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1 UVOD

RNA se fadi mezi biomakromolekuly, které jsou sloZzeny nejcastéji  z jednoho
polynukleotidového vldkna. V soucasnosti je zndmo mnoho druhi RNA, jejichz funkce
Vv bunice jsou odlisné. Od dob objevu RNA byl v oblasti studia jejich vlastnosti a mechanismt
pomoci experimentalnich i teoretickych metod ucinén velky pokrok. Ribonukleové enzymy —
ribozymy, ackoliv jsou méné Cetné nez proteinové enzymy, byly pravdépodobné prvnimi
katalyzatory v zivé hmot¢. Ribozymy maji schopnost katalyzovat mnozstvi biochemickych

reakci a také své vlastni Stépeni. Piikladem takového ribozymu je Twister ribozym.

Twister ribozym je RNA molekula schopna katalyzovat své vlastni $tépeni. Poprvé byl
izolovan z ryze, ale vyskytuje se i Vv jinych eukaryotickych organismech a bakteriich. Jedna
se o pomérné malou, ale komplexni strukturu, obecné tvofenou tfemi stemy a dvéma

vvvvvv

¢ast ribozymu — aktivni misto.

V soucasné dobé¢ jsou ke studiu problémti na molekulové Grovni v riiznych oblastech
od fyziky, biologie az po chemii hojné¢ vyuzivany vypocetni metody. Diky rychlému vyvoji
pocitatové techniky lze studovat chovani a stabilitu biomolekul na atomdrni Urovni
na mikrosekundovych casovych skalach. Predlozena bakalafska prace se zabyva studiem
flexibility a stability Twister ribozymu pomoci nastroji vypocetni chemie. V ramci prace je

také diskutovana kvalita riznych krystalovych struktur Twister ribozymu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 RNA

Ribonukleova kyselina — RNA je makromolekula tvofena polynukleotidovym fetézcem
obsahujicim ¢tyfi opakujici se baze: adenin, uracil, cytosin a guanin. (Obr. 1) Baze
se kanonicky komplementarné paruji vzdy stejnym zpisobem — A-U a C-G, nicméné RNA
hojné vyuziva i nekanonického péarovani, viz nize. Tyto baze se vazi na cukernou jednotku

ribozu. Retézec je pak vytvoren spojenim riboz pomoci fosfatovych skupin.

NH,

Adenin

& Pary bazi

Nukleobaze

Cytosin 0]
H

RNA

Obrazek 1 Schéma porovnava strukturu jednoretézcové RNA (vlevo) a dvousroubovici DNA
(vpravo). Po strandch jsou zobrazeny jednotlivé bdze, které tvori danou strukturu. Ze
schématu je patrné, Ze thymin je u RNA nahrazen uracilem.

Hlavnim rozdilem mezi RNA a DNA molekulou je pfitomnost hydroxylové skupiny.
V DNA po Watson—Crick parovani nezistava zadny donor protonu, zatimco v RNA mé donor

i akceptory, coz ma za nasledek strukturni variabilitu této molekuly.

2.1.1 Struktura RNA

Zakladni stavebni jednotkou RNA je nukleotid. Ten obsahuje nukleosid tvofeny bazi
a cukernou jednotkou, které jsou spojeny N-glykosidovou vazbou k dusiku purinového nebo

pyrimidinového kruhu. Je-1i na nukleosid do polohy C5’ navazana fosfatova skupina tato



jednotka se oznacuje jako nukleotid. Nukleotidy se poji diesterovou vazbou v pozici 5” a 3’

a vytvafi tak polynukleotidové fetézce.

Primarni struktura RNA je déna potadim bazi a vzdy se zapisuje ve sméru od 5° konce
k 3’ konci. VSem molekulam RNA lze ptifadit primarni strukturu, ktera jednoznacné definuje
jejich chemické slozeni. Pro funkci RNA je ale dilezité i prostorové usporadani, které
je popsano sekundarni a terciarni strukturou a které vede ke zvyseni stability molekuly

a ptizpuisobeni vnéjsim podminkam.[1]

Sekundarni struktura odkazuje na interakce mezi pary bazi, které jsou reprezentovany
jako seznam bazi, jez jsou sparovany v molekule nukleové kyseliny.[2] Baze mohou kromé
kanonického parovani interagovat i nekanonicky pomoci tii hran (edge), které u nich
rozliSujeme. Hoogsteenovy (H) hrany, Watson-Crickovy (WC) a cukerné hrany (Sugar edge,
SE, viz obr. 2) Baze spolu mohou interagovat pomoci riznych kombinaci hran, celkem mize
tedy vzniknout 12 rtznych typt nekanonickych pard. Kromé interakci je také zohlednéna
vzajemna orientace glykosidickych vazeb bazi v paru, ¢imz rozliSujeme konformace trans

nebo cis.[3] Pro kombinace interagujicich hran bylo zavedeno znaceni (Obr. 2).

Typ interakce Symbol
(A) (B) cis Watson -Crick.IWatson-Crick~
trans Watson-Crick/Watson-Crick
cis Watson-Crick/Hoogsteen
trans Watson-Crick/Hoogsteen
cis Watson-Crick/Sugar edge
trans Watson-Crick/Sugar edge
cis Hoosgsteen/Hoogsteen

trans Hoosgsteen/Hoogsteen

cis Hoosgsteen/Sugar edge
trans Sugar edge/Sugar edge
trans Hoosgsteen/Sugar edge
cis Sugar edge/Sugar edge

(it IR e

Obrazek 2 (A) Hrany bdze, které mohou interagovat. (B) Tabulka symbolii
pouzivanych pro ozmnaceni nekanonicky pdrovanych bazi. Obrazky byly prevzaty
Z ¢lanku [3] a upraveny.
V sekundarni struktufe jsou zvlasté¢ patrné rozdily mezi DNA a RNA. DNA se nejcastéji
sklada ze dvou paralelnich vldken a v pfirozeném stavu zaujima formu dvousroubovice.

V priibéhu specifickych pochodli metabolismu nukleovych kyselin nebo v oblasti urcitych

sekvenci se mohou vyskytovat méné typické sekundarni struktury DNA. Konkrétni strukturu



jak u DNA, tak u RNA ovliviiuje hlavn¢ iontova sila daného prostiedi. Sekundarni struktura
umolekul RNA nema vyznam pouze termodynamicky, ale také funkéni. Znalost RNA
struktury je stézejni pro porozuméni katalyzy nukleolytickych enzymt. Molekula RNA musi
zaujmout spravnou sekundarni strukturu, aby byla v katalyticky aktivni konformaci, ve které
dochazi ke Stépeni. V katalyticky aktivni konformaci u ribozymi jsou residua okolo aktivniho
mista situovana tak, Ze pomoci obecné acidobazické katalyzy muze dojit k rozsté€peni cukr-
fosfatové kostry. V aktivnim misté se Vvtomto piipadé akceptor protonu (obecnd baze)
vyskytuje Vv blizkosti 2'-OH skupiny ribézy a donor protonu (obecna kyselina)
je u odstupujiciho negativné nabitého O5 kysliku v terminalnim postaveni vici cyklizujicimu
se fosfatu. Spravna sekundarni struktura tedy v aktivnim misté umoziuje protonovy transfer
ama klicovy vyznam zvlasté tam, kde jako obecna baze a kyselina vystupuji nukleotidy
fetézce, které v primarni struktufe byvaji spiSe vzdalené od $t€pného dinukleotidu aktivniho

mista. Toto je také pripad nukleolytickych ribozymi a tedy i Twister ribozymu.

Tercidrni struktura je definovana jako prostorové uspotadani polynukleotidového
fetézce. Ve veétsing piipadi tato struktura zavisi na nekovalentnich interakcich a casto se zde
jako stabilizatni prvky uplatiiuji kationty kovi (zejména Mg?* a Na*). Ty kompenzuiji
negativné nabité cukr-fosfatové kostry molekuly RNA tim, ze tlumi elektrostatické repulzni
sily mezi negativnimi nédboji fetézcl, které by jinak nedovolily vznik potiebné tercidlni

struktury.

2.1.2 Funkce RNA

Za jednu z hlavnich funkci RNA je povazovana transkripce (piepis) genetické informace
z DNA a jeji translace (pfeklad) na ptisluSny protein. Tento proces je realizovan ptes rizné
druhy RNA z nich kazd4d ma svou funkci. Mimo jiné pak muize ribonukleova kyselina plnit
katalytickou (¢i autokatalytickou) funkci nebo slouzit k uloZeni vlastni genetické informace,

jak je tomu u RNA vird.

