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,
Uvod

Nukleové kyseliny DNA a RNA jsou makromolekularni slou¢eniny obsazeny v kazdé zivé
buriice. Jejich vyznam spoc¢iva v uchovani genetické informace. Ve vétsing zivych organismi
je DNA (deoxyribonukleova kyselina) uchovavatelkou genetické informace, zatimco RNA
tuto informaci pifendsi. Existuji 1 vyjimky, jako jsou urcité¢ typy vir, kdy RNA

(ribonukleové kyselina) uchovava genetickou informaci.

Ribonukleova kyselina se nachazi ve virech, bakteriich a cytozomech. Podle jeji funkce
se déli na tfi typy: mRNA, tRNA a rRNA. U bakterii v 5'netranslatované oblasti byly
objeveny nekodujici prvky. Tyto prvky jsou oznaceny jako RNA piepinae. RNA piepinace
poskytuji dilezitou roli v regulaci expresi genti. Na zdklad¢é navazani iontu do struktury
ptepinacl je RNA piepina¢ Lactococcus lactis yybP-ykoY. Tato struktura byla vybrana
pro mou bakalaiskou praci na zakladé pridruzenych genti yybP a ykoY, které nejsou zcela

prozkoumany.

Trojrozmérné struktury RNA piepinace jsou zkoumany za pomoci pocitacovych simulaci.
Tato metoda poskytuje zobrazeni struktury na atomarni Grovni a v daném prostiedi, které
je nami zvolené. Pro detailngjsi prozkoumani struktury RNA piepinace je zvolena

molekulova dynamika, ktera vyuziva principy klasické mechaniky.

Cilem mé bakalaiské prace je pfipravit strukturu aptameru RNA piepinae
Lactococcus lactis yybP-ykoY, pro navazani terminatoru. Pro tuto pfipravu se spusti nékolik
simulaci, které budou sledovat chovani struktury v ¢ase pii odebrani urc¢itého mnozstvi bazi
ze struktury RNA piepinace a bude zkouman vliv ligandi navazanych v aktivnim misté,

na celkové chovani struktury.



1 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou makromolekularni latky, které se vyskytuji ve vSech Zzivych
organismech. Tyto latky jsou slozeny z polynukleotidovych ftetézcl. Jejich ukolem
je uchovavat vsobé genetickou informaci, kterou nasledn¢ zpracovavaji a prenaseji.
Nukleové kyseliny miizeme délit na dva typy: RNA (ribonukleova kyselina) a DNA
(deoxyribonukleova kyselina). Ve vétSin€ piipadl se v zivych organismech nachdzi DNA.

Vyjimkou jsou nékteré typy virti, kde pfenos genetické informace zprostfedkovava RNA.[1]

Strukturu nukleovych kyselin tvoii polynukleotidovy fetézec, ktery je slozen ze tii Casti:
fostatového zbytku, cukru (pentdzy) a dusikaté baze. Tyto tfi Casti tvofi zéklad kazdého
fetézce neboli nukleotid. Mezi dusikaté ¢asti patii pyrimidinové a purinové struktury.
Pyrimidinové baze vytvareji SestiClenny heterocyklus tvofen dvéma dusikovymi
heteroatomy. Mezi tyto struktury fadime cytosin (C), uracil (U) a thymin (T). Purinové baze
se skladaji z heterocyklu, ktery je tvofen dvéma cykly, zde patii adenin (A) a guanin (G).
V obou typech kyselin se objevuji cytosin, guanin a adenin. Thymin se objevuje ve struktuie
DNA a uracil pak v RNA. Sacharidovou slozkou obsazenou v nukleové kyseling je pentdza.
V DNA struktufe ji tvoii 2- deoxy-D-riboza. Ve struktufe RNA se jedna o D-ribozu.

Rozdilem téchto dvou struktur je hydroxylova skupina na druhém uhliku.[1]
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Obrazek 1 Dusikaté baze v RNA a DNA strukturach.



1.1 RNA

Ribonukleova kyselina neboli RNA se nachazi v pfevazné ¢asti virti a bakterii a cytozomech.
Jedna se o dipolymer podobny struktufe DNA. RNA je tvofena z nukleotidt, coz je spojeni
D-ribozy, fosfatové Casti a dusikaté baze. Tvoii vétsinou jednofetézovou strukturu, je vSak

znamo Ze dokaze vytvofit i dvoufetézovou strukturu (dvousroubovici) neboli A-RNA.[2]

RNA Dbyla objevena v roce 1886 svycarskym lékaiem a ptirodovédcem J. F. Miescherem,
ktery zkoumal analyzu hnisu, kde nalezl smés nukleovych kyselin (DNA a RNA). N¢kolik
dalsich let bylo vénovano detailnéjSimu prozkoumavani struktur obou nukleovych kyselin.
Existovaly domnénky, Ze se nachdzeji pouze v rostlinnych a ZzivociSnych buikach.

Az v 30. letech 20. stoleti byla RNA detailnéji popsana.[3]

1.1.1 Vazby v RNA strukture

RNA se vyskytuje pievazné jako jednofetézova nukleova kyselina. Ke vzniku
dvousroubovice dochazi pomoci kanonického parovani. Mezi kanonické parovani fadime
Watson — Crickovo, které bylo objeveno ve 20.stoleti, védci Watsonem a Crikem.
Ve struktufe dochazi ke tvorbé spojeni mezi purinovych a pyrimidinovych bazi. Purinovy
adenin interaguje S pyrimidinovym thyminem a purinovy guanin s pyrimidinovym
cytosinem. Tento zplsob parovani se objevuje v molekule z 60 % az 70 %, ve zbylych

procentech se jedna o dalsi typy interakci.[4]

Druhym typem je nekanonické parovani dusikatych bazi, zde fadime vazby s odlisSnym
poctem vodikovych vazeb nez u kanonického parovani. RNA bédze maji tfi mista (hrany)
pro vzajemna plsobeni mezi bazemi. Tyto tii mista mizeme znazornit pomoci pravouhlého
trojtihelniku. Odvésny trojuhelniku znazoriuji Watson-Crickovu hranu (Watson-Crick
edge, WC) a hranu cukru (sugar edge), pfeponou je znazornéna Hoogstenova hrana
(Hoogsteen edge). Tyto interakce jsou pro lepsi vizualizaci zobrazeny v obrazku ¢. 2.
Kazda ze tfi hran ndm mize interagovat s jednim ze tfi hran druhého ,,trojihelniku®, tim
nam vznika 12 moznych interakci (rodin) mezi jednotlivymi hranami. Tyto interakce se
zobrazuji dle metody Leontise a Westhofa.[5] Kazdé interakce pak ma své specifické

oznaceni.[4]



Obrazek 2 Struktura interakci v RNA.

1.1.2 Typy RNA

RNA se déli na tii zakladni typy: mediatorova RNA, transferova a ribozomova RNA. Jejich
odlisnost je ve struktuie, velikosti a v jejich funkcich pii proteosyntéze, kde kazda z nich
hraje dulezitou roli. VSechny tyto typy RNA jsou vytvareny pii transkripci a nepodléhaji

translaci, vyjimkou je mRNA, ktera jako jedina podléha transla¢nim procestm.[1]

Mediatorova RNA
Mediatorova RNA (mRNA) byla izolovana roku 1956, védci E. Folkinem a L. Astrachanem.

