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1. Uvod

Tématem diplomové prace je studium struktury a dynamiky vybranych
ribozomalnich RNA motivil tvaru V a L. Strukturni a funkéni uloha téchto motivii
je dosud nevysvétlena. Cilem diplomové prace je pomoci molekulové
dynamickych simulaci popsat dynamické chovani pfislusnych motivi. V praci
je vénovand pozornost jak vychozi struktufe konkrétnich motivl, ziskanych
zribozomu bakterie E.coli., tak jejich dynamické struktufe. Pii soucasném
technologickém rozvoji se RNA a DNA t¢si velké slave, ale geneticky material by
nebyl ni¢im bez ribozomu. Ribozomy lze definovat jako velké molekularni stroje,
které lze ptirovnat k obrovské dynamické stavebnici LEGO. Zakladni uloha
ribozomu, coby ,tovarny“ na proteiny je obecné zndmd. Atraktivitu ribozomu
potvrzuje i skutecnost, ze vroce 2009 byla udélena Nobelova cena za objev
struktury ribozomu.

Bez kvalitniho krystalu by nebylo mozné studovat ribozom na atomarni
urovni s kvalitnim rozliSenim. Prvni zminky o krystalech ribozomu lze datovat
od 90. let minulého stoleti, kde se rozliseni pohybovalo okolo 10 A. Dnes
pracujeme s krystalovymi strukturami s rozlienim 2.5-3.5 A. Prohlubovani
poznani klade védecké spolecnosti stale nové a nové otazky, které by bez
kvalitniho krystalu nemohly byt zodpovézeny.

V ribozomu se vyskytuji konzervované motivy, které moderuji ohyb patete,
nabizi vazebna mista pro proteiny a ukazuji dynamické chovani, diky jemuz
se napf. translokuji ribozomalni segmenty — jde o kink-turn motivy. Dale
se v ribozomu vyskytuji motivy, které rovnéz maji stejny ohnuty tvar jako kink-
turny, ale postradaji jejich signaturu (kink-turn konsensus). K dispozici je sice
struktura L- a V- motivli, ale neni znama zadna informace o jejich dynamice
a flexibilité. Dynamiku miZzeme studovat experimentaln¢ napt. metodami FRET,
NMR nebo pomoci molekulové dynamiky. A pravé molekulové dynamické
simulace poskytuji jedine¢ny nastroj ke studiu dynamickych vlastnosti na atomarni

urovni.



2. RNA

Dtive z(stavala ribonukleovd kyselina (RNA) spiSe ve stinu
deoxyribonukleové kyseliny (DNA). DNA je znama jako nositelka genetické
informace, ale s pokrokem v experimentalni a vypocetni technice se stava i RNA
velice atraktivnim tématem pro vyzkum. Vzristajici zajem o RNA dokazuje
1 skuteCnost, ze vroce 2006 byly udéleny v souvislosti s vyzkumem RNA
Nobelovy ceny jak v oblasti chemie, tak mediciny. Kornberk, ktery se zabyval
problematikou eukaryotické translace, obdrzel Nobelovu cenu za chemii
a za medicinu cenu obdrzeli americti védci Fire a Mello za objasnéni mechanismu
genové regulace [1]. Vroce 2009 byla ud€lena Nobelova cena trojici védcil
Ramakrishnan, Yonath a Steitz za studii o struktufe a funkci ribozom .

V této kapitole bych rada popsala zakladni rozdily mezi DNA a RNA.
Ptestoze DNA a RNA maji podobné stavebni jednotky, li§i se vyrazné ve struktuie

a funkci.

2.1. Charakteristika bazi RNA

Nukleové kyseliny jsou obecné slozeny ze tfi zakladnich ¢asti — cukr,
fosfatova skupina a baze. Cukrem v RNA je riboza, v DNA 2’- deoxyribdza.

Baze v RNA i DNA jsou dvojiho typu, a to purinové a pyrimidinové. Mezi
purinové baze fadime adenin (A) a guanin (G) a k pyrimidinovym zafazujeme
uracil (U), cytosin (C) a thymin (T) (obrazek 1). Spoleénymi bazemi pro RNA
a DNA jsou adenin, guanin a cytosin, zatimco thymin, vyskytujici se v DNA,
je v RNA nahrazen uracilem. Thymin se od uracilu 1i§i pfitomnosti methylové
(-CH3) skupiny na uhliku C5 aromatického pyrimidinového kruhu. VSechny atomy
(krom¢ atomli vodiku nélezici exocyklickym aminoskupindm) lezi v roving.
Planarita bazi je =zavislda na usporadani elektronové hustoty na uhlicich

v aromatickém kruhu. [2].
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Obrazek 1 — Strukturni vzorce bazi RNA. Uracil se od thyminu li§i absenci methylové skupiny
(¢ervené). Strukturni vzorce jsou vytvoieny programem ADC/ChemSketch 10.0.
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Obrazek 2 - Obrazky ilustruji pripojeni bazi na cukr-fosfitovou pater nukleové Kkyseliny.
Prevzato z [3]

Molekula ribézy neni planarni. Kruh ribézy miize zaujmout nékolik
konformaci. Pokud je jeden atom mimo rovinu vué¢i ostatnim ¢tyfem atomuim,
oznaCujeme tento stav jako ,.envelope®. Béznéji se vSak vyskytuje konformace
»twist”, ve které jsou dva atomy odchylené od zbylych tfech. Pokud se odchylené
atomy vyskytuji na stejné stran¢ jako baze a vazba C4’-C5” potom tento atom je
nazvan endo. Opacny piipad je pojmenovan jako exo. Nejbézné&ji pozorované

struktury jsou C2’-endo a C3’-endo (obrazek 3). V piipadé velké odchylky na endo



stran¢ bude mala odchylka na prot&jsi exo stran¢. Uspoiadani C2'-endo ma
P-hodnoty v rozmezi 140° az 180°. Tato konformace se muze oznacovat také
terminem S (South). Uspotadani C3’-endo ma P-hodnoty v rozmezi od -10° do 40°.
Tato konformace se miize oznaCovat také terminem N (North) [4].

Pojem P-hodnota lze vysvétlit jako pravdépodobnost, se kterou by
za predpokladu platnosti nulové hypotézy mohl byt rozdilny efekt pozorovany
ve studii vysledkem pouhé nédhody.
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Obrazek 3 - a) C2'-endo konformace ribozy pro guanosin, spodni obrazek piedstavuje
rovinny ¥ez. b) C3’-endo konformace ribozy pro guanosin, spodni obrazek predstavuje
rovinny fez. Pirevzato z [4].

U RNA i DNA se baze kovalentné¢ vazi na ribézu pomoci N-glykosidové
vazby a spolu tvorti takzvané nukleosidy. Nukleosid, na ktery je pfipojena fosfatova
skupina se pak oznacuje jako nukleotid. Jednotlivé nukleotidy jsou spojeny
fosfodiesterovou vazbou. Tato vazba je spojnici mezi 3’-OH hydroxylovou
skupinou jednoho sacharidu s 5° fosfatovou skupinou nasledujiciho sacharidu.
Je zékladem propojeni mezi jednotlivymi nukleotidy v polynukleotidovém fetézci
(obrazek 2) [3].

N-glykosidova vazba nukleovych kyselin se nachdzi mezi atomy C1’ ribozy
a N1 atomy u pyrimidinovych nebo N9 u purinovych bazi. Torzni thel okolo této
jednoduché vazby je definovan atomy O4-C1’-NI1-C2 pro pyrimidiny
a 04’-C1'-N9-C4 pro puriny a oznaCuje se ¥. Rozezndvame dvé zakladni

konformace. Konformaci anti a konformaci syn [4].



Konformace anti ma N1 a C2 atomy purinu a C2 a N3 pyrimidinu oto¢ené
smérem ven od cukru, a tak vodikové atomy sméiuji k atomim C8 purini a C6
pyrimidinii lezici nad ribézovym kruhem. U konformace syn je vodik vézajici
skupiny orientovan piimo na O5’. U purind je konformace syn méné¢ preferovana
nez konformace anti. Vyjimkou je guanosin, ktery upiednostiiuje konformaci syn
z duavodu elektrostatické¢ interakce mezi N2 aminoskupinou a 5'-fosfatovou
skupinou (obrazek 4). Pro pyrimidiny je vice charakteristickd konformace anti

z diivodu nepfiznivé interakce mezi O2 a 5’-fosfatovou skupinou [4].
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Obrazek 4 — A) Guanosinovy nukleosid s glykosidovou vazbou s y v konformaci anti.
B) Guanosinovy nukleosid v konfiguraci syn. Prevzato z [4].

Efekt pritomnosti hydroxylové skupiny u rib6zy RNA je vyznamny v tom
sméru, Ze ribozy nalezejici RNA jsou rigidnéjsi nez u DNA. Riboza pfijima
konfiguraci C3"-endo. Atom 2'-OH se potom muze vazat s atomy C8 purinu nebo
C6 pyrimidinu ostatnich bazi. Atom 2’-OH’ je orientovan pouze n¢kolika sméry
jako vysledek interakci s O3” a O4’, nebo s jinou bazi, se kterou bude tvofit
vodikovou vazbu. V helikdlni A-RNA struktufe je dalezitd interakce mezi H2’

a 04’ nasledujiciho residua, kterd nedovoli vodikovou vazbu s molekulami vody

[4].
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Obrazek 5 - Ribonukleosid v A-RNA konformaci C3’-endo. Pfevzato z [4].