Béhem transkripce vznikd v bunééném jadie mRNA (messenger RNA). Pii tomto
procesu slouzi gen v DNA jako Sablona pro parovani bazi a enzym RNA polymeraza
katalyzuje tvorbu molekul pre-mRNA. Ty jsou na konecnou mRNA pieménény béhem
posttranskripéni modifikace, kterd je souborem procest probihajicich u eukaryot po piepisu
DNA do RNA. Pre-mRNA prochdzi tfemi upravami a to pfidénim 7-

methylguanosintrifosfatové Cepicky na 5 konec, vytvofenim poly (A) konce na 3" konci



a nakonec sestfihem (splicingem). Pfi splicingu dochazi k odstranéni intront, zatimco exony

zUstavaji.[4]

Vysledna mRNA je jednovlaknova kopie genu a slouzi jako piedpis pro tvorbu
bilkovin. U eukaryotickych i prokaryotickych organismi dochazi k translaci na ribozomech,
ovSem u prokaryotickych organismu se ribozom miize k mRNA pfipojit, zatimco ta je stale
teprve piepisovana. V této situaci zacina translace na 5" konci, kdy 3" konec je stale pfipojen

k DNA.[5]

Translace je ptenos genetického kodu zmRNA do potfadi aminokyselin
Vv polypeptidovém vladknu. Tomuto procesu dopomaha tRNA (transfer RNA), ktera ptipojuje
specifickou aminokyselinu do rostouciho polypeptidového fetézce, ¢imz dochazi k ptekladu
sekvence nukleotidi v nukleovych kyselinach do sekvence aminokyselin v proteinech.
Geneticky kod je tripletovy, tudiz kazda trojice bazi kdéduje uréitou aminokyselinu. Zvlastni
vyznam ma triplet AUG, ktery proteosyntézu zahajuje a triplety UAA, UAG a UGA, které¢
ji naopak ukonéuji. Vysledné polypeptidové vlakno je v buiice dale upravovano a to bud’

na ¢isty protein, nebo Castéji glykoprotein.[6]

zastoupena molekula RNA v buiice a mé vyznamnou stavebni funkci, jelikoz z velké ¢asti
tvofi ribozom a také je zodpovédna za jeho katalytickou aktivitu, jelikoz jak rozpoznéni
spravné kodon-aktikodonové interakce, tak spojovani aminokyselin je vyhradné zajiStovéano

rRNA molekulami a téchto procesti se pfimo neucastni zadny protein.[7]

Kromé rRNA a tRNA existuje v eukaryotickych bunikach celd fada dalSich tzv.
nekodujicich RNA. Tyto molekuly jsou ¢asto ndpomocny pii bunéénych procesech. Souborné
jsou tyto molekuly oznacovany jako malé regulatni RNA (sRNAs) a u eukaryot se dale dé¢li
na né€kolik podkategorii. Spole¢né tyto rizné regulatni RNA uplatiiuji své ucinky napf.
prostfednictvim kombinace komplementarniho parovani bazi nebo jejich vlastni
enzymatickou aktivitou.[8] RNA s vlastni enzymatickou (specifickou, katalytickou) aktivitou
jsou oznacovany jako ribozymy. Podle definice mohou tyto molekuly zahajit svou aktivitu

bez pomoci dalsich proteinovych slozek.[9]
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2.2 Ribozym

Molekuly RNA stejné jako proteiny se skladaji do stabilnich tercialnich struktur a nékdy maji
schopnost biologické katalyzy.[10] Ribozymy, tj. katalyticky aktivni RNA ¢ili RNA enzymy
byly objeveny vroce 1982 a Thomas R. Cech a Sidney Altman byli o sedm let pozdé&ji
za tento objev odménéni Nobelovou cenou. Tuto katalytickou RNA lze nalézt pii mnoha
biologickych procesech jako splicing (sestiih), translace nebo genova regulace[11]. Je
to nekodujici RNA, ktera katalyzuje chemické transformace s rychlosti bliZzici se rychlosti
proteinovych enzymu. Ackoliv je pravdépodobné, Ze ribozymi bylo béhem RNA éry svéta

hojné mnozstvi, v soucasnych organismech je znama existence pouze deseti tiid.

2.2.1 Mechanismus fungovani ribozymi

Piedstava, ze by RNA mohla mit katalytické vlastnosti, byla zprvu piekvapujici, vzhledem
K tomu, Ze postrada rozmanitost funk¢nich skupin, které jsou typické pro proteinové enzymy.
Kromé toho v RNA jsou jedine¢né chemické skupiny umistény z velké ¢asti na vnitini strané
duplexu, zatimco proteiny maji aminokyselinové postranni fetézce na vnéjsi strané svych
sekundarnich struktur, tudiz v optimalni poloze pro vznik terciarnich kontaktu.
Diky omezenému poctu bazi, které jsou k dispozici pro terciarni kontakty, vysoké hustoté
negativnich ndbojui a flexibilité¢ fosfatové patefe bylo vytvareni terciarnich struktur u RNA

povazovano za velmi komplikované.

Struktura proteinl je zalozena na elektroneutralni patefi s vedlejSimi fetézci, které
obsahuji napt. karboxylové kyseliny, aminy, hydroxyly, thiolové skupiny nebo také postranni
hydrofobni fetézce, které mohou byt bud’ alifatické, nebo aromatické. RNA se oproti tomu
sklada z nukleotidovych bazi, které jsou podobné chemické povahy, spojenych elektricky
nabitou ribézo-fosfatovou kostrou. Otazkou tedy zlstava, co zpusobuje, Ze RNA miize byt

katalyticky aktivni.

Jako polyelektrolyt mize RNA tvofit specifickd vazebna mista kovovych iontti nebo
kapsy, které maji vysokou obsazenost vazanych iontd. Kovové ionty mohou aktivovat
nukleofily, stabilizovat velmi zaporné nabity prechodny stav béhem Sté€peni rib6zofosfatové
kostry nebo neutralizovat naboje koncovych skupin. Nukleobdze také obsahuji donory

a akceptory vodikové vazby a mohou byt tudiz pouzity pro navazani substratu nebo ke
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stabilizaci tranzitniho stavu. Mohou se také chovat jako obecné zasady nebo kyseliny ackoliv

hodnoty jejich pK, na prvni pohled nejsou idealni pro tuto roli pii neutralnim pH.

Skupina vétSich ribozymt (napt. RNasa P, samo-$tépici introny) se Stépi pomoci
externiho nukleofilniho ataku, pficemz dochazi k vyuziti vétSinou dvou iontii hydratovaného
kovu, Gasto Mg?*. Jeden hydratovany hofetnaty ion se koordinuje na tutodici nukleofil,
zatimco druhy na opoustéjici skupinu. Produktem Stépeni velkych ribozymt je RNA s volnym
3’-hydroxylem a na druhém konci 5'-fosfatem. Rada intronii je automaticky vystiihovana
diky aktivité ribozymt, kterd je iniciovana bud’ atakem 2" hydroxylové skupiny nachazejici

se v intronu (u intront skupiny 1) [12] nebo molekulou guanosinu (introny skupiny 1)[13].

Malé samo-§tépici neboli nukleolytické ribozymy umoziiuji mistné specifické $tépeni
své ribozo-fosfatové patete a také reverzni reakci, tedy ligaci této kostry. Tato reakce funguje
podle Sn2 mechanismu. Aktivovana 2’ hydroxylova skupina atakuje fosfatovou skupinu
vedlejsiho nukleotidu. Pii této reakci se fetézec rozstépi na dvé mensi RNA, z nichZ jedna
nese 2°,3"-cyklicky fosfat a druha 5’-hydroxyl. Tato reakce probiha napiiklad pii zpracovani

meziproduktii replikace nebo pii regulaci genové exprese.

Gua
f0o—
O---H-B
5
TR
GRS
A----H----- (0]
0 Ade
O
M, (@)
\H

Obrazek 3 Schéma obecné acidobazické katalyzy pro nukleolytické ribozymy (zde Varkud
Satelit ribozym - VS) kdy se pri stépeni B chovad jako obecna zdasada, kterd deprotonizuje
nukleofil, zatimco A dodava proton opoustéjici skupine a vystupuje tedy v roli obecné
kyseliny. Pri ligaci dochazi k vyméné roli. Obrazek byl prevzat z clanku. [14]

12



Je velmi pravdépodobné, ze VS a hairpin ribozym maji podobné mechanismy i pfesto,
ze jejich obecna struktura je rozdilna. Aktivni mista obou ribozymi jsou vytvofena interakci
smycka-smycka (loop-loop) a v obou piipadech se aktivni guanin nachazi na protilehlém
vlakné vnitini smycky, kterd nese Stépny fosfat, zatimco aktivni adenin je zajistén druhou

smyckou.[15]

Ribozym viru hepatitidy D na rozdil od ostatnich samo-§tépicich ribozymu pouziva
Mg®" a na n& koordinovanou vodu jako obecné zasady k aktivaci nukleofilu popf. iontu
samotného jako Lewisovy kyseliny stabilizujici tranzitni stav a protonovaného cytosinu
jako obecné kyseliny.[16], [17]. HDV ribozym je tedy typicky piiklad, kdy ribozym vyuziva
mistné vazanych iontl kovu. VétSina zastupct skupiny nukleolytickych ribozymd je vSak plné
aktivni pfi vysokych koncentracich jednomocnych kovovych iontd [18], takZe pfima ucast
vazaného kovového iontu jako Lewisovy kyseliny nebo jeho ucast pti obecné acido-bazické

katalyze je mélo pravdépodobna.