Pojmenovana byla az o nékolik let pozd&ji roku 1961 J. Mohamedem. Nazev messenger
neboli medidtor (miZeme se setkat i s nazvem informac¢ni RNA) vznikl podle jeho tcelu
v cytozomech, kde pienasi genetické informace. V bunkach ribonukleovych kyselin
se mMRNA nachazi v obsahu asi 5-10 %.[1]

Primarni piedpis u eukaryot se oznacuje jako pre-mRNA. Tento pfedpis je nadale upravovan
pfed naslednou transkripci, kdy je odstfizena nekodujici sekvence (intron) od kodujici
sekvence (exon). Mediatorova RNA ma za ukol urcit spravné navazani aminokyselin
K peptidovému fetézci. Stanoveni spravného navazani a poradi aminokyselin urcuji kodony.
Jedna se o trojici tvotfenou nukleotidy. Kazdy kodon pfi translaci kdduje jen jednu konkrétni

aminokyselinu. Existuje minimaln¢ 20 odlisnych kodond.[6][7]
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Transferova RNA

Transferova RNA (tRNA) je mala molekula, ktera se sklada primérné z 80 nukleotidt. Tato
molekula se vytvaii béhem transkripce stejn¢ jako mRNA a rRNA. Jeji strukturu tvoii dvé
ramena, které jsou na sebe kolmé. Toto seskupeni vypada jako jetelovy list, ktery je zahnuty
do pismene L. Vobou ramenech se nachazi dvouhelikalni zavit. Struktura
je stabilizovana pomoci patrovych interakci mezi aromatickymi cykly a vedlej$imi bazemi.

Zastoupeni tRNA tvoii 10-15 % z celkové RNA[6]

Funkce transferovd RNA je pfenos potiebné aminokyseliny do polypeptidi. Aminokyseliny
jsou navazany v tRNA na 3’hydroxylovy konec. Jednd se o vysoce energetickou vazbu,
coz znamena, ze Struktura je velmi reaktivni. Tento typ RNA se sklada ze dvou ¢asti:
antikodonova smycka (antikodonové rameno) a akceptorové rameno pro aminokyselinu.
Pticemz v antikodonové smycce se nachazi tzv. antikodon (trojice bazi doplikova

K ur¢itému kodonu mRNA).[6]

Ribozomova RNA

Nejvice zastoupenou slozkou RNA je ribozomovd RNA (rRNA), kterd tvoii az 80 %
bunécné RNA. Existuje vice forem rRNA, které jsou zejména odlisné svou velikosti.
Ribozomova RNA se nachazi jako soucast ribozomu pii proteosyntéze. Tato slozka byva
soucasti katabolickych procest spolu s RNA-polymerazou. Ribozomova RNA stejné jako

tRNA a mRNA vznikaji béhem transkripce, a nepodléha translaci[6]
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2 RNA prepinace

RNA ptepinace neboli z anglického ptekladu riboswitche jsou nekddujici prvky objevujici
se Vv bakterialnich MRNA v 5'-netranslatované oblasti. Jedna se o elementarni biomolekuly,
které dokazou navazat malé molekuly nebo ionty, do své struktury, v podob¢ ligandi.[8]
Jejich hlavnim ukolem je ovladat expresi genu na zdklad¢ rozdilné koncentrace ligandu.

vvvvvv

translace.[9]

2.1 Objev RNA pfepinaci

Pted nalezenim prvniho RNA piepinace, bylo vytvofeno nekolik RNA aptameri za pomoci
in vitro revoluce, které byly nasledné zkoumany. Prvni RNA ptepina¢ byl objeven az v roce
2002 a to u bakterii, kde byly tyto molekuly nalezeny jako RNA molekularni senzory. Dtikaz
0 existenci RNA piepinact byl proveden na tfech derivatech vitamini AdoCbl, thiamin
pyrofosfat (TPP) a flavin mononukleotid. Na téchto derivatech byla dokazana piima
interakce s mRNA, za pii¢iny kontroly vitamint B1, B2 a B12. Tento objev zietelné ukazal
na fakt, ze vazba metabolitu stabilizuje uspofddani mRNA senzoru a detekuje komponovani
nekonzervované mRNA ¢asti, ¢imz ptispiva ke vzniku konstrukce, kterd ma vliv na urceni
konce transkripce nebo translace. Tohle je divodem, pro¢ pifimé vazba mezi metabolity
a RNA ma vliv na pfepinani ribozomu mezi dvéma RNA konformacemi, coZ ma vliv

na expresi genu. [10]

Do soucasnosti bylo objeveno nékolik desitek tfid RNA piepinaci. Nové objevené tiidy
dokéazou interagovat s koenzymy, nukleobazemi nebo jejich derivaty a aminokyselinami.
Teorie ukazuje, ze novodobé RNA piepinace by mohly byt naslednici starovékych RNA
piepinact. Pokud by se tato teorie potvrdila, mohlo by to znamenat, Ze funkce, které RNA
pfepinac¢im pomédhaji, aby mohly zrcadlit vlastnosti a funkce RNA senzoril, se nachazely

jiz ve svété RNA.[11]

2.2 Struktura RNA prepinacl a jejich funkce

RNA ptepinace se skladaji ze dvou ¢asti — domén (aptamerova doména a expresni platforma)
(obrazek €. 3 a €. 4). Kazda z domén ma pak svou vlastni funkci ve strukture RNA piepinace.

Aptamerova doména funguje jako snimac ligandi.
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Ligand se navaze do struktury aptamerové domény do tzv. kapsy. Pomoci navazaného
ligandu se urcuji jednotlivé kategorie RNA ptepinact. Jako vétSina ptijemcti ligandd, musi
rozeznavat jednotlivé metabolity, které maji podobné chemické vlastnosti a vysokou
selektivitu. Diky schopnosti rozeznavat jednotlivé metabolity, mize poskytnout spravnou

regulaéni odpoved. [12]

Terminator

Uuuuuu

Uuuuu

Aptamerova doména

Expresni platforma

Obrazek 3 Regulace transkripce pomoci RNA prepinace. Pokud RNA prepina¢ nema ve své struktufe navazany ligand,
probiha déj transkripce. Po navazani iontu je do jeho struktury se vytvorfi terminator a dochazi k ukoncéeni transkripce

Ligand O
RIBOZOM E

\

I " "
Aptamerova doména

L |
I 1

Expresni platforma

Obrazek 4 Regulace translace pomoci RNA prepinace. KdyZz v RNA piepinaci neni navazan iont, tak vazebné misto (RBS)
se stava pristupné pro navazani ribozomu. Pokud v3ak ve struktuife RNA prepinace je navazan iont, dochazi k izolaci RBS
a ribozom neni schopen se do vazebného mista navazat.

V nékolika studiich analyzy RNA ptepinaci bylo zjiSténo, Ze struktura aptamerovych domén
je podobn¢ vystavéna jako u mnoha jinych vétsich RNA systémt. Aptamerova doména
purinového RNA piepinace, patfi mezi nejelementarnéjsi struktury aptamert, je sloZzena
ze tii ¢asti P1, P2, P3. Tyto tii ¢asti se objevuji ve vSech objevenych typech RNA
prepinace.[13]

Na rozdil od aptamerové domény, expresni platforma kontroluje genovou expresi. Expresni

doména se nachazi vétSinou vedle aptamerd, kde vyhodnocuje, jak se vaze ligand

na aptamerovou doménu.
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V expresni platformé mulzeme najit prepina¢, ktery je na rozhrani s transkripénim
a translatnim mechanismem. Spole¢na ¢ast obou domén je pojmenovana jako prepinaci

oblast. Pomoci této oblasti se reguluje skladani RNA.[8]

2.3 Identifikace metabolitu

RNA ptepinace dokdzou chemicky rozpoznat rtizné typy ligandi, aniz by mély zakdédovanou
funkci, jak tyto ligandy od sebe rozeznat. Pozorujeme vsak nékolik spolecnych rysa
k navazani metabolitu. Jednim z nich je pomoci vazebného mista. Mnoho RNA piepinaci
tvofi ve struktufe tzv. kapsu neboli vazebné misto, kde se navaze metabolit (ligand). Uvniti
téchto vazebnych mist se nachdzi malé ligandy, které jsou zapouzdiené uvnitt , kapsy*.

