera v RNA nahradila tymin pritomny v DNA.
Obrazek byl prevzat z internetového serveru narodniho institutu pro vyzkum lidského

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

O v
Cylosin

Baze

Ribonukleova Deoxyribonukleova nukleowych

kyselina kyselina
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V dnes znamém svété biomakromolekuly DNA a RNA spolupracuji za vzniku
treti tiidy biomolekul, proteind, a podporuji tak Darwinovu evolu¢ni teorii. Pokud
srovname jednoduché viry s ostatnimi organismy, pak existence proteint a jejich Siroké
vyuziti ve vSech doménéch Zivota navozuje hypotézu, ze teprve zapojenim proteint
v prub¢hu evoluce dala organismu obrovskou vyhodu oproti ptivodnimu zivotu v RNA
svéte. Tato spoluprace produkuje enormni $kdlu zivota, ktera se vyskytuje na nasi
planeté. Po Ctyticeti letech vyzkumu RNA molekul se vyskytly prvni spekulace, ze
RNA mohla stat na po¢atku Darwinovy evoluce bez dalSich kédovanych molekul [10],

DNA nebo proteinti. Termin ,,RNA svét™ je stale spojen se spekulacemi [11].

Pojem ,RNA svét“ souvisi se dvéma tfidami hypotéz. Prvni tfida se drzi
myslenky, Ze prvni formy Zivota na Zemi pouzivaly RNA jako jedinou geneticky
kédovanou slozkou pro Dbiologickou katalyzu. Tento fakt je podporovan
experimentalnimi vysledky [12-14]. Druha tiida je vice striktni a méné podpoiena
redlnymi vysledky. Myslenka této hypotézy je, Ze RNA sama o sob¢ byla prvni formou
Zivota na planeté. Obecné feceno, RNA se zde objevila z neZzivé hmoty a byla prvnim

chemickym systémem na Zemi, ktery vykazoval znamky zivota.

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

RNA zde ma svou funkci.
2.1.1. Historie RNA

Geologicka, geochemicka a paleontologickéd data v kombinaci s vysledky z molekularni
biologie spole¢né podporuji hypotézy, Ze moderni Zivot na Zemi (vyuzivajici DNA,
RNA a proteiny) se objevil pred dvéma miliardami let [15]. Z toho vyplyva fakt, Ze
RNA svét musel byt pfitomen jesté¢ diive. RNA jak ji zname dnes, prosla
pravdépodobné¢ mnohymi zménami, neZ nabrala dneSni podobu. Mnohé experimenty
v laboratotfich poukazuji na DNA a RNA s Sesti a vice nukleovymi bazemi [16] a
analogy zalozené na jiné cukerné jednotce nez ribéza. Molekula TNA ((L)-a-
threfuranosyl oligonekleotid) byla syntetizovana v laboratofi a navrzena jako mozna

alternativa a pfedek RNA [17].
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Udalosti vedouci k separaci RNA zacinaly ve cCtyficatych letech minulého
stoleti. Vté dobé se obecné véfilo, ze geny mohou obsahovat nebo se skladat
z proteind. Védci tedy pokladali bunééné jadro za centrum syntézy bilkovin. V roce
1941 Caspersson navrhl, ze RNA se bude podilet na syntéze proteini[18]. V souladu
s timto napadem si Caspersson stale myslel, Ze protein je nositelem informace z jadra
buiky a stiidavé byla syntéza proteini v cytoplazmé aktivovana do jisté miry RNA.

Geneticka role virové RNA byla dokazana v roce 1952 [19] jako jeji schopnost infekce.

Zpocatku tedy védci nevidéli zi¢jmy rozdil mezi RNA a DNA. PozdéjSimi
experimenty chemici zjistili, Ze RNA obsahuje odlisSny cukr od DNA a od n¢j se
odvodil nazev ribonukleovd kyselina. Az nasledné byly objeveny rozdily v bazich,

tymin byl nahrazen uracilem a vyskytovaly se zde dalsi neobvyklé baze.
2.1.2. Druhy RNA

Se stale lepsi experimentalni technikou objevuji védci rGzné druhy RNA molekul.
Funkce notoricky znamych druhit RNA (mRNA, tRNA, rRNA) uz byly objasnény,
nicméné princip RNA interferenci a dalSich ncRNA neni stale apln¢ jasny (Tabulka 1).
Struéné feceno, mRNA se podili na pfenosu genetické informace, tRNA na sebe vaze
aminokyselinu a svym antikodonem se pfifadi na kodon mRNA, rRNA je pak

zakladem ribozomi, strojii syntetizujicich proteiny.

Prvni navrh existence mRNA (informacni ribonukleové kyselina) se objevil na
konci padesatych let a zapadal do myslenky zdkladniho biologického dogmatu, kde se
DNA ptepisuje na RNA a nésledné RNA tvofi templat pro syntézu proteind. Prili§
kratky Zivot molekuly mRNA komplikoval jeji izolaci, ale na konci Sedeséatych let byl
tento problém piekonan [20-21].

13



Tabulka 1 Seznam RNA molekul a jejich kratka charakterizace.

TYP RNA FUNKCE

mRNA messenger RNA, koduje proteiny
ribozomalni RNA, struktura ribozomu a
rRNA katalyza syntézy proteint
transférova RNA, spojnik mezi mRNA a
tRNA aminokyselinami
mala jadernd RNA, razné fukce v jadre,
snRNA sestfih intrond
Ribozomalni RNA, struktura ribozomu a
snoRNA katalyza syntézy proteint
mala cajalova RNA, modifikace snRNA a
scaRNA snoRNA
miRNA mikro RNA, regulace genové exprese
mald interferujici RNA, vypinani genové
exprese na mRNA a ustdleni chromatinové
siRNA struktury
dalsi ruzné funkce v buiice zahrnujici syntézu
nekodujici teleméry, inaktivace X chromozomu,

RNA transport proteinid do ER

Transférova RNA (tRNA) je molekula skladajici se ze 70 az 90 nukleotidil. Jeji
funkci je pfenos aminokyselin na ribozom a podili se tak na proteosyntéze.
Aminokyselina se vaze na 3’ konec, kdy je vznik kovalentni vazby katalyzovan
aminoacyl-tRNA-syntazou. Molekula tRNA obsahuje specifické nukleotidy, které
vznikly modifikaci ptivodnich nukleotid. Patii mezi n€¢ pseudouridin, dihydrouridin,
tymin, ktery se vyskytuje pouze v DNA, a mnoho metylovanych nukleotidi jako

metylguanin.

Ribozomalni RNA (rRNA) se vyskytuje v hojné mife v ribozomech, malych
organelach v cytoplazmé a na povrchu endoplazmatického rezidua, kde se odehrava

syntéza proteinli. V pocatcich se védci domnivali, ze hlavni funkce v ribozomu

vvvvv
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maji na starost pravé malé molekuly rRNA. Podili se na tvorbé peptidové vazby a

rozeznéavaji kodony mRNA.

Zvlastnim druhem RNA jsou pak ribozymy. Jde o primitivni katalyzatory
chemické reakce. Ve vétSin€ piipadt jsou dnes katalyzatory chemickych reakci
proteinové povahy a RNA katalyzatory se vyskytuji jen okrajoveé. Nicméné z pohledu
evoluce mohly mit RNA katalyzatory velky vyznam v prebiotické fazi zivota (viz

kapitola 2.1.5).
2.1.3. Struktura RNA

Zakladni jednotkou struktury RNA jsou nukleosid. Ten se skladd z baze, ktera je
spojena s cukernou jednotkou N-glykosidovou vazbou. Pokud se na nukleosid navaze
fosfatova skupina na pozici C5’°, nazyvame tuto jednotku nukleotidem. Jednotlivé
nukleotidy se na sebe vazi disterovou vazbou na pozici 5° a 3’ za vzniku

polynukleotidovych fetézci.

Primarni struktura je dana poradim bdzi a je vzdy zapisovana ve sméru od 5’
konce k 3° koncem. Primarni struktura je stejné¢ definovdna u RNA, DNA nebo
proteint. S dal§im prostorovym usporadanim do sekundarnich a terciarnich struktur se
molekula RNA stabilizuje a pfizpisobuje vnéjSim podminkam [22]. Sekundérni
struktura je zndzornéni parovani bazi a reprezentovana mnoha riiznymi tvary (Obrdzek
2). Je Uzce spjat s parovanim jednotlivych bazi na zéklad¢ tvorby vodikovych vazeb.
Dal$im stupném organizace jsou terciarni struktury, které jsou definovany jako
prostorove uspotradani polynukleotidového fetézce. Jde o spojeni sekundarnich struktur
pomoci mnoha van der Waalsovych kontakti a vodikovych vazeb. Zde se uplatiiuji
dalsi interakce, které nejsou zahrnuty do klasifikace sekundérnich struktur napft.

interakce baze-fosfat [23].

Béze jsou planarni aromatické heterocykly rozdélené do dvou skupin —
pyrimidinové cytosin, tymin a uracil a purinové baze adenin s guaninem. Délka vazeb,
uhly a celkova geometrie vSech bazi, nukleosidl a nukleotidii byly zjistény predevsim
rentgenovou krystalografii. Tyto parametry pak byly zavedeny do silovych poli napf.
programového baliku Amber nebo Charmm a jsou pouzivany pro molekuldrné

mechanické vypocty a molekularné dynamické simulace.
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Obrazek 2 Sekundarni struktury, které muze tvorit molekula RNA na zakladé parovani

kukleotidu.
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Cukerna jednotka (rib6za) neni v DNA nebo RNA planarni a této neplanarité se
odborn¢ tika vrasnéni (,,puckering®). Pfesnou konformaci cukerného kruhu mtizeme
popsat pomoci péti torznich uhld 7y (mezi atomy O4’ a C1°), 7; (mezi atomy CI1° a
C2%),1, (mezi atomy C2° a C3),t3 (mezi atomy C3‘ a C4‘) a 14 (mezi atomy C4‘ a
04°). Zname nekolik typl vrasnéni, které od sebe deli energeticka bariéra, a mizeme je
definovat parametry P a t,,[24]. Parametr P znaci uhel pseudorotace a 7, maximalni
stupent vrasnéni. Uhly pseudorotace jsou vyobrazeny na pseudorotaénim kruhu a
pohybuje se tedy mezi hodnotami 0-360 stupni. Puckering l1ze jednoduSe vypocitat

v programovém baliku Amber.
2.1.4. Virus hepatitidy D

Vroce 1977 italsky védec Mario Rizzetto z Turina publikoval vyskyt nového druhu
hepatitidy B (HBV)[25], kterym trpéli lidé nakaZeni klasickym virem hepatitidy B.
Tento antigen, oznaCovan jako delta antigen, byl lokalizovan v jadfe jaternich bunék.
Jeho vyskyt je uzce spjat s pfitomnosti viru hepatitidy B, nebot vyuziva HBV
povrchovy antigen (HBsAg) jako vlastni obal. Vroce 1986 byl naklonovan a
sekvencovan RNA genom viru hepatitidy D (HDV). Jedna se cirkularni RNA molekulu
podobajici se rostlinnym viroidim([26]. Do dnes$ni doby byl virus hepatitidy D izolovan
pouze z lidskych bunék.
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HDV virion, nejmensi jednotka viru, kterd dokaze infikovat hostitele a mnozi se
vném, je velky 36 nm. Tato Céstice se stava reaktivni pouze ve spojeni s proteiny
HBsAg. Tento protein je syntetizovan virem hepatitidy B. Virus je velmi odolny vici
vysokym teplotam, kdy dokéze ptezit az 30 hodin pti 60°C. Stabilita cirkularni RNA

molekuly je dana hlavné parovanim bazi a tvorbou sekundarnich struktur.

Molekula cirkularni RNA viru hepatitidy D se sklada piiblizné z 1600 nukleotidii,
kde obsahuje mnoho otevienych cCtecich ramcii (ORF). Nicméné pouze jeden ORF
obsazeny v antigenomické formé HDV je konzervovan [27]. Tento ORF kéduje antigen
hepatitidy D (HDAg). Dodnes neni znama funkce ostatnich otevienych ¢tecich ramcu.
Genomicka 1 antigenomickd molekula RNA se vyznacuje autokatalytickym St€penim.
Ke $tépeni dochdzi za ptitomnosti hofe¢natych iontl a bez pomoci proteinti. Tim, Ze se
jedné o katalytickou aktivitu, mizeme oznacit ¢ast cirkularni RNA, kde dochazi ke
Stépeni, jako ribozym, RNA enzym. Cely ribozym se skladd z 85 nukleotidd, z nichz

jsou nekteré nukleotidy siln€ konzervavané pro zachovani aktivity ribozymu [28].

Velmi zajimava je replikace a mnozeni viru. Model, jak vstupuje virus do buiiky,
neni zndm, ale je mozné, Ze k vstupu je zapotiebi interakce HBsAg s bunécnym
receptorem[29]. Viralni RNA je transportovana do jadra pravdépodobné za pomoci
HDAg. V jadie pak chytife vyuziva lidskou RNA polymerazu II a RNA molekula je

replikovéna ptes ,,double rolling circle model“[30], popsany na (viz kapitola 2.1.6).

Vznik viru hepatitidy D neni zatim jasny, nicméné jak jsem jiZ vySe zminil, je
zavisly na viru hepatitidy B. Nebyla v§ak pozorovana sekvencni homologie mezi HDv
a HBV. Fylogeneticky miize byt HDV spjat s rostlinnymi satelitnimi viry jako je
napiiklad virus tabakové mozaiky. RNA sekvence HDV se li§i v zavislosti na
geografické poloze a také aminokyselinova sekvence izolovaného proteinu HDAg se ve

virech hepatitidy D li$i.

Mnoho otazek tykajici se viru hepatitidy D, jako enzymaticka aktivita pfi replikaci
HDV, funkce rtiznych forem HDAg, jsou stile nezodpovézené. HDV je jakymsi
pomyslnym mostem mezi rostlinnymi a zvifecimi viry. Pochopeni vSech procesi viru

hepatitidy D bude hrat diilezitou roli pro budouci vyvoj prevence a 1écby infekce HDV.
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2.1.5. Ribozym

RNA molekuly se stejné jako proteiny skladdaji do stabilnich terciarnich struktur a jsou
schopny biologické katalyzy [31]. Od jejich objeveni pied vice nez 30 lety byly
katalytické RNA, ribozymy, nalezeny v mnoha biologickych procesech jako sestfih
(,,splicing®) intrond, translace, genova regulace Casto za pfitomnosti proteinii[32]. Pro
funkci ribozymi je typicka piitomnost divalentnich iontd Mg®" [33], nicméné napf.

aktivita hairpin ribozymu nezavisi na typu iontt.