2.2.2 Typy ribozymi

Ribozymy se casto déli do dvou skupin. Do prvni skupiny patii velké ribozymy, jako jsou
napiiklad introny skupiny I a Il nebo ribonukleaza P (RNase P). Jsou velké nékolik set
nukleotidll a strukturné komplexni. U téchto velkych ribozymt jsou nukleofil a Stépeny fosfat
umistény v odlisnych molekulach nebo jsou vyrazné oddéleny v sekvenci. Slozita topologie
téchto RNA tedy vlastné slouzi k orientaci nukleofilu a fosfatu tak, aby doslo k pfesnému

Stépeni piipadné sestiihu.

RNase P katalyzuje tvorbu funkéni RNA hydrolyzou pre-tRNA. Vyskytuje
se Vv bakteriich, eukaryotech 1 v lidském organismu. Katalytickd aktivita tohoto ribozymu
je ovlivnéna pritomnosti kovovych iontl. Mg®* jsou piimymi Gdastniky katalyzy, pfiGemz
se chovaji jako Lewisova kyselina, tedy aktivuji nukleofilni skupinu a neutralizuji vznikajici

zaporné naboje.

Mensi ribozymy tvoii dalsi hlavni skupinu katalytickych RNA molekul. V ptirodé
se vyskytujici zastupci této skupiny jsou napt. ribozym viru hepatitidy D (HDV),
Hammerhead, Hairpin, VS nebo ribozym gIlmS riboswitch. Velikost téchto molekul
se vétsinou pohybuje od 50 do 150 nukleotidd. Jejich jedinou funkei je vykonavat

fosfodiesterovou samo-stepici reakci.
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Hammerhead, Hairpin a HDV ribozymy jsou soucasti vétsi cirkularni RNA_molekuly,
ktera je pak replikovana RNA-polymerazami hostitele. Produkt této replikace se dale Stépi
vlivem ucinka aktivity ribozymu na jednotlivé monomerni molekuly RNA, které mohou byt
poté opétovné diky aktivité ribozymu spojovany do cirkularni podoby. Hammerhead ribozym
nese sviij ndzev podle své sekundarni struktury, kterd ma tvar kladiva. Podobné¢ sekundarni

struktura Hairpin ribozymu pfipomina vlasenky, odtud tedy ,,vlasenkovy* Hairpin ribozym.

Puvodn¢ byly Hammerhead ribozymy objeveny v rostlinnych patogenech, kde
se ucastnily procesti zpracovani meziproduktl replikace a pozdé€ji bylo zjisténo, Ze maji
vyznam pii regulaci genové exprese v bakteriich. Zahy vSak bylo jasné, Ze sekvence ribozymi
jsou rozsitené ve velkém mnozstvi genomi, silné konzervované uvnitt bun¢k. Rodiny HDV
ribozymu, tedy velmi podobné sekvence se stejnou funkci a Hammerhead ribozymu byly
objeveny v mnoha eukaryotickych druzich vcetné lidského organismu. Jejich umisténi

indikuje, Ze jsou aktivni in vivo.

2.3 Twister ribozym

Twister je relativné novym ¢lenem skupiny nukleolytickych ribozymu. Tento nazev oznacuje
asi 2 700 zastupcu, rozsifenych od bakterii pfes houby a rostliny az k zivo¢ichim vcetné
hmyzu a ryb. BéZné se vyskytuje napf. v bakterialni tfidé Clostridia. Ma podobny geneticky
kontext jako Hammerhead ribozym a tudiz se predpoklada, ze by mohly byt funkéné
zaménitelné. [19] Tento ribozym vykazuje aktivitu in vivo i in vitro srychlosti $tépeni
srovnatelnou s rychlostmi ostatnich nukleolytickych ribozyma, tj. fadové jednotky min™.
Diky rozdéleni a aktivité téchto nekodujicich sekvenci, predpokladame jejich roli v genetické
regulaci. Twister ribozym dostal sviij nazev na zakladé podobnosti s egyptskym hieroglyfem

svinutého lana (anglicky twisted flax).

2.3.1 Struktura

Pro Twister ribozym byla po nalezeni sekvence ptredpovézena 2D struktura. Twister ma
komplexni sekvenci, obecné slozenou ze tfi duplext, které jsou spojeny interni smyckou
a zakon¢ené smyckou terminalni (Obr. 4). Misto §tépeni se nachazi uvnitt smycky L1, jeden
nukleotid na 5" strané¢ od P1 duplexu (Ob. 4). Struktura obsahuje celkem 10 nukleotidi
s konzervaci vétsi nez 97%. Tyto nukleotidy jsou obsazeny v L4 a L1 (viz Obr. 4).[20]
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U vétsiny téchto ribozymu existuje také ptidavny stem-loop (duplex-smycka) P3 mezi T2

a P4 a méné Casto se objevuje jesté dalsi stem-loop PS5 ptipojeny k 3" strané L2.

Pro katalytickou aktivitu Twisteru je zdsadni pfitomnost dvou pseudouzli v tercialni
struktufe molekuly, které tuto strukturu stabilizuji. Funguji jako pilife aktivniho mista,
protoze tvoii Cast jeho stén a pomahaji s umisténim nukleotidi dulezitych pro katalyzu.
Pseudouzel 1 (na obr. 4 oznacen jako PK1) ma podle ptedpokladii dva pary bazi, zatimco
pseudouzel 2 (na obr. 4 oznacen jako PK2) ma tfi. (viz Obr. 4)

Osm vysoce konzervovanych nukleobdzi stabilizuje jadro ribozymu diky formaci
jednoho Watson-Crickova a tii nekanonickych par bazi. Vysoce konzervovany adenin na 3’
strané S$tépného fosfatu je navazan ve velkém zlabku sousedniho pseudouzlu a silné
konzervovany guanin na 5 strané $t€pného fosfatu sméfuje svou Watson-Crickovu hranu
smérem ke Stipanému fosfatu. Biochemické experimenty podporuji teorii o roli tohoto
guaninu jako obecné baze nebo kyseliny v koordinované obecné acido-bazické katalyze.
V piipadé¢ Twister ribozymu se vyskytuje také uréité mnozstvi hofeénatych iontd, jejichz
koncentrace ovliviiuje reakéni rychlost, ovS§em pro katalytickou aktivitu nejsou tyto ionty

nezbytné.
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Obrazek 4 Detailni model sekunddrni struktury zalozemy na velkém mnozstvi Twister
ribozymii znazornénych v Pl typu konfigurace, ve kterém retézec RNA zacina a konci
na spodni casti P1 duplexu. Cerna Sipka znaci misto Stépeni. Sedé, cerné a cervené nukleotidy
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(nt) znaci konzervaci nukleotidii alespon ze 75 %, 90 % a 97 %. Pozice, ve kterych jsou
nukleotidy ménée konzervované (<75 %), jsou oznaceny cervenymi kolecky. Zeleny a oranzovy
podklad oznacuje predpokladané pary badzi, podporené prirodni kovarianci. Pseudouzly jsou
pak oznaceny PK1 a PK2. Pismena R a Y znaci purinovou nebo pyrimidinovou bazi.

2.3.2 Aktivita

Jako u ostatnich nukleolytickych ribozymu, i u Twisteru probiha reakce podle Sn2
mechanismu za vzniku 23 cyklického fosfatu a 5°-OH. Aby byla katalyza G¢inna, musi dojit
k aktivaci 2’-OH nukleofilu a stabilizaci (protonaci) odchazejici skupiny. Mechanismus
samostépeni malych nukleolytickych ribozymt nebyl dosud kompletné pochopen. V principu
existuji dva hlavni zpusoby katalyzy fosforyl-transferové reakce. PouZziti obecné acido-
bazické katalyzy nebo katalyzy kovovymi ionty. RNA enzymy jsou na podobném principu
rozdéleny do dvou skupin. Samostépici introny a RNasa P se chovaji se jako metaloenzymy
a nukleolytické ribozymy jak se zda pouzivaji obecnou acido-bazickou katalyzu. Co se tyce
druhé skupiny, detailni mechanismus katalyzy a z(castnéné funkéni skupiny jsou zatim
pomérné neprobaddné. VSechny vsak pouzivaji jednu nebo vice nukleobazi a do téchto

mechanismu jsou také u vSech ribozymt kromé HDV zahrnuty guaniny. [21]

Twister ribozym vykazuje aktivitu in vivo i in vitro. Pro potvrzeni aktivity in vitro byla
vygenerovana konstrukce biomolekul riznych reprezentativnich Twister ribozymu
asledovano Stépeni ,substratu“ RNA v pfitomnosti vhodného ,enzymu® RNA.
Biomolekularni ribozymovy komplex byl vytvofen tak, aby odpovidal Twister RNA
z parazitickych vos Nasonia vitripennis. Vysledna substratova doména byla rychle $tépena
pouze vV pfitomnosti enzymové domény a hofeCnatych iontd. Reakce dala vzniknout 5’
St€épnému produktu s koncovym 2°3’-cyklickym fosfatem a 3” §t€pnym produktem s 5°-OH
skupinou. Diky in vitro aktivité bylo prokazano, ze nékteré z konzervovanych nukleotidt jsou

nutné pro schopnost samo Stépeni tohoto ribozymu.