Tyto mista jsou ohrani¢eny nekanonickymi pary bazi a nukleotidi.[14]

Téméet vSechny typy ligandii se spoléhaji na funkci heteroatomd, pro tvorbu vodikovych
vazeb a elektrostatickych interakci s RNA. Vodikové vazby pfitom dokazou interagovat
s okraji ligandd a neparovych nukleotidi ribonukleové kyseliny. Interakce ligand s RNA
jsou zptisobeny kationty kovii Mg?" a K*. Tyto kationty také mohou kompenzovat negativni

naboj ligandu i jeho funkénich skupin.[14]

Poznatky z pozorovani komplexu mezi RNA piepinaci a ligandy byly doplnény
informacemi z rentgenovych snimku struktury RNA ptepinaci. Tyto zaznamy poukazaly
na fakt, Ze RNA piepinac¢e dokdzou do své struktury navazat ligandy pomoci kombinaci
dvou mechanismil. Prvnim z mechanismil je konformacni selekce. Struktura se pfeskupi
pomoci tohoto mechanismu do tzv. pfedem sloZen¢ho stavu. Tento stav je pak nasledné
stabilizovan pomoci ligandu. Druhym typem je mechanismus indukovaného pfizpiisobeni.

Na rozdil od prvniho typu mechanismu, tento typ vaze ligand na rozlozenou konformaci.[14]

Zajimavosti RNA piepinacu je, Ze za urcitych podminek mohou piijimat metabolit, ktery ma
odlisnou koncentraci. Déle se mohou zicastnit kinetickych a termodynamickych procest,

béhem kterych bud’ vznika ¢i nevytvaii rovnovaha mezi RNA a ligandem.[10]

2.4 Rozdéleni RNA prepinacl
Od prvnich zprav z roku 2002, kdy byl objeven prvni RNA ptepinac, se objevilo mnoho
dalsich. S nabyvajicim poctem novych RNA piepinact, bylo nutné je klasifikovat
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do jednotlivych tfid. Rozd¢leni bylo provedeno v zavislosti na jejich struktufe, ale
I vlastnostech jednotlivych RNA ptepinact. V roce 2017 bylo objeveno 40 rozdilnych tiid,
které byly potvrzeny experimentalné. Podle piedpokladi védci Phillipa J. MCcowna, Keitha
A. Corbina a spol. by mélo existovat az tisice odliSnych tiid RNA piepinacu, které doposud
nebyly nalezeny.[15]

K nejrozsifenéjSim tfidam jsou ptifazeny ttidy RNA piepinace, které jsou schopny vnimat
a regulovat koenzymy a tzv. poslové (messenger riboswitch). Konkrétnim piikladem
Je zastoupeni tfidy fluoridovych RNA ptepinacti a thyamin pyrofosfatové (TPP) tiidy RNA
ptrepinace. Tyto dva typy RNA piepinact se objevuji v bakteriich rodu archaea, a n¢kterych
druzich hub, rostlin a fas. Toto sledovani vede k poznatkim, ze prvni RNA piepinace musely
existovat jiz v RNA svété. Tento poznatek vSak doposud nebyl dokazan. Divodem je,
ze nelze presné dopatrat k prvnimu RNA piepinaci, ktery by byl pro vS§echny predchiidcem.

Jednotlivé zastoupeni tiid miizeme vidét na obrazku ¢. 3.[15]
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Obrazek 5 Cetnost jednotlivych t¥id riboswitchti [15]
I pies velké mnozstvi technik se nepodafilo nékteré RNA piepinace prozkoumat natolik,
aby mohly byt pfifazeny k jednotlivym tfiddm. Témto typim RNA ptepinacim byl dan
nazev ,,Sirotci z anglického prekladu orphan. Jednim ze sirotkt je skupina RNA piepinact
pojmenovana jako yybP-ykoY. Tato tfida patii k jednim z nejrozsitenéjsich skupin ve tfidé
sirotktl, pfesto tato skupina neni oznacena jako tfida. Dlivodem zatazeni k tfid¢ sirotktim
je neprozkoumana oblast jeho genii yybP a ykoY.[16]
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2.5 RNA prepinac Lactococcus lactis yybP-ykoY

V mé bakalarské praci se zabyvam strukturou RNA piepinace:
Lactococcus lactisyyb yybP-ykoY (obrazek ¢. 6). Jeho strukturu Ize dohledat v Proteinové
datové bance pod kodem PDB ID: 4y11.[16] Tento RNA piepina¢ je charakterizovan jako
transkripéni RNA piepinaé, kdy jeho funkce zavisi na afinité k Mn?* iontu. Struktura RNA
prepinace je sloZzena ze dvou koaxidlnich dvousroubovic, které jsou spojeny tzv. Ctyicestnym
spojem (z anglického prekladu four—way juction). Ve struktufe yybP-ykoY
se nachdzi dvé vazebnd mista pro ionty, oznacujeme tyto vazebnd mista jako Ma a Mg.
Vazebné misto Ma je ve tvaru oktaedru, které se sklada z péti fosforylovaného kysliku
a z ¢asti smycky L1 (G7, G8, A9) a L3 (U39, C45). Toto vazebné misto preferuje predevsim
Mg?* ion. Vazebné misto oznateno jako Mg je stejné jako Ma misto koordinovano do tvaru
oktaedru. Struktura tohoto mista je sloZena z dusiku (N7), ktery se nachazi v adenosinu
(A41) umisténém v ¢asti L3. Dalsi ¢asti vazebného mista jsou atomy kysliku z G8, U39,

C40, U44 A C45. Ve vazebném misté Mg se vaze Mn?* iont. [16].

B A A
A A A G
G A 80— G = C—75
G = C—-25 U = A
G = i€ A = U
C =6 u = aP4
Gi= GC
U = A
=82y = a0
Tl —
15— G A U,,‘G,
P1.2 | € = Gr9 A = U
G =¢C 30-A = U
C= G
{ A == UU—65
e 2 A = U
10— A = U
f:‘, . 235G = C
o —95 | U= G
6 —=¢ \C=G—60
G =C =
5+-A = U =€
P1.1 |A =V 45 U = A
A= U+100 |3 |G =C
& e - U=55
6= SEE — &
G A
A A

Obrazek 6 A) Zobrazeni 3D struktury RNA prepinace yybP-ykoY. Zvyraznéna je Cast, kterou se zabyvam v mé bakalarské
praci. B) Zobrazené parovani v 2D struktufe RNA prepinace yybP-ykoY dle Leontise a Westhofa.[5]
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3 Pocditacové simulace

PocitaCové simulace tvofi zna¢nou Cast nejen teoretické chemie, ale slouzi 1 pro vypocty
ve fyzice a dalSich védnich oborech. V dnesni dobé¢, kdy technika se stale vyviji a pfinasi
nam dal$i moZnosti, 1ze sledovat pomoci pocitacovych simulaci struktury biomolekul
a jejich chovani v daném, nadmi zvoleném, prosttedi. Velmi vyhodnym aspektem
pocitacovych simulaci je trojrozmérné zobrazeni na atomarni urovni, coz nam poskytuje
veskeré detaily o zkoumané struktufe. Pfi spravném pouziti této techniky, lze pocitacové
simulace pouzit jako dopln€k k experimentalnim metodam, ptipadné k ovéfeni jiz znamych

vysledki.[17]