2.2 Parovani bazi v RNA

Ackoli DNA a RNA jsou chemicky dosti podobné, v celkové struktuie se
dramaticky odliSuji. Molekuly RNA i DNA jsou ve vodném prostfedi nabity
zéporn¢ diky fosfatovym skupindm. Na rozdil od DNA se RNA snadno
hydrolyticky $té€pi v alkalickém prostfedi na smés 2" a 3 -nukleotidi [5].

DNA se vyskytuje v jadie témet bezvyhradné ve formé dvojsroubovice [6].,
plati zde pravidlo komplementarity, tzn. adenin se paruje sthyminem (A-T)
a guanin se paruje scytosinem (G-C), toto parovani nazyvame kanonickym.
Dvojsroubovice DNA se vyskytuje ve tiech moznych uspotfadanich. Tyto struktury
nazyvame A-DNA, B-DNA a Z-DNA.

Za fyziologickych podminek se uplatiiuje pouze B-DNA. Mezi
charakteristické vlastnosti B-DNA patii antiparalelni usporadani
polyribonukleovych fetézcli a pravoto€ivost. Vyska na jeden zdvit ma rozmér
3,4 nm, prumér Sroubovice 2 nm, Sroubovice obsahuje deset parti bazi na jednu

otaCku. B-DNA se reverzibiln¢ méni na A-DNA za podminek, pii kterych je obsah



vody nizs§i nez 75 %. A-DNA je na rozdil od B-DNA S$irsi. Jako posledni uvedena
Z-DNA byla zkoumana za podminek in-vitro, je levotoCiva a pravdépodobné
postrada biologicky vyznam, vyskytuje se v prostfedi s vyssi iontovou silou [5].
RNA je jednovlaknova a mize se snadno skladat do rtiznych tvart podobné
jako napft. protein. DvojSroubovice RNA se vyskytuje pouze jako A-RNA. Forma
B-RNA neexistuje, protoze se na riboze vyskytuje hydroxylovéa skupina. A-RNA
obsahuje 11 bazi na jednu otacku, lze ji definovat jako Sroubovici s uzkym
a hlubokym velkym Zzlabkem a Sirokym, melkym malym zladbkem (obrazek 6).
Nejcasteéji se A-RNA forma se nachazi v polynukleotidovych vlaknech nebo
poly(A)-poly(T) v prostiedi s nizkou iontovou silou. V prostiedi s vyssi iontovou
silou dochdazi ke kontrakci polyribonukleotidového fetézce a tvoti se jina forma
A-RNA, tzv. A’-RNA. A’-RNA obsahuje 12 bazi na otacku a vyjma tohoto si
ponechava stejné helikalni vlastnosti, kromé §ir§iho velkého zlabku, podobajiciho

se A-DNA [4].

Velky Zlabek
—=Maly zlabek

Obrazek 6 — (a) Reprezentace A-RNA dvojSroubovice. (b) Pohled skrz osu dvojSroubovice A-
RNA. Pievzato z [4].



V RNA se vyskytuji jak kanonické, tak nekanonické pary. Nekanonické
pary nepodléhaji pravidlu komplementarity (obrazek 7). Nekanonické pary
charakterizoval Leontis [7] a blize je dand problematika popsana v kapitole nize

ve zdejsi praci.

Obrazek 7 — RNA je jednovliknova, ale ¢asto obsahuje kratké useky bazi, které tvori pary
s bazemi nachazejici se na kterémkoli misté na stejné molekule. Tyto interakce dovoluji RNA
se sbalit do 3D struktury. (A) Diagram RNA prezentujici pouze konven¢ni interakce
(Cervené). (B) Struktura s konvencnimi (€ervené) a nekonvenénimi (zelené€) interakcemi.
Prevzato z [8].

Struktura dvojSroubovice DNA, reprezentujici pouze kanonické Watson-Crick pary.
(PDB:1BNA) (vpravo).

Rychly pokrok v krystalografii RNA ukézal bohatou $kélu v parovani bazi a
tim 1 slozité terciarni strukturni motivy. Zatimco jen asi 60-70% bazi
strukturovanych RNA jsou baze sparované v kanonickém Watson-Crickové modu,
vétSina ostatnich se UcCastni jinych interakci. Z velké Casti je tercidrni struktura

RNA urcovana pomoci part, které nelze definovat jako Watson-Crickovy pary.



Kazdou RNA béazi lze pomysin¢ aproximovat pravouhlym trojuhelnikem,
jehoz pifepona predstavuje takzvanou Hoogsteenovu hranu (Hoogsteen edge)
a odvésny znazornuji Watson-Crickovu hranu (Watson-Crick edge) a hranu cukru
(Sugar edge) (obrazek 8). Celkem tak RNA baze mohou byt plné koordinovany
okolnimi bazemi ze vSech tii stran trojuhelnika. Hovofime-li o parech bazi, tak

existuje dohromady 12 moznych alternativ parovani bazi (obrazek 9).

o
%’)
I-M
8bp3 youD-uos)EA

SUG

Sugar Edge

Obrizek 8 — (vlevo) Chemicka struktura purinového nukleotidu popisujici tii hrany pro
mozZné interakce. (vpravo) RNA baze jako trojihelnik. Trojihelnik je pouZivan pro
reprezentaci nukleotidi. Odvésny trojuhelnika piedstavuji Watson-Crickovu hranu a hranu
cukru, prepona trojuihelnika predstavuje Hoogsteenovu hranu. K¥iZ nebo kolecko v rohu,
kde se potkavaji Hoogsteen hrana a hrana cukru, indikuje orientaci cukr-fosfitové patere
ve vztahu k roviné stranky a to od 5 do 3" konce nebo 3'do 5" konce. Prevzato z [7].
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Obrazek 9 - Sest moznych cis pari bazi (nahoie) a Sest moZnych trans pari bazi (dole).
Prevzato z [7].

Baze nukleovych kyselin spolu interaguji prostfednictvim patrovych
interakci nebo vodikovych vazeb prostfednictvim vazeb ,,edge-to-edge®. Patrové
interakce predstavuji hybnou silu pro skladdni. Vodikové interakce zase
zprostiedkovavaji smérovost a specificnost interakce [9].

Je vyvinuta metoda FR3D popisujici opakujici se tfi-dimenzionalni (3D)
motivy v RNA. Tyto motivy lze definovat jako sady nukleotidi RNA s podobnym
prostorovym uspofadanim, které mohou byt lokalni nebo slozené. Lokalni motivy
zahrnuji nukleotidy, které se vyskytuji na stejné vladsence nebo vnitini smycce.
Slozené motivy tvoii nukleotidy patfici tfem nebo vice riznym RNA oblastem
nebo molekulam [10].

Program ,,Find 3D* (FR3D) klasifikuje pary bazi, patrové interakce nebo
baze-fosfatové interakce. Kazda baze je reprezentovana geometrickou pozici
glykosidického dusiku ve 3D prostoru. Parovani bazi ¢i patrové interakce jsou
popsany podle symboliky Leontise [7]. Tento program slouzi k vyhledavani

konkrétnich 3D motivii nebo podobnych motivt [10].
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Tabulka 1 — RNA baze fosfatové interakce.

No. Vazebnd strana H-donor atomy Symbol
1 Sugar edge G(N2) 4—®
2 Sugar edge nebo A(C2) q—@ or o—@

W-C
3 W-C G(N2) 0-F
2 W-C G(N2/N1)
5 W-C G(N1), UN3) [5G
6 W-C A(N6), C(N4)
7 HoogSteen edge A(NG6), C(N4) ﬂ—®
8 HoogSteen edge C(N4,C5)
9 HoogSteen edge C(C5), U(Cs)
10 HoogSteen edge A(CB), C(C6), G(CB), U(Co6)

2.3 Sekundarni a terciarni struktura RNA

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2, kanonicky i nekanonicky sparované
baze se mohou objevit na stejném fetézci RNA. Tento jev umoziiuje molekule
RNA slozit se jedineCnym zplisobem. Pfi porovnani mnoha struktur vyplynulo,
ze tyto kratké stavebni prvky se ve vétSich strukturach vyskytuji opakované.
Sekundarni struktura RNA je slozena ze souborl Sroubovic a smycek (loops),
které mohou byt rozdéleny do Sesti zakladnich skupin: duplexy, jednovlaknové
regiony (single-stranded-regions), vlasenky (hairpin), vnitini smycky (internal

loops), vyduté oblasti a zkiiZzené oblasti (obrazek10) [11].

12
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Obrazek 10- Komplementarni baze jsou oznaceny ¢ervenymi ,,piickami“. Prevzato z [3].