Produkty tohoto pokusného S§tépeni byly konzistentni s témi, o¢ekavanymi ze $tépeni
pomoci vnitiniho fosfoesterového pienosu diky ataku 2" kysliku z U5 na sousedni atom
fosforu s naslednym odchodem 5° kysliku z A6. Tento obecny mechanismus pro Twister
katalyzu je identicky stim, ktery probihd u ¢lent zbylych péti skupin samo Sté€picich

ribozymi objevenych diive. [19] Ribozymy pouzivajici tento mechanismus nevykazovaly
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zadné produkty, pokud nukleotid korespondujici k U5 substratu postradal 2° kyslikovy
nukleofil.

Existuji Ctyfi hlavni katalytické postupy, které mohou byt pouzity RNA enzymy pfi
Sté€peni vnitinim fosfoesterovym pienosem. Je to orientovani reaktivnich atomd pro in-line
nukleofilni atak (o), neutralizovani negativniho nédboje na nemustkovém kysliku na $t€épném
fosfatu (B), deprotonace 2° kysliku nukleofilu (y), neutralizace vznikajiciho negativniho
naboje na 5" kysliku odchdzejici skupiny (8). Twister ribozym musi vyuzivat o proces
aby doslo k orientaci vznikajicich a zanikajicich vazeb pro nukleofilni in-line atak. VétSina
RNA-stépicich ribozyml a deoxyribozyml vytvoienych pfimou evoluci pouziva pouze
kombinaci o a y. Avsak enzymy pouzivajici pouze tyto dvé strategie maji daleko nizsi
rychlost katalyzy. U Twisteru se tedy predpoklada, ze vyuziva vice moznosti, nez jen o a vy
nebo ze vyuziva jinou kombinaci dvou nebo vice moznych strategii pro dosazeni tak vysoké

katalytické rychlosti.

Experimentalné bylo zjisténo, Zze mutace vysoce konzervovanych nukleotidi sniZuje
aktivitu St€peni. NaruSeni interakci pari bazi individualn¢ v Pl, P2, P4 a ve dvou
pseudouzlech vyusti v redukci Stépeni. Diky tomuto a dal§im poznatkim bylo zjisténo,
ze usporadani piedpovézenych duplext je kritické pro ribozomalni aktivitu, zatimco piesné

sekvence téchto substruktur jsou v podstaté¢ mén¢ dulezité.

2.3.3 40J1

Struktura 40J1 (PDB ID: 40JI) je pomérné konzistentni s navrhovanou sekundarni strukturou.
Terminalni smycka L4 se podili na dvou tercidrnich interakcich opacné polarity s L1 a L2,
kdy dochazi ke generaci helixti T1 a T2 tak, aby finalni struktura obsahovala dva pseudouzly
(Obr. 5). Helixy P1, T1, P2 a T2 jsou koaxialné spojeny, ackoliv je hodnota twistu mezi
helixy P1 a T1 vysoka. Pary bazi formované mezi A28 a A46 (trans Watson-Crick) a A8

a G45 (cis Hoogsteen-sugar edge) jsou umistény koaxialné mezi T1 a P2.

Stépny fosfat spojujici dU6 a A7 a tedy aktivni misto ribozymu lezi piimo v centru
RNA struktury. Domodelovany atom O2" na dU6 se odchyluje ~90° z in-line orientace 02’
nukleofilu, P a O5" opoustéjici skupiny. Pro aktivitu by byla optimalni pfima orientace téchto
atomt s thlem nad cca. 140°, tudiz tohle nemtze byt aktivni geometrie. Struktura vsak

pro toto poskytuje vysvétleni. dU6 v tomto ribozymu nevstupuje do zadné intramolekularni
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interakce, ovsem jeho atom O4 ptijima vodikovou vazbu od G23 N2 ze symetricky piibuzné
molekuly ribozymu v krystalové miizce. Vytlaceni dU6 z centra ribozymu je v podstaté
pozustatek krystalizace anebo mize byt vysledkem pouziti deoxyribonukleotidu, aby se v

experimentu predeslo Sté€peni.[21]

(A) |
. (g

C
C-G T1

Obrazek 5 (A) Stuktura OJl. Barevné jsou odliseny stemy P1,P2, P4 a pseudouzly T1 a T2.
Sipka oznacuje misto, kde dochdzi ke Stépeni. (B) 3D struktura ribozymu barevné
korespondujici s obrazkem A. RiiZové je v centru struktury vyznaceno aktivni misto. Tyrkysovée
zabarvené casti znaci mista, kde se prilezitostne vyskytuji stemy 3 a 5.

2.34 4RGE

Struktura 4RGE (PDB ID: 4RGE) byla vykrystalizovana z uméle piipravené RNA vytvofené
spojenim dvou chemicky syntetizovanych RNA vlaken. [22] Krat$i obsahuje 19 rezidui
a obsahuje dU5 v U5-A6 misté $tépeni. Delsi vlakno je dlouhé 37 rezidui. Ve struktuie se
vyskytuji baze, které maji rozevienou konformaci, mizeme ji pozorovat u A4-U5, U5-A6
(misto Stépeni), A6-A7 a dalSich. Par bazi U5-A6 mé prodlouzenou rozevienou konformaci
S hranami bazi ukotvenymi na kazdém konci vodikovou vazbou k fosfatové pateti. Baze A6
je stabilizovana diky patrové interakci s vysoce konzervovanym nekanonickym trans WCH
U30-A35 parem bazi, zatimco jeho 2'-OH skupina je pomoci vodikové vazby piipojena k N3

atomu vysoce konzervovaného A34 (Obr. 6). Baze a cukr vysoce konzervovaného A6 jsou
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na mist¢ udrzovany pomoci patrovych interakci a vodikovych vazeb. US, ktery neni
konzervovany, naproti tomu nevykazuje zddné takovéto interakce. Geometrie cukru je C2'-

endo pro A6 a C3’-endo pro U5.

V blizkosti mista Stépeni se ve struktuie objevuji hotfecnaté kationty, které
pravdépodobné piispivaji k jeho strukturdlni integrité. Baze C46 a A47 smeétuji k O2° z U5,
A47 a G48 sm&fuji k US-A6 mistu a U8 smérem k Mg®*. Pro tyto nukleosidy byl pozorovan
rizny vliv mutaci. Mutace baze ¢. 8 (viz Obr. 6) byly tolerované. Pokud doslo k mutaci bazi
. 46 a 47, vysledkem bylo snizeni katalytické aktivity a v ptipadé baze ¢. 48 byla mutace
fatalni pro celou strukturu, coz umociiuje roli G48 coby kliCového rezidua v katalytickém

mechanismu Twister ribozymu. [22]

(A)
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Obrazek 6 (A) Stuktura RGE. Barevné jsou odliseny stemy P1,P2,P3,P4 a pseudouzly T1
aT2. Sipka oznacuje misto, kde dochdzi ke Stépeni. (B) 3D struktura ribozymu barevné
korespondujici s obrdazkem A. Ve stredu struktury je Mg2+ ion (ruzova kulicka), ktery se
nachazi v blizkosti aktivniho mista.

235 4QJH

Struktura 4QJH (PDB ID: 4QJH) je tvotfena P1, P2, P3 a P4 stemy, dvéma pseudouzly a siti
patrovych interakci. P1 duplex vytvaii platformu aktivniho mista a m& proménlivou délku.

V této struktuie je P1 stem tvofen 8 pary badzi a vytvari stabilni helix. Helix P2 je vklinén
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mezi aktivnim mistem a pseudouzlem 2 (PK2) na jedné strané, a pseudouzlem 1 (PK1) a péti
adenosiny, které nahrazuji P5 duplex, na strané¢ druhé. Jakékoliv odebrani nebo naopak
piidani part bazi mize vyrazné naruSit formaci aktivniho mista. P4 stem je tvofen péti
vazebnymi pary. Vysoce konzervované nukleotidy G39 a C48 tvoii kanonick¢ WC vazebné
pary, zatimco nukleotidy U40 a A45 tvoii nekanonicky par bazi. Tato interakce je kriticka,

protoze dva nukleotidy mezi A45 a C48 zakfivuji a formuji polovinu PK1.