Pti sledovani molekularnich struktur vyuzivame dva typy mechaniky, a to kvantovou nebo
klasickou. Jejich rozdilem je piesnost a s ni spojena technicka naro¢nost. Pro systémy, které
jsou popsany pomoci klasické mechaniky obvykle plati, Ze jsou méné technicky obtizné,
coz nam dovoli pocitat i daleko vEtsi systémy nez u kvantové mechaniky, ale vysledky jsou
mén¢ presné. Naopak presnéjsi kvantova mechanika se pro svou naroc¢nost pouziva

pro mensi systémy.[18]

3.1 Molekularni dynamika

Molekulova dynamika je jednim z metod pocitacovych simulaci, ktera vyuziva principy
klasické mechaniky. Velmi Casto se vyuziva i u velkych biomolekul. Simulace zalozené
na molekulové dynamice pouzivaji Newtonovy zakony, tj. zakon setrvacnosti, zakon sily
a zékon akce a reakce. Rovnice €. 1 je jedna z Newtonovych pohybovych rovnic, ktera ndm
zobrazuje silu F plsobici na ¢astice, m;j pfedstavuje hmotnost Castice, ai zrychleni castic,

r je oznaceni pro polohovy vektor a pismenem t je oznaen Cas.

L @
Bdt T dt?

Fi = m;a; =
Pro zjednoduseni molekulové dynamiky se vyuziva Born-Oppenheimerova aproximace.
Tato teorie je zaloZena na faktu, Ze jadra atomul jsou n€kolikandsobné t€z$i nez samotné
elektrony. Lze tedy sledovat pohyb jadra za piedpokladu, ze elektrony budou jadro
nasledovat s velkou rychlosti. V ramci této aproximace, mizeme oddélit elektrony od jadra

a atomy znazornit ve tvaru koule.
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Nasledné atom jako koule je definovano dvéma parametry: parcialnim nabojem a van der
Waalsovym potencialem, piicemz van der Waalsstiv potencial ndm znaci polomér koule
a parcialni naboj je v jejim stfedu. Vazba je definovana jako model pruziny s uréitou délkou
a tuhosti. Lze tedy fict, ze molekuly (koule s ur¢itym nédbojem) jsou spojeny pomoci pruzin.
Energii systému tvofeného z atomu je definovana pomoci soufadnic jednotlivych atom.

(rovnice ¢. 2)

E=f(R) )

3.1.1 Potencialni energie

Potencialni energie charakterizuje popis mezi strukturou a energii. V piedlozené praci
je potencidlni energie vyjadiena parametricky pomoci programového balicku AMBER.
V tomto programovém bali¢ku jsou vypocteny veskeré vazebné a nevazebné interakce mezi
atomy. Nevazebné interakce se vyjadiuji pomoci dvou interakci: van der Waalsovy (vdW)
a Coulumbické (Coulomb). Vazebné interakce jsou vyjadieny pomoci tii funkci: a to délky
vazby, vazebnym thlem a torznim thlem. Celkovou potencialni energie lze vyjadtit jako

suma vazebnych a nevazebnych interakei:

E = 2 Evazma +2.Eahel +2-Etorze +2-Evaw +2Ecoutomb (3)

Jednotlivé casti potencialni energie l1ze vypocitat pomoci jednoduchych funkci. Energie

vazby je definovana dle rovnice €. 4, kterd vychazi z popisu harmonického oscilatoru.
Evazba = XK+ (T—To)2 (4)

Pismeno r oznacuje vzdalenost vazeb mezi jednotlivymi atomy, 7o je oznaceni pro idealni
vazebné vzdalenosti, které byly ziskdny z experimentalnich metod nebo pomoci kvantové
chemickych metod. A je konstanta tuhosti vazby, ktera byla taktéz ziskana

z experimentalnich pripadné z kvantové chemickych metod.

Vazebné uhly jsou definovany velmi podobné jako energie vazby. Tuto definici nam
znédzornuje rovnice €. 5.

Euhet = Ko — a0)? (5)
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Podobné¢ jako v rovnici €. 4 ndm pismeno « znaci vazebny thel, pismeno ao je oznaceni
pro ideélni vazebny uhel, ktery byl pomoci experimentalnich a kvantové chemickych metod.
Ko je oznaceni pro silovou konstantu vazebného thlu, ktera byla taktéz ziskand pomoci

experimentalnich nebo kvantové chemickych metod.

Energie torznich uhla je dana rovnici ¢. 6. Toto vyjadieni je stanoveno jako superpozice

nékolika funkci.

E 6
Etorze = Ztorze Zn 771 (1 + COS(TL 0 — (Dno)) ( )

Oznaceni o je pro vazebnou torzi, ono predstavuje fazovy posun v n-té period¢, Enje oznaceni
pro vysku potencidlni bariéry v n-té periodé, pismeno n je pak oznaceni pro periodu jedné

konkrétni harmonické slozky.

Nevazebna interakce, ktera je zapoctena v celkové potencialni energii je Coulumbova

interakce. Tato interakce je vyjadfena pomoci Coulumbova zékona (rovnice €. 7).

419>
Ecoutomp = Zi<;j e, (7)
ij

Ecoulomb vyjadiuje pomér mezi parcidlnimi nédboji q;q, a permitivité vakua &, a vzdalenosti

T j atomu

Poslednim pfispévkem v rovnici pro potencialni energii jsou van der Waalsovy (vdW)
interakce. Tyto interakce se spolu s Coulumbovymi interakcemi fadi i k nevazebnym

interakcim a jsou popsany pomoci Lennard-Jonesova potencidlu (rovnice 8).

O-.. 12 O-.. 6
Evaw = Zi<j 4€ij [(r_u) - (T—U> ] (8)
ij ij
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Znak ¢;; je oznaceni pro hloubku potencidlové jamy, o;; je oznaceni pro vzdalenost mezi
dvéma atomy, pfiCemZ potencialni energie se rovna nule, r;; je oznaceni pro vzdalenost mezi

dvéma atomy. [17]

3.1.2 Silové pole

Vybér silového pole hraje velmi dulezitou roli pro molekulové simulace. Silové pole udava
veskeré informace o vazbach, nevazebnych interakci a vazebnych uhlech mezi jednotlivymi
atomy ve struktufe a poskytuje informace pro vypocet potencialni energie.
Tyto definované parametry jsou vétSinou ziskané zab initio nebo jsou odvozeny
z provedenych experimentt.[19] Mezi nejpouzivanéjsi silové pole patii AMBER[26] a
CHARMM[20]. Pro tuto bakalafskou praci pouzit programovy balicck AMBER.
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4 Prakticka cast

4.1 Pfiprava struktur

Pro tuto bakalafskou praci byla pouZita struktura Lactococcus lactis yybP-ykoY Mn?* RNA
piepinade Snavazanym Mg?" jontem. Tato struktura byla stazena z PDB databaze
pod kodem PDB ID: 4y11.[16] Popis této struktury najdete v podkapitole 2.5 RNA piepinac
Lactococcus lactis yybP-ykoY. V této praci byla studovana struktura RNA piepinace
upravena do celkem 22 riznych struktur za pomoci programu Pymol. Ze struktury stazené
z databaze byly postupné odstranovany jednotlivé nukleové baze z 3" konce
(viz obrazek ¢. 7). Tedy prvni startovaci struktura obsahovala kompletni RNA piepinac¢
vcetné hore¢natého iontu, nésledujici struktura byla o jednu nukleovou bazi kratsi, konkrétné
byl odstranén cytosin 102 (C102). Celkem bylo odstranéno deset bazi, v¢etné adeninu
93 (A93) viz tabulka ¢.1. Nasledné bylo vytvoireno jesté 11 struktur, u kterych byl hote¢naty

iont nahrazen draselnymi ionty.