Terciarni  struktura RNA zahrnuje interakce, které¢ obsahuji dvé
dvojSroubovice, nesparované regiony nebo dva nespdrované regiony
a dvojsroubovici. Interakce mezi dvéma dvojSroubovicemi jsou dvojiho druhu: bud’
dvé dvojsroubovice a pfiléhajici vlakno na kazdé strané, nebo dvé vzdalené
dvojsroubovice, které interaguji v malém zlabku. Interakce mezi neparovymi
regiony mohou tvofit tzv. ,pseudoknoty*. Pseudoknot je definovéan jako element,
jehoz smycka se paruje skomplementdrni sekvenci na druhé strané smycky

(obrazek 11) [12].
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Obrazek 11 — a) smycka na vrcholu protina velky Zlibek a smycka na spodni strané protina
maly Zlabek

b) jedna smycka protina velky Zlabek a druha smycka premost’uje cely helix

¢) jedna smycka protina maly Zlabek a druha smycka pi‘emost’uje cely helix

Prevzato z [11].

Interakce mezi neparovym regionem a dvojSroubovici mize také vytvofit
mnoho motivli, napi. jedno vlakno se zaplete do dvojSroubovice za vzniku
trojSroubovice.

Vlasenkova (hairpin) struktura je jedna znejhojnéjSich sekundarnich
elementi v RNA. Vlasenky hraji dulezité strukturalni a funkéni role napft. poskytuji
nukleacni mista pro RNA skladani. Tetraloop se vyskytuje Castéji v RNA a timto
pojmem se oznacuje asi 55% vSech vlasenkovych smycek v rRNA. u organismu
E. coli. Struktura tetraloop je sloZena z ramene tvofeného Watson-Crickovymi pary
a smyckou ze Ctyf nesparovanych bazi. Asi 70% tetraloop v patii do rodiny UNCG
nebo GNRA, kde N je libovolna baze a R je purin. Mnoho RNA tetraloop tvofi

kompaktni a stabilni struktury, které vyzaduji neobvyklé interakce napt. baze-baze,

baze-cukr, baze-fosfat [13].
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2.3.1 Vybrané ribozomalni motivy

V této podkapitole bych rada popsala funkce nékterych motivii v ribozomu.
Pro piehlednost se urcité useky v ribozomu pojmenovaly, vyskytuji se v riznych
organismech skoro ve stejné podobé pouze s malou obménou napi. doslo
k nahrazeni jedné baze za jinou. Motivy maji obecné dulezitou roli pii kontrole
translace a nékteré se do ni pfimo zapojuji (napt. helix 69, protein L7/L12,
sarcin-ricin loop, L1 stalk a helix 44).

Helix 69 (H69) je vysoce konzervovany motiv ve 23S RNA v 50S
podjednotce. Je lokalizovan na povrchu, kde se velkd podjednotka spojuje
s helixem 44 v malé podjednotce prostfednictvim B2e mostu. H69 hraje dilezitou

roli v kontrole translace (obrazek 12) [14].

A B
10— |=—p
UG
o=-0
EEE 3
o-0
O
3.5 HE8
- A
315,
°°.3 : a; -
€= . site
HEE8=8 o §28 1RNA
A A foog e N\ s A
o €0y g3 awp /S N
ob M gy o N- A NN
9 = 8%' / ~£/HED A Ly —>|N N
—[024) -4 / et
H67 g2
68,828, He7 53438, ® N N
HE3 & .ilwl:iln tlt?fl:\li e 1912 1918
[0-26)— Sayuta L5 -
S g A~—1910]G — Cliszo==[C — G|
TEE
1l HE4S® - C—G
10 a-gine = E .
Ao s 89% o0 doug %:C c G—.W
‘f:?' T T H71u:§ 50 G-+«U O stem
08,,6EC00%0y,, U u.“u
ALCGeguCal 3:3“ G—C
At
000
HE15
A
A
:O.. —t‘
=2

Obrazek 12 — A) 2D mapa organismu E. coli domény IV podjednotky 23 S rRNA. H69 je
zobrazen obdélnikem. B) Sekvence H69 s modifikovanymi bizemi ¥ a m*¥. Residua (1912,
1913, 1914, 1918, 1919) diilezita pro kontakt s mostem B2a jsou v kolecku. Residua, ktera jsou
dileZita pro kontrolu translace jsou zobrazeny Sedym obloukem (1913-1915) a Sedym pozadim
(1908-1909 a 1922-1923). Delece a vloZené mutace jsou reprezentovany A. Prevzato z [14].

Protein L7/L12 se vyskytuje v interakcich s translacnimi faktory b&hem
biosyntézy. Toto misto, lokalizovano v 50S podjednotce, stimuluje G faktory

zavislé na GTP hydrolyze. L7/L12 protein je také nezbytny pro interakci

.....
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L2
stalk

Obrazek 13 — Model velké ribozomalni podjednotky s vyznacenymi strukturami L1 stalk
a L7/L12.

Sarcin—ricin loop (SRL) v helix 95, obsahuje jednu znejdelSich
univerzalnich  konzervovanych rRNA sekvenci, je primarni soucastka
ribozomalniho elonga¢niho cyklu a také je nezbytny pro GTP-katalyzu v translaci,
ale presna funkce zatim neni znadma [17] .

L1 stalk je pohyblivdi doména ve velké ribozomalni podjednotce, L1 stalk
v E mist¢ v ribozomu mechanicky posunuje deacylovanou tRNA béhem proteinové
syntézy. L1 stalk obsahuje protein L1 a helixy 76, 77, 78. Cryo-EM a RTG studie
ukazuji, ze L1 stalk se vyskytuje nejméné ve tfech konformacich. RTG struktury
ribozomt s prazdnym E mistem nebo studie s izolovanou 50S podjednotkou nasly
L1 stalk v ,oteviené” konformaci, kterd je orientovana smérem od hlavni ¢asti
podjednotky. Diky vysoké flexibilit¢ L1 stalku neni mozné poftidit jeho RTG
snimek ve vysokém rozliSeni [18] (obrazek 13).

Helix 44, v doméné I na podjednotce 50S mizeme povazovat za deSifrovaci
centrum. Je to nejdelsi helix vribozomu, jeho délka v bakterii Thermus
Thermophilus je 93 bazi (PDB: 1J5E, rezidua: 1404-1497). Podili se na spojeni
obou podjednotek prostfednictvim nékolika hlavnich vazeb (napf. RNA-RNA nebo
RNA-protein, atd.). Helix 44 hraje vyznamnou roli v translokaci tRNA. Zejména
horni ¢ast se chova jako dynamickd doména, ktera je spolecné s mRNA/tRNA
komplexem posouvana z A-mista do P-mista elongacnim faktorem, nasleduje

hydrolyza GTP [19] (obrazek 14).
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Obrazek 14 — Vlevo se nachazi pozice helixu 44 v30S podjednotce (kyan), Cervené je
znazornén helix 44. Vpravo je znizornén detail helixu 44 s bazemi 1492A a 1493A, které
rozpoznavaji codon -—anticodon prostiednictvim A _minor interakce. (PDB: 1J5E).
Prevzato z [19].

Loop E je soucasti ribozomdlni podjednotky 5S, kterd nalezi velké
ribozomalni podjednotce 50S. Loop E patii mezi nejdelsi a nejkonzervované;si
nekanonické Sroubovice. Bakterialni loop E se skldda ze dvou submotivi. Prvni
interaguje s L25, zatimco druhy interaguje s 23S rRNA. Loop E u archebakterii

a eukaryot je identicky se sarcin-ricin motivem [20].

2.3.2 A-minor interakce a P-interakce

Krystalova struktura velké podjednotky ukazuje, ze existuji pocetné
strukturni  motivy, které stabilizuji strukturu celého ribozomu. Jednim
z motivl/interakci je A-minor motiv/interakce. A-minor motiv je charakteristicky
tim, ze dovoluje vsunuti jednoho helixu, ktery obsahuje v malém zlabku adeniny
do druhého helixu, ktery obsahuje G-C pary. A-minor motivy stabilizuji kontakty,
napt. mezi helixy, interakce mezi klouby a helixy, konformace s kfiZzenim
(angl. conformational junction). Pfikladem A-minor interakce je interakce mezi
3" koncem tRNA navazaného bud’ na A nebo na P misto na ribozomu.

A-minor interakce mize mit vétsi vyznam pii stabilizaci terciarni struktury
RNA nez klasické parovani bazi. Pokud se v RNA vyskytuji konzervovana rezidua,

stejn€ jako napf. v proteinech, mohou byt tato rezidua rozhodujici pro funkci nebo
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mohou byt uzce zapojena do specifickych terciarnich struktur. Studie podjednotky
50S prozrazuji, Ze adenin je nejhojnéj$i konzervovanou bazi podilejici se
na stabilizaci terciarni struktury. O adeninech. které se G€astni se A-minor interakci
fikame, ze tvoti tzv. ,,patches (skvrna, flek). Pocet adeninti v ,,patches* patii stejné
RNA, zfidka pfevySuje tii a plati obecné pravidlo, které tika, ze A-minor interakce
tvofené takovymi adeniny jsou fizeny od 5" do 3" konce [21].