Ribozymy jsou ¢asto rozdélovany do dvou skupin. Prvnimi jsou velké ribozymy
jako jsou samo-sestiihovaci introny skupiny I a II nebo ribonukleaza P. Tyto
katalytické RNA jsou velké pres 200-300 nukleotidl, obsahuji terciarni domény a maji
aktivni misto, které je schopné vazat dal$i molekuly RNA, nukleotidy nebo molekuly
vody. St&pi RNA substrat a vytvaii 5’-konec s fosfitovou skupinou a 3’-konec
s hydroxylovou skupinou. Tyto ribozymy nam prvné ukézaly roli kovovych iont
v katalytickych reakcich RNA molekul [34-36]. Mg®" ionty se Gi¢astni pfimo katalyzy,
kde se chova jako Lewisova kyselina, kterd aktivuje nukleofilni skupinu, neutralizuje

naboje koncovych skupin a stabilizuje vysoce negativni ndboj transitnich stavii.

Mala ribozymy tvoii dal$i hlavni skupinu katalytickych RNA molekul.
V ptirodé se vyskytujici ¢lenové této skupiny jsou napf. ribozym viru hepatitidy D,
hammerhead, hairpin, VS a ribozym glmS riboswitch. Malé ribozymy jsou vétSinou
mensi nez 150 nukleotidid a maji pouze jednu funkci a to vykonavat fosfodiesterovou
samoStépici reakci. Aktivovana 2’-hydroxylova skupina nukleotidu napadé fosfatovou
skupinu nésledujiciho nukleotidu. Produktem této reakce je pak 2°,3” cyklicky fosfat a
5’-hydroxylova skupina. Na rozdil od velkych ribozymt, kde byla katalyticka reakce
zprostiedkovana hlavné ptes kovovy ion, malé ribozymy pouzivaji v mechanismu

samostépici reakce bazi urcitého nukleotidu nachéazejici se v aktivnim misté [37].
2.1.6. Ribozym hepatitidy D

Ribozym viru hepatitidy D je mald samoStépici RNA molekula, kterd stejn€ jako
hammerhead nebo hairpin ribozym tvofi béhem procesu ,, rolling-circle replikace
jednovlaknit¢ RNA [38-39]. Tyto malé ribozymy katalyzuji Stépeni fosfodiesterové
vazby. Dnes jsou znamy dvé formy HDV ribozymu, genomicka a antigenomicka, které

se syntetizuji béhem replikace viru. Cely ribozym se skladd z 85 nukleotidli, z nichz

18



jsou nékteré nukleotidy silné konzervované pro zachovani aktivity ribozymu [28].
Struktura ribozymu je tvofena sekundarnimi segmenty, které se podili na stabilité celé

struktury.

Tabulka 2 Souhrn struktur HDV ribozymu dostupné na serveru Protein Data Bank.

Struktury jsou oznacovany ¢ty mistnou zkratkou, jez jsou uvedeny v prvaim sloupci.

struktura metoda rozliSeni  stav ionty
1sj3 X Ray Diffraction 2,20 A prekurzor Mg**
1sj4 X Ray Diffraction 2.70 A prekurzor Cu**
lvbx X Ray Diffraction 2.70 A  prekurzor EDTA
Isjf X Ray Diffraction 2.75 A prekurzor  [Co(NH;)s]*"
lvby X Ray Diffraction 2.80 A prekurzor Mn**
lvbz X Ray Diffraction 2.90 A  prekurzor Ba™*
lve0 X Ray Diffraction 2.50 A prekurzor Sr*
lve5 X Ray Diffraction 3.40 A prekurzor EDTA
lve6 X Ray Diffraction 2.80 A  prekurzor Mg**
lve7 X Ray Diffraction 2.45 A prekurzor Sr**
ldrz X Ray Diffraction 2.30 A produkt Mg**
20j3 X Ray Diffraction 2.90 A prekurzor TI"a [Co(NH;)s]*"
lex0 X Ray Diffraction 2.30 A produkt Mg**
20ih X Ray Diffraction 2.40 A  prekurzor TI
3nkb X Ray Diffraction 1.92 A prekurzor Mg*

Velmi zajimavé je mnoZeni samotného viru hepatitidy D (HDV). Infekce virem
hepatitidy D vyZaduje predchozi infekci virem hepatitidy B (HBV) a HDV se zde
vyskytuje tedy jako satelitni virus hepatitidy B. Pro replikaci HDV genomu byl navrzen
,double rolling circle model“[30] (Obrazek 3). Cirkularni virdlni genomickd RNA
molekula je pifepisovdna pomoci lidské RNA polymerdzy II na antigenomické
multimerni vlakno. Poté dojde ke Stépeni antigenomického HDV ribozymu a nésledné
ligaci, jejichZ mechanismus stale neni Upln€ objasnén. Cely proces se nasledné opakuje
za vzniku dalsi cirkularni genomické RNA. Tento mechanismus replikace je hojné
vyuZzivan u prokaryot, nicméné cirkularni DNA nebo RNA jsou nachdzeny 1 v lidskych

bunkach.
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Obrazek 3 Rozmnozovaci cyklus ribozymu hepatitidy D. K syntéze antigenomického a
genomického vilakna RNA pouziva virus lidskou RNA polymerdzu. Reakce Steépeni se

vyuziva ribozym hepatitidy D, kde dochdzi k samostépici reakci.

2.1.7. Struktura HDV ribozymu

Minimalni sekvence poZadovand pro optimalni samoSté€pici aktivitu genomické a
antigenomické RNA molekuly in vitro je sloZzena z jednoho nukleotidu na 5 konci a
dalSich 84 nukleotidd na 3’ konci od Stipaného fosfatu [40-42]. Struktury, které
obsahuji méné neZ 84 nukleotidli na 3° konci, jsou pak inaktivni nebo méné stabilni nez
samotnd v ptirod¢é se vyskytujici struktura HDV ribozymu [40-41, 43]. Pokud naopak
pridame sekvenci dal$i nukleotidy, potiebujeme Casto denaturant nebo vysoké teploty
pro efektivni Gc¢innost reakce [40-43]. Jako vétSina katalytickych RNA molekul také
HDV ribozym potiebuje pro pribé¢h reakce divalentni ionty [41, 44-46].
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Obrazek 4 Struktura ribozymu hepatitidy D. (A) Primarni a sekundarni struktura
genomickeé formy ribozymu hepatitidy D. (B) 3D struktura s barevné vyznacenymi
sekundarnimi segmenty. Horecnaty kation se svou hydratacni sférou je kulové vyznacen

v reakcnim centru ribozymu. Obrazek byl prevzat z [§].
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HDYV ribozym se sklada do stabilni struktury skladajici se z péti Sroubovicovych
segmentd spojené jako ,,double pseudoknot* (Obrazek 4). Tyto regiony jsou spojeny do
helikélnich struktur ptfes vodikové vazby bazi jednotlivych nukleotidl a jsou znaceny
jako P1 kmen (,,stem) az P4 kmen. Z krystalovych strukturnich dat byla zjiSténa
pfitomnost Sroubovice skladajici se pouze ze dvou nukleotidi P1.1. Téchto pét kment
tvoii dva paralelni sloupce (,,stack®): P1, P1.1 a P2 vytvafi koaxidlni sloupec, zatimco
P2 a P3 tvoti druhy koaxiélni sloupec. Dva Sroubovicové kmeny jsou navzajem spojeny
spojujicimi ¢astmi, neparové nukleotidy, které se oznacuji zkratkami J1/2 a J4/2. Jedna
se o spojeni mezi kmeny P1,P3 a na konci kmenu PIl.1. Celkova struktura je

stabilizovana pusobenim parovani mezi bazemi, stohovani (,,stacking*) a interakci
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nekanonickych part mezi bazi a patefi nebo pateii a pateti. Kompaktni struktura
zanotuje 5’-konec hluboko do aktivniho mista, kde dochazi k $té€pici reakci mezi atomy
GI(P) a G1(O5’), obklopen nukleotidy potfebnych pro katalyzu. Spirdlové skladani
HDV ribozymu ma vyrazny vliv na jeho stabilitu, kdy pierusenim jednoho ze dvou
pseudoknotii ztraci vyrazn€ svou aktivitu. Rozstépenim ribozymu na pozici J1/2, ktery
zni¢i prvni pseudoknot, produkuje ale aktivni molekulu oznacend jako tranms-acting
HDV ribozym. Nicmén¢ tyto molekuly maji rychlost §tépici reakce pfiblizn€ o dva rady
pomalejsSi nez rychlost klasickych cis-acting HDV ribozymt [28]. Experimentalni
prace zabyvajici se mutaci nebo deleci jenotlivych nukleotidi demonstruji dilezitost
¢ty nukleotidd tvoticich kmen P1.1. Jejich delece nebo mutace na nukleotidy, které
zni¢i Sroubovici P1.1 a z toho divodu zmizi druhy pseudoknot, vede k snizeni rychlosti

o tii az pét fada [47-48].

Aktivni misto se skladd z néckolika nukleotidii, s jejichz pomoci dochazi
k samostépici reakci fosfatové patefe mezi nukleotidem U-1 a G1. P1 helix formuje
okraj aktivniho mista svym ,,wobble* parem (G1/U37), ktery tvoii zjeho spodku
»stack™ s kmenem P1.1. Vyzkum zaméfujici se na mutaci nukleotida zjistil, Ze energie
tohoto ,,stacku® a pozice 5’-konce ma vliv na aktivitu a ne tolik uz mutace G1/U37
»wobble* paru [49]. DalSim esencialnim nukleotidem pro reakci je cytosin na pozici 75
u genomické struktury a 76 u antigenomické struktury, jehoZ mutace na uracil nam

pomaha inaktivovat ribozym a ziskat tak strukturu prekurzoru.
2.2. HDV RIBOZYM: EXPERIMENTALNI DATA

Ribozym hepatitidy D je jedna z nejrychlejsich pfirodné se vyskytujicich samostépicich
se RNA molekul. Jeho rychlostni konstanta se pohybuje kolem 1 s™' [47]. K roz§tépeni
patete RNA dochazi na 5’-konci v katalytickém jadfe a je dano také sekvenci
nukleotidii nad mistem rozstépeni [50]. Isotopovy efekt [51], Cinnost protonu [52] a
biochemické experimenty s profily kiivek rychlosti reakce v zavislosti na pH [53]
ukazuji, ze rychlost limitujici reakci je u ribozymu hepatitidy D pifenos protonu.
Zvoncovity profil pH kiivek pfi $tépici reakci naznacuje dva body ekvivalence o
hodnoté¢ pK,~6.5 a ~9.0 [54]. Pro samostépici reakci je zapotiebi ptitomnost
divalentnich kationti Mg*", Ca*", Mn**, Sr*", Ba®" nebo Co*'[52, 55]. Co se tyce
monovalentnich iontt, tak ty také podporuji katalyzu, ale pouze za velké koncentrace

(~IM NaCl) a mnohem pomaleji[51]. Komplexni kation Co(NH3)s’" napodobuje
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hydratovany kation Mg”" jako ve velikosti, tak v geometrii a inhibuje reakci ribozymu

hepatitidy D [51].

Z velmi intenzivnich experimentalnich studii se dnes vyvinuly dvé teorie na
katalyzu samostépeni HDV ribozymu. Patfi mezi né mechanismus, kdy baze C75 hraje
ulohu obecné kyseliny ,,general acid*“ (GA) neboobecné baze ,,general base* (GB). Oba
tyto mechanismy jsou zavislé na pfitomnosti nukleotidu C75 a pravdépodobné také
iontd. Experimentatoii pouzivaji modernich instrumentalnich metod, jako jsou IR
spektrometrie, Ramannova spektrometrie[51], rentgenova strukturni analyza[28], ale i
titraéni metody[45, 53], pro objasnéni mechanismu samostépeni HDV ribozymu a jeho

zavislosti na vnéj$ich podminkéch (pH, ionty).

Jako ptiklad velmi zajimavého experimentu mizeme uvést vyzkum aktivity
v roztoku imidazolu. Zjistilo se, Ze pii nahrazeni esencidlniho nukleotidu C76 anti-
genomické sekvence uracilem, prevezme ulohu pienosu protonu imidazol a samostépici

reakce pokracuje [53].
2.2.1. Mechanismus obecné zasady (general base)

Mechanismus obecné zasady byl podpotfen n¢kolika experimenty zaleZenymi na tom,
ze aktivita katalytické reakce v ptirod¢ se vyskytujictho HDV ribozymu s katalytickym
nukleotidem C75 roste se stoupajici hodnotou pH [53]. Aktivita naprosto vymizi pfi
nahrazeni C75U. Tato teorie byla podpofena krystalovymi strukturami cis-acting HDV
ribozymu[56] a cely mechanismus byl podpoien teoretickymi metodami jako jsou
molekuldrni dynamika nebo hybridni metoda kvantové mechaniky/molekularni
mechnaniky (QM/MM) [57]. Teoretické studie vychazely z ptedpokladu, Ze se
nukleotid chova jako obecna baze a ion Mg>" naopak jako kyselina. Nejnizsi reakéni
bariera byla stanovena na 19,6 kcal/mol [58], coz je ve velmi dobré shodé
s experimentalni hodnotou 18,2 kcal/mol [51, 59]. Z vétSiny strukturnich dat cis-acting
HDV ribozymu vyplyvé uspotfaddani aktivniho mista vhodné pro mechanismus obecné
baze. Teoretické QM/MM vypocty piiSly navic sdikazem, ze reakce je i
s energetického hlediska mozna. Které atomy se presné ucastni mechanismu obecné

baze je schématicky vyobrazeno na Obrazek 5A.
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2.2.2. Mechanismus obecné kyseliny (general acid)

Naopak mechanismus obecné kyseliny nevyplyva z vétSiny krystalovych struktur
ziskanych krystalizaci cis-acting HDV ribozymu. Experimenty zaloZené na nahrazeni
hotfecnatych iontd monovalentnimi ionty ukazaly ale opacnou kiivku zavisloti rychlosti
katalytické reakce na velikosti pH. Za nizkého pH lze pozorovat nejvétsi rychlost a
experiment tak podporuje myslenku, ze by se nukleotid C75 mohl chovat jako obecna
kyselina [51]. Narozdil od krystalovych struktur prekurzora cis-acting HDV ribozymu,
struktury produktii se nachazi v geometrii, kdy je v kontaktu 5’-hydroxylovy konec
s atomem C75(N3), coz by odpovidalo stavu pro reakci probéhlé mechanismem obecné
kyseliny [8]. Hlavnim diivodem, pro¢ se neupustilo od této teorie, byly experimenty
s trans-acting HDV ribozymem antigenomické molekuly HDV ribozymu. Tyto
experimenty ukazaly, ze nukleotid C75 je naprosto postradatelny v pfipadé, kdy se

nahradi 5’ kyslik za siru [59].