Mezi P4 a PK2 se na fosfodiesterové patefi nachazi velmi ostry piechod z pozice U40
v P4 do U41 v PK2. Uhly mezi fosfaty nukleotidt U40, U41 a A42 jsou zhruba 44°. To ma
zanasledek, ze P4 duplex a PK2 jsou na sebe téméf kolmé. Toto spojeni je stabilizovano
vodikovou vazbou mezi nemustkovym kyslikem zU41 a 2°-OH skupinou z U8,
predposledniho nukleotidu na 5° fetézci pired mistem Stépeni. Zustava vSak nejasné, jestli
je ona vodikova vazba dilezita pro umisténi a stabilizaci 5” nukleotidu do aktivniho mista

nebo ne, z duvodu piili§ mnoha vodikovych vazeb v této oblasti. [20]
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Obrazek 7 (A) Struktura 4QJH.Stemy struktury P1,P2,P3,P4 a rovnéz pseudouzly T1 a T2
Jjsou barevné odliseny. Sipka mezi rezidui 9 a 10 oznacuje aktivni misto. Cervené krouzky
oznacuji silné konzervované baze. (B) 3D struktura barevné koresponduje se zobrazenim A.
Pét adenosinii nahrazujicich P5 stem je zobrazeno tyrkysove.
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2.4 Pocitacové simulace

V dne$ni dob¢ patii pocitacové simulace mezi vyznamnou metodu, diky které je mozno
porozumét struktufe a dynamice biomolekuly na atomarni Grovni. Tyto znalosti jsou nutné
pro pochopeni toho, jak RNA molekuly nesou svou biologickou funkci. V této bakalarské
praci je pouzivanym nastrojem teoretické chemie molekularni dynamika (MD). Ta slouzi
k ziskani informaci o dynamickém chovani molekuly Twister ribozymu v Case,
ato v prostiedi explicitniho solventu. K popisu systému obsahujiciho vét§i mnozstvi Castic,
jako je naptiklad protein nebo nukleovd kyselina se pouzivaji rizné statistické soubory.
Soubory délime podle fyzikalnich podminek, kdy hlavnim kritériem je, zda je systém
popisovan klasickou nebo kvantovou mechanikou. Systémy, které jsou popisovany pomoci
klasické mechaniky, byvaji méné technicky narocné a ztoho vyplyvd moznost pocitat
mnohem ve&tsi systémy nez je mozné u vypoctli kvantové mechaniky, nicméné za cenu

aproximativniho charakteru klasické mechaniky pro popis molekul.[23]

2.4.1 Molekularni dynamika

Molekularni dynamika umoziiuje zachytit vyvoj systému c¢astic v Case podle zakonil
mechaniky, tou je zde myslena mechanika klasicka. Ackoliv by bylo ideéalni pouzit vypocty
kvantové chemie nehled¢ na velikost systému, tato moznost vzhledem k naro¢nosti vypoctu
neni mozna. Uziva se zde tedy zdkont klasické Newtonovské fyziky (zakon sily, zakon

setrvacnosti, zdkon akce a reakce).

Zjednodusitelny popis pomoci klasické mechaniky je nicméné do jisté miry obhajitelny.
Dtlezitym zjednoduSenim je Born-Oppenheimerova aproximace, kterd je zaloZena
na skute¢nosti, Ze atomova jadra jsou mnohem t&éz3i nez elektrony. Elektrony mohou byt tedy
povazovany za Castice velmi rychle nésledujici pohyb jader. V disledku oddéleni dynamiky
elektronil od jader 1ze popis elektronti zahrnout do efektivniho potencialu, v némz se pohybuji
atomova jadra, pro kterd jiz lze vzhledem k jejich hmotnosti pouzit rovnice klasické
mechaniky. V molekulové dynamice se tedy absolutné zanedbavaji elektrony a je feSen pouze
pohyb celych atomt reprezentovanych jako koule Vv jistém efektivnim poli. Tyto ¢astice nesou
parcialni naboj umistény v jejich stiedu. Jejich polomér je reprezentovan Van der Waalsovym
potenciondlem plsobicim mezi atomy a ziskanym z experimentalnich hodnot. Energie celého

systému je funkci soufadnic jednotlivych atomi (Rovnice 1)
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E=f(R) 1)
2.4.2 Potencialni energie

Pfi vyuziti metody MM/MD se potencialni energie vyjadiuje parametricky. V programovém
balicku AMBER, ktery je pouzivan pro vypocet trajektorii jsou nevazebné interakce
vyjadfovany pomoci VAW a elektrostatickych (Coulombickych) interakci, zatimco vazebné
jsou vyjadieny funkci délky vazeb, vazebnymi a torznimi uhly. Celkova potencialni energie

je poté vyjadiena jako suma vSech vazebnych i nevazebnych ptispévka (Rovnice 2).
Epot = Z Evazba + Z Eﬁhel + Z Etorze + Z EVdW + Z ECoulomb (2)

Vypocitat jednotlivé ptispévky lze pomémé jednoduSe a ve vétSiné piipadi se jedna
0 jednoduché funkce. Energie vazeb a vazebnych Uhll lze spocitat dle rovnic (3). Jedna

se 0 zavislost na druhé mocniné odchylky z rovnovazné polohy.

Evazba = x Evazba Kr (T‘ - 7'0)2 Eiper = % Einer Ko (0( - ao)z (3)

Evama znaci vazebny ptispevek, E; ;. vyjadiuje tthlovy piispévek k potencidlni energii,
r zna¢i vazebnou vzdalenost, a je vazebny uhel, 1y a ¢y jsou hodnotami ideédlni vazebné
vzdalenosti nebo uhlu ziskana experimentalné nebo z kvantové chemickych metod. Konstanty
K, a K, jsou vyjadfenim tuhosti vazby a thll ziskané rovnéz z kvantové chemickych vypocti
nebo experimentu. V molekularni dynamice nelze pozorovat disociaci vazeb vzhledem

K tomu, ze se jedna o kvadratické funkce.

Energie torznich uhll je vyjadiena sloZitéji a je stanovena jako superpozice nékolika funkci
(Rovnice 4). Torzni tihel mezi atomy i-j-K-1 si Ize piedstavit jako thel, ktery je sviran dvéma

rovinami, rovinou definovanou atomy i-j-k s rovinou definovanou atomy j-k-1.
En
Etorze = Z 27 [1+ cos(n® — @ro)l (4)
torze n

Etwre znamena torzni prispévek k potencialni energii, @,, je fazovy posun v n-té
period¢ a @ je vazebna torze. E, vyjadiuje vysku potencialni bariéry v n-té periodé pficemz n

je perioda jedné harmonické slozky.
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Elektrostatické interakce jsou vysledkem vzajemného plsobeni parcidlnich naboju.
Elektrostatickou energii, kterd je dalSim pfispévkem k potencialni energii, lze vyjadfit
Coulombovym zakonem, jako interakci dvou parcialnich naboju (Rovnice 5).

qiq;
4megty;

(5)

Ecoutomp =
i<

Ecoulomb neboli energie elektrostatickych sil mé v Citateli soucin parciadlnich naboji

atomd Q;g;j a ve jmenovateli pak permitivitu vakua gy a vzdalenost atomt ri;.

Piispévek Van der Waalsovy interakéni energie popisuje Lennard-Jonesuv potencial

(Rovnice 6)
g\ 12 o\
Evaw = ) 42 [(r—’) —<r—_”_) ] (6)
St ij i
1<j

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

atomul, pfi niz je potencialni energie nulova.[23]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Metody

Pocate¢ni struktury byly pievzaty z krystalovych struktur molekuly Twister ribozymu. Ty se
nachéazeji v PDB databézi (Protein Data Bank) pod kody 4QJH (rozliseni 3,88 A, rok 2014),
4RGE (rozliSeni 2,89 A, rok 2014) a 40J1 (2,30 A, rok 2014). V této praci studované
struktury 40J1 a 4RGE obsahovaly deoxyribozu v pozici 5” konce §tipaného fosfatu, ktera
inhibovala reakci, aby bylo mozné vykrystalizovat model prekurzorového stavu. Pozdé&ji byly
tyto struktury v n¢kterych simulacich upraveny tak, abychom pro porovnani ziskali rovnéz
struktury bez této mutace, ¢ili s nativni ribozou. Naopak 4QJH neobsahovala deoxyribozu a

tedy byla pfipravena i struktura, ktera tuto cukernou jednotku obsahuje (na pozici U9).