Existuji ¢tyfi varianty A-minor motivu. Tyto ¢tyfi varianty se rozliSuji podle
vazeb mezi atomy O2" a N3 nalezejici adeninu vici receptoru (napf. helixu).
Ve varianté I jsou oba atomy (02" a N3) vmalém zldbku receptoru, toto
uspotradani optimalizuje fit adeninu a v tomto piipadé se dosahne maximalniho
po¢tu vodikovych vazeb. Ve varianté II je atom O2" adeninu blizko atomu
02’ receptoru, zatimco atom N3 adeninu je v malém zlabku. Ve varianté III jsou
oba atomy adeninu lokalizovany blizko atomu O2" receptoru. Posledni a vzacna
varianta A-minor motivu je nazyvand jako nulta. V nulté¢ varianté¢ je atom N3
adeninu smérovan smérem od malého zlabku a atom O2’ neni vitbec zainteresovan

do vazby s receptorem [21] (obrazek 15).
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Obrazek 15 — Atomy adeninu (N1, N3, O2") umoZiiuji tvofit A-minor intakci v malém Zlabku
RNA Sroubovice (vlevo). Priklady ¢tyi hlavnich A-minor interakci nalezenych v organismu H.
Marismortui v 50S podjednotce. Pfevzato z [21].
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Varianta 0 a III nejsou ani specifické ani selektivni. Oproti tomu jsou
varianty I a II vysoce specifické. Jenom tyto varianty (I a II) jsou schopné se

pohodIné nafitovat do malého zladbku a tvofit vodikové vazby (obrazek 16) [21].

Obrazek 16 - Priklady RNA terciarnich struktur stabilizovanych A-minor interakcemi
v ribozomu organizmu Haloarcula marismortui (PDB: 1FFK).

A) A-minor interakce stabilizuje helix 68 z domény IV (zelena a Zlutd) s helixem 75 z domény
V (modry). Ctyi"i adeniny (¢ervené) tvori patrovou interakci a tato interakce dovoluje vnoieni
adenini do malého Zlabku helixu 75.

B) A-minor interakce je také velmi dilezita jako prostiednik v interakcich loop-loop, jako
v pripadé helixu 66 (modry) + 52 (Zluty) + 11 (zeleny).

C) Jednovlaknové kiiZzeni mezi helixy 41 a 42 (J41.42, Zlutd) poskytuje adeniny pro A-minor
interakci a tak stabilizuje helix 89 (zeleny) a helix 90 (modry). Prevzato z [21].

Existuje interakce, ktera je méné Castd, ale zato vice robustni nez A-minor
interakce. Tato interakce byla nazvana jako P-interakce (obrdzek 17). Tuto
interakci mizeme najit mezi O2 rib6zou na jednom helixu (G-C pary), ktera
interaguje prostfednictvim vodikovych vazeb s druhym helixem (G-U pary). Pocet
vodikovych vazeb mlze byt az pét. Toto seskupeni molekul je jedineéné a vysoce
konzervované. Hlavni roli P-interakce je definovat dlouhodosahové terciarni

kontakty v ribozomu [22].
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Obrazek 17 — Nukleotidy tvorici interakei jsou znazornény svétle modie. Prevzato z [23].

Pritomnost téchto klicovych interakci stabilizuje pfesnou ribozomalni
architekturu. Ob¢ interakce, A-minor a P-interakce, tvoii dynamické kontakty
a spinace (switches), které se vyskytuji ve velkém méfitku béhem translokace

v ribozomu [23].

2.3.3 Kink-turn motivy

Kink-turn (Kt) motivy se vyskytuji v obou podjednotkach ribozomu,
ale 1 neribozomalnich biomolekulach. V ribozomu se ¢asto vazou na ribozomalni
proteiny, zprostfedkovavaji interakce s RNA a mohou hrat dilezitou roli béhem
skladani RNA [24]. Neribozomalni zastupci kink-turn motivi byly nalezeny
nejCastéji v mRNA [25] a v molekulach oznacovanych jako ,riboswitches™ [26].
Neékteré z nich byly nalezeny ve snoRNAs (malé jadérkové RNA, uplatiujici se
pii sestithu RNA), napt. U3 snRNA a U4 snRNA [27].

Ribozomalni Kt-motivy jsou lokalizovany blizko dalezitych mist, které se
pfimo ucastni translace. Do translace jsou zainteresovany i nepiimo, tj. spolupodili
se na pohybech ribozomu, které jsou pro translaci esencidlni. Kt-motivy
v ribozomu mohou slouzit jako doplikové strukturni motivy ¢i mohou mit funkci

prostiednika napft. jako mosty v piipadé Kt-58, ktery je v kontaktu se Sroubovici
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34 v 23S rRNA a spolecn¢ s proteinem S15 a Sroubovici 20 (v 16S rRNA) tvori
most B4 [28].

Kink-turn lze charakterizovat jako dvouvldknovy motiv tvofeny dvéma
helikdlnimi rameny oddélenymi regionem nesparovanych bazi. Prvni rameno je
kanonické (C-stem). To znamend, Ze je tvofeno pouze Watson-Crickovymi pary,
zpravidla G-C pary. Druhé rameno je nekanonické (NC-stem). To znamena, ze se
zde mohou vyskytovat pary, které nepodléhaji pravidlu komplementarity podle
Watson-Cricka, nejcastéji G-A pary. Ob¢ ramena jsou spojena kloubem (regionem
nesparovanych bazi). Tento kloub je vzdy nesymetricky a obvykle ma tfi
nesparované¢ baze na jednom vldkné. Jedna baze je soucasti C-stem, druhd je
soucasti NC-stem a tfeti vycniva. Jednu bazi, kterd vyc¢nivd, oznacujeme jako
,bulge®, a protoze neni sparovand, muze voln¢ interagovat s jakoukoli bazi ¢i
proteinem. Kink-turn motivy maji charakteristickou 3D strukturu, ktera pfipomina
pismeno ,,V*. Uhel, ktery sviraji ob&é ramena, se pohybuje kolem hodnoty 60°.
Typicky tvar pismene ,,V* je stabilizovan interakci A-minor. Tato interakce se
nachdzi mezi C-stemem (kterému ndlezi C-G pary) a NC-stemem (obsahujici

adenin) [29] (obrazek 18).

Obrazek 18 - Kink-turn nalezeny v helixu 7 (Kt-7) zorganismu H. marismortui ve 23S
podjednotce. Kanonické rameno vtomto piipadé obsahuje C82-G92 a GS81-C93 a je
zakonceno neparovym G94. A95 je neparovy a dovoluje patrovou interakci k nekanonickému
stemu. A96 ocividné vycéniva ven ze struktury a netvori tak Zadnou interakci se zbytkem
motivu. Cukr-fosfatova pater je ohnuta zhruba o 120°. Prevzato z [29].
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Kink-turn motivy obsahuji celkem 10 konzervovanych bazi. Tyto baze jsou
klicové pro stabilitu motivu. Pro definici kink-turn motivu [29] byl ptikladem
lidsky U4 snRNAmotiv. S vyjimkou jednoho U-G paru je na C-stemu vzdy G-C
nebo C-G parovani. Je tu silnd tendence C-G sousedit se smyckou. Druhy par je
dilezity pro vznik A-minor interakce. NC- stem obsahuje dva G-A pary. Adenin
z druhého G-A péaru stabilizuje smycku a tvoii A-minor interakci s G-C parem
situovaném v malém zlabku [29].

Struktura volného kink-turnu je velmi dynamickd a zavisld na vazbé
kovovych iontli nebo na L7Ae-proteinu. Pfi absenci navazanych proteinil existuji
kink-turn v rovnovaze mezi stavy, kde je pevné zalomeny ¢i naopak narovnany.
Pomér téchto stavi je ur€en koncentraci iontd kovu. Pfi elektroforéze zalomena
struktura migruje pomaleji nez oteviend [30]. FRET méfeni (fluorescence
resonance energy transfer, fluorescencni rezonan¢ni pienos energie) ukazuji, ze
v kink-turnu dochazi k pfechodu mezi dvéma strukturami. Toto zjisténi je
v souladu s molekularni dynamikou (MD) [31], kterd ptfedpovédéla strukturdlni
bistabilitu kink-turni. Data zméfeni FRET naznacuji, Ze pfechody mezi
zalomenym a narovnanym stavem jsou rychlé [32].

Experimentalni techniky mohou byt dopliiovany poznatky ze simula¢nich
metod, které jsou realizovany pomoci vypocetni techniky. Vypocetni techniky jsou
omezovany Casem v fadech nanosekund nebo nedokonalostmi silového pole.
Kvalitativni simulace poskytuje informace o struktufe a dynamice molekul RNA,
které nelze ziskat jinymi technikami [33]. Nanosekundové casové simulace
umoznuji studovat vnitini dynamiky Kt v X-ray-geometriich za nepfitomnosti
sousednich ribozomalnich segmentli. Vnitini mechanické vlastnosti volnych
Kt v simulacich poméahaji pochopit jejich interakce s jinymi molekulami, zahrnujici
vzajemné strukturalni apravy, které se tvoti u vétSich komplexi biomolekul [34].

Nedavné MD simulace izolovanych KT-38, KT-42, KT-58 a KT-U4
vykazuji znacnou flexibilitu téchto motivlli na Casové Skale v fddech nanosekund
[34]. Jejich dynamika spociva v pohybu dvou pevnych ramen, kterd jsou
kontrolovany flexibilni wvnitini smyckou. Je zajimavé, ze 1 pies vyraznéjsi
dynamiku, kli¢ové tercidrni interakce zcela zlstaly v simulacich stabilni. Kt tak

mohou byt povazovany za pruzny molekularni pant, ktery vykazuje mnoho
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konformacnich stavli kolem jejich ribozomdalni X-ray geometrie. Otevirani
a zavirani Kt souvisi s lokalni dynamikou napt. vloZeni vody, souvisi také s A-
minor interakci mezi rameny [34].