Posledni strukturni data =z rentgenové krystalografie ukéazaly konformaci
aktivniho mista pro prekurzor, kde je C75 v pozici pro obecnou kyselinu a mize se
tedy nachazet v protonovaném stavu na atomu N3 [8]. Slo o strukturu trans-acting
HDV ribozymu. Aby mohla byt struktura ziskana jako prekurzor, musela byt struktura
ribozymu inaktivovana. Experimentatofi tentokrat nenahradili C75 za uracyl, nebot’ je
zde predpoklad, Ze tato mutace napomaha Spatnému sloZeni struktury aktivniho mista,
ale odstanili 2°-OH nukleotidim U-1, G1 a G2. Podle domodelovani struktury na
zakladé HHRz tvoii exocyklickd amino skupina nukleotidu C75 vodikovou vazbu
s kyslikem fosfatu nukleotidu C22, ktery se nachazi ve smycce L3, a atom C75(N3) je
v kontaktu s O5’ kyslikem rezidua G1. Toto uspotddani je velmi podobné produktové
struktufe. Dulezitd je pozice hofecnatého iontu v aktivnim misté, ktera vyplyva
z biochemickych, krystalografickych a vypocetnich dat [60-64]. Pro pozici je
nepostradatelny ,,wobble* par U20/G25 v pozici anti, ktery tvoii dostateCnou kapsu
zaporného potencialu pro zachyt iontu. Mutaci G25A se tato schopnost vazat ionty
destabilizuje zménou na klasicky Watson-Cricktv par a redukuje rychlost reakce podle
experimentll Westhofa a Beena 50-3000 nasobné oproti klasickému cis HDV ribozymu
[47-48]. Schématicky ndkres, jak by mél navrZzeny mechanismus obecné kyseliny

vypadat, je vyobrazen na Obrazek 5B.
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Obrazek 5 Dva navrhované mechanismy stéepeni HDV ribozymu: (A) Mechanismus
obecné zasady — atom U-1(02°) je deprotonovin nukleotidem C73, proton se vize na
atom C75(N3). Stépeni se déje na atomu GI1(OS5’). Ten ziskavd proton od obecné
kyseliny, kterou muze byt molekula vody koordinovana na horecnaty iont. (B)
Mechanismus obecné kyseliny — proton atomu GI1(05°) je poskytovan protonovanym
nukleotidem C75. Nukleofil U-1(02’°) je deprotonovin obecnou bazi. Obrazek byl
prevzat z prace[58].

(A) (B)
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2.2.3. Zavislost aktivity na pH v monovaletni soli

Kfivky zavislosti rychlosti reakce na hodnot¢ pH v monovalentni soli jsou
zvoncovitého tvaru [65]. Zvoncovité kiivky jsou charakteristické pro genomickou
molekulu HDV ribozymu s hofe¢natymi ionty, ale podobné tomu je 1 v monolalentni
soli jako LiCl, NaCl a NH4Cl, kdy jsou kfivky ale pon€kud Sir$i a optimalni pH pro
pribéh reakce se nachazi nize (~6-7 pH) ve srovnani s hotfecnatou soli (7,5 pH)[65].
v IM NaCl a ImM EDTA (kyselina etylendiamintetraoctovd) pod hodnotou pH~6 a
klesala se wvzrlstajici hodnotou pH [51], coz vedlo k ptedpokladu mozZného
mechanismu obecné kyseliny. Métfeni hodnot rychlostni konstanty u roztokd, jejichz
hodnota pH byla vétsi nez 8,5, bylo znehodnoceno nespecifickou degradaci RNA

molekuly v monovalentni soli. Skute¢na hodnota pH v 4M monovalentni soli je totiZ
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vysSi nez bylo naméfeno a dochazelo tak k alkalické degradaci, kterd jse typicka pro
hodnoty pH 9,5 nebo 10. Divodem pro posun hodnot pH u monovalentnich soli mize
byt vliv ionizace na pufr a skupiny v ribozymu, nebo vliv vysoké koncentrace soli na
protonovou aktivitu méfenou sklenénou elektrodou [66]. Pokud k monovalentni soli
byla pifidana jest¢ divalentni stl obsahujici hoi¢ik, rychlost reakce se zvySovala, ale
optimalni hodnota pH pro pribéh reakce ziistala na hodnoté¢ kolem 6 (Graf I).
Z experimentalnich vysledkt vyplyva fakt, ze divalentni ionty maji vyraznéjsi vliv na

rychlost reakce nez monovaletni ionty [65].

vvvvv

v MgCl, soli a LiCl soli. Se zvysujici koncentraci MgCl; soli probihd reakce rychleji.
Krivka zavislosti rychlosti reakce na pH ma jak v monovalentni, tak divalentni soli

zvoncovity tvar s optimalnim pH v neutralni oblasti. Obrazek byl prevzat z [65].
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2.2.4. Aktivita HDV ribozymu v monovaletni soli

Za fyziologickych podminek vyuziva HDV ribozym pro svou katalyticku aktivitu
divalentni ionty Mg®". Experimenty zaloZené na absenci divaletnich ionti ukazaly, Ze

samoStépici reakce mize probéhnout i za ptitomnosti monovaletnich iontd.

Rychlostni konstanta reakce rostla v zavislosti na koncentraci monovaletnich
iontl a druhu monovaletnich iontd u genomické struktury HDV ribozymu[65] (Graf 2).
Po ptekrocCeni urcité koncentrace dochazi k nasyceni a rychlostni konstanta se déle jiz
nezveda. Nejlépe lze tento jev pozorovat u sodnych ionti. Pokud byly Na' ionty
nahrazeny Li" ionty, rychlostni konstanta se az 50 nasobné zvysila. Aktivita byla
pozorovana i u iontd NH,". I tento iont vykazoval vétsi aktivitu ribozymu neZ tomu

bylo u iontd Na'.

Graf 2 Zavislost rychlostni konstanty genomického ribozymu hepatitidy D na
koncentraci monovalentni soli. Rychlostni konstanta byla merena pro systéem s NaCl za
konstantniho pH=6,1 (a), s LiCl vpH=6,3 (b), s NH4Cl v pH=6,6 (c) a s NH3OH
v pH=5,8 (d). Grafy byly prevzaty z [65].
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V diivéjsich experimentalnich pracich bylo zjiSténo, ze aktivita antigenomické
struktury HDV ribozymu pfi koncentraci IM NaCl bez Mg2+ iontl byla az 20-krat
mens$i nez tomu bylo u genomické struktury za stejnych podminek[67]. Nicméné se
zvySujici se koncentraci monovalentni soli uz byl pribéh podobny genomické
struktute. Stejné vysledky ukazovala antigenomicka struktura u aktivity ribozymu
v zavislosti na typu monovaletniho iontu. Nebot’ nebyly pozorovany kiivky nasyceni, je
ziejmé, ze antigenomicky ribozym potfebuje pro svou aktivitu mnohem vyssi

koncentrace, aby dosahla aktivity genomickiho ribozymu [65].

Monovaletni siil inhibuje aktivitu genomického i antigenomického ribozymu za
pfitomnosti divalentni soli. Tyto vysledky ukazuji, Ze v ribozymu je mnoho mist, kde

se mohou véazat ionty kov1, které se v reakci chovaji jako kofaktory reakce [65].
2.3. BIOINFORMATIKA

Bioinformatika je moderni véda, kterd se vyvinula spole¢né s rozvojem vypocetni
techniky. Definice pojmu bioinformatika jsou na internetu rizné od téch nejobecnéjSich

az po velmi striktni. Nejvice mé¢ zaujala formulace ze serveru http://bioinformatics.org,

kde bioinformatika je definovana jako oblast na pomezi biologie a informatiky, ktera se
zabyva piedev§im zpracovanim, prohleddvanim a analyzou dat o sekvenci a struktuie
biologickych makromolekul [68]. V bioinformatice se nachazi i mnoho matematiky,

pievazné statistiky.

Jak ndm mitize pomoci tento védni obor v pocitatovych simulacich? Uz jen
samotny ribozym hepatitidy D (viz kap. 2.1.9) je v PDB databazi evidovan hned
nekolikrat, nehledé na to, Ze pocet anotaci ve vefejné dostupnych databazich stéle
nariistd. PDB server obsahuje informace o struktufe proteinti, nukleovych kyselin a
komplexii, které byly ziskdny zexperimentl. Strukturu si zde muzete najit,

prohlédnout, stdhnout ¢1 analyzovat pfimo na serveru a zcela zdarma.

Podle ¢eho si tedy vybirdme strukturu, se kterou budeme pocitat molekularni
dynamiku? Nejdiive zjistime, z jakého organismu byla struktura ziskana. Néasledné nas
bude zajimat, jakd metoda byla pro studium struktury pouZzita. Nejhlavné&j$im
parametrem vSak ve vétSiné piipadl byva rozliSeni. Pokud je rozliSeni vysoké (mezi 1-

2 A) jde o velmi kvalitni a pfesnou strukturu. Zainteresovani jedinci, ktefi se v dané

28


http://bioinformatics.org/

problematice vyznaji, budou zvédavy i na stafi publikace struktury, nebot’ v novéjsSich

strukturach mohlo dojit k velkym zménam v dasledku lepsi experimentalni metody.

Prakticka bioinformatika by se méla stat klasickym nastrojem vSech strukturnich
biologi, genetikli, chemikl ¢i biofyzikl. Je to mocna véda, kterd vdm pomiize najit a
zpracovat data o struktufe makromolekul, pro vas dalsi vyzkum. To vSe bez nutnosti

hlubsich znalosti matematiky a programovani.

Bioinformatika ndm pomaha piedpovidat strukturu biomakromolekul, popisuje
parovani bazi a jejich anomalie a konformace jako vrtulovity twist (w), buckle (k) a
helikalni twist (£1). Mnohé pocitacové programy pouzivané pro popis morfologie
struktury nukleovych kyselin jsou: CURVES[69-70] pouZivany pro vypocet Sroubovice
pfevazné nespravnych struktur a upozornéni uZzivatele na neshody v péarovani,
RNA[71]pro vypocet helikdlnich parametri a nestandardnich bazi nebo
CEHS/[72]zaméteny na lokalni parametry pouzivajici vektor C6-C8 paru bazi jako osu
y. Pomoci softwaru x3DNA [73] ziskdme celkovou strukturdlni analyzu nukleovych

kyselin.
2.4. POCITACOVE SIMULACE

K pochopeni, jak RNA molekuly nesou svou biologickou funkci, je zapotiebi
porozumét struktufe a dynamice molekuly na atomdrni Urovni, ¢ehoZ muze byt
vyznamné dosazeno kombinaci vypocetnich simulaci s experimenty. V mé diplomové
praci pouzivam nastroj teoretické chemie, molekularni dynamiku (MD), pro ziskani
informaci o dynamickém chovani molekuly HDV ribozymu v ¢ase v explicitnim
solventu. Samoziejmé Ze 1 molekuldrni dynamika mé své omezeni, ostatné jako

jakakoliv jind metoda experimentalni Ci teoreticka.

Jedno z primarnich omezeni molekularni dynamiky je vzorkovani (,,sampling*).
Vzorkovani je statisticky vybér z mnozstvi teoreticky mnoznych pozorovani a jeho
ucelem je vytvorit dostate¢né velky statisticky soubor umoziujici predpovéd
hledanych charakteristik. V bézné praxi molekularni dynamiky to znamené, ze bychom
pottebovali nekone¢né mnoZstvi simulaci pro jeden systém, abychom pokryly vSechny
mozn¢ vyvoje systému a jejich pravdépodobnosti. To vSak v zavislosti na narocnosti
vypo¢tu neni mozné ani pro n€kolikanasobné simulace jednoho systému, a tak se

vétSinou musime smifit s jednou, popiipadé dvéma simulacemi pro jeden systém. Se
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zlepSujici se vypocetni technikou dochdzi k prodluzovani simulaci na troven stovek
nanosekund az mikrosekundy a dochazi tim ke zkvalitiovani vzorkovani. Nicméné
delsi simulace mohou ukéazat nedostatky silovych poli (,force field), které se
s pibyvajicim ¢asem kumuluji a stavaji se tak vyznamnym problémem. Casova $kala
jednotlivych simulaci je stale kratka pro popis skute¢nych udalosti, nicméne tento
nedostatek miize byt z ¢asti prekonan spusténim nekolika simulaci riznych struktur
nebo pouzitim rozsiteného vzorkovani MD metod, jako je napt. REMD (replica

exchange MD).

Pocitace produkuji Cisla a struktury, ale nejsou zodpovédné za spolehlivost
vysledkt a jejich interpretaci. Nespravné pouziti t€chto simulaci mize pak poskytovat
data omezené hodnoty, které mohou byt matouci. Naopak spravné pouzité simulace
molekularni dynamiky dopliiuji a poméhaji pochopit experimenty a poskytuji kvalitni

predpoveédi.

2.4.1. Molekularni dynamika

Idealni pro teoretick¢ho chemika by byla moznost pouzit presné kvantové chemie pro
vypocet vSech molekul nehledé na velikost. To vzhledem k naro¢nosti vypoctu neni
mozné. Pro studium struktury a dynamiky biomakromolekul se tedy vyuziva jednodussi
metoda jak z hlediska vypoctu tak pochopeni a to molekularni dynamika. Zde se
omezujeme pouze na Newtonovskou fyziku (zédkon setrvacnosti, zakon sily a zakon

akce a reakce).

Dilezitym zakladnim zjednoduSenim je Born-Oppenheimerova aproximace.
Tato aproximace je zalozena na faktu, Ze jadra atomi jsou tisickrat t€Z§i nez elektrony.
Proton je asi dvoutisickrat t€Z8i neZ elektron. Z toho vyplyva, Ze elektrony mohou byt
povazovany za Castice, které velmi rychle nasleduji pohyb jader. DalSim duasledkem
oddé€leni dynamiky elektronii od jader je, Zze jaderné Castice jsou lépe prostorove
lokalizované. V molekuldrni dynamice kompletné zanedbavadme existenci elektronli a
feSime pouze pohyb celych atomi reprezentovany jako koule. Tyto Céstice nesou
parcidlni naboj, ktery je lokalizovan ve stfedu Castice, maji urCity polomér

reprezentovany VAW potencidlem, ktery plsobi mezi atomy, ktery je ziskany
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z experimentalnich hodnot a vazby jsou reprezentovany jako harmonické oscilétory.

Energie systému je pak funkci soufadnic jednotlivych atomt (rovnice 1).