Vsechny MD simulace byly provedeny za pouziti programového baliku AMBER 12.0
v silovém poli ff 99bscOyOL3.[24][25][26] Twister ribozym byl zasolvatovan dvakrat,
pomoci programu LeaP, nejdiive do oktahedralniho boxu a ten potom do kubického boxu
s modelem vody SPC/E [27] aby byl simula¢ni box co nejpodobné&jsi krychli a vyloucily se
tak intramolekularni interakce mezi periodickymi kopiemi v simulaci. Vzdalenost mezi sténou
solvataéniho obalu a nejbliz§im atomem solutu byla 12 A. Naboj systému byl neutralizovan
pfidanim K" a CI protiiontii na fyziologickou koncentraci 150 nM. Parametry iontl byly
nasledujici: K™ (r=1.593 A, & = 0.4297 kcal/mol [28] a CI" (r = 2.711 A, & = 0.0127
kcal/mol.[28] Pro minimalizaci a termalizaci struktury a naslednou produkci trajektorii byl
pouzit modul Sander baliku AMBER 9.0. Trajektorie byly spustény za teploty 298,16 K na
Casové Skale 1 ps. Vsechny simulace byly nejprve analyzovany z globalniho hlediska, tj. byla
zkoumana stabilita biomolekuly a to zda nedochdzi k velkym strukturnim zménam. Tento
prvotni nahled byl uskutecnén pomoci vizualiza¢nich néstroji PyMOL a VMD a pomoci
vypoctu B-faktori néastrojem Ptraj (soucést programového baliku AMBER). V dalsi kroku se
analyzy zaméfily na zkoumani chovani aktivniho mista. Pomoci modulu Ptraj byly zméfeny
hodnoty RMSd (Root mean squared deviation) aktivniho mista, dihedralni (hly rezidui
Vv aktivnim misté a také délky vodikovych vazeb u rezidui, kterd by se mohla i¢astnit $tépeni.

Grafy jednotlivych analyz byly vytvofeny programem Gnuplot.
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Obrazek 8 Dvoukrokové zasolvatovand struktura OJI. Uvniti kubického boxu je patrny
oktahedralni.

3.2 Vysledky a diskuze

3.21 40J1

Struktura 40JI je jedinou jednotkou vV krystalové struktufe (PDB ID: 40JI). Jedinym
problémem pfi ptipravé startovni struktury je zdvojeny fosfat rezidua A7. Jeden z fosfatt byl
proto pfi Uprave struktury pted simulaci odstranén. Ze struktury byla rovnéz pti upraveé zpétné
zmutovéana deoxyriboza nukleotidu U6 na ribozu. Krystal OJI navic obsahoval Mg ionty,
které vSak maji pouze strukturni vyznam. Jejich roli mohou Vv simulacich pievzit
monovalentni ionty, které jsou 1épe popsany v nepolarizovaném silovém polu, a proto byly

Mg®" ionty odstranény.

Struktura se béhem simulace ukézala jako nestabilni. V prvnich 100 ns doSlo ke strukturnim
zménam v T2 pseudouzlu a P1 stemu, které vedly az k aktivnimu mistu a zptsobily flipy
dihedralnich uhli patete rezidui U6 a A7 a nasledné rozpad aktivniho mista. VSechny tyto
zmény jsou dokumentovany dihedralnimi Gthly (Obr. 11 a 12) a zvySenymi hodnotami RMSd
rezidui aktivniho mista tj. U6 a A7 (Obr. 10).

Mira stability/flexibility studované struktury byla hodnocena také pomoci B-faktori
jednotlivych rezidui (Obr. 9). Do grafu je vlozen obrazek celé struktury obarvené podle
B-faktoru (Obr. 9). Modra barva zna¢i nizkou mobilitu, zatimco ¢ervena vysokou. Velké
hodnoty B-faktorii byly zaznamenany hlavné u koncovych rezidui, ktera jsou velmi flexibilni.
Vétsi hodnoty rovnéz vykazuje reziduum U6, které je vyto¢eno do solventu a vyssi B-faktor
byl tudiZ oc¢ekavan. Dalsi rezidua, kterd maji vyssi B-faktor (A16,G17 a U35) jsou terminalni

a ani u nich nejsou takovéto hodnoty piekvapive.
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Obrazek 12 Dihedralni uhly mérené na AT.

Pro strukturu 40J1 byla ptedpovézena dvé rezidua, ktera by mohla hrat roli v mechanismu

Stépné reakce. Prvni, G45, jehoz atom N1 se na zacatku simulace nachazel ve vzdalenosti
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2,99 A od fosfatu rezidua A7 a druhy, A46, jehoz atom N6 se nachazel ve vzdalenosti 6,59 A
od tohoto fosfatu. Uz béhem prvnim 20 ns vSak doslo ke zménam v aktivnim misté, které
mély za nasledek markantni zkraceni vzdalenosti mezi N6:A46 fosfatem z A7 (vzdalenost
je 2,86 A, viz obr. 13). V ¢&ase okolo 40 ns se fosfat vlivem strukturnich zmén v P1 stemu opét
piiblizil k G45 (3,04 A), toto piiblizeni bylo viak pouze docasné. V 70 ns doslo K trvalému
oddaleni fosfatu od rezidua G45. Ve zbylém case simulace uz nedoslo k vyraznéj§im zménam

této vzdalenosti a aZ do konce zustal fosfat bliz k reziduu A44.

Obrazek 13 Vievo vidime srovnani rezidui na prvnim (zelend rezidua) a poslednim (tyrkysova
rezidua) snimku simulace. Céarkované jsou vyznaceny mérené vzddlenosti. Vpravo
je porovndni prvniho snimku a snimku z 20 ns (rtizovd rezidua), kdy dochdzi k priblizeni
fosfatu k A46.

3.2.2 40J1_DU

Struktura 40JI DU vychazi ptimo z krystalu PDB 1D:40Jl, tj. obsahuje i deoxy-mutaci
na uracilu U6 inhibujici reakci. Pfi ptipravé této struktury bylo tedy postupovano stejné jako

u OJI s jedinym rozdilem, ze byla ponechana deoxyribéza na DUG6.

V prubéhu simulace se tato struktura ukazala jako nestabilni. V prvnich 230 ns doslo
k pfeskupeni bazi T2 pseudouzlu a P1 stemu. Tyto strukturni zmény byly propagovany az
k aktivnimu mistu, kde vedly K flipim dihedralnich Ghla patefe rezidui DU6 a A7 a nasledné
vedly Kk rozpadu aktivniho mista. Tyto zmény jsou dokumentovany jak dihedralnimi uhly
(Obr. 16 a 17), tak zvySenymi hodnotami RMSd DU6 a A7 rezidui (Obr. 15). Vysoké
hodnoty B-faktori jsou hlavné u koncovych rezidui, kde dochazi k velkému pohybu
(na obrazku jsou zabarveny cervené). Vyssi hodnota B-faktoru byla rovnéz zaznamenana

u rezidua DUG. To je sice soucasti aktivniho mista, ale je vyto¢eno do solventu a tudiz vyssi
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flexibilita v pribéhu simulace neni piekvapiva. Ostatni rezidua, ktera maji vysoky B-faktor

(A16, G17 a U35) jsou koncové a tudiz se u nich vyssi hodnoty B-faktoru ptedpokladaji.
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Obrazek 15 Vyvoj hodnoty RMSd aktivniho mista struktury 40J1_DU.
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Obrazek 17 Dihedralni uhly meérené na A7.

Pro OJI DU byly na zéklad¢ polohy nukleobazi v aktivnim misté pfedpovézena dvé rezidua,

ktera by mohla byt sou¢asti mechanismu $tépné reakce.
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Prvnim z nich je G45 jehoz atom N1 se na zacatku simulace nachazel ve vzdalenosti 2,99 A
od fosfatu rezidua A7. Zhruba po 30 ns doslo ke zmén¢ konformace DU6 a rovnéz ke zméné
vzdalenosti (4,11 A). Pii tomto pietodeni se zacal atom P z A7 piiblizovat k A46. Pocatecni
vzdalenost atomu N6 od OP2 byla 6,59 A, ale béhem 120 ns doslo ke zkraceni této
vzdalenosti na 2,75 A (viz Obr. 18). Kolem 190 ns doslo k otoceni A7 do polohy velmi
podobné té pocatecni a tudiz byla vzdalenost mezi atomem P z A7 a A46 uz prilis vysoka pro
interakci. Poloha fosfatu se béhem simulace zménila je$té nékolikrat, ale nedoslo
k vyraznému pfiblizovani nebo oddalovani od A46 nebo G45. Od 500 ns uz nedoslo téméf
k zadnym strukturnim zméndm v aktivnim misté a vzdalenost P A7 a N1 G45 se ustalila
okolo 3 A. Kvyrazné zméné polohy DU6 doslo vlivem natahovani patete, které bylo

nasledkem poruSeni patrovych interakci.

Obrazek 18 Vlevo vidime srovnani rezidui na prvnim (zelenad rezidua) a poslednim (tyrkysova
rezidua) snimku simulace. Cdrkované jsou vyznaceny méiené vzdalenosti. Vpravo
je porovnani prvniho snimku a snimku ze 120 ns (rizovd rezidua), kdy dochazi k priblizeni
fosfatu k A46.

3.23 4RGE

Krystalova struktura 4RGE je slozena ze tii jednotek (PDB ID: 4RGE). Dv¢ jednotky jsou
k sob¢ velmi blizko, a proto byla pro simulaci zvolena jednotka tieti, ta je stabilizovana skrz
krystalové kontakty, pomoci koaxialnich stacki na obou koncich molekuly. Tento motiv
neobsahoval zadné zdvojené fosfaty, pouze pii upravé zpétné zmutovana deoxyribdza na US

na ribozu.