Tabulka 1 Ndzev struktury, ktera byla upravovina A A
a konkrétni pocet odstranénych nukleotidi. A A A G
G A 80— G =— C=75
Nazev Pocet odstranénych 6 = C125 u o= A
G = C A == U
struktury nukleotidi c =6 u = A P4
Uu = A G = C
Ayli 0 B=U = A-70
y_ 15—<|3 "ﬁz><u=s
4yli 1 1 (C102) P12 |C = 6-% A = U
4yli 2 2 (C102-C101) ~ ez
" A == U—65
4yli 3 3 (C102-U100) T
10— A == U
4yli 4 4 (C102-U99) L S 3506 = C
o | U= G
4yli 5 5 (C102-U98) C — G50
™G = ¢
4yli 6 6 (C102-C97) —
|
4yli 7 7 (C102-C96) P1. sl
T A == U—55
4y1li 8 8 (C102-A95) 50-6 = ¢
G A
4yli 9 9 (C102-G94) A A
_ Obrazek 7 Zde na tomto obrazku je cernym kruhem
4y1|_10 10 (C102-A93) vyznacena oblast, kde byly odstranény nukleotidy z RNA
prepinace.
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Vsechny ptipravené struktury (22 struktur) byly doplnény o vodiky a dale zasolvatovany
pomoci programu tLeap, ktery je soucasti programovém balicku AMBER, za vzniku
oktaedralniho boxu vody a byly piidany K* (r = 1,590 A, & = 0,2795 kcal/mol)[21]
aCl (r=2,760 A, £ = 0,0117 kcal/mol)[21] o celkové koncentraci 150 nM. Pro vystavbu
boxu vody byl pouzity model vody OPC.[22] Vzdalenost mezi sténou boxu a strukturou
ginila 10 A. Pro solut by pouzito silové pole OL3[23][24][25]s modifikaci van der
Waalsovych parametri atomu kysliku od Case et. al[26]. Také byl aplikovan externi
potencial gHBfix [27]ovliviwjici stabilitu vodikovych vazeb s nasledujicim nastavenim: sila
NH-N a NH-O vazby byla zvysena o 0,5 kcal/mol a sila vodikové vazby OH-nbO a OH-bO

byla sniZena o -0,5 kcal/mol.

Upravené struktury byly nasledné pied samotnou dynamikou minimalizovany
a ekvilibrovany za pouziti standardniho ekvilibracniho protokolu. V prvnim kroku byly
provedeny minimalizace atomu vodiku, nasledn¢ v druhém kroku probéhla minimalizace
samotné¢ vody. Béhem tohoto procesu se samotnd struktura RNA pifepinace nemeénila.
Po ustaleni prvnich dvou kroki, nésledovala samotnad minimalizace RNA pfepinace, ktera
byla provedena v n¢kolika krocich. Po relaxaci byl systém nasledné zahtivan na teplotu

298,16 K. Poté prob&hla samotna dynamika v ¢asovém rozmezi 1 ps.[28]

4.2 Analyza struktur

Provedené simulace byly analyzovany pomoci programu cpptraj, ktery je obsazen v balicku
AMBER, kde byly odstranény molekuly vody pro naslednou vizualizaci, vypoc¢itany RMSD
hodnoty, B-faktory a vzdalenosti mezi jednotlivymi fosfaty v aktivnim mist¢ RNA
prepinace. Nasledné byly jednotlivé simulace vizualizovany pomoci programu Pymol. Dale
byl pouzit program Gnuplot pro vytvoreni grafl, popisy jednotlivych grafii byly vytvoreny

v programu Inkscape.

Pro analyzu struktur byla zméfena hodnota RMSD. RMSD (ang. root-mean-square
deviation) neboli v piekladu stiedni odchylka kvadratické hodnoty. Tento parametr nam
udava, jak moc se systém zménil od referenéniho stavu, tj. mtzeme napiiklad urcit, zda

je systém stabilni ¢i nikoliv. Lze jej definovat pomoci rovnice (rovnice ¢.9).[29]
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RMSD = |- Z|wi — ;)2 )

Znak N je oznaceni pro pocet atomi, w; udava polohové vektory pro atomy srovnavané
struktury a v; je oznaceni pro polohové vektory stejnych atomi jako w;, ale v pocateénim

stavu.

Dal$im hodnoticim parametrem je B-faktor. B-faktor nebo také teplotni B-faktor, nékdy
zvany jako Debye-Waller faktor, coz je hodnota, ktera nam udava dynamickou pohyblivost

atomu béhem simulace. Tento parametr ndm popisuje vztah:
B = 8w %(u?) (10)

Parametr (u?) nam udava stfedni kvadratické posunuti od primémé polohy. Hodnota
B-faktoru se mé#i v A. Pokud hodnoty B-faktoru jsou nizké, znadi to o tom, Ze struktura
nebo ¢ast struktury je méné pohybliva a stabilni. Naopak, pokud jsou hodnoty B-faktoru

velmi vysoké jedné se o velmi pohyblivou strukturu ¢i jeji Cast.
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5 Vysledky a diskuze

Cilem této bakalarské prace bylo piipravit stabilni strukturu RNA piepinace yybP-ykoY
pro nasledné navazani dal$i ¢asti (terminatoru) ke struktufe (viz obrazek ¢. 8). Pro tuto
ptipravu byly vyuzity pocitacové simulace, celkem bylo spusténo 22 simulaci. VSechny
simulace byly nejprve analyzovany vizualné za pomoci programu Pymol
(tabulka ¢. 2 a ¢. 3). Nasledné byly vyuzity programy pro vypocet RMSD, B-faktora

a vzdalenosti mezi jednotlivymi fosfaty ve vazebném miste.

Terminator

Aptamerova doména

[ |
I ]
Expresni platforma

Obrazek 8 Schematické navazani terminatoru na aptamerovou doménu

5.1 Stabilita simulovanych struktur

Prvnim krokem analyzy byla vizudlni kontrola, kdy za pomoci programu Pymol bylo
sledovano hlavné chovani ¢&asti, které byly odstranény vazebni partnefi. Zaméfili jsme
se také na to, zda v priitbéhu simulace nedochazi k nestandardnimu chovani piepinace
v disledku chybéjici ¢asti. Dalsim krokem analyzy byla kontrola jednotlivych patrovych
interakci. Sledovali jsme jejich chovani a vytvaieni novych interakci v pribéhu simulace.
Zameéftili jsme se hlavné na to, zda jednotlivé baze byly sefazeny pod sebou stejné, jako
V puvodni struktufe. Tfetim parametrem, ktery byl sledovan bylo, zda nedoslo k vytvofeni

novych interakci. V§e vyse zminéné piehledné shrnuje tabulka ¢. 2 a €. 3.
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Tabulka 2 Patrové a nové vytvoiené interakce ve strukturdach yybP-ykoY s navdzanym iontem Mg?*