E=71(R) (D

2.4.2. Potencialni energie

Jadrem silového pole je funkce potencidlni energie pouzivana pro popis vztahu
struktury a energie (rovnice 1). Nicméné funkce potencidlni energie sama o sob¢ ned¢la
silové pole. To je kombinaci pravé funkce potencialni energie a parametri nezbytnych
pro tuto funkci. V molekularni dynamice je potencidlni energie tedy vyjadiena
parametricky. V softwaru AMBER [74] pouZivan pro vypocet MD trajektorii jsou
nevazebné interakce vyjadfeny pomoci van der Waalsovych a elektrostatickych
(Coulombickych) interakci a vazebné interakce jsou funkci délky vazeb, vazebnymi
uhly a torznimi thly [75]. Celkova potencialni energie je vyjadiena jako suma vsech

nevazebnych a vazebnych ptispévkil (rovnice 2).

Epot = zEvazba + zEu'hel + zEmrze + ZEvdW + ZECoulomh (2)

Pokud se podivame, jak vypocitame jednotlivé piispévky, je to velmi
jednoduché a ve vétsin€ ptipadii se jednd o prosté kvadratické funkce. Energii vazeb a
vazebnych uhli ziskdme podle rovnic (3). Jde o zavislost druhé mocniny odchylky

z rovnovazné polohy stavu.

2
Evazbu = ZKr (7/._1,.0)2 Edhel = zKa (a_aO) (3)
vazba thel
E ... znac¢i vazebny piispévek a E,,  vyjadiuje thlovy prispévek k potencialni energii,

7 je vazebna vzdalenost, & vazebny uhel, 7, a @, je hodnota optimalni vazebné
vzdalenosti ¢i Uhlu ziskana zexperimenti nebo kvantové chemickych metod.
Konstanty K, a K, vyjadfuje tuhost vazby a thli ziskané také z experimentii nebo

kvantovych vypocti. Z divodu, ze se jedna o kvadratické funkce, je ziejmé, Ze

v molekularni dynamice nemiZeme pozorovat disociaci vazeb.
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Energie torznich uhli uz je vyjadiena ponckud slozitéji a je stanovena jako
superpozice n€kolika funkci (rov. 4). Torzni tthel si mizeme predstavit jako thel, ktery

sviraji dvé roviny.

: E,.= ZZ%[I +cos(ng -, )] )

torze n

E .. znadi torzni piispévek k potencialni energii, §,, je fazovy posun v n-t€ periodé€, ¢

torze
je vazebna torze. £/, zna¢i vysku potencialové bariéry v n-té periodé, nje perioda

jedné harmonické slozky.

Elektrostatické interakce jsou disledkem vzédjemného pulsobeni parcidlnich
naboju. Elektrostatickou energii, kterd je dalSim pfispévkem k potencidlni energii,

vyjadiujeme Coulombovym zékonem jako interakce dvou parcidlnich naboji (rov. 5).

4,9,
Ecopons = > —1— 5
Coulomh ;477807’?]- ( )

Energie elektrostatickych sil E., ... Vykazuje v Citateli soudin parcidlnich naboja

atomll ¢,q; a ve jmenovateli pak permitivitu vakua &;a vzdalenost atomi 7; . Silova

pole od Weinera a dalSich [76-77] pouZivaji kvantové mechanické vypocty pro ziskani
elektrostatického potencialu (ESP). Tehdy se pouzil pro vypocet metoda HF s STO-3G
bazovym setem, ktery vede k dipolovym momentim rovnym nebo mensim nez
dip6dlovy moment v plynné fézi, ale podhodnocuje kvadrupolovy moment. Toto silové
pole neni v kompatibilni s explicitnim rozpoustédlem TIP3P[78] nebo TIP4P[78]
vodou, jejichz dip6élovy moment je ptiblizn€ o 20% vétsi nez v plynné fazi. Z divodu
téchto nedostatkd byly s postupujicim ¢asem a lep$i vypocetni technikou pouZity pro
vypocet parcialnich naboji metoda HF s vykonnéj§im bazovym setem jako 6-31G*

nebo B3LYP/cc-pVTZ.

Dalsi nevazebné ptispévky jsou van der Waalsovy interakce, které jsou popsany
Lennard-Jonesovym potencidlem (rov. 6) (Obrazek 6). Jde o jednoduchy matematicky

model, ktery aproximuje interakce mezi neutralnimi atomy nebo molekulami.

32



12 6
O .. o

s EvdW:Z4gi/’ e (6)

i<j Ty Ty

Energie van der Waalsovych interakci je vyjadiena hloubkou potencialove jamy e, ,

vzdalenosti dvou atomil 7, a vzdalenosti dvou atomu, kdy je potencialni energie nulova

g;. Clen obsahujici vy ®zna&i disperzi, kterd vystihuje korelaci neusporadaného
pohybu elektront kolem jadra, a r!-;lz je €len pro repulzi, odpudivou silu piisobici pii

piiblizeni dvou atomad.

Elektrostatické a van der Waalsovy interakce jsou pocitany pouze mezi atomy
v riznych molekulach nebo mezi atomy stejné molekuly odd€leny nejméné tremi
vazbami. Tyto nevazebné interakce odd€leny piesné o tii vazby (,,1-4 interakce®) jsou

redukovany skalovym faktorem.
2.4.3. Silové pole (,,force field*)

Metody zalozené na empirickém silovém poli representuji hlavni néstroj teoretickych
aplikaci pro zkouméni vztahu struktury a aktivity v biologickych makromolekuléch.
S dne$ni vypocetni technikou, pouzitim paralelniho zapojeni pocitacii a lepSimi
silovymi poli miZzeme molekularni dynamikou pozorovat vyvoj systémy citajici vice
nez 100 000 atom® v mikrosekundach. Uspéch téchto metod je dan jejich stale se
zlepSujici presnosti reprodukovat experimentdlni podminky a predpovidani vyvoje na
urovni atomu. Je to hlavné zlepSovani jednotlivych algoritmi, zohlednujici hlavné
nevazebné interakce na delSi vzdalenosti, zahrnujici Ewaldovu metodu[79], a zlepSeni
integratorti, ovliviiyjici simulaci termodynamického souboru, které tvoii hlavni divody
preciznosti a piesnosti metod molekularni dynamiky. Nicméné samotna kvalita

silovych poli kombinované s jejich spravnym pouzivanim muze byt teprve povazovana

vvvvvv
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Obrazek 6 Schématicky obrazek Lennard-Jonesova potencialu pro dva atomy vodiku.
Prostredni krivka zndzornuje priubéh Lennard-Jonesova potencialu, kterd je dana
zavislosti energie v atomovych jednotkdch na vzdalenosti atomii udané v Angstemech.
Cervend kiivka zndzoriuje repulzi a tucné vyznacend modra kiivka znaci disperzini
slozku. Energie v minimalni hodnoté kolem -1.0 a.u. odpovida hloubce potencialové

Jjamy &; a misto, kde kfivka protind osu x a energie je tedy rovna nule, odpovida

hodnoté ;.

Je ztejmé, Ze rtzné kovalentni vazby maji rliznou vazebnou vzdalenost a
silovou konstantu, kterd vystihuje tuhost vazby. Nicméné podobné vazby se ve vSech
molekuldch chovaji stejné. Stejné parametry pro vazebnou vzdalenost a silové
konstanty se tedy pouzivaji na podobné vazby. Tento fakt nam praci ulehCuje a zavadi

se pojem atomové typy a vazebné typy (Tabulka 3)

Vsechny parametry jako silova konstanta, rovnovazna vzdalenost, vazebny uhel
a torzni uhly pro jednotlivé atomy a molekuly jsou pak shrnuty do jednoho silového
pole. Silové pole je jakasi simulace ptirody. V dnesni dobé jsou dvé Siroce pouzivané

silové pole pro nukleové kyseliny, Cornell a dal§i[80] a CHARMM?27[81]. Silové pole
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parm94-99 nebo parmbscO (Cornell a dalsi) vyuziva programovy balik AMBER a byly
testovany na mnoha systémech obsahujici RNA molekuly [82-84].

Tabulka 3 Schématicka tabulka prikladi jednotlivych atomovych typu pro uhlik a
vazebnych typii vazeb uhliku.

Atomovytyp Konformace Popis

C sp2 C karbonylovéskupiny
CA sp2 C v benzenovémjadre
CK sp2 C v purovémijadre

CcT sp2 alifaticky C
Vazebnytyp silovdkonstanta  vzdalenost

CT-CT 310.0 1.526

CT-HC 340.0 1.090

CT-N2 337.0 1.463

CB-CN 447.0 1.419

2.4.4. Explicitni modely vody

Spravné oSetteni silovych poli pro vytvoieni vodného prostiedi je esencidlni pro pouziti
v simulacich biomakromolekul. Solvatace se v molekuldrni dynamice fe$i dvéma
hlavnimi zptisoby a to ptidanim explicitniho nebo implicitniho modelu vody. Explicitni
modely ptedstavuji fadné 3D modely molekul vody (Obrdzek 7), zatimco implicitni

model charakterizuje vodu pouze jako vzdalenostné zavisla dielektricka konstanta. Je

wevr

Nejcastéjsimi explicitnimi modely u simulaci biomakromolekul jsou TIP3P,
TIP4P[78], SPC, SPC/E[85] a F3C[86]. VSechny tyto modely poskytuji uspokojujici
vysledky pro vodu za pokojovych teplot. TIP3P model vody patfi mezi nejpouzivangjsi
model a pouzivam ho i1 ve své diplomové praci. Jeho omezeni jsou hlavné
podhodnoceni druhého nebo-li tetrahedralniho piku radialni distribu¢ni funkce a vétsi
diftzni konstanta nez vykazuji experimenty[87]. Na druhou stranu interakce mezi
biomakromolekulou a vodou zahrnuji pouze prvni a druhou solvatacni sféru, a tak
chybégjici dlouhé interakce nejsou vétSinou problémem. TIP3P je zkonstruovan jako

planarni rigidni struktura s thlem 104,52°.
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Obrazek 7 3D zobrazeni explicitnich modelu vody. Parametry qH, qO a gL znaci
parcialni naboj na vodiku, kysliku nebo volném elektronovem paru. rOH a rOL jsou
vzddlenosti kyslik-vodik, kyslik-elektronovy par. Uhel 6 je dan atomy vodik-kyslik-vodik
a uhel ¢ se meri mezi volny elektronovy par-kyslik-volny elektronovy par. Parametr o

nam udava hodnotu van der Waalsova poloméru.

Model TIP4P, ktery zahrnuje dalsi Castici s negativnim nabojem na ose thlu
H — O — H modelujici dipdl, ptekonava vSechny omezeni, které nastavaly u TIP3P
modelu, ale ma vyssi naroky na vypocet pravé kvili pridané ¢astici. Vzdalenost ¢astice
od atomu kysliku je 0,15A. TIP5P model neobsahuje zapornou ¢astici na ose thlu, ale
ve vzdilenosti 0,7A od atomu kysliku jsou umistény dva zaporné naboje modelujici
dva volné elektronové pary svirajici thel 109,47°. Ze zminénych modelt je TIPSP
modelim vibec. VSechny TIP#nP modely sviraji tthel v molekule vody podle
experimentalnich dat 104,52° a vzdalenost OH je 0,9572A. Ve findle pak zdleZi na
spravném vybéru explicitniho modelu vody pro studovany systém a faktu, zda je dany
model kompatibilni s ndmi pouzivanym silovym polem. Mnoho silovym poli jsou
vytvofeny pro specificky model vody. Siroce roziitené silové pole ff99, ff99SB nebo
ff03 vyuzivané programovym balikem AMBER spolupracuji s explicitnimi modely
TIPnP a SPC/E [88].
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3. PRAKTICKA CAST
3.1. CIL PRACE

Ribozym hepatitidy D je mald samostépici RNA molekula, ktera napomaha
rozmnozovani viru hepatitidy D. Velkou nezndmou je pro védce mechanismus $tépeni
ribozymu hepatitidy D. Byly navrzeny dva mechanismy, kde se bud’ katalyticky
nukleotid C75 chova jako obecna baze a odebira vodik skupin€¢ 2’-OH, nebo jako
obecna kyselina a odevzdava proton kysliku na 5° konci. Prvni mechanismus je spise
ve shod¢ s krystalovymi strukturami prekurzord a energeticky byl podpofen i
teoretickymi molekuldrné dynamickymi a kvantové mechanickymi vypocty. Nicméné i
druhy mechanismus byl v posledni krystalografické studii prekurzori podpofen a

biochemické experimenty v monovalentni soli tuto moznou cestu katalyzy nevyloucily.

Metody zalozené na empirickém silovém poli se staly respektovanym védnim
oborem a spole¢n¢ s experimenty poskytuji vyznamné vysledky ze struktur a dynamiky
biomakromolekul. Napomohl tomu velky rozvoj vypocetni techniky. Molekularni
dynamika je jedinou metodou, kterd poskytuje pohled na strukturu v atomdrnim

rozliSeni.

Diplomova prace je zaméfena na zkoumani hypotetického mechanismu obecné
kyseliny v HDV ribozymu néastrojem teoretické chemie, molekuldrni dynamikou.
Vyzkum byl zaméfen na strukturni analyzu ptirodniho ribozymu hepatitidy D a jeho
mutantli izostericky nahrazujici ,,wobble™ par na pozici 1/37, vyskyt monovalentnich
Na+ a divalentnich Mg2+ iontl a jejich kvantifikace v aktivnim misté. Vypocty
probihaly na dvou krystalovych strukturdch prekurzori, kdy jedna byla s C75 v pozici
pro obecnou bazi a druha s C75 v pozici pro obecnou kyselinu. Celkem probéhlo 11

simulaci s celkovym ¢asem 1100ns.
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3.2. METODY
3.2.1. Priprava struktur

Inaktivovana krystalova struktura C75U ribozymu hepatitidy D (napt. 1vc0) a struktury
s nizkym rozliSenim C75 jsou vsouladu s moznosti, ze je C75 v pozici pro
mechanismus obecné baze, ackoli atom U75(N3) netvoii vodikovou vazbu s vodikem
atomu U-1(02’) u inaktivovanych struktur a u starSich struktur s C75 nebyl
identifikovan kyslik U-1(02’). Jeden z poslednich experimentli ziskat krystalovou
strukturu bez mutace C75U navrhl model pro geometrii aktivniho mista v mechanismu
obecné kyseliny (3NKB) [8]. Tento model byl ziskan superpozici $t€épného mista
z hammerhead ribozymu (20EU) [89] s Gl zkomplexu HDV-inhibitor. V této
struktufe je Mg2+ ion v kontaktu s atomem U-1(02”) a C75(N3) s G1(05’).