V prubéhu simulace byla tato molekula nestabilni. V prvnich 100 ns doSlo ke zménam
Vv usporadani rezidui P1 a P3 stemu (tomu odpovida zvyseny B-faktor téchto rezidui, viz Obr.

19). Strukturni zmény vedly K flipim dihedralnich Ghla patete U5 a A6 a naslednému rozpadu
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aktivniho mista. Tyto zmény jsou patrné jak z graft dihedralnich uhla (Obr. 21 a 22) tak
ze zvysenych hodnot RMSd aktivniho mista (Obr. 20). V grafu B-faktoru maji zvySené
hodnoty kromé termindlnich rezidui také C20 a A42. C20 je soucasti posledniho paru bazi P3
stemu (zpiisobuje rozpad aktivniho mista). Reziduum A42 které ma také vyS$s$i hodnotu

se nachazi ve smyc¢ce L2 (viz obr. 6).

500 T T T T T

1
40 50 60

30
Rezidua

Obrdazek 19 B-faktor struktury 4RGE.

05 [ 4

0 200 400 o 600 800 1000
Cas (ns)

Obrazek 20 Hodnoty RMSd aktivniho mista struktura 4RGE
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Obrazek 22 Dihedralni uhly mérené na A6

Pro RGE ptedpovédél Patel et al. Na zaklad¢ analyzy aktivniho mista [22], ze nukleotidem,
ktery by se mohl podilet na §tépné reakci je G48 (G48 je analogickym ke guaninu G45 u
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stuktury 40J1). Navzdory nestabilit¢ a zménam konformace v aktivnim misté se vzdalenost
atomu OP2 z A6 od atomu N1 rezidua G48 v prubéhu simulace vyrazné nezmeénila (na
zacatku 2,57 A, na konci 3,14 A). Nejvétsi vliv na pohyb aktivniho mista méla patet, ktera
pohybuje U5. Nejvétsi zmény byly zaznamenany na zacatku (100 a 400 ns) a pozdé&ji kolem
600 ns, kdy doslo k rozpadu ptivodnich a vzniku novych patrovych interakci v P1 stemu. Od

této chvile az do konce simulace byla struktura stabilni.

Obrazek 23 Porovnani poloh nukleotidii aktivniho mista na prvnim (zelend rezidua)
a poslednim snimku (tyrkysovd rezidua) simulace struktury 4RGE. Cdrkované je vyznacena
mérend vzdalenost.

3.2.4 4RGE_DU

Struktura 4ARGE_DU vychazi piimo z krystalu PDB ID:4RGE, tj. obsahuje i deoxy-mutaci
inhibujici reakci. Pii pfipravé této struktury bylo postupovano stejné jako u RGE s jedinym

rozdilem, Ze byla ponechana deoxyribéza na DUS.

Z grafu B-faktori demonstrovanych také pomoci obarveni struktury je patrné, ze RGE_DU
se v prub¢hu simulace ukédzala jako stabilni. Kromé termindlnich rezidui zde prakticky
nedoSlo k zadné vyrazngjsi flexibilité. Aktivni misto (DUS, A6) bylo také stabilni (velmi
tmava barva v Obr. 24). Hodnoty RMSd aktivniho mista tohoto systému jsou oproti hodnotam
ostatnich studovanych systémil niz§i. Mezi 200 a 400 ns dochédzi ke zvySeni hodnoty
(Obr. 25), které je vysledkem zmén seskupeni bazi na koncovych ¢astech struktury (P1 a P3
stemy). Nukleotidy se vsak ustalily a od 800 ns do konce simulace zustala struktura opét
stabilni. Pro bliZ8i pohled na flexibilitu nukleotidi tvoticich aktivni misto jsou pfiloZeny grafy

torznich thld na patefi nukleotidd aktivniho mista (Obr. 26 a 27)
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Obrazek 27 Dihedralni uhly mérené na reziduu A6

V pribéhu simulace byla stabilita aktivniho mista a G48 vétsi nez u RGE. Pocate¢ni
vzdalenost atomu N1 z G48 Kk nejblizsimu atomu kysliku fosfitu byla 2,57 A a s mirnymi
odchylkami byla udrzovana celou dobu simulace. Ackoliv na obou koncich struktury (P1 a P3

stem) byla flexibilita velmi vysoka, aktivni misto bylo ovlivnéno pouze mirné. U DUS5 doslo
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Kk mirnému vytac¢eni béhem simulace vlivem pohybu cukr-fosfatové patete, ale reziduum A6
bylo po celou dobu simulace stabilni. Pohyb patefe je velmi dobfe dokumentovan chovanim

dihedrélnich Ghli (Obr. 26 a 27).

Obrazek 28 Porovnani formaci nukleotidiu v aktivnim misté na prvnim (zelend rezidua)
a poslednim (tyrkysova rezidua) Snimku simulace u struktury 4RGE DU. Carkované
je vyznacena mérend vzdalenost.

3.25 4QJH

Struktura 4QJH vychazi pifimo z krystalu PDB ID: 4QJH. V krystalové struktufe tohoto
motivu se vyskytuji stejné jako u RGE 3 podjednotky. Dvé z téchto jednotek mezi sebou maji
krystalové kontakty vlivem velmi malych vzdalenosti a to pfimo v aktivnim misté. Ani jedna
z nich tudiz nebyla povaZovéana za vhodnou pro simulaci. Tteti jednotka (v krystalu tvofena
fetézci E a F) vytvaii patrové interakce s konci jednotky ptedchozi, ale tyto krystalové
kontakty se nachazi ve velké vzdalenosti od aktivniho mista a nijak ho tudiz neovliviuyi,

proto byla pouzita tato podjednotka.

Béhem simulace vykazovala struktura 4QJH nestabilitu. U stemi P1 a P3 doslo v prvnich 140
ns k pfeskupeni bazi a tyto zmény byly propagovany az k aktivnimu mistu, kde doslo
K flipim dihedralnich uhla patefe rezidui U9 a A10 a nasledné i k rozpadu aktivniho mista.
Tyto zmény jsou patrné z grafi dihedralnich tihla (Obr. 31 a 32) a také z grafu hodnoty RMSd
aktivniho mista (Obr. 30). B-faktor u této struktury dosahuje vSeobecné vétSich hodnot nez
u stuktur pfedchozich. Rezidua 52 a 53 vykazuji vyssi hodnoty protoze jsou soucasti smycky
(viz obr. 7B). Reziduum 25 vykazujici nejvyssi hodnotu faktoru se nachazi na konci P3
stemu a vysoka flexibilita byla ocekavana. Ackoliv je P1 stem dlouhy (8 para bazi), jeho

flexibilita silné ovlivnila aktivni misto.
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Obrazek 32 Dihedralni uihly namérené pro reziduum A10

Z analyz trajektorii byly piedpovézeny dva nukleotidy, které by mohly mit podil
na mechanismu reakce, G62 a A63 (G62 je analogicky k G48 struktury 4RGE a tedy i G45 u
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40J1). Tato rezidua se ob¢ na zacatku struktury nachazela v blizkosti atomu OP1 rezidua U10.
Atom N1 rezidua G62 byl vzdalen od fosfatu 3,11 A a vzdalenost atomu N6 rezidua A63 k
fosfatu byla 5,18 A. V pribéhu simulace doslo ke zménam téchto vzdalenosti. V prvnich 100
ns se fosfat pfiblizoval ke guaninu, ale v ¢ase 140 ns doslo vlivem natazeni obou konci
struktury (P1 a P3 stem) k vyrazné zméné¢ orientace fosfatu a odklonéni od guaninu. Rovnéz
doslo ke zkraceni vzdalenosti mezi fosfatem a adeninem. Od poloviny simulace uz byl fosfat
ptiklonén spiSe k A63. Nukleotidy aktivniho mista spolu zhruba od 800 ns vytvofily patrovou
interakci (viz obr. 31) a dale ztstaly stabilni. BEhem simulace nebyla zaznamenana zadna

reaktivni konformace.

Obrazek 33 Porovndni formaci nukleotidii v aktivnim misté na prvnim (zelend rezidua)
a poslednim (tyrkysova rezidua) snimku simulace u struktury 4QJH. Carkované jsou
vyznaceny mérené vzddlenosti.

3.26 4QJH_DU

Struktura 4QJH_DU vychazi piimo z krystalu PDB ID: 4QJH. Pti piipravé této struktury bylo
postupovano obdobné jako u 4QJH. Jedinym rozdilem bylo zmutovani ribézy na U9
na deoxyribozu [20]. Pribéh simulace této struktury byl pozastaven ve 430 ns. Tento Cas

je v8ak dostacujici pro kvalitni analyzu chovani jak aktivniho mista, tak struktury jako celku.