V ptikladu motivu Kt-42 je dynamika prekvapiveé propagovana bez Gtlumu
celého systému, ktery se chova jako velky molekularni pant. Pohyb pantu zcela
prevlada a v simulaci nebyly detekovany zadné jiné srovnatelné flexibilni prvky
(obrazek 19). Kt-42 je tak jedinym kandidatem, ktery nabizi uritou pruznost
vazebnému mistu pro faktor. Simulace ukazuje stochastické oscilacni posuny hlavy
faktoru vazebného mista v rozsahu desitek A s ohledem na C-stem Kt-42 vii¢i
helixu 42. Rozsah pohybt v simulaci pfevySuje rozsah pohyba dosud publikovany
v kryo-EM studiich [34].
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Obrazek 19 — Dynamické chovani z Kt-42. (A) Schéma:Ctverce reprezentuji centra
jednotlivych elementi. Teckovana ¢ara indikuje uzavi‘eny stav, zatimco plna ¢ara indikuje
otevieny stav.

(B) Zavieny kink-turn (€ernd), otevifeny kink-turn (Sed4), nejvice otevi‘ena (transparentni
Sedd) a nejvice zalomeny kink-turn (transparentni Sedd). Tvar Kt, pii kterém je struktura
nejvice otevirena a nejvice zalomena ukazuje maximalni amplitudy béhem simulace, otevi‘ené
a uzaviené konformace popisuji statisticky vyznamné oscilace. Pfevzato z [34].

Kt jsou také spojovany s dimyslnou siti dlouho-dosahovych hydrataci
a kation vazebnych mist, z nichz mnohé jsou pifimo modula¢ni pro Kt dynamiku
a flexibilitu.

Kt vykazuji trvalé konformacni piechody v simulacich a mély by byt

klasifikovany jako flexibilni prvky s Sirokou skalou isoenergetickych geometrii.
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2.4 Ribozom

vvvvvv

které doposud zndme. Ribozomy obsahuji ribozomalni RNA (rRNA) a proteiny,
které jsou obecné¢ usporaddny do dvou nerovnomérné velkych podjednotek.
Ribozomy jsou jaderné organely a mohou se vyskytovat voln€ nebo véazané
na drsné endoplasmatické retikulum. Volné ribozomy mohou existovat samostatné
nebo se na jednu mRNA navaze n¢kolik ribozoma a vytvoii tak polyribozom.
Hlavni tlohou ribozomu je syntetizovat proteiny. Molekulova hmotnost ribozomu
u bakterii je ptiblizn€ 2,5 MDa [35].

Okolo roku 1980 byla snaha krystalovat velké komplexy, ribozom byl
bohuzel moc velky a tehdejsi technologie nespliiovala kriteria pro takovy komplex
jako je ribozom. Navic nebylo jasné, zda ribozomy v buiice jsou identické nebo
sloZzené z nékolika rodin a zda je kazdy specificky pro né&jakou ulohu. Velkym
uspéchem v devadesatych letech bylo vytvofeni realného 3D krystalu velké
podjednotky (50S) zorganismu Geobacillus stearothermofilus (diive Bacillus
stearothermofilus) [36]. O nékolik let pozdéji byly ziskany RTG snimky malé 30S
podjednotky a velké 50S podjednotky bakterie Thermus thermophilus [37]. Tyto
prvni krystaly mély velmi nizké rozliSeni pohybujici se okolo 10 A. Po rozsahlych
vyzkumech vyzadujicich nékolik odli$nych organismii bylo dosazeno rozliseni 3 A
a ukdzalo se, ze je mozné dosdhnout vysokého rozliSeni na atomarni urovni
1 na takovych velkych komplexech jako jsou ribozomy [38].

Ribozomalni podjednotky prokaryot a eukaryot jsou dosti podobné.
Ribozom prokaryot je mensi, ale ¢astéji zkoumany nez ribozom eukaryot.

Prokaryotni ribozom je tvofen malou podjednotkou 30S a velkou
podjednotkou 50S, které spolu asociuji do aktivniho ribozomu 70S. Velka
podjednotka se déli na 5S podjednotku (obsahuje asi 120 bazi) a 23S podjednotku
(obsahuje asi 2900 bazi), krom& rRNA obsahuje také 34 proteinti. Mala
podjednotka 30S se déli na 16S podjednotku (obsahuje asi 1500 bazi) a 21 proteini
[31, [39].

Eukaryotni ribozom se sklad4 z malé podjednotky 40S a velké podjednotky

60S, které spolu tvoii ribozom 80S. Velkd eukaryotni podjednotka je tvofena
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podjednotkami 5S (120 bazi), 28S (4700 bazi), 5,8S (160 bazi) a ptiblizn¢ obsahuje

50 proteint. Mala podjednotka 40S obsahuje 1900 bazi a ptiblizn¢ 33 proteint [3],
[39].

Obrazek 20 - Velka podjednotka ribozomu z organizmu Deinococcus Radiodurans (50S)
(PDB: 1KC9) vlevo a mala podjednotka (30S) (PDB: IQD7) ribozomu z organismu Thermus
thermophilus vpravo. Barevné jsou odliSeny proteiny a $edou barvou je reprezentovana RNA.
Prevzato z [40].

Mala podjednotka je zodpovédnd za rozpoznani pocateCniho kodonu
na mRNA, od kterého se za¢ina syntetizovat protein. Velka podjednotka katalyzuje
vznik peptidové vazby mezi aminokyselinou a peptidovym fetézcem. Obé
podjednotky se spojuji na molekule mRNA blizko jejiho 5 konce.

Ribozomalni RNA jsou sbalen¢ do vysoce kompaktnich struktur.
Ribozomalni proteiny jsou obecné lokalizovany na povrchu a zanoiuji se do $térbin
ve sbalené RNA a tak stabilizuji cely komplex.

Ribozom se rozd€luje na nékolik domén, bakteridlni ribozom obsahuje

zpravidla Sest domén (obrazek 21) [3].
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Obrazek 21- (A) 3D struktura velké ribozomalni podjednotky rRNA (5SS a 23S) archebakterie
Haloarcula Marismortui. (B) Schematicky diagram 23S rRNA, ukazujici rozsahlou sit’ pard
bazi. Struktura je rozdélena do Sesti domén, které barevné odpovidaji doménam na obrazku

A. Pfevzato z [3].
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3. Metody

Staticky pohled na biomolekulu, ziskany z X-ray krystalografie, je stale
nedostateCny pro pochopeni Siroké skaly biologickych vlastnosti a aktivity.
Molekulova dynamika ptedstavuje specialni disciplinu molekulového modelovani,
ktera je zaloZzena na zadkladech molekulové mechaniky. Rovnovazné vlastnosti
molekulového systému se ziskaji rozfesenim Cciselnych Newtonovych rovnic
pohybu na atomistickém nebo jednoduchém modelu. Obecné je MD
deterministickd metoda, kterd vzorkuje konfiguraéni prostor v zévislosti
na Casovém vyvoji systému. Vysledkem MD je trajektorie, kterd uptesiiuje, jak se
ménily pozice a rychlosti v Case. Trajektorie také obsahuje informace tykajici se
strukturnich a dynamickych vlastnosti systému [41].

Celkova energie systému, ktera je bézn¢ uzivana programem AMBER, je
dana souctem kinetickych potencialnich energii (rovnice 1). Potencidlni energie je
pocitana jako soucet jednotlivych vyrazl popisujici vazebné a nevazebné interakce
v systému [41].
\g‘[1+cos(n(o—;/)]+ZAj—Bij)+z 23,]]

12 6
vdw Rij Rij el

Epu = 2 K (r=1)"+ > Ky (0©-0,)"+ >

bonds angles dihed

Rovnice 1 — Potencialni energie je pocitana jako soucet jednotlivych vyrazi popisujici vazebné
a nevazebné interakce v systému. Prevzato z [42].

Prvni tfi vyrazy na obrazku 22 popisuji vazebné interakce a zbyvajici dva

vyrazy popisuji nevazebné interakce.
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Obrazek 22 — Schématické znazornéni vSech typu interakci, které jsou pouzity v rovnici 1.
Prevzato z [41].

Prvnim vyrazem v rovnici 1 jsou parové aditivni empirické potencialy
reprezentujici soucet energetickych piispévki odpovidajici zménam délky vazeb
(bond stretching). Druhym vyrazem je soucet energetickych piispévkl popisujici
zmény uhli. Oba, vazebna délka a vazebny uhel (vyjadieny z Hookova zakona),
jsou pocitany jako kvadratické funkce jejich parametr. Tretim vyrazem je soucet
energetickych piispévkit souvisejici srotaci okolo vazby a je obvykle
reprezentovan Fourierovymi periodickymi funkcemi. Ctvrtym vyrazem je soudet
van der Walsovych energii popisujici atrakci nebo repulzi mezi atomy, které nejsou
pfimo vazany. Repulzivni a atrakéni ¢len jsou velkd Cisla, kterda po odecteni
jednoho od druhého daji malé cCislo smétujici k nule. Van der Waalstv Clen je
prakticky popsan jako 12-6 Lennard-Jonesiv potencial. Posledni vyraz
reprezentuje Coulombicky potencial a Ize jej definovat jako Coulombickou energii
nabitych parti atomt v systému [41].