Simulace prezentované v diplomové praci startovaly z krystalovych struktur
pred rozstépenim cukr-fosfatové patere, tedy z prekurzort. Struktura cis-acting HDVr
inaktivovana mutaci C75U (PDB ID 1vc0, rozliseni 2,5A) [90] byla modifikovana na
katalyticky aktivni strukturu s C75. Na této struktufe byly pak provedeny mutace na
pozici 1/37 a protonace nukleotidech C75 a C41. Struktura frans-acting inaktivovéna
deleci kysliku U-1(02’) s katalytickym C75 (PDB ID 3NKB, rozliseni 1,9A)[8] byla
upravena na klasickou strukturu pridanim kysliku na nukleotid U-1, G1 a G2. Nasledné
byla struktura protonovana na nukleotidech C41 a C75. Pouzité struktury neobsahovaly
plné rozliSeny nukleotid U-1 na 5’ konci, ktery je velmi flexibilni, a byl domodelovan
podle HHRz. V ptipadé struktury 1vcO byl UIA protein pouZivany pro krystalizaci

odstranén.
3.2.2. Molekularni dynamika

Vsechny molekularn€ dynamické simulace byly pocitany pouZitim programového
baliku AMBER 10.0 [91] se silovym polem parm99 od Cornell a kol. [80, 92-93] a
parmbscO [94], kde jsou oSetieny o/y prechody v nukleovych kyselinach
s reparametrizaci pro y torzi [95]. Molekula ribozymu hepatitidy D byla solvatovana
v kvadrovém boxu explicitnich molekul vod TIP3P [78] rozsifeny do vzdalenosti >10A
od jakéhokoliv atomu. Nejbliz§i mozna vzdalenost rozpoustédla od atomu RNA
molekuly byla nastavena na hodnotu 0,7A. Parametry pro protonizované stavy

nukleotidu C75H+ a C41H+ byly do programu LeaP dodatecné dodany [58]. Systém
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byl neutralizovan sodnymi kationty Na' a v nékterych simulacich byly pfidany
maximaln& &tyfi hofe¢naté kationty Mg?". Tonty byly umistény nastrojem LeaP. Nastroj
Sander programového baliku AMBER 10.0 byl pouzit pro ekvilibraci a vypocet
simulaci pouzitim standardniho protokolu. Jednotlivé trajektorie byly spustény pii
teploté 300K s konstantnim tlakem, okrajovymi podminkami a Casovym integra¢nim

krokem 2ps.
3.2.3. Analyza MD trajektorii

Trajektorie byly analyzovany nastrojem Ptraj programového baliku AMBER 10.0 a
skriptem pro analyzu vodikovych vazeb. Statické struktury byly zobrazovany
programem PyMOL [96], dynamické struktury a hustotni mapy pak programem VMD
[97]. Hodnoty RMSD byly ziskany pouZitim nastroje Ptraj a pocitany pies vSechny
atomy fosforu patete molekuly RNA. Pseudorotace cukru nukleotidu U-1 byl pocitan
nastrojem Ptraj. Radialni distribu¢ni funkce (RDF) byla kalkulovéana do vzdalenosti
10A od atomu modulem Ptraj. Graficky nahled na vyskyt kationti Na+ v aktivnim
misté (hustotni mapy) byl ziskan opét modulem Ptraj a do publikaéni podoby
pfevedeny programem Corel Draw X4. Grafy byly vytvofeny programem Grace. Jako

format grafti byl pouzit PNG s rozliSenim 1280x1024.
3.2.4. Mérené hodnoty
Stredni kvadraticka odchylka (RMSD = Root mean square deviation)

Stfedni kvadratickd odchylka je definovana jako hodnota primérné vzdalenosti mezi atomy
dvou molekul nebo intramolekularni primérna vzdalenost atomt v molekule. V nukleovych
kyselinach se Casto jedna o vzdalenosti fosforti nukleotidii a pozoruji se tak zmény ve struktuie
patete. Matematicky se jednd o druhou odmocninu souctu ctverct rozdilu soufadnic délena

poctem jedincii, v chemii Casto atomil

1/2

N
Zwi'd('xi’yi)z
RMSD =| = , (11)

kde d(x;,,) vyjadtuje vzdalenost odpovidajici atomim X,a ¥, , N je podet atomiia W, je

hodnoceni jednotlivych atomt., kdy tento parametr je nejcastéji roven jedné nebo relativni
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atomové hmotnosti. RMSD je casto spojovana s méfenim strukturni podobnosti

biomakromolekul.
Radiadlni distribucni funkce (RDF)

Radialni distribucni funkce popisuje, jak se méni hustota atomi se zvysujici se vzdalenosti od
ur¢itého atomu. Matematicky feceno, pokud je atom v pocatku O a jestlize n=N/V je primérna
hodnota hustoty, pak lokalni hustota ve vzdalenosti » od O je vyjadiena funkci ng(r). Hodnota
g(r) ma fundamentalni vyznam v termodynamice, protoZze makroskopické termodynamické

veliiny jako energie nebo tlak mohou byt vypocitany pouzitim prave funkce g(7).
Dihedralni whel patere nukleovych kyselin

Torzni whel je dan uhlem mezi dvéma rovinami. Pro charakterizaci dihedralniho uhlu
potfebujeme Ctyii body, kdy body 1-3 udavaji prvni rovinu a body 2-4 druhou rovinu.
V nukleovych kyselinach rozdélujeme nékolik dihedralnich uhld: alfa (o), beta (), gama (y),
delta (), epsilon (¢), zeta (¢) (Obrazek 8). Torzni thel alfa je dan atomy O3 — P — O5¢ — C5¢,
beta atomy P — O5° — C5° — C4’, gama atomy O5° — C5° — C4’ — C3’, delta atomy C5° — C4’ —
C3° - 03’, epsilon atomy C4’ — C3” — O3’ — P a torzni thel zeta atomy C3’ — 03’ — P — O5°.

Obrazek 8 Dihedralni uhly mezi dvema nukleotidy nukleovych kyselin.

Pseudorotacni uhel cukru (,,Sugar pucker )

Riboza, cukr obsahujici v kruhu pét atomd, se nachazi v nukleovych kyselinach. Bylo zjisténo,
ze tento cukr neni z prostorovych divodl rovinny tutvar. Jeden nebo dva atomy jsou vytoceny

z roviny. V ribofuranéze je fixovana rovina C1’-04’-C4’. Zda je cukr v konformaci endo ¢i exo
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rozhoduji tedy pouze atomy C2’ ¢i C3’. Endo-pucker znamena, Zze C2’ nebo C3’ jsou vytoCeny
ve sméru atomu O5’. Exo-pucker popisuje posun v opacném sméru. V molekule RNA najdeme
ve vetsing pripadi C3’-endo uspotadani. Za pokojové teploty jsou ob€ uspotfaddani v rovnovaze.

Struktura cukru se vyznamné podili na tvorbé sekundarnich struktur v nukleovych kyselinach.

Vodikova vazba

strukturu a funkci biomakromolekul. Vodikova vazba vznika, kdyz atom vodiku kovalentné
vazan na protonovy donor A-H interaguje s volnym elektronovym parem atomu X, ktery se
chova jako vodikovy akceptor. Nepfilis velkd sila vazby A-H zptisobuje prodlouZeni této vazby
a v souvislosti s tim snizeni (Cerveny posun) frekvence vazby A-H. V nekterych systémech

muze byt situace odliSna a naopak dochazi k tzv. modrému posunu v IR spektru [98].
Hustotni mapa

Hustotni mapa iontli v molekule RNA nam poskytuje informaci o rozlozeni jednotlivych
atomul, molekul ¢i iontt (v diplomové praci kationty Na+). Modul Ptraj v programovém baliku
AMBER 10.0 nabizi moznost sestaveni 3D mapy s nejvétsim vyskytem atomu, molekuly ¢i
iontu ve studované molekule. Tento format nasledné miizeme jednodusSe zobrazit v programu

VMD [97].
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4.  VYSLEDKY
4.2.  Strukturni dynamika aktivniho mista HDV ribozymu v geometrii vhodné

pro mechanismus obecné baze (1vc0)

Zavislost dynamikého chovani HDV ribozymu na protonovaném ¢i neprotonovaném
stavu nukleotidu C75 byla zkouména na Sesti simulacich struktur pfed rozstépenim
cukr-fosfatové pateie (1vc0) (Tabulka 4), kde nukleotid C75 je v pozici pro obecnou
bazi. Simulace byly neutralizované monovalentnim iontem Na+ a délka jednotlivych
simulaci dosahla 100ns. VSechny simulace vykazuji stabilni Casové trajektorie, ve
kterych pét Sroubovicovych regionti P1, P1.1, P2, P3 a P4 zistavaji blizko jejich
krystalové struktufe, coz ukazuji hodnoty RMSD (Graf 3). Tato celkova stabilita
molekuly je dana kompaktnim slozenim struktury, siti vodikovych vazeb a patrovych

interakci (stackt).

Graf 3 Stredni kvadraticka odchylka struktur pochazejici z krystalové struktury Ivc0.
RMSd byla pocitana pres vSechny atomy fosforu.

— GUU3HCT5
— GUU3F/CT5H+

— GU/C37/CT5
— GLU/C37/CT5H+

2F — AH+1/C37/CT5
—  AH+1/C37/CT5H+

0 50000 le+0:

Vychdazeli jsme z predpokladu, Ze mechanismus obecné baze je energeticky i
strukturdlné schidny [58], nicméné nezavrhovali jsme mySlenku mechanismu obecné
kyseliny, kterou potvrzovaly nékteré biochemické experimenty [53]. Protonaci atomu
C75(N3) a pusténim molekuldrné dynamickych simulaci na delsi ¢asové Skaly jsme

chtéli docilit reorganizace aktivniho mista. V simulacich po ptfidani vodiku na atom
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C75(N3) v cis-acting struktuie prekurzoru vidime stabilni vazby C75H+(N3) s atomy
C75(01P)/(O2P). Ve vsech simulacich ziistalo aktivni misto v geometrii blizké
krystalové struktufe a nedochazelo ani po 100ns ke zmén¢ geometrie na takovou, ktera
by byla kompatibilni s mechanismem obecné kyseliny (Obrdzek 9). Systém se tedy

nachdzel ve svém lokéalnim nebo globalnim minimu.

Obrazek 9 Hustotni mapa sodikovych kationtii a geometrie aktivniho mista struktury
Ivc0. Zelené jsou vyznaceny jednotlivé okupance iontii. Cervenym krouzkem jsou

vyznaceny hustotni mapy kationtit v blizkosti atomu GI1(N7).
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Tabulka 4 Seznam vsech molekularné dynamickych simulaci pochazejici z krystalové

struktury IvcQ. Proton ¢i neproton vyjadiuji vyskyt vodiku na atomu C75(N3).

Pocateéni

Simulace struktura Pocet nukleotidi Protonacni stavy Par 1/37 Délka simulace (ns) Pocet ionti
G1/U37 proton 1vc0 73 C41H'/C75H" G/U 100 69 Na*
G1/U37 neproton 1ve0 73 C41H'/C75 G/U 100 70 Na*
G1/C37 proton 1ve0 73 C41H/C75H" G/C 100 69 Na*
G1/C37 neproton IvcO 73 C41H"/C75 G/C 100 70 Na*
A+1/C37 neproton 1vc0 73 C41H/C75H" A+/C 100 69 Na*
A+1/C37 proton 1vc0 73 C41H'/C75 A+/C 100 70 Na*

4.3. Mechanické modelovani aktivniho mista

Ve struktute, kterd se nachazela v geometrii vhodné pro mechanismus obecné baze,
nedochézelo ani po protonaci C75 k samovolné zméné geometrie na usporadani vhodné
pro mechanismus obecné kyseliny. V kratkych simulacich jsme malymi umélymi
silami pisobili na namodelovanou trans-acting strukturu ribozymu (struktura 1sj3
s deletovanym J1/2 segmentem) postupné na vazby mezi atomy C75(N3) — G1(05’),
C75(N4) — G1(O1P)/(O2P) a na torze a, vy, € (Obrazek 10) tak, abychom dostali stabilni

strukturu vhodnou pro mechanismus obecné kyseliny.

Prvni simulace byla orientovdna pouze na vazbu G1(05’) — C75(N3), kde jsme
pouzili restrain o velikosti 50kcal/mol po dobu 10ns. Tato vazba se ale po uvolnéni
restrainu udrzujici kontakt rozpadla ve volné dynamice po 10ns. Nasledné jsme se
pokusili udrzet vazbu G1(05’) — C75(N3) a GI(O1P) — C75(N4) nebo G1(O2P) —
C75(N4). Drzeli jsme tyto vodikové vazby silou 50kcal/mol po dobu 10ns. Nicméné¢ i
tyto vazby se po uvolnéni sil rozpadly a simulace neposkytla stabilni geometrii
vhodnou pro mechanismus obecné kyseliny. Abychom docilili geometrie obecné
kyseliny, museli jsme spravné natocit torzni tthel G1(a) spole¢né s G1(y) a podrzet je
v dané geometrii (a = -90° a y = -160°) po urcitou dobu. Po otoceni torzi alfa a gama
doslo k dosaZeni geometrie vhodné pro mechanismus obecné kyseliny a dokonce tato
struktura  byla po dobu 2ns  stabilni s  Uhlem mezi  atomy
U-1(02’), G1(P) a G1(0O5’) kolem 160°, coz je nejbliZe ,,in line* kontaktu dilezitého

pro geometrii vhodné pro mechanismus obecné kyseliny (Obrdzek 10, Graf 4). Jedina
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vec, ktera nevyhovovala mechanismu, byla orientace 5’-konce. Ten vycnival dovniti

struktury.

Obrazek 10 Schéma MD simulaci. Vypsany jsou vzdy udaje, které vazby a torzni uhly

byly modulovany pouzitim restrainii. Obrazky zndzornuji volny priitbeh molekuldarnich

dynamik, jak se struktury chovaly po uvolneéni restrainii.