Nazev struktury Navazany iont Stacking Nova interakce
MD Mg?* v /
MD1 Mg?* v /
MD2 Mg?* v /
MD3 Mg?* v /
Vodikova vazba mezi G1 a ¢asti
2+ v ¥
MD4 Mg P11
Vodikova vazba mezi G1 a ¢asti
2+ v ¥
MDS5 Me P1.1
Vodikova vazba mezi G1 a ¢asti
2+ NE
MD6 Me P1.1
MD7 Me+ < Vodikova vazba mezi G1 a ¢asti
& L1
MDS8 Mg2+ )k k /
MD9 Mg? < Vodikova vazba mezi G1 a ¢asti
L1
Vodikova vazba mezi G1 a ¢asti
2+ x
MD10 Mg b 11

v’ Patrové interakce v oblasti odstranénych &asti jsou stejné jako v plivodni struktufe

X Patrové interakce v oblasti odstranénych ¢asti zanikly

*Guanin (G1) se smycky P1.1 vytvofil patrovou interakci s cytosinem (C96, u struktury MD5 s C95)

**Guanin (G1) z ¢asti P1.1 netvoii idealni patrovou interakci s navazujicim fetézcem P1.1

Obrazek 9 3D znazornéni vodikové vazby mezi G1 (modfe oznacen) a smyckou L1 (oznaceno Zluté)
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Tabulka 3 Patrové a nové vytvorené interakce ve strukturach yybP-ykoY s navazanym iontem K*

Nazev struktury Navazany iont | Stacking Nova interakce
MD K* v /
MD1 K* x Vodikova vazba mezi G1 a ¢asti P 1.1
MD2 K* x /
MD3 K* x Vodikova vazba mezi G1 a ¢asti P 1.1
MD4 K* xk* Vodikova vazba mezi G1 a ¢asti P 1.1
MD5 K* x Vodikova vazba mezi G1 a ¢asti P 1.1
MD6 K+ v /
MD7 K+ v /
MD8 K* XKk Vodikova vazba v L1 ¢asti
MD9 K+ v /
MD10 K+ v /

v Patrové interakce v oblasti odstranénych ¢asti jsou stejné jako v pGvodni struktufe

X Patrové interakce v oblasti odstranénych ¢asti zanikly

**Guanin (G1) z ¢asti P1.1 netvoii idealni patrovou interakci s navazujicim fetézcem P1.1
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5.2 Flexibilita struktury

Pro vSech 22 struktur byla spo¢itana hodnota B-faktoru, udavajici miru flexibility struktury
Vv pribéhu simulace. Tento parametr byl vynesen do grafu. Celkem bylo tedy vytvoieno 22
graft, 11 grafii odpovida strukturam, majici v aktivnim misté hofecnaty iont (obrazek ¢.10)

a 11 grafii strukturam, kde je navazan v aktivnim misté draselny iont (obrazek ¢.11)

Z grafi pro RNA piepina¢ s Mg?* iontem je vidét, ze 5” konec je flexibilngjsi po odebrani
jednoho a vice nukleotidu, coz zna¢i vyssi hodnoty u kiivky vlevo na obrazku ¢. 10 (hodnoty
v&tsi nez 200 A). Dalsim faktem, ktery se dal oGekavat je, e 3° konec, tj. konec ze kterého
byly odebrany nukleotidy, také vykazuje vyssi miru pohyblivosti. Z grafii je také ziejmé,
ze po odstranéni nukleotidi nedoSlo ke zvySeni flexibility v ostatnich castech RNA
prepinace a vSechny simulace vykazuji podobnou pohyblivost (velikost B-faktorti) téchto

¢asti, a tudiz odebrani bazi neovlivnilo celkovou flexibilitu pfepinace.

Z grafu pro RNA piepina¢ s K" iontem Ize opét vidét, ze 5" konec je flexibilnéjsi po odebrani
jednoho a vice nukleotidu, hodnoty kiivky vlevo na obrazku &.11 jsou Vétsi nez 200 A.
Dalsim faktem je, ze 3" konec, tj. konec ze kterého byly odebrany nukleotidy, také vykazuje
vy$$i miru pohyblivosti. Z grafti déale vyplyva, Ze po odstranéni nukleotidi 1-7 nedoSlo
k zvySeni pohyblivosti v ostatnich ¢astech RNA piepinace. Po odstranéni osmi nukleotidi
doslo k narustu hodnot B-faktor v oblasti L1 smyc¢ky, coZz znamena vétsi miru flexibility.

Tento narlst je dan nestabilitou cukr-fosfatoveé patefe smycky L1.
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5.3 Vzdalenost fosfatu

Timto parametrem bylo sledovano, zda vazebna mista (viz obrazek ¢.12), po odebrani
jednotlivych bazi, jsou stabilni nebo dochazi k jejich rozpadu. Pro 11 struktur RNA
ptepinaée s K bylo vytvofeno pomoci programu Gnuplot celkem 33 grafii. Pro strukturu
7e RNA pfepina¢ s navazanym Mg?* iontem je stabilni a nedochéazi ke zménam struktury

vazebného mista. Toto bylo ovéteno vizudalni inspekci a u zadné z téchto simulaci nedoslo

k rozpadu aktivniho mista. Nékteré simulace byly bohuzel ukonceny jiz v 900 ns, coz bylo

Obrazek 12 Vazebné mista Ma a Mg

Grafy pro vazebné misto Ma ukazuji, Ze fosfat navazany na guanin (G7) a adenin (A9)
je stabilni a nedoSlo k jeho oddéleni od vazebného mista, coz je zfejmé z Cerné kiivky
na obrdzku ¢.14. DalSim faktem je, Ze fosfat navazany na C44 ve vétSin€ simulaci byl
oddélen od vazebného mista, tohle oddéleni je dano malou pevnosti vazby (Cervena kiivka).
K jeho oddéleni nedoslo béhem simulace, kdy byly odebrany 3 nebo 4 baze (nukleotidy).

Z grafu je také ziejmé, ze dva fosfaty navazané na G8 a U38 jsou pevné vazany.
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Kjejich odd¢leni z vazebného mista dochdzi az po odstranéni 8§ a vice nukleotidi
(zelena ktivka).Po odebrani 10 nukleotidi se vazebné misto zcela rozpada, coz lze vidét

na obrazku ¢.13.

Obrazek 13 Rozpad vazebného mista Ma.

Z grafi pro vazebné misto Mg lze vidét, ze fosfat navazany na U38, je po celou dobu
pfitomen ve vazebném misté (hodnota je nizsi nez 5 A), coz lze vidét na obrazku
¢.15 a ¢. 16. Fosfaty navazané na uracil (U43) a cytosin (C44) se ve vétsing simulaci oddéli
ze svého vazebného mista. V grafu, kde je odstranéno pét nukleotidu, Ize sledovat, Ze fosfaty
navazané na uracil (U43) a cytosin (C44) jsou pevné vazany na K* (tmavé modra a oranzova
kiivka). Dal§im faktem je, Zze dusik N7 je pevné navazan k vazebnému mistu, k jeho odd€leni
dochazi, az po odebrani osmi nukleotidii (rizova kiivka). Dale lze z graft sledovat, ze fostat
navazany na guanin (G8) se pevné vaZze na vazebné misto, béhem simulaci doslo k jeho
reverzibilnimu oddéleni (svetle modra kiivka). Po odstranéni osmi a vice nukleotidi je fosfat

z guaninu (G8) ireverzibilné oddélen.
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Obrazek 14 Zobrazeni vypoctenych vzdalenosti mezi fosfaty ve vazebném misté Ma.
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Obrazek 15 Zobrazeni vypoctenych vzdalenosti mezi fosfaty ve vazebném misté Mg po odstranéni 0-4 nukleotidd.
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Obrazek 16 Zobrazeni vypoctenych vzdalenosti mezi fosfaty ve vazebném misté Mg po odstranéni 5-10 nukleotidd
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5.4 Stabilita simulaci