Gradient potencialni energie je dany rovnici 2 a piisobi na vSechny atomy
v systému.

-0k pot

= @)
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Rovnice 3 udavé nové pozice vSem atomiim systému pro kazdy cCasovy

krok. Popisuje pohyb ¢asti hmoty (mass = m;) s F; v zavislosti na r;.
eri _ Fi(ri)
dt’ m,

€)

Kompletni pochopeni molekulové dynamiky, uplatiované napt. na RNA,
vyzaduje Casovy monitoring od pikosekund az po nékolik hodin (obrazek 23).
Vyzaduje také pouziti Siroké skaly technik s uvazenim prostoru a limitaci [43].

Prvni limitaci je Skdlovani konformac¢niho prostoru na kratkou casovou
Skalu MD v porovnani s aktudlnimi biologickymi procesy. Tato limitace se pomalu
stava piekonanou z diivodu technologického pokroku v oblasti vypocetni techniky.

Druha, pouziti silovych poli, které simuluji pfirozené prostiedi [43].

Virus
Rib Coarse
ibosame Grain Footprinting
MD Single-
EPR molecule
#  Ribozymes
w0
Motif
Single .
Base Pair

min

Obrazek 23 - Velikost systému a ¢asova Skala technik béZné uzivanych k vyhodnoceni RNA
dynamiky. Pievzato z [43].

Pocitacové metody poskytuji porozuméni nebo nahlédnuti do problematiky,
ktera neni dosazitelnd experimentdln€. Simulace molekulové dynamiky mohou
identifikovat problematické stranky experimentdlnich struktur, odhalit vyznamné
fluktuace, predpovédét ucCinek ionizace bazi na RNA dynamice nebo
charakterizovat vlastnosti solventu. Kombinace simulaci s kvantovou mechanikou
(QM) nazyvame QM/MM a predstavuji rozsifeni repertodru aplikaci ohledné
chemie katalytické RNA nebo ribozomi [44].
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3.1 Molekulova dynamika

Molekulové dynamické metody pouzivaji klasicka silovd pole, kterd
definuji potencialni energii jako funkci atomovych koordinat. Tyto jednoduché
analytické funkce potiebuji k popisu kovalentnich vazeb a uhlii spolecné s torznimi
profily pro dihedralni uhly sadu harmonickych oscilatorti (pruzin). Atomy jsou
popisovany jako van der Waalsovy sféry s konstantnim ndbojem v centru atomu.
Silové pole je parov€ aditivni to znamend, Ze zanedbava vSechny nepiidadvané
efekty (,non additive effect) napf. polarizaci atomi v elektrickém poli.
Parametrizace pro biomolekularni silova pole je slozity ukol [44].

Polariza¢ni silova pole jsou ve vyvoji a jejich budouci aplikovatelnost je
dilezité ptredpovidat. Navzdory opatrnym parametrizacim soucasnych silovych poli

jsou stale daleko od dokonalosti.

3.1.1 Vybér silového pole pro RNA

Existuji dvé silova pole, ktera byla testovana na systémech DNA ¢i RNA
a jsou vhodné pro simulace nukleovych kyselin, jmenovité silova pole AMBER
a CHARMM [44]. AMBER obsahuje originalni silova pole vyvinuta Cornellovou
a Kolmanem (parm94, parm98 (ff98), parm99 (ff99)). Silové pole a parmbsc0 bylo
vyvinuto Orozcem. Parametry pro atomové naboje u ff94 byly ziskany
z elektrostatickych potencidli vypocitané pomoci metody HF/6-31G*, ktera
pteceiiuje molekulové dipdlové momenty a tak nepifimo kompenzuje chybéjici
polarizaci kondenzovanou v simulacich. Silové pole ff98 a ff99 se od ff94 odlisuje
jen okrajove. Silova pole ff94-99 jsou vhodné pro nukleové kyseliny [44]. Silové
pole parmbscO se od ff94-99 lisi né€kolika skuteCnosti, které upravuji chyby
ve vypoctech napft. v simulacich B-DNA

V ptipadé simulace B-DNA s pouzitim silovych poli {ff94-ff99 dochazelo
k nashromazdéni nevratnych substavii v patefi (a/y) s y toznim uhlem (okolo vazby
C4’-C5") vpozici trans a to ve vysledku zplisobovalo nevratné strukturalni
deformace v simulované B-DNA. Silové pole parmbscO modifikuje o/y dihedralni

profil a timto stabilizuje simulace B-DNA. V simulacich s pouzitim RNA se vyse
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pojmenované patologické substavy trans-y nevyskytuji a vSechny silova pole
(parm94-99) u systémt RNA ukazuji podobné vlastnosti.

Dal8im silovym polem pro nukleové kyseliny je CHARMM27. Toto silové
pole popisuje kanonickou B-DNA relativné dobfe, jen se zde vyskytuji problémy
se Sitkou zlabku, které jsou méné piesné nez u AMBER. CHARMM27 byl
ne€kolikrat pouzit pro RNA, ale nebyl nikdy pro RNA systematicky a dikladné
testovan. V 5ns simulacich pfedpovidal CHARMMZ27 velmi rychlé parové dychani
(pase-pairing breathing), které miiZze indikovat podcenéni sily parovych interakei.
Simulace o délce 50 ns odhalily i jiné problémy napf. postupnou degradaci RNA
[44]. Nedavno bylo odhaleno selhédni pole CHARMM27 pro UUCG tetraloop [46].

3.1.2 Nastaveni pouzivané v MD

Modelovani biomolekul spociva ve tfech krocich: vytvoreni modelu, spusténi MD
simulace a poté nasleduji analyza¢ni vypocty vytvoirenych MD trajektorii.
Modelovani biomolekul spociva ve tfech krocich: vytvofeni modelu,
spusténi MD simulace a poté nasleduji analyzacni vypocty vytvoienych MD
trajektorii.
Pocatecni struktury pro MD simulace jsou ziskany z proteinové databanky

(http://www.rcsb.org/pdb). Pied spousténim simulaci je nutné zkontrolovat, zda se

v motivu vyskytuji vody a ionty. V této praci se pracovalo pouze s vystfizenymi
useky RNA a tak je nutné zkontrolovat interakce na okoli a vhodné tento motiv
ukon¢it napt. GC nebo CG pary. Vodiky byly ptfidany programem LEaP z baliku
AMBER 10.0, cutoff pro nevazebné interakce byl nastaven na 10 A . Naboj
systému byl kompenzovan piidanim nékolika protiionty Na" (motiv Ay — 25 iontil
Na', motiv A; — 29 iontd Na', motiv Ag. — 86 ionti K, motiv By — 23 iontt Na’,
motiv By — 42 iontd Na', motiv Bs — 20 iontd Na', motiv Cy — 38 iontd Na’,
motiv Cg — 23 iontd Na', motiv Dy — 31 iontd Na” motiv Dy — 43 iontd Na',
motiv Dy — 43 iont Na', 3 ionty Mg™).

Systém byl poté umistén do solvata¢niho boxu (obrazek 24) s modelem vod
TIP3P, s nejmensi vzdalenosti stény od kubického boxu od povrchu solutu 10 A.

Béhem vypoctu MD je nutné zajistit periodické okrajové podminky.

31



Obrazek 24 — Box s molekulami vody a uvniti je RNA motiv (D;). Box slouzi jako prostor,
ve které se MD pocita. Vytvoreno programem PyMOL.

Pro dynamiku vSech motivli byl pouzit program Sander baliku AMBER
10.0 s pouzitim silového pole parm99. V procesech odehravajicich se pted
spusténim samotné simulace byl kazdy motiv podroben linedrnimu zvySovani
teploty z 10 K na 300 K za tlaku 1 atm v izobarickém souboru (NpT).

Strukturni a dynamické vlastnosti molekul se ziskaji uzitim programu ptraj
a Carnal vprogramu AMBER. Pro dalSi analyzu se pouZzivd napf. esencialni

dynamika.

3.1.3 Analyza simulaci
Analyza dynamickych simulaci byla realizovana programy ptraj jejich

vizualizace se provadéla programy VMD a PyMOL.

Vodikové vazby byly vizualizovany ve VMD, cutoff pro vzdalenost 3,5 A
a pro uhel 40°. Uhel mezi rameny byl méfen mezi koncovymi pary bazi
a ptihlédnutim na jejich stabilitu programem ptraj, graf byl vytvofen programem
xmgrace.Analyza hustotnich map protiionti Na' byly po¢itana uZitim programu
ptraj (grid analysis).

Byly také sledovany vyboulené béze, patrové a baze-fosfatové interakce,
tvorba zebiikovych struktur. Pro analyzu esencidlni dynamikou byl pouzit program

GROMACS a pro vypocty byly zahrnuty pouze atomy fosforu (P) z patete.
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Esencialni dynamika je néstroj, ktery oddéluje zakladni spolecné pohyby od
nekorelovanych a bezvyznamnych fluktuaci. Filtruje hlavni pohyby, které se
vyskytujici v simulaci a rozdé€luje je do nezavislych esencialnich pohybii.. Metoda
se zamétuje na analyzu celé simulace.