Logickym krokem tedy byl restrain torzniho thlu epsilon, za ti¢elem otoceni 5 konce
nukleotidu U-1. Otéaceli jsme epsilon torzi ve dvou smérech (z hodnoty -110° do
hodnoty -270° nebo z -110° do 100°) soucasn¢ s drzenim vazeb G1(05’) — C75(N3) a
GI1(O1P) — C75(N4) nebo G1(O2P) — C75(N4). Po uvolnéni struktur jsme dostaly
uspokojivé vysledky ohledné¢ vazby GI(O5’) — C75(N3) a vysunuti 5’-konce ze

struktury ven. Nicméné nepozorovali jsme ,,in line* konformaci.
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Graf 4 Hodnoty uhlu pro ,,in line attack” mezi atomy U-1(02°), GI(P) a G1(05’),
vyvoj torzniho uhlu cukru na nukleotidu U-1 a torzi epsilon a zeta nukleotidu U-1 ve
volné dynamice pri drzeni vazeb G1(05°) - C75(N3), GI1(OIP) - C75(N4) a torznich

uhli alfa a gama.
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4.4. Strukturni dynamika aktivniho mista HDV ribozymu v geometrii vhodné

pro mechanismus obecné kyseliny (3nkb)

V pribéhu této prace byla objevena struktura trams-acting riboyzmu, v niz byla
domodelovana geometrie U-1 a G1 nukleotidu, kterd byla vhodnd pro mechanismus
obecné kyseliny. Pro zjiSténi stability geometrie vhodné pro mechanismus obecné
kyseliny byly spustény simulace zaloZené na struktufe od Barbary Golden (3nkb) [8]
(Tabulka 5) (viz kapitola 3.2.1). VSechny simulace vykazuji stabilni casové trajektorie,
coz bylo potvrzeno grafty RMSd (Graf 5). Z krystalografickych dat vyplyva, ze aktivni
misto ma uspofadani, vnémz nukleotid C75 je snejvétsi pravdépodobnosti
protonovany a katalyticky kovovy kation je ve vazebni blizkosti u aktivniho mista (viz
kapitola 4.5). Atom C75(N3) je v této struktuie ve vazebni vzdalenosti k atomu

G1(05°) a to ve vzdalenosti 3,7A a to, Ze by se atom C75(N3) mohl nachazet
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v protonovaném stavu, podporuji vysledky Ramanové spektroskopii ribozymu [99].
Vzdalenost hote¢natého kationtu od atomu C75(N3) byla vypoctena na 5,5A. Mezi
témito dvéma kladné nabitymi atomy se nachazi zéporny fosfat. Pfesnou konformaci
nukleotidu U-1 bylo velmi slozité¢ experimentalné ziskat, nebot’ kvtili malé elektronové
hustoté je nukleotid velmi Spatné rozliSitelny. Jedna z méla vazeb na nukleotidu U-1,
ktery byl domodelovany ze struktury HHRz, je patrnd na atomu O2’, ktery je
v kontaktu s kovovym kationtem. Domodelovand baze U-1 ve struktufe 3nkb je
stabilizovana patrovou interakci s nukleotidem U23, ktera ve struktufe 1vcO také
nebyla pozorovéana. Elektronova hustota pro geometrii patrové interakce baze U-1 s
strukturach kromé struktur produkti bylo postaveni nukleotidd U20/G25 v orientaci

cis. Nicméné ve struktufe 3nkb je geometrie nukleotidil v poloze trans.

Graf 5 Stredni kvadraticka odchylka (RMSd) struktur pochazejici z krystalové struktury
3nkb. RMSd byla pocitana pres vSechny atomy fosforu.
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Obrazek 11 Hustotni mapy a strukturni zmény v aktivnim misté ribozymu hepatitidy D.
Zelené jsou vyznaceny okupance sodikovymi ionty a modrou kulickou je vyznacen
horecnaty kation. (4) Struktura obsahujici pouze Na kationty a protonovany nukleotid
C75. (B) MD simulace struktury s jednim Mgz+ kationtem a protonovanym cytosinem
C75. Mg’ ion se nachdzel v aktivnim misté a tvoril pFimou vazbu s nukleotidem U-1 a
G1 (C) Struktura se ctyrmi kationty Mgz+ a protonovanym C75H". Horecnaty kation
opét nahradil sodiky v aktivnim misté a tvoril primou vazbu s nukleotidem U-1 a G1.
(D) Struktura neobsahujici atom U-1(02°), G1(02’) a G2(02°) se sodikovymi kationty.
Kationty nemohou tvorit vazbu s atomem U-1(02°) a struktura aktivniho mista se
rozpada. (E) Struktura s deprotonovanym C75 v sodikovych kationtech. Deprotonaci
vymizi vazba s G1(05°) a dojde k rozpadu struktury.
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Ditlezit¢ kontakty na udrzeni geometrie pro mechanismus obecné kyseliny jsou
vodikova vazba mezi C75(N3) s G1(05’) a pfima vazba mezi kationtem a atomem U-
1(02’). Pokud byl cytosin C75 v simulaci protonovan na atomu C75(N3) a pfitomen
2’-hydroxyl na bazi U-1, tak bylo uspotadani stabilni po celou dobu simulace (Obrazek
114,B,C). V simulacich, kde chybél atom U-1(02’), se stal nukleotid U-1 flexibiln¢jSim
a dochézi ke zménadm torznich Ghli (Graf 7) a vazeb mezi C75 a G1 (Tabulka 5).
Velmi dilezitym faktorem ovliviiujici stabilitu aktivniho mista je protonace atomu
C75(N3). V simulaci, kde byl tento atom deprotonovan, dochazi jiz po 20ns k ztraté
vazby C75(N3) s G1(0O5’) (Tabulka 5, Obrazek 11E). Na udrzeni iontd v aktivnim
misté ma vyrazny vliv trans konformace ,,wobble* paru U20/G25. Par svymi kysliky
U20(02) a G25(06) byl v kontaktu s prvni solvataéni sférou kovovych kationtd
(Obrazek 11).

Tabulka 5 Seznam vsech molekularné dynamickych simulaci pochdzejici z krystalové

struktury 3nkb.
Pocet Délka simulace
Simulace Pocatecni struktura nukleotidi Protonované stavy Par 1/37 (ns) Pocet ionti

trans C75H" 3nkb 73 C41H'/C75H" G/U 100 68 Na*
trans C75H" s IMg”* 3nkb 73 C41H'/C75H" G/U 100 66 Na" a IMg*
trans C75H" s 4Mg*" 3nkb 73 C41H'/CT5H" G/U 100 60 Na" a 4Mg**
trans C75H" deoxy 3nkb 73 C41H'/C75H" G/U 100 68 Na*
trans C75 3nkb 73 C41H" G/U 100 69 Na*

4.4.1. Pseudotorzni uhel cukru nukleotidu U-1 (,,sugar pucker*)

Na uspotradani nukleotidu U-1 ma urcity vliv 1 hodnota pseudotorzniho thlu cukerné
jednotky nukleotidu. Krystalova struktura 3nkb vykazuje hodnotu pseudotorzniho thlu
ribozy 165°. Tato hodnota odpovida uspotadani C2‘-endo, ktera je pro molekuly RNA
velmi castd. Pro vyvoj torzniho Uhlu cukru v ase a jeho vliv na strukturu je
molekuldrni dynamika vybornym néstrojem, nebot’ zmény pozorujeme na atomdrni

urovni (Graf 6).

V simulaci s protonovanym C75 neutralizované pouze ionty Na™ nedochézi ke
zméné konformace cukru a pucker ziistdva na hodnoté mezi 144-180°, coZz odpovida
uspotadani C2°-endo (Tabulka 5). U struktury, kde jsme ponechali deoxy ribézu na
nukleotidech U-1, G1 a G2 (Tabulka 5), se hodnota thlu ribézy na nukleotidu U-1
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pohybovala taktéz v konformaci pro C2‘-endo, ale v kratkych cCasovych tsecich
pozorujeme hodnoty lehce nad 180°. To odpovida hodnoté pro C3’-exo. U simulaci,
kde jsme pfidali hotfecnaté kationty je situace trochu odlisna a kovovy kation ma na
hodnotu puckeru U-1 ribozy uréity vliv. Ve struktufe s jednim Mg®" iontem je velikost
torzniho thlu cukru v rozmezi mezi 180° az 240°. Tyto hodnoty odpovidaji geometrii
pro C3’-exo a C4’-endo. V kratkych Casovych usecich ptechdzi cukr do hodnot pro
C2‘-endo geometrii (Tabulka 5). Systém obsahujici Ctyfi hotecnaté kationty na zacatku
simulace vykazuje Siroké rozmezi hodnot pro torzni thel mezi 90° az 240°. Po 3ns
dochazi ke stabilizaci uhlu na hodnotach 140-180°, coz odpovida opét geometrii C2°-
endo . U simulaci s neprotonovanym C75 pozorujeme vétsi flexibilitu zmény geometrii
(Tabulka 5). Systém obsahujici Na' kationty se pievazné nachazi v hodnotach kolem
150° v geometrii C2¢-endo (Tabulka 5). Nejcastéjsi geometrii v riboéze nukleotidu U-1
je C2¢-endo, kterd je podle experimentii nejcastéjSi konformaci v ribonukleovych

kyselinach.

Graf 6 Pribéh pseudotorznich uhlii cukru (,,sugar pucker®) jednotlivych simulaci ve

stupnich.
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4.4.2. Torzni uhel patere mezi U-1 a G1

Strukturni chovani nukleotidd U-1 a GI1, mezi kterymi dochazi ke Stépeni
cukr-fosfatové patete, jde velmi dobie popsat pomoci dihedralnich ahli patete (Graf 7).
Definice jednotlivych torznich thll je vyobrazena na Obrazek 8. Hodnoty jednotlivych
uhli v krystalové struktute 3nkb s domodelovanymi nukleotidy U-1 a G1 z HHRz jsou:
alfa 261,65°, beta 113,34°, gama 242,37°, epsilon 208,24° a zeta 135,71°. Z téchto

hodnot pak startovaly vSechny simulace a vyvoj torzi v Case je znazornén v Graf 7.

Hodnota torzniho thlu alfa se u simulace s protonovanym C75H" obsahujici
pouze Na' kationty, Na’ kationty a 1Mg2" nebo 4Mg2" neménila a zlstavala na
pramérné hodnoté 290°, coz odpovida hodnotd oznadované jako gauche (-). Uhel alfa
se u dalsich dvou simulaci (trans C75H" deoxy, trans C75) odchylil k niz§im hodnotam
(Tabulka 5). Systém s C75H" deoxy piejde z hodnot kolem 290° po 2ns na priimérnou
hodnotu 60° gauche (+). Stejny prechod pozorujeme u systému s neprotonovanym

nukleotidem C75, kde dojde k ptechodu po 0,5ns.

Graf 7 Priibeh torznich uhlu alfa, beta a gama nukleotidu G 1, epsilon a zeta nukleotidu
U-1 v simulacich trans C75H (Cernd), trans C75H" s IMg’" (Cervend), trans C75H " s
4Mg2+(zelend), trans C75H" deoxy(modra) a trans C75(Zluta).
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Beta torze je podobné jako u torze alfa v prvnich tfech simulacich C75H+
s Na+, Na+ a jednim popiipadg &tyfmi kationty Mg?" neméni po celou dobu dynamiky.
Primérna hodnota je 98°. Priib¢h beta torze u simulace s trans C75H+ deoxy je odlisny
(Tabulka 5). Z pocatecni primérné hodnoty 97° se zméni torzni tthel na primeérnou
hodnotu 277°, ve které vydrzi ptiblizn¢ 1ns. Poté se ustali uhel na primémych 176°.
V simulaci ribozymu hepatititdy D trans C75 doslo ihned po startu k pfeskoku beta

torze na pramernou hodnotu 177°, kde se udrzela az do konce simulace (Tabulka 5).

Gama torze se opét neménila u simulaci s protonovanym nukleotidem C75H"
neutralizované Na”, jednim nebo dvéma ionty Mg?" a priimérna hodnota po celou dobu
trajektorie byla 202° (Tabulka 5). Simulace trans C75H™ deoxy méla po&ateéni hodnotu
kolem 189°. Po 2ns doslo k preskoku na primérnou hodnotu 300°. V této poloze
vydrzela cca 2ns a pak pteSla na prumérnych 49°, kde se nachazela az do konce
simulace. Systém trans C75 se z pocatecni primérné hodnoty 180° pfesune na hodnotu

kolem 300°. Posledni 2,5ns se ustali na velikosti thlu kolem 50° (Tabulka 5).

Simulace s ribozymem v protonovaném stavu C75H" neutralizovaném ionty
Na’, jednim Mg a &tyfmi Mg®" méla velmi stalou hodnotu torze epsilon o primérné
hodnoté 200° (Tabulka 5). Zbyvajici dvé simulace (trans C75H" deoxy a trans C75
(Tabulka 5) ménily své pramérné hodnoty po celou dobu trajektorie z 200° na 280° a

Zpét.

Hodnoty dihedralniho uhlu zeta se pfili§ neménily u zadné ze simulaci a
prim&ma velikost Ghlu byla kolem 90°. Zeta se ale piekvapivé liSila u simulace
s jednim atomem Mg, kde hodnota zeta byla vétsi a pohybovala se kolem 145° po

celou dobu simulace (Tabulka 5).

4.5. Analyza ionti

vvvvvv

s mutaci C75U a pomoci Ramanovy spektroskopie byla potvrzena pfitomnost kationtu
v blizkosti atomu G1(N7) [62, 100]. Ve ¢tyfech simulacich, jejichz startovni struktura
vychézela ze struktur 1vc0 jsme mutovali baze na pozici 1/37, kde jsme nahradili ,,GU
wobble* par kanonickym parem G1/C37 a izosterickym AH+1/C37 péarem. Pomoci
téchto nahrazeni jsme pozorovali snizeni koncentrace iontii v aktivnim misté. Snizeni

poétu kationtd Na' v aktivnim misté bylo zptisobenu nahrazenim U37 za C37. Uracil
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obsahuje kyslik na pozici Ctyfi a ten se stard o vazbu dalSiho kationtu a spolu s
guaninem ,,GU wobble* paru vytvaii takzvanou iontovou kapsu. Cytosin ma misto
kysliku skupinu -NH; a ta nedokéze vézat dalsi kation. Tento fakt byl potvrzen radialni
distribuéni funkci (Graf 8). U mutantu AH'1/C37 naprosto vymizela iontova hustota
v okoli AH'1/C37 paru a tedy i vazebné mista pro kationty. Protonovany adenin
neobsahuje atom O6 a navic byl kladné nabity. Redukce iontii v aktivnim misté byla
potvrzena hustotnimi mapami a radialni distribu¢ni funkci (Obrdzek 9). Abychom
vyskyt iontll kolem atomu AH'1/G1(N7) kvantifikovali, pouZili jsme integral radialni
distribu¢ni funkce, jehoz hodnoty odpovidaji koordina¢nimu cislu (Tabulka 6). Ve
vzdalenosti 3A je v poslednich dvaceti nanosekundach simulace nejpravdépodobn&jsi
vyskyt jednoho kationtu Na+ u nativni struktury s neprotonovanym C75 (0,981) a ve
vzdalenosti 6A se zde objevuji dva ionty Na+ (2,067). Z koordina¢nich ¢&isel pro
simulaci s protonovanym adeninem na pozici 1 je patrné, ze prvni kation se vyskytuje u

atomu AH'1(N7) nejdiive ve vzdalenosti 6A.