Pro vSech 22 struktur byla vypocitana hodnota RMSD ktera udava, jak moc se struktura
zménila od ptivodni (krystalické) struktury. Pomoci tohoto parametru se sledovala stabilita
struktury celého RNA ptepinace yybP-ykoY v prabéhu simulace. Tento parametr byl vynesen
do grafu. Celkem tedy bylo vytvoieno 22 grafi, 11 grafti pro strukturu s navazanym
hotfeCnatym iontem v aktivnim mist¢ a 11 grafiit pro strukturu s navazanym draselnym
iontem (obrazek ¢. 17 a ¢.1 8). Dale byla vypoctena hodnota eERMSD pro L1 a P1.1 ¢ast
RNA ptepinace. Do vypoctu eRMSD se nezahrnuje patet a samotny vypocet je zavisly jen
na poloze atomt nukleobazi. Tim tato hodnota 1épe popisuje stabilitu a strukturni zmény nez
RMSD. Ale kazda z téchto metrik ma své misto pii analyze a pii vhodném pouziti se dobie
doplnuji. Opét bylo vytvoteno 11 grafi pro L1 a P1.1 ¢ast RNA piepinace obsahujici
v aktivnim misté hofec¢naty iont a 11 grafii odpovida L1 a P1.1 ¢asti RNA pfepinace majici

v aktivnim misté draselny iont. (obrazek ¢. 19 a €. 20).

Z grafti RMSD pro RNA pfepina¢ s navazanym hofeCnatym a draselnym iontem, lze
sledovat, Ze struktura po celou dobu simulace rovnomérné fluktuuje, coz znazornuji kiivky
na obrazku €. 17 a €. 18. Z toho vyplyva, Ze jednotlivé Systémy jsou velmi stabilni, pary bazi
se neoddélily. V grafu s oznacenim -8 nt (odebranych osm bazi) pro RNA piepinac¢
S navdzanym draselnym iontem doSlo ke vyrazné¢ zméné, hodnota RMSD je zde vétsi nez
8 A. K této zméné doslo v dasledku vazby fosfatu z guaninu (G6) k vazebnému mistu Ma,
coz ovlivnilo, Ze ¢ast P1.1 zménila vyrazné polohu vici startovaci strukture. Celkové 1ze
vidét, Ze systémy s hotfeCnatymi ionty jsou vice stabilni nez ptislusné systémy s draselnymi
ionty. I pfi odebrani 8 a vice bazi je systém stabilni a nedochazi k velkym strukturnim

zmeénam.
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Obrazek 17 Vypocteny hodnoty RMSD po odstranéni 0-5 nukleotidd ze struktury
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Obrazek 18 Vypocteny hodnoty RMSD po odstranéni 6-10 nukleotid( ze struktury
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Pro presnéjsi popis stability byla navic vypoétena hodnota eRMSD pro L1 a P1.1 ¢asti,
tj. pro tu ¢ast, ktera je nejvice ovlivnéna odebiranim bazi. U struktur s hodnotami eRMSD
pod 0.7 A se da fict, Ze jsou stejné a nedochazi u nich k velkym strukturnim zménam. Z grafii
pro L1 a P1.1 casti RNA ptepinace, Ize vidét vyssi pohyblivost vii¢i pivodni struktute
(viz obrazek ¢. 19 a 20). V téchto ¢astech probiha dynamika, ktera je viaci celé struktuie
zanedbatelnd. Dochdzi zde ke strukturnim zménam, které jsou zapii¢inéné odebranim
nukleotidl ze struktury, coz je logické, nebot’ fetézec komplementarnich bazi, ktery zbyl
po odebrani bazi, je flexibilngjsi. Cim vic bazi chybi, tim maji vétsi tendence se vazat

k okolnim bazim.
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Obrazek 19 Vypocteny hodnoty eRMSD pro ¢asti L1 a P 1.1 po odstranéni 0-5 nukleotid( ze struktury.
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Obrazek 20 Vypocteny hodnoty eRMSD pro ¢asti L1 a P 1.1 po odstranéni 6-10 nukleotidu ze struktury.
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Pro lepsi predstavu, co se ve struktufe v pribehu simulaci dé€je, jsou v nasledujicim textu
podrobné rozebrany jednotlivé grafy eRMSD, vcetné 3D vizualizace struktur. Po odebrani
jednoho nukleotidu ze struktury RNA piepinace s navazanym hofe¢natym iontem, doslo
ke tvorb¢ interakce v ¢ase 0,8 us mezi guaninem (G1) guaninem (G5) a mezi guaninem (G1)
cytosinem (C96). Ve struktufe RNA piepinace s navazanym draselnym iontem doslo
Kk vytvofeni interakce mezi guaninem (G5) a guaninem (G1) v ¢ase 0,8 s, coz lze vidét

na obrazku ¢. 21

|
< 1.0 -
o L
0 I
-
w0.5
0.0 ' TR I T

00 0.2 04 06 0.8 0O 0.2 04 0.6 08 1.0

cas [ps]

Obrazek 21 Zobrazeni struktury RNA prepinace, ktery ma odebran jeden nukleotid ze struktury, v zavislosti na ¢ase
a hodnoté RMSD

Ze struktur RNA piepinacl byly odebrany dva nukleotidy. Parametr RMSD vykazuje
hodnoty, které jsou stabilni a ve strukturach s navazanymi ionty dochazi pouze k pohybu

L1 aP1.1 casti. Nevytvaii se nové interakce.

Nasledné byly odebrany tfi nukleotidy ze struktur RNA pifepinac¢li. RNA piepinac
Snavazanym hofeCnatym iontem nevytvaii nové interakce, dochazi pouze k zaniku
parovych interakci ve struktute v Case 0,4 us. V RNA ptepinaci, obsahujici draselny iont ve
vazebném misté, lze vidét, ze byla vytvofena interakce mezi adeninem (A3)

a guaninem (G1) v P1.1 ¢asti v Case 0,9 us (obrazek ¢. 22)
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cas [ps]

Obrazek 22 Zobrazeni struktury RNA prepinace, ktery méa odebran tfi nukleotidy ze struktury, v zavislosti na ¢ase
a hodnoté RMSD

Po odebrani ¢tyt nukleotidli ze struktury RNA piepinace s navazanym hotfecnatym iontem,
dochazi k vytvoreni v Case lus k interakci mezi adeninem (A4) a guaninem(Gl), coz lze
vidét na obrazku €. 23. Ve struktufe RNA pfepinace majici draselny iont ve vazebném misté

doslo k vytvoreni vazebné interakce mezi adeninem (A5) a guaninem (G1).

.
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cas [ps]

Obrazek 23 Zobrazeni struktury RNA prepinace, ktery ma odebran ¢tyfi nukleotidy ze struktury, v zavislosti na case
a hodnoté RMSD
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Na obréazku €. 24 1ze vidét struktury RNA ptepinace, kde bylo odebrano pét nukleotidii. RNA
prepinac s navazanym hofecnatym iontem vytvaii interakci mezi guaninem (G1) a guaninem
(G5) v ¢ase 0,8 us, coz lze vidét zvySenim hodnot v obrazku ¢. 24. Struktura piepinace
s draselnym iontem navazanym ve vazebném misté vytvofila v ¢ase 0,4 ps interakci mezi
guaninem (G1) a guaninem (G6) a ndsledné mezi guaninem (G1) a cytosinem (C94). V Case

0,6 ps simulace byla vytvorena vazba mezi guaninem (G1) a guaninem (GS5).