Analyza esencidlni dynamikou (EDA) je silny nastroj k popisu flexibility
RNA. Rozpoznava ptirozené pohyby ve struktufe. Hlavnim cilem této metody je
nalézt korelované pohyby jako jednotlivé mody, které patii jednotlivym vektorim
a konkrétnim hodnotam [41].

Esencialni dynamika je zaloZzena na nésledujicich krocich.

- urceni skutecnych pohybti na zaklad¢é vypocth a diagonalizace kovariance
matrixu (kovariance = mira vzajemné vazby mezi dvéma nahodnymi veli¢inami)

- ziska se sada vlastnich vektori a jednotlivych vlastnich hodnot

- vybér dominantnich vektord, které se objevuji v 95-99% pohybli

- projekce vlastnich vektori do kartézského systému [41].
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4. Cile

Cilem diplomové prace je sledovat dynamiku a flexibilitu vybranych
motivl a zjistit zda jsou obdobné flexibilni ¢i vykazuji podobny kloubovy pohyb
jako kink-turn motivy. Sledujeme, zda systém je rigidni ¢i flexibilni, pokud je
rigidni — znamena, Ze kolem né&j vyskytuje hodné stabilizujicich interakci
napt. vodikovych vazeb. Pod pojmem flexibilni si mlizeme pfestavit, Ze se motiv
néjakym zplisobem hybe a neni tak omezovan jako rigidni, a je schopen vykonavat
daleko pestiejsi pohyby. Studium téchto motivii je v zacatcich, nevi se moc

o funkci a dynamice, kromé toho, ze ohybaji patef.
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5.  Vychozi struktura studovanych motivi

Sledované motivy RNA pochdzeji z mal¢ 30S (PDB: 2AVY) a velké
ribozomalni podjednotky 50S (PDB: 2AW4, 2AWB) organizmu E. coli [45].

Celkem se v praci vénuji struktuie a dynamice Ctyf unikatnich rRNA
motivl, které svym tvarem pfipominaji pismeno L a V. Pro piehlednost jsou
v praci oznaceny pismeny A, B, C a D. Pii simulacich byly dale studovany motivy
s riznou délkou koncovych sroubovicovych useki z diivodu kryti nestabilnich para
nebo symetrizace motivu (zajisténi stejného poctu part bazi v ramenech). Sekvence
a pocCet bazi jednotlivych strukturnich alternativ motivi A-D jsou uvedeny
v Tabulce 2.

Motivy A, B, C byly vybrany z velké podjednotky a posledni motiv D je
soucasti malé podjednotky. Motiv A pochazi z ribozomalni domény I, motivy B
a C z domény III. Motiv D je soucasti domény II malé ribozomalni podjednotky.

Celkem bylo studovano 11 riznych forem téchto motivii (Tabulka 2).

Tabulka 2 —Soubor vSech motivi s jejich sekvencemi a poclty residui. V zavorkach jsou
definovany zkratky motivi.

Oznaceni motivi PDB kod Residua Pocet bazi
A super_long (Agr) 2AW4 271 - 287 45
353 -366
31
A long (Ar) 2AW4 271 -287
353-366
A (AN) 2AW4 271 - 285 27
355-366
B _long (By) 2AW4 1405 - 1424 44
1574 - 1597
B (By) 2AW4 1410 - 1419 25
1578 - 1592
B_short (Bs) 2AW4 1410 - 1418 22
1580 - 1592
C (Cy 2AWB 1421 — 1437 40
1555 - 1577
C _short (Cyg) 2AWB 1423 — 1432 25
1561 - 1575
D_without loop (Dy) 2AVY 769 - 786 33
796 - 810
D_loop_Mg (Dy) 2AVY 768 — 811 44
D loop (Dy) 2AVY 768 — 811 44
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V této kapitole jsem pouzila pojmy rameno 1, rameno 2, vlakno 1,
vldkno 2. Pojem rameno znamena A-RNA dvojsroubovici, ktera se vyskytuje pied
nebo za kloubem a v textu jsou definovany ¢isla residui. Pojem vlakno 1 oznacuje
jednovlaknovou sekvenci bazi, ke které je pripojeno vlakno 2 a také jsou v textu

definovany cisla residui.

Obrazek 25 - Velka podjednotka ribozomu E. coli se zobrazenymi motivy. Motiv A ¢ervené,
motiv B modi‘e a motiv C zelené. OranZovou barvou je pro orientaci vyobrazen L1 stalk
(PDB:2AW4). Vytvoi'eno programem PyMOL.

Obrazek 26 — Mala podjednotka ribozomu E. coli se zobrazenym motivem D, svétle modra.
(PDB:2AVY). Vytvoreno programem PyMOL.

36



5.1. Motiv A

Motiv A pochazi z velké ribozomalni podjednotky 50S organizmu E.coli
z domény 1. (PDB: 2AW4). Motiv A se vyskytuje na helixu 271 (H271)(Ptiloha 1).
Originalni motiv Ay je na obrazcich 27 a 29 zelen¢. Na Sroubovici ramene 1, ktera
obsahuje baze 271-275 a 362-366, se vyskytuji Ctyfi kanonické pary, paty par
(275C a 362A) tvofi vazbu, kterd nebyla klasifikovana v praci Leontise [9].
Sroubovice ramene 2, kterd obsahuje baze 279-285 a 355-361, se sklada
z kanonickych i nekanonickych parti, rameno 2 je zakonceno dvéma ,,wobble* G-
U péry.

Vldkno 1 s 15 bazemi (271-285) obsahuje tifi neparové baze v kloubu,
vldkno 2 obsahuje 12 bazi (355-366) a nema Zadné neparové baze. Baze 277G je
ve startovni struktufe prezentovana jako ,,bulge*.

Motiv A, zelené a modie na obrazcich 27 a 29, se od unikatniho motivu
An odliSuje dvéma nadstavenymi pary na rameni 2 (baze 286-287 a 353-354).
Motiv Agp se od motivu Ar li§i nékolika uméle pfimodelovanymi pary na obou
ramenech. Na rameni 1 jsou navic ¢tyfi W-C pary a na rameni_2 jsou navic dva
W-C pary a jeden par jehoz baze jsou spojeny na WC-hrang, ale nejsou to typické
W-C pary. Motiv A_superlong je na obrazcich 27 a 29 vyobrazen zelenou, modrou
a riZzovou barvou.

Nejdelsi studovanou alternativou motivu A je Asp, jemuZ nalezi 21 parQ
bazi, druhym nejdelsim motivem je Ap — 14 parQ a nejkratSim motivem je Ax — 12

pard. Praimérna hodnota uhlu obou ramen v X-ray struktuie je 130°.
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Rameno 1

Rameno 2

Obrazek 27 — T¥i rizné dlouhé formy motivu A, oznacené v praci jako Agp, A, Ax. Motivy
jsou vyobrazeny od nejdelsiho k nejkratSimu. Barvy pateie a orientace koresponduji
s barvami na obrazku 29. Vytvoieno programem PyMOL. Sedou barvou je vyobrazen kloub.

Motiv A je lokalizovan na povrchu ribozomu a ve svém okoli piimo
neinteraguje s zddnou bazi nebo proteinem. Pouze bdze z nesparované oblasti
interaguji s jinymi bazemi v motivu, vyznaceno na obrazku 29. Vyboulend baze
277G(N2) interaguje s bazi 359G(OP2) prostiednictvim baze-fosfatové interakce
(3BPh). V X-ray struktuie se rovnéz vyskytuje patrova interakce mezi residui 278A
a 362A (obrazek 28).

Obrazek 28 — Vlevo baze-fosfatova interakce 3BPh vyznacena ¢arkované Zluté. Vpravo se
nachdzi patrova interakce 278A a 362A.
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Obrazek 28 - Sekundarni struktura motivu A s vyznafenymi terciarnimi kontakty.
Interhelikalni kontakty jsou znaceny cervené pierusované. Orientace odpovida obrazku 27.
Vytvoreno v programu RnamlView.

Motiv A sousedi do vzdalenosti 20 A s témito useky helixa: H76, ktery je
pojmenovan téz jako KT-7, H46 (KT-4/5), H271, H235, H151 a také sousedi

s proteinem protein L9 (obrazek 29).
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Protein i

H76(KT-7)

Obrizek 29 — Okoli motivu A do vzdalenosti 20A. Cervené znizornén samotny motiv, Seda
barva reprezentuje okolni prostiedi ribozomu.

5.2. MotivB
Motiv B pochazi z velké ribozomalni podjednotky 50S organizmu E.coli

z domény III. (PDB: 2AW4). Motiv B se vyskytuje na helixu 1405 (H1405)
(Ptiloha 1).