Tabulka 6 Koordinacni cisla k atomu GI1(N7) pro celou simulaci (100 ns) a po 20 ns

usecich. Prvni ¢islo znadi koordinacni Cislo ve vzddalenosti 34 a druhé ve vzddlenosti

64.

Cas/struktura  G1/U37/C75 G1/U37/C75H+ G1/C37/C75 G1/C37/C75SH+ AH+1/U37/C75 AH+1/U37/C75H+

0-100ns 0.591/1.871 0.494/1.665 0.702/1.33 0.278/1.282 0.269/1.064 0.134/0.749
0-20ns 0.252/1.616 0.305/1.659 0.719/1.223 0.399/1.783 0.205/1.376 0.094/0.544
20-40ns 0.481/1.911 0.374/1.606 0.319/0.934 0.425/1.827 0.331/1.010 0.201/0.819
40-60ns 0.520/1.961 0.361/1.539 0.810/1.425 0.280/1.088 0.136/1.068 0.122/0.845
60-80ns 0.690/1.701 0.738/1.810 0.782/1.440 0.260/1.144 0.442/0.958 0.140/0.832
80-100ns 0.981/2.067 0.676/1.617 0.869/1.563 0.005/0.482 0.213/0.835 0.104/0.637

Procentudlni zobrazeni okupance jednotlivych atomil v aktivnim misté je shrnut
v Tabulka 7. Cisla jsme ziskali vypoétem Gasu, jak Gasto byl kation Na* piitomen u
daného atomu ve vzdalenosti < 3,5A. Pozorovali jsme vyraznou procentualni zménu na
atomu AH'I(N7) u mutantu s protonovanym adeninem na pozici 1. Pokud je

protonovany adenin i katalyticky cytosin, okupance ionty klesne na pouhych 8,2%.

Dalsimi atomy casto okupovanymi sodikovymi kationty jsou samoziejmeé
kysliky fosforu O1P nebo O2P nukleotidu AH'1/G1 nebo C75, které byly sledovany. Z
tabulky taky vyplyva, ze ionty se vazou na atom G1(06) a kyslik tak napomaha

v v 4 + . r % . . . .
zvétSeni koncentrace Na v aktivnim misté. Pokud jsme nahradily guanin adeninem,
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ktery neobsahoval kyslik na pozici 6, ale skupinu —NH>, doslo k vymizeni okupance u

tohoto atomu.

Graf 8 Radidlni distribucni funkce kolem atomu GI1/AH 1(N7) pro kationty Na"
v simulacich startujicich z krystalové struktury Ivc0. V 60-100ns je vyrazny cerveny pik
odpovidajici nativnimu stavu ribozymu hepatitidy D s ,,wobble parem na pozici 1/37.
Druhy pik odpovida vyskytu iontu u atomu U37(04), ktery se nenachazi v simulacich

s cytosinem na této pozici.
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Tabulka 7 Okupance ionty Na' v procentech k jednotlivym atomiim v aktivnim misté. Vyznacend oblast zndzoriuje pokles okupanci atomu

AH"1/G1(N7) Na" ionty v zavislosti na typu simulace.

atom/simulace  G1/U37/C75 G1/U37/C75H" G1/C37/C75 G1/C37/C75H" AH'1/U37/C75 AH'1/U37/C75H"

U-1(02) 32.44 22.77 4251 9.49 54.4
U-1(04) 4.35 42.51 20.78 3.81 6.95
U-1(N3) 18.73

U-1(03") 94.67 4.12 4137 1.08
U-1(05") 18.02 5.63 9.13 7.79 6.12 23.66
G1(06)/A"1(N6) 1422 5.75 15.49 7.89

A"1/G1(N7) 59.2 44.97 67.17 23.72 26.04 82
A'1/G1(0O1P) 22.01 15.95 55.09 16.94 39.16 11.34
A'1/G1(02P) 104.3 10.55 5.86 90.45

A"1/G1(03") 7.03 3.43 71.68

A'1/G1(05") 1.84 5.9

C75(N3) 34.77 19.24 1.33 13.11 7.72 2.8
C75(01P) 14.65 40.29 1.54 32.33 24.92 2.41
C75(02P) 19.32 57.05 1.38 55.97 20.1 4.7
C75(03") 7.48

C75(05") 4.09 1.32 13.78 55 2.79
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U struktury 3nkb, kterd mé usporadani aktivniho mista spiSe kompatibilni
s mechanismem obecné kyseliny, je situace ohledné pozic iontl v aktivnim misté
odli$na. Zde je z krystalovych struktur hofe¢naty ion umistén mezi U20/G25 ,,wobble*
par smycky L3, nukleotid U-1 a katalyticky C75. Domodelovany hotfec¢naty kation je
v pfimém kontaktu s atomy U-1(02’) (vzdalenost 2,4A), G1(O2P) (vzdalenost 2,2A),
U23(02P) (vzdalenost 2,3A) a jeho prvni solvataéni sféra je navazana na G25(N7) a
G25(06). V nasem piipadé jsme tuto strukturu neutralizovali kationty Na+ a navic do
dvou struktur jsme piidali jeden nebo Ctyii hofecnaté kationty. NaSe pozorovani
odhalilo vazbu iontli v aktivnim misté a potvrdilo obsah kationtii ve stejném miste jako
krystalové struktury 3nkb. Na rozdil od experimentu jsme ale mohli pozorovat vyskyt
sodnych kationtl. Sodné kationty bez pritomnosti hofe¢natych kationtll se nachéazely
také mezi nukleotidy C20, G25, U-1 a C75 jak ukazuji hustotni mapy a radialni
distribu¢ni funkce (Graf'9).

Graf 9 Radialni distribucni funkce sodnych kationtii kolem atomu U-1(02°), GI(O2P)
a G25(N7).
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V simulaci s jednim hofecnatym kationtem doSlo k okamzitému nahrazeni sodnych
kationt( v aktivnim misté pravé timto Mg”" iontem. Hofeénaty kationt se okamzité ujal

své pozice mezi nukleotidy C20, G25, U-1 a C75. S vétsi koncentraci hotecnatych

56



kationtii se koncentrace sodnych iontii v aktivnim mist¢ a kolem né&j jeSté o néco
zmenSila (Obrdzek 11, Graf 9). Dalsimi misty, kde se vazi hotecnaté kationty, jsou

fosfaty nukleotidti A77, A78 a P4 kmenu.
5. DISKUZE A ZAVER

Ribozym hepatitidy D byl prvnim RNA enzymem, u které¢ho se poprvé objevila
myslenka, Ze vyziva jeden ze svych nukleotidii pro pribeh acido-bazické katalyzy [28,
51, 53]. Prvni krystalova struktura byla ziskdna v roce 1998 [28] a dodnes, 1 kdyz

ziskanych struktur je jiz patnact, nebyl objasnény piesny mechanismus katalyzy.

Zatimco nazor, Ze nukleotid C75 se Ucastni katalyzy, je podpofen mnoha
mutaénimi experimenty [47, 53], jeho piesna role bud’ jako obecné baze, nebo jako
obecné kyseliny, je v disledku nepiesnosti mechanistickych studii uz vice nejasna. Oba
modely mechanismil jsou spojeny s pfesnymi navrhy pro konformacni uspotadani
nezbytné pro katalyzu (Obrdzek 5). V krystalovych strukturach pted rozstépenim cukr-
fosfatové patefe mezi nukleotidy U-1 a G1 s mutaci C75U je aktivni misto v geometrii
spiSe vhodné pro mechanismus obecné baze, zatimco krystalové struktury produktii se
ukazuji v konformaci svédc¢ici spiSe pro mechanismus obecné kyseliny. Nejnovéjsi
struktura prekurzoru bez mutace C75U sice nedokdzala rozlisit konformaci U-1
nukleotidu a Stipaného fosfatu, nicméné je spiSe kompatibilni s geometrii pro
mechanismus obecné kyseliny. Nukleotid U-1 a G1 musely byt kviili nizkému rozliSeni
domodelovany. Na prvni pohled nepatrnou zménu obsahovala struktura 3nkb, kdy
oproti vS§em prekurzorovym strukturam meéla ,,wobble* par U20/G25 v poloze trans.
Pro vyzkum strukturdlni dynamiky enzymu a vyplnéni mezery mezi rentgenovou
krystalografii, kterd poskytuje atomisticky, ale staticky pohled na strukturu, a
mechanistickymi  studiemi, které zkoumaji mechanismus katalyzy pomoci
biochemickych metod, jsme pouzili molekularné dynamické simulace v explicitnim

modelu vody.
MD simulace struktury 1vc0

Struktura 1vcO se vyznacovala uspofddanim nukleotidli v aktivnim misté, které bylo
vhodné pro mechanismus obecné zdsady. V zavislosti na mutacich na pozici 1 a 37 a
protonace atomu C75(N3) jsme pozorovali, jak bude ovlivnéna geometrie aktivniho

mista. Z vysledkil vyplynulo, Ze struktura aktivniho mista skladajici se z nukleotidu U-
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I, GI a C75 se vzasadé neméni a konformace je stile blize uspotfadani pro
mechanismus obecné kyseliny (Obrazek 9). Vyskytuji se zde alfa gama preskoky, které
jsou zpiisobeny pouzitim silového pole parm99, ktery tento jev nema oSetten, jak tomu
je u silového pole parmbcO [94]. Nepozorujeme vazbu potiebnou pro mechanismus
obecné kyseliny G1(0O5°) — C75(N3). Startovni struktura byla ziskana z prekurzoru
s mutaci C75U. Tato mutace mohla zptsobit deformaci aktivniho mista vytvofenim
nového lokalniho nebo globdlntho minima na hyperploSe potenciadlni energie.
Energetickd bariera vedouci ztohoto minima byla pfiliS velikd na to, abychom

rekonformaci aktivniho mista pozorovali ve volné dynamice na 100ns Casové skale.

Na zaklad¢ experimentalnich praci [7] zabyvajici se vyskytem iontl v blizkosti
»wobble* paru G1/U37 vychazi jednoznacné odpovédi, ze atom G1(N7) je esencialné
dalezity pro katalytickou reakci. Jeho deleci a vytvofenim 7-deazoguanizinu
mnohonasobn¢ klesla aktivita ve srovnani s klasickym ribozymem bez mutace. Byla
navrzena struktura prekurzoru, v némz je ion vazan na G1(N7) a prostiednictvim své
solvatacni sféry hraje roli obecné baze, zatimco protonovany C75 by byl obecnou
kyselinou. Abychom mohli tento model podpofit, zanalyzovali jsme ionty v aktivnim
misté pomoci hustotnich map a radialnich distribuénich funkci (Obrazek 9, Graf §).
Z vysledkt vyplynulo, Ze u struktury s ,,GU wobble* parem se vyskytuje nejvice iontd,
nebot’ vytvaii takzvanou iontovou kapsu. U této struktury s neprotonovanym C75 jsme
pozorovali ve vzdalenosti 4,5A od atomu G1(N7) druhy vyrazny pik na radidlni
distribucni funkci, ktery jsme identifikovali jako okupanci sodnych kationtii u atomu
U37(04). Po mutaci ,,GU wobble* paru na kanonicky G1/C37 jsme uz nezaznamenali
tento druhy pik, nebot’ cytosin neobsahuje atom O4. Nicméné struktura s G1/C37
obsahovala stale vyrazny vyskyt sodnych iontd u atomu G1(N7). Vyrazny pokles iontl
v aktivnim misté zaznamenala az mutace tohoto paru na AH'1/C37. Protonovany
adenin snizil markantné vyskyt iontl v aktivnim misté. Nicméné pro tento par
izostericky s G1/U37 nedochazelo v experimentech ke snizeni aktivity ribozymu
hepatitidy D [101]. Vyrazné nesnizend aktivita tohoto mutantu spolu s vymizenim
iontové hustoty u paru AH' 1/C37 svédéi pro to, ze minimalné u tohoto mutantu je
navrzeny mechanismus [101] neudrZzitelny. Je mozné, Ze struktura ribozymu vyuziva
nékolik mechanismil pro své St€peni nebo je navrZzeny mechanismus nekonzistentni a

vyskyt katalyticky aktivnich iontl by tak byl lokalizovan na jiném dilezitém misté.
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Modelovani struktury na mechanismus obecné kyseliny

Z ptedchazejicich vysledki jsme zjistili, ze abychom docilili jakési geometrie, kterd by
odpovidala mechanismu obecné kyseliny, nebude nam stacit volny prtibé¢h molekularni

dynamiky. Pouzili jsme tedy umélych sil, abychom ziskali pozadovanou geometrii.

Plisobenim sily na udrzeni vazeb G1(05’) — C75SH'(N3) a G1(O2P/O1P) —
C75H'(N4) jsme pozadované stabilni uspofadani nukleotidd nedostali, nebot po
uvolnéni sil doslo ve volné molekularni dynamice k okamzitému rozpadu klicové
vazby G1(05’) — C75H'(N3). Z detailni analyzy dynamiky aktivniho mista jsme
usoudili potfebu zmény hodnot jednotlivych torzi. Prvné jsme ménili hodnotu thlu
Gl(a) a G1(y) za stalého drzeni vazeb G1(05’) — C75(N3) a G1(O2P/O1P) — C75(N4).
Tim se nam podaftilo ziskat strukturu, kde ziistavala stabilni vazba G1(0O5”) — C75(N3)
a pozorovali jsme po dobu dvou nanosekund ,,in line attack® potfebny pro pritb¢h
reakce (Graf 4). Jedinym nedostatkem celé struktury byla orientace 5’-konce. Ta
smétovala dovniti struktury ribozymu a 5’-konec by tak nemohl pokracovat dale do
struktury celé molekuly viru hepatitidy D (Obrazek 10). Abychom vytlacili 5°-konec
ven ze struktury, museli jsme zménit hodnotu epsilon torze. Po otoceni jsme dostali
struktury, kde dochazelo k pravidelné zméné vazby mezi C75(N3) s G1(O5’) nebo
GI(O1P). Vazba potiebna pro mechanismus obecné kyseliny tedy nebyla stabilni a

navic jsme nepozorovali ,,inline attack®.

Dv¢ struktury vychazejici z volné dynamiky po restrainech pouze na torze alfa a
gama byly velmi blizko idedlni stabilni struktufe (Obrdzek 10), ktera by odpovidala
struktufe pro mechanismus obecné kyseliny. Urcitou roli hrala cis orientace ,,wobble*
paru U20/G25. Az na urcité nedostatky struktury mizeme fici, ze jsme §li spravnym
smérem. Pred dokoncenim téchto simulaci byla publikovana stabilni struktura
odpovidajici struktufe mechanismu obecné kyseliny [8]. Struktura byla ziskéna
rentgenovou krystalografii pro trans-acting HDV ribozym deleci atomu U-1(02’),
G1(02’) a G2(02’) pottebného pro mechanismus. V této struktufe byl identifikovan
,wobble* par U20/G25 v orientaci trans.