Struktura nebyla béhem simulace stabilni. V prvnim 50 ns doslo k pfeskupeni bazi T2
pseudouzlu a P4 stemu. Tyto strukturni zmény postupovaly az k aktivnimu mistu, kde vedly
K flipim dihedralnich Ghld patefe zejména u rezidua DU9 a nasledné k rozpadu aktivniho
mista. Tyto zmény jsou patrné z grafi dihedrélnich uhlt (Obr. 36 a 37), tak zvySenymi
hodnotami RMSd DU9 a A10 (Obr. 35). Ac¢koliv 4QJH_DU vychazi ze stejné struktury jako
4QJH, hodnoty B-faktorii nejsou zdaleka tak vysoké. Zvysené hodnoty B-faktorii se vsak

objevuji u stejnych rezidui. Rezidua 52 a 53 jsou soucasti smycky (Obr. 7B) a reziduum 25
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se nachazi na konci P3 stemu a reziduum 58 je vytofeno do solventu, tudiz ani zde neni

vysoka flexibilita ptekvapujici.
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Obrazek 34 B-faktor struktury 4QJH_DU.
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Obrazek 35 Vyvoj hodnoty RMSd aktivniho mista v case u struktury 4QJH_DU.
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Obrazek 37 Dihedralni uihly merené na A10.
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Pro strukturu 4QJH DU byly na zaklad¢ analyz trajektorii a polohy aktivniho mista
predpovézeny dva nukleotidy, které by se mohly ucastnit mechanismu $tépné reakce. Prvnim
je G62 jehoz atom N1 byl od atomu OP1 rezidua A7 na podatku simulace vzdalen 6,35 A.
Druhym je A63, ktery byl od téhoz atomu vzdalen 3,14 A. B&hem prvnich 50 ns, kdy doslo
k rozpadu aktivniho mista, se zaroven tyto vzdalenosti ménily. Doslo ke zkraceni vzdalenosti
mezi atomem OP1 rezidua A7 a guaninem (ve 40 ns je to 3,96 A) a zarovenn doslo
k malému pfiblizeni rezidua A63 k fosfatu (ve 40 ns je to 2,99 A). Vzdalenosti byly od 40 ns
udrzovany az do konce. Krom¢ zmén ve stemech ovliviiyjicich rozpad aktivniho mista doslo
také ke zménam ve stemech Pl a P3. Dochazelo u nich Kk mirnym zménam patrovych
interakci po celou dobu trvani simulace. Nukleotidy aktivniho mista (DU9 a A10) spolu
v prubéhu simulace (cca. 50 ns) vytvorily patrovou interakci a do konce simulace

ji udrzovaly.

Obrazek 38 Porovnani formaci nukleotidi v aktivnim misté na prvnim (zelend rezidua)
a poslednim (tyrkysova rezidua) snimku simulace u struktury 4QJH_DU. Cdrkovane jsou
vyznaceny meérené vzdalenosti.
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4 ZAVER

V této praci byla studovana strukturni dynamika Twister ribozymu pomoci metod vypocetni
chemie, pfesnéji molekularné dynamickych simulaci, které ukazuji vyvoj struktury v Case.
Zkoumany byly struktury PDB ID: 40J1, 4QJH, 4RGE. Kazda dvakrat, pficemz se liSily
cukrem na nukleotidu aktivniho mista — deoxyriboza pro reprodukci strukturni dynamiky
inhibovaného ribozymu tak, jak je v krystalové struktuie a ribdzy pro popis pln¢ aktivniho

ribozymu.

Ze Sesti spusténych simulaci lze pouze jednu povazovat za stabilni, a to
simulace RGE DU. U zbylych péti struktur doslo k rychlému rozpadu aktivniho mista vlivem
pieskupeni bazi stemi v blizkosti aktivniho mista (konkrétné stemu P1 a ve vétSiné simulaci i
stemu P3), poruseni patrovych interakei v téchto stemech nebo vysoké flexibilité stemi jako
celku. Struktura RGE mé P1 stem tvofen pouze 2 pary bazi, pricemz nukleotidy, které by
mohly tvofit tfeti par tohoto stemu jsou v krystalové struktufe rozparované a ucastni se
krystalovych kontakti. Cely stem P1 je rovnéZ stabilizovan krystalovymi kontakty. Ve volné
dynamice je vSak tento stem vyrazné labilni a rozpada se, coz zapficinuje rozpad aktivniho
mista. Krystalova struktura PDB ID 4QJD (v této praci nesimulovana pro rozpadly P1 stem
jiz v krystalové struktuie) navic ukazuje, ze ani Ctyfi pary bazi nejsou dostate¢né ke stabilizaci
P1 stemu. Tudiz P1 stem ve struktufe RGE o dvou parech bazi je dodatecné stabilizovan
krystalovymi kontakty, jak bylo potvrzeno nasimi simulacemi. Struktury OJI a OJI_ DU maji
stem P1 tvofen 5 pary bazi a toto parovani je v simulacich stabilni, Cili pét part bazi je
dostatec¢na délka pro stabilizaci P1 stemu. Nicméné 1 v tomto ptipadé flexibilita P1 stemu jako
celku méla vliv na rozpad aktivniho mista. Struktury 4QJH a 4QJH_DU maji P1 stem tvofeny
8 pary bazi a vsouladu s vyse yminénymi simulacemi je parovani v tomto stemu stabilni.
Opét ale zvySena flexibilita tohoto stemu ma za nasledek nestabilitu aktivniho v simulaci
QJH. U simulace RGE DU, kde byl P1 stem rovnéZ po celou dobu simulace flexibilni, nebyla
zfejmé jeho flexibilita tak vysokd, aby zplsobila rozpad aktivniho mista. Dynamika a délka
P1 stemu tedy silné ovliviiuje stabilitu aktivniho mista Twister ribozymu a krom¢ struktur
4RGE_DU a 4QJH_DU prispéla zvySena flexibilita P1 stemu k rozpadu aktivniho mista
vSech zbylych studovanych struktur
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Z4dna ze studovanych struktur se béhem simulace nedostala do konformace vhodné
pro Stépnou reakci, tedy konformace ktera by méla dostatecné velky in-line-attack thel, tj.
uhel U-1(029)...A1(P)-A1(0O5°) nad cca 140°. Tento jev je zapfi¢inén tim, Ze se tato RNA
nachazi v inaktivni konformaci s U-1 vytlatenym z aktivniho mista a tudiz nekompatibilnim
pro in-line atak Stépného fosfatu. [29] Struktury by tedy musely projit konforma¢ni zménou,
aby se aktivni misto dostalo do vhodné konformace. Standardni molekularn¢ dynamické

simulace nicméné nejsou schopny tuto konformaci na ¢asové skale mikrosekund najit.
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5 SUMMARY

The structural dynamics of Twister ribozyme was studied in this thesis using computational
chemistry. Specifically MD simulations showing movement of the structure in time. We
studied three structures PDB ID: 40JI, 4QJH, 4RGE. Every structure was simulated twice
with the different sugar at nucleobase of the active site — deoxyribose was used for
reproduction of structural dynamics of inhibited ribozyme as presented in the crystal structure
and ribose for description of fully active ribozyme, respectively.

Only one structure 4RGE_DU showed stable out of six simulationes. At those
remainig five the active site fall apart quickly owing to reshuffle of nucleobases close to the
active site (concretely P1 stem and in the most cases P3 stem) breach of stacking or high
flexibility of the whole stem. The P1 stem of the 4RGE structure is consisted of two base
pairs, while nucleotides that could form a third pair of this stem are unpaired and participate
on the crystal contacs. The whole P1 stem is also stabilized by crystal contacts. This stem is
distinctly lable and falls apart which causes the disintegration of the active site. Crystal
structure PDB ID 4QJD (not simulated in tis thesis owing to the ruined P1 stem already in the
crystal structure) shows that not even four base pairs are enough for stabilization of P1 stem.
Thus P1 stem in the 4RGE structure is additionally stabilized by crystal contacts as confirmed
by our simulationes. The P1 stem of structures OJI and OJI_DU is consisted of five
nucleobases pairs, and this pairing is stable in our simulationes thus five base pairs are enough
to stabilize the P1 stem. However even in this case the flexibility of the whole P1 stem
influenced the disintegration of the active site. P1 stem of QJH and QJH_DU structures is
eight nucleobases pair long and in accordance with the simulationes mentioned above the
pairing in this stem is stable. Also in this case higher flexibility of this stem caused the
breakup of the active site in simulation QJH. At RGE_DU simulation, where the P1 stem was
also flexible, the flexibility was not big enough to cause the breakup of the active site. Thus
dynamics and length of the P1 stem strongly influence the stability of the active site of
Twister ribozyme and except for structures RGE_DU and QJH_DU the flexibility of this stem

contributes to the desintegration of the active site at four remaining structures.

None of studied structures get into the conformation suitable for the reaction during

simulations i.e. conformation when the in-line-attack angle is large enough which means
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higher than 140°. This phenomenon is caused by fact that this RNA molecule is in inactive
conformation with U-1 extruded from the active site and thus incompatible for the in-line
attack to scissile phosphate.[29] Structures would have to undergo conformational changes to
active site get into the right position. Standard MD simulations are not able to find this

conformation on the us time scale.
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