.
©

eRMSD [A]

| l | l | l | l |
00 02 04 06 08 00 02 04 06 08 1.0

cas [ps]

0.0 | l | l | l | l |

Obrazek 24 Zobrazeni struktury RNA prepinace, ktery méa odebran pét nukleotidu ze struktury, v zavislosti na Case
a hodnoté RMSD

Ve struktute RNA piepinace, obsahujici hofecnaty iont ve vazebném misté doslo,
po odstranéni Sesti nukleotidu ke vzniku interakce mezi adeninem (A4) a guaninem (G1)
v Case 1 ps. V Case 0,6 ps doslo k zaniku parovych interakci ve struktute. Ve struktuie RNA
pfepinace s navazanym draselnym iontem nedochédzi k zdsadnim zménam ve struktute,

coz lze vidét na obrazku ¢&. 25.
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Obrazek 25 Zobrazeni struktury RNA prepinace, ktery ma odebran Sest nukleotid( ze struktury, v zavislosti na ¢ase
a hodnoté RMSD

Z obrazku ¢. 26 pro RNA prepinac obsahujici hofe¢naty iont, 1ze vidét, Ze po odebrani sedmi
nukleotidti, doslo ke vzniku interakce mezi guaninem (G7) a guaninem (G1) v case 0,4 ps.

Ve struktufe s navazanym draselnym iontem probihd dynamika struktury bez tvorby nové

interakce.
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cas [ps]

Obrazek 26 Zobrazeni struktury RNA prepinace, ktery ma odebran sedm nukleotidi ze struktury, v zavislosti na ¢ase
a hodnoté RMSD
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V RNA piepina¢, majici hofecnaty iont ve vazebném misté, po odebrani osmi nukleotidd,
1ze vidét, Ze doslo k vytvoreni interakce mezi adeninem (A4) a guaninem (G1) v ¢ase 0,4 ps.
Z obrazku ¢. 27 Ize vidét, ze struktura RNA ptepinace, obsahujici draselny iont, ma vyssi

hodnoty RMSD. Tyto hodnoty jsou zpiisobeny flexibilitou L1 a P1.1 casti.

Mg 2+

< 1.0
[
7))
=
w 0.5
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

cas [ps]

Obrazek 27 Zobrazeni struktury RNA prepinace, ktery ma odebran osm nukleotidu ze struktury, v zavislosti na Case
a hodnoté RMSD.

Po odebrani deviti nukleotidd, ze struktury RNA pfepinace s navazanym hoife¢natym
iontem, doslo k vazb& mezi uracilem (U11) a guaninem (G1), coz lze vidét na obrazku ¢. 28
v Case 0,2 us. RNA prepina¢ obsahujici draselny iont ve vazebném misté vykazuje pouze

vetsi flexibilitu upravené struktury, nedochézi ke vzniku novych interakeci.
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Obrazek 28 Zobrazeni struktury RNA pfepinace, ktery ma odebran devét nukleotidu ze struktury, v zavislosti na ¢ase
a hodnoté RMSD.

Ve struktufe RNA piepinace s navazanym hofeénatym iontem, kde je odebrano deset
nukleotidd, vznikla interakce mezi adeninem (A3) a guaninem (G1) v ¢ase 0,4 ps. RNA
piepina¢ s draselnym iontem ve vazebném misté vytvoiil v ¢ase 1 ps interakci mezi

adeninem (A12) a guaninem (G10) v ¢asti L1 smycky (obrazek ¢. 29)
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cas [ps]

Obrazek 29 Zobrazeni struktury RNA prepinace, ktery ma odebran deset nukleotidl ze struktury, v zavislosti na ¢ase
a hodnoté RMSD
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Zavér

Tato bakalarska prace se zabyva piipravou aptameru RNA piepinace Lactococcus lactis
yybP-ykoY pro nasledné navazani terminatoru ke struktufe pomoci pocitacovych simulacich,
nebot’ tato struktura nebyla experimentdln¢ ani jinymi prostfedky doposud vytvoiena.
Hlavnim cilem prace bylo, postupné odebirat baze z oblasti P1.1 a L1 RNA pfepinace a tim
nalézt strukturu vhodnou k navazani terminatoru. Celkem bylo vytvoieno 22 startovnich
struktur. Z nich 11 systémt obsahovalo hofecnaty iont ve vazebném misté, stejné jako
originadlni RNA pfepina¢, a 11 struktur mélo v aktivnim misté tento dvojmocny iont
nahrazen draselnym iontem.

Simulace bézici s draselnymi ionty se ukazaly jako nestabilni a dochéazelo k rozpadani
aktivniho mista po odebrani vice jak osmi bazi. Navic také po odebrani 8 a vice bazi doslo
ke zvySeni celkové flexibility pfepinace. Tento narust flexibility je ddn nestabilitou
cukr-fosfatové patefe smycky, ktera se nachazi v L1 ¢asti RNA piepinace. Tyto simulace

se ukazaly jako nevhodné k dalSimu pouziti, tj. pro navazani terminatoru.

Simulace s hofe¢natymi ionty v aktivnim misté se ukazaly jako vice stabilni. I pfi odebrani
vice bazi nedoslo ke zvyseni flexibility celého systému, jen se zvysila flexibilita koncovych
Casti piepinace, byt po odebrani 4 a vice nukleotidu doslo ke zméné parovani u guaninu
(G1). Pomoci téchto simulaci se podafilo pfipravit set struktur, které jsou potencialné vhodné
K navazani terminatoru. Dal$im krokem by bylo pouzit struktury terminatoru, které pomoci
modelovani pfipravila Kristina Petrovska, a tyto struktury nédsledné pomoci pocitacovych
simulaci zkusit zminimalizovat do kompletni struktury RNA pfepinae s navdzanym
terminatorem. Ale toto modelovani je jiz nad ramec této prace a mohlo by byt zcela

samostatnou praci.
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Summary

This bachelor's thesis is focused on preparation of the RNA riboswitch aptamer
Lactococcus lactis yybP-ykoY for subsequent attachment of the terminator to the structure
using computer simulations, because this structure has not been prepared experimentally.
The main goal of this thesis was to gradually remove the bases from the P1.1 and L1 regions
of the riboswitch and thus find a structure suitable for the binding of the terminator. A total
of 22 starting structures were prepared. Of these, 11 systems contained a magnesium ion at
the binding site, like the original riboswitch. Another 11 structures had this divalent ion

replaced with a potassium ion at the active site.

Simulations running with potassium ions proved to be unstable and the active site
disintegrated after removal of more than eight bases. In addition, even after removing 8 or
more bases, the overall flexibility of the riboswitch increased. This increase in flexibility is
due to instability the sugar-phosphate backbone loop, located in the L1 part of the riboswitch.

These simulations proved to be unsuitable for further use, i.e. for attaching a terminator.

Simulations with magnesium ions in the active site proved to be more stable. Even when
removing more bases, the flexibility of the whole system does not increased, only the
flexibility of the terminal parts of riboswitch was increased. Although after removing 4 or
more nucleotides, the pairing of G1 changes. Using these simulations, it was possible to
prepare a set of structures that are potentially suitable for terminator binding. The next step
would be to use the terminator structures prepared by Kristina Petrovskd, and then try to
minimize these structures to the complete structure of the RNA riboswitch with the bound
terminator using computer simulations. But this modeling is beyond the scope of this work

and could be a completely separate work
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