MD simulace struktury 3nkb

Zminovanou novou strukturu jsme podrobili molekuldrné¢ dynamické simulaci a

pozorovali vyvoj struktury a vyskyt iontl v ¢ase. Zjistili jsme, Ze struktura musi
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spliovat urcit¢ podminky, aby byla stabilni. Prvni podminkou je protonovany atom
C75(N3) a druhou je, ze domodelovana konformace pro mechanismus obecné kyseliny
vyzaduje pfitomnost atomu U-1(02’). Struktury obsahujici jak proton vodiku na atomu
C75(N3), tak atom U-1(02’) (Obrazek 11A,B,C) zachovala geometrii vhodnou pro
mechanismus obecné kyseliny po celou dobu simulace, coz vyplyva z jednotlivych
snimkt geometrie (Obrazek 11 A,B,C) a grafii torznich tthli mezi nukleotidy U-1 a G1
(Graf 7). Protonovany C75(N3) tvoftil vodikovou vazbu s atomem G1(0O5’) a atom U-
1(02%) byl v kontaktu s iontem sodiku nebo hoi¢iku, ktery se vazal na dal§i atomy
piimo nebo pfes svou prvni solvatacni sféru, a tim drzel geometrii uracilu. Ribozym
hepatitidy D s neproponovanym cytosinem nemohl tvofit vazbu C75(N3) — G1(05’) a
tudiz doslo k rozpadu usporadani nukleotidd v aktivnim miste, které by bylo vhodné
pro mechanismus obecné kyseliny. Rozpad a zménu konformace struktury nukleotida
U-1 a GI jsme pozorovali ptimo v jednotlivych snimcich (Obrdzek 11 D,E) a ve
zménach hodnot jednotlivych torzi (Graf 7). Struktura vhodnd pro mechanismus
obecné kyseliny se rozpadla i pro simulaci s deoxy-uracilem na pozici -1, 1 a 2. Cukr
uracilu nemohl tvofit vazbu s kationtem sodiku, doslo k vétsi flexibilité uracilu, coz
pozorujeme na zménach hodnot torznich thla patefe i cukru. Nasledné dojde ke ztraté
kontaktu C75(N3) — G1(0O5’). Ze strukturnich dat jasné vyplyva, ze struktura navrZena
experimentatory je stabilni, ale zavisi na protonovaném stavu atomu C75(N3) a

pritomnosti atomu U-1(02°).

Aby mohla probihat katalyticka reakce, je zapotiebi v organismu piitomnost
hotecnatych kationtli. Hote¢naté kationty se podili na katalyze. V mechanismu obecné
kyseliny se ionty, respektive jejich solvatacni sféry, chovaji jako obecné zasady a
piijimaji vodik z atomu U-1(02’) (viz kapitola 0). Experimenty zjistily, Ze reakce mize
probihat i za absence divalentnich iontll v pfitomnosti monovalentnich kationtt.
ProtoZe divalentni ionty jsou v molekuldrni dynamice S$patné parametrizovatelné,
pouzili jsme sodné kationty a ve dvou simulacich jeden a ¢tyfi hofecnaté kationty. Jak
jde vidét v simulaci s C75H" neutralizované pouze sodnymi ionty, monovalentni kation
se uchytil na stejné misto jako divalentni kation, uloZené experimentatory mezi
nukleotidy U-1, G1, U20, G25 a C75. Pravdépodobnost vyskytu iontl v aktivnim misté
jsme vyjadiili pomoci radidlni distribu¢ni funkce. Z RDF grafi (Graf 9) a snimki
hustotnich map (Obrazek 11)je patrné, ze pokud se v simulaci vyskytuje hotecnaty

kation, nahradi sodné kationty a celkovy vyskyt monovaletnich iont v aktivnim misté

60



klesne. Aktivni misto vytvaii silnou elektronegativni kapsu fosfatem nukleotidu G1 a
U20/G25 ,,wobble” parem, ktery v trans usporadani drzi kation pomoci atomu
G25(N7) a G25(06). V simulaci s neprotonovanym C75 se u atomu U-1(02’)
nachazeji dva kationty sodiku ve vzdalenosti 2,5A a 4,5A. Naznacuje to situaci, Ze
chybéjici proton na atomu C75(N3) se snazi nahradit ve vazb¢ s atomem G25(05’)

kation sodiku. Vazba ovSem nebyla dostatecné€ silna a kontakt se nepodafil udrzet.

Z vysledkt vyplyva, ze struktury prekurzorti ziskané mutaci C75U vytvarejici
geometrii vhodnou pro obecnou zasadu jsou ve své geometrii stile po celou dobu
simulace a nepiechédzeji samovolné do usporadani pro obecnou kyselinu ani po zméné
U75 na katalyticky protonovany cytosin. Struktura se nachazi ve svém energetickém
minimu. Struktura s geometrii vhodnou pro mechanismus obecné kyseliny (3nkb) je
udrzitelna ve své konformaci za predpokladu protonace atomu C75(N3) a pfitomnosti
atomu U-1(02’). Dal$im smérem vyzkumem by mélo byt ovéfeni, zda mechanismus
obecné kyseliny v geometrii je z energetického hlediska schiidny pomoci nastroje
kvantové chemie, podobn¢ jako tomu bylo u geometrie pro mechanismus obecné

zasady [58].

Navzdory nekterym omezenim molekularni dynamiky (viz kapitola 2.4.1) je
tento ndstroj teoretické chemie nejlepSi pro popis biomakromolekul v explicitnim
rozpoustédle a poskytuje dilezité kvalitativni strukturalni informace pro RNA katalyzu.
MD simulace velmi uzite¢né dopliuji experimentalni techniky, zvIasté pak statickou

rentgenovou krystalografii, a proto si zaslouZila distojné postaveni ve védé.
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6. PRILOHY

Priloha 1 Parametry pro protonovany cytosin.

RCP INT 1
CHANGE OMIT DU BEG
0.00000
1 DUMM DU .000000 0.000000
2 DUMM DU .449000 0.000000
3 DUMM DU .078700 1.385600
4 P P .314489 1.776673
5 olp 02 .933410 3.073374
6 02P 02 .156547 0.871841
7 05! 0s .994369 2.142475
8 C5" CT .156035 2.551837
9 H5'1 HI .452687 1.753841
10 H5'2 HI1 .604968 3.450028
11 c4' CT .008252 2.847921
12 H4' H1 .447118 3.477373
13 04" 0os .228121 1.605168
14 c1l! CT .558614 1.150950
15 H1' H2 .072002 1.095281
16 N1 N* .485689 -0.234531
17 Coé CM .434822 -0.525287
18 H6 H4 .450328 0.280846
19 C5 CM .343212 -1.803676
20 H5 HA .291174 -2.014169
21 c4 CA .319830 -2.824428

22 N4 N2
23 H41 H
24 H42 H

.226588 -4.113038
.213907 -4.831230
.169275 -4.366118

FEHunEHOoEHHOMHODHEHODOEHOEHODOEHODEH SRRSO EHRERRER
OO U B DRSNS WNWHERNDNDWRENDNRO

25 N3 NA .390522 -2.522967
26 H3 H .378261 -3.256188
27 Cc2 C .475763 -1.230819
28 02 0 .540867 -0.935393
29 C3! CT .415606 3.377827
30 H3' H1 .412072 3.941489
31 c2! CT .230443 2.095696
32 H2'1l HI .668211 2.081313
33 02" OH .272982  2.049941
34 HO'2 HO .759278 1.235228
35 03! 0s .029898 4.128649
IMPROPER

Co6 C2 N1 c1'
N1 N3 C2 02
C2 Cc4 N3 H3
c4 H41 N4 H42
N1 C5 Co6 H6
Cé c4 C5 H5
N3 C5 c4 N4

LOOP CLOSING EXPLICIT

cr' cz2
C2 N1
DONE
STOP

62

WWWRFENDNNNNUUOBDWENMNNMNORRERERER WDDWWWWEDNDDN

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

ecNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNeoll Sl HoNoNeoNoNoNoNoNoNeo NoNeo Ne)

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



Piiloha 2 Parametry pro protonovany adenin.

RAP XYZ O

CHANGE OMIT DU BEG

0.0000

1 DUMM DU M 0o -1 -2 0.00
2 DUMM DU M 1 0 -1 1.00
3 DUMM DU M 2 1 0 1.00
4 P P M 3 2 1 1.60
5 olp 02 E 4 3 2 1.48
6 o2p 02 E 4 3 2 1.48
7 05! 0s M 4 3 2 1.60
8 C5' CT M 7 4 3 1.44
9 H5'1 HI E 8 7 4 1.09
10 H5'2 HI1 E 8 7 4 1.09
11 c4' CT M 8 7 4 1.52
12 H4' H1 E 11 8 7 1.09
13 04" 0s S 11 8 7 1.46
14 Cl' CT B 13 11 8 1.42
15 H1' H2 E 14 13 11 1.09
16 N9 N* S 14 13 11 1.52
17 Cc8 CK B 16 14 13 1.37
18 H8 H5 E 17 16 14 1.08
19 N7 NB S 17 16 14 1.30
20 C5 CB S 19 17 16 1.39
21 Co6 CA B 20 19 17 1.40
22 N6 N2 B 21 20 19 1.34
23 H61l H E 22 21 20 1.01
24 H62 H E 22 21 20 1.01
25 N1 NA B 21 20 19 1.34
26 H1 H E 25 21 20 1.00
27 C2 CQ B 25 21 20 1.33
28 H2 H5 E 27 25 21 1.08
29 N3 NC S 27 25 21 1.32
30 c4 CB E 29 27 25 1.35
31 c3! CT M 11 8 7 1.53
32 H3' H1 E 31 11 8 1.09
33 cz!' CT B 31 11 8 1.53
34 H2'1l HI E 33 31 11 1.09
35 02" OH S 33 31 11 1.43
36 HO'2 HO E 35 33 31 0.96
37 03" 0s M 31 11 8 1.42

IMPROPER

Cc8 Cc4 N9 c1l’'
Cé H61 N6 H62
N7 N9 Cc8 H8
N1 N3 C2 H2
C5 N1 Co6 N6
Cé C2 N1 H1

LOOP CLOSING EXPLICIT

ci' cz2!
Cc4 C5
Cc4 N9
DONE
STOP

63

.00
.00

90.
119.
109.
109.
101.
119.
109.
109.
110.
109.
108.
110.
109.
109.
131.
120.
113.
104.
132.
123.
120.
120.
117.
119.
118.
120.
129.
110.
115.
109.
102.
109.
109.
107.
11l6.

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

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

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

00

00

00

00
00

00

11
00
30
00
00
00
47

| | | [
OO OO OoOoOo

[eNeoNoBoNoNeoNolololNoNolBololNeoNoNoNoNoloNoNoNololoNolNolNolNolNo]

.0000
.0000
.0000
.1662
L7760
L7760
.4989
.0558
.0679
.0679
.1065
L1174
.3548
.1297
.2007
.0532
L1412
.2008
.5330
.2613
.2748
L7251
.4282
.4282
.2604
.3566
.1964
.1889
L4431
.3240
.2022
.0615
.0670
.0972
.6139
.4186
.5246



Piiloha 3 Parametry pro deoxy uracil.

DU5S XYZ
CHANGE
0.0000
1 DUMM
2 DUMM
3 DUMM
4 H5T
5 05"
6 C5'
7 H5'l
8 H5'2
9 C4'
10 H4'
11 04"
12 C1'
13 H1'
14 N1
15 Cé6
16 H6
17 C5
18 HS
19 c4
20 04
21 N3
22 H3
23 C2
24 02
25 C3'
26 H3'
27 C2'
28 H2'l
29 H2'2
30 03"
LOOP
c1' c2'
C2 N1
IMPROPER
C2 Ccé
C5 H6
c4 Ccé
C5 N3
c4 C2
N1 N3
DONE
STOP

0

OMIT DU

DU
DU
DU
HO
OH
CT
H1
H1
CT
H1
oS
CT
H2
N*
CM
H4
CM
HA
C

0

NA

N1
Co6
C5
c4
N3
C2

EHHUEREHd O E TR RRRER R R R

Cl'
N1
H5
04
H3
02

BEG

999.000
999.000
-999.000

1.
.958000
.788000
.060000
.351000
.166000
.392000
.142000
.468000
.623000
.633000
.876000
.959000
.067000
.259000
.023000
.186000
.773000
.731000
.573000
.357000
.576000
.882000
.425000
.178000
.917000
.786000

N WD WNNDNNONNMNNNWWWWNDNNMNNMNNNNEOR OOOR

866000

64

999.0
-999.0
999.0

1.
.721000
.111000
.301000
.002000
.413000
.030000
.170000
.738000
.685000
.717000
.079000
.321000
.361000
.627000
.401000
.601000
.947000
.698000
.635000
.330000
.967000
.536000
.699000
.697000
.672000
.721000

O WNWEDNRE

500000

-999.0
999.0
999.0

0.
.930000
.674000
.657000
.223000
.115000
.572000
.880000
.147000
.225000
.703000
.405000
.639000
.065000
.025000
.060000
.843000
.339000
.127000
.718000
.880000
.331000
.453000
.439000
.651000
.411000
.516000

BN WNDWOOad OOBNWENMNENDNWOODSWWWERERRFEO

000000

cNeoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoloNoNoNoloNolNoNoNoNolNo)

.00000
.00000
.00000

.442200
.631800
.006900
.075400
.075400
.162900
.117600
.369100
.074800
.180400
.041800
.112600
.218800
.363500
.181100
.595200
.576100
.354900
.315400
.468700
.547700
.071300
.098500
.085400
.071800
.071800
.523200



7. VYSVETLENI ZKRATEK

A adenin

C cytosin

G guanin

U uracil

RMSd sttedni kvadraticka odchylka
RDF radidlni distribu¢ni funkce

DNA deoxy ribonukleova kyselina
RNA ribonukleova kyselina

mRNA informacni ribonukleova kyselina
tRNA transférova ribonukleova kyselina
rRNA ribozomalni ribonukleové kyselina
P pseudorotace

Tm maximalni stupeni vrasnéni

HDV virus hepatitidy D

HBV virus hepatitidy B

HDVr ribozym hepatitidy D

HBsAg povrchovy antigen viru hepatitidy B
HDAg antigen hepatitidy D

ORF otevieny Cteci ramec

Na+ sodny kation

Mg2+ hotecnaty kation

GA obecna kyselina ("general acid)
GB obecné baze ("general base")
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