Originalni motiv By, zelené a Zluté na obrazcich 30 a 31. Na Sroubovici
ramene 1 motivu By, baze 1410-1414 a 1588-1592, se vyskytuji pouze ¢tyii W-C
pary. Sroubovice ramene_2, baze 1416-1419 a 1578-1582, obsahuje dva W-C pary
a dva nekanonické pary [9]. VIdkno 1 s 10 bazemi (1410-1419) obsahuje jedno
neparové reziduum v kloubu (1414U) a jedno na rameni_2 (1419A). Vldkno 2 s 15
bazemi (1578-1592) obsahuje jedno nepéarové residuum na rameni_2 (1579A) a pét

neparovych residui v kloubu.
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Motiv Bg, na obrazcich 30 a 31 zelené, se od unikatniho motivu By odliSuje
absenci posledniho paru na rameni 2 (1419A-1578U) a neparové baze (1579A).
Motiv By, Cervena zelena Zluta na obrazcich 30 a 31, se od unikatniho motivu By
lisi nadbytkem ¢ty nekanonickych a jednoho W-C part na rameni 1
a na rameni_2 jsou navic tfi W-C pary a jeden nekanonicky par. Oba nekanonické
pary na obou ramenech u motivu By, jsou spojeny prostiednictvim W-C edge [9].

Nejdelsi studovanou alternativou motivu By je motiv By jemuZ nélezi 18
parti bazi. Druhym nejdel$im motivem je By — 9 pard, nejkrat$im motivem je motiv

Bs — 8 parti. Hodnota thlu obou ramen v X-ray struktuie je 116°.

Rameno 1

Rameno 2

Obrazek 30 — T¥i rizné dlouhé formy motivu B, oznacené v praci jako B., By a Bs. Motivy
jsou vyobrazeny od nejdelsiho k nejkrat§imu. Vytvoieno programem PyMOL. Barvy pateie
a orientace koresponduji s barvami na obrazku 31. VytvoFeno programem PyMOL. Sedou
barvou je vyobrazen kloub.
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Rameno_2

Obrazek 31 - Sekundarni struktura motivu B s vyznafenymi terciarnimi kontakty v motivu
i s okolim motivu. Interhelikdlni kontakty jsou vyznaceny cervené preruSované. Orientace
odpovida obrazku 30. Interakce sokolnim ribozomem jsou definoviny v obdélniku
u prislusného residua. Vytvoieno v programu RnamlView.

Motiv B je uz vice zanofen do ribozomu a tak se nabizi mnoho interakci
s okolim motivu.

Na rameni | interaguje pouze prvni bdze motivu By prostiednictvim
kysliku ribozy na 1383A. Rameno_2 nabizi interakce prostfednictvim kyslikovych
atomi ribozy s okolim motivu. Interakce v kloubu jsou velmi pestré, jednak
interakce v rdmci motivu a jednak s okolnim ribozomem, interakce jsou podrobné

vyznaceny na obrazku 31.
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Vyskytuje se zde baze-fosfatova interakce 4BPh (obrazek 32) mezi bazemi
1418G(N1, N2) a 1579A(OP1). Vzhledem k tomu, Ze baze 1420A je definovana
jako ,bulge” dochazi ke patrové interakci mezi bazemi 1419A a 1421G
(obrazek 32).

Obrazek 32 — Vlevo je baze-fosfatova interakce 4BPh vyznadena ¢arkované Zluté. Vpravo se
nachazi vyboulena baze 1420A a baze 1419A+1421G tvorici patrovou interakci.

Motiv B sousedi ve vzdalenosti 20 A s témito useky helixt: H131, H150,
H1343, H1345, H1350, H1385, H1405, H1467, H2093. V okoli motivu B se
nachazi proteiny L2 a L.23 (obrazek 33).
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1343, H1345,
6350, H1385

Obrizek 33 - Okoli motivu B ve vzdalenosti 20A. Modi‘e v je znazornén motiv B, $eda barva
reprezentuje helix na kterém se motiv nachazi. K barevnym helixiim v reZimu odpovidaji
stejné barevné popisky v obrazku.
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5.3. Motiv C

Motiv C pochazi z velké ribozomalni podjednotky 50S organizmu E.coli
z domény III. Motiv C se vyskytuje na helixu 1405 (H1405) (Ptiloha 1). Originalni
motiv Cy, zelené a zlut€ na obrazcich 34 a 35. Na Sroubovici ramene 1, baze
1421-1428 a 1570-1577, jsou prvni, druhy a ¢tvrty par kanonicky, druhy a paty az
osmy par je nekanonicky. Sroubovice ramene 2, bazel429-1437 a 1555-1564,
je ukoncena tfemi kanonickymi pary, také se zde vyskytuje jedna nepéarova baze,
celkem rameno_2 obsahuje devét parti z toho Sest kanonickych [9].

Vldkno 1 17 béazemi (1421-1437) neobsahuje zadné neparové baze.
VlIdkno 2 se 23 bazemi (1555-1477) obsahuje v kloubu pét neparovych bazi,
znichz jedno 1566A bylo v X-ray struktufe definovano jako vyboulend ,bulge*
baze. Kromé neparovych bazi v kloubu, se vyskytuje neparova baze i na vldknu 2
(1558U). Motiv Cs, zluté na obrazcich 34 a 35, se od unikatniho motivu Cy
odliSuje absenci dvou pari na rameni_1 a absenci péti parti na rameni_2. Nejdelsi
studovanou alternativou je Cy, kterému naleZi 17 parti bazi. Druhym motivem je
motiv Cs, ktery ma na obou ramenech pouze 10 pard. Hodnota thlu obou ramen

v X_ray struktuie je 122°.

Rameno 2
Obrazek 34 — Dvé rizné dlouhé formy motiva C, oznacené v praci jako Cy a Cs. Motivy jsou
vyobrazeny od nejdelSiho k nejkratSimu. Vytvofeno programem PyMOL. Barvy patere
a orientace koresponduji s barvami na obrizku 35. Vytvofeno programem PyMOL. Sedou
barvou je vyobrazen kloub.
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Obriazek 35 - Sekundarni struktura motivu C s vyznafenymi tercidrnimi kontakty v motivu
i s okolim motivu. Interhelikdlni kontakty jsou vyznaceny Cervené prerusované. Orientace
odpovida obrazku 34. Interakce s okolnim ribozomem jsou definoviany v obdélniku
u prislu$ného residua. Vytvoreno v programu RnamlView.
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Motiv C je cely zapleten do ribozomalni struktury a tak se nabizi mnoho
interakci s okolim motivu. Motiv C nabizi interakci s proteinem L2 prostiednictvim

rezidua 1567G(OP1) s aminokyselinou Tyr82 (obrazek 36).

L2 protein

1567G

Obrazek 36 — Interakce baze 1567G motivu C s proteinem L2, vyznacena ¢arkované Zluté.

V tomto motivu také miizeme nalézt baze-fosfatové interakce 6BPh mezi
bazemi 1428C(N4) a 1570A(OP2). Dalsi baze-fosfatova interakce SBPh nalezi
1427A(0OP2) a 1559U(N3), 1BPh mezi bazemi 1558C(OP1) a 1478 G(N2), SBPh
mezi bazemi 1431A(OP2) a 762U(N3). Posledni dvé jmenované, 1BPh a 5BPh,

neposkytuji interakce v motivu ale s okolnim ribozomem (obrazek 37).

Obrazek 37 — Baze fosfatové interakce motivu C, vyznaceno ¢arkované Zluté.
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V kloubu se nachazi vyboulena ,bulge” baze 1566A, ktera neinteraguje
s zddnou okolni bazi, dochazi ke patrové interakci u bazi pfed a za ni (1565C
a 1567G) V kloubu se nachdzi W-C péar mezi bazemi 1568G-1565C (obrazek 38).

Ve vétsine pripadi spolu baze interaguji kyslikovymi atomy nalezejici riboze.

Obrazek 38 — Kloub motivu C, Sedou barvou je znazornén W-C par.

Motiv C sousedi ve vzdalenosti 20A s tseky helixd: H121, H687, H700,
H1345, H1350, H1385, H1420, H1437, H1444, H1440, H1467, H1303, H1327,
H1707, H1792, H2200. V okoli motivu C se nachazi protein L2 (obrazek 39).

HB87
H700

H1445 T SO A
H1467 ' o )
% RN ! H121

Obriazek 39 - Okoli motivu C ve vzdalenosti 20A. Zelené v reZzimu ,,stick je znizornén motiv
C, Seda barva reprezentuje helix na kterém se motiv nachazi. K barevnym helixiim a proteinu
v reZimu ,cartoon“ odpovidaji stejné barevné popisky v obrazku.
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5.4. MotivD

Motiv D pochazi z malé ribozomalni podjednotky 30S organizmu E.coli
v doméné III. Motiv D se vyskytuje na helixu 769 (H769) (Ptiloha 3). Nejdelsi
studovanou alternativou motivu D je motiv Dy, na obrdzcich 41 a 42 bile a fialove,
jemuz nalezi 16 part bazi a smycka (loop) Citajici 9 bazi. Druhym a krat§im
motivem je motiv Dy, na obrazcich 40 a 41 bile, ktery ma na Sroubovici ramene 1,
baze 769-774 a 805-810, tedy o jeden par bazi méné a také postrada smycku (loop).
Dy ma 15 para bazi.

Dy ma na rameni_| $est kanonickych pari. Sroubovice rameno 1 motivu
Dp obsahuje navic jeden par 811C-768A, ktery je sice spojen na WC-hrang,
ale nejednd se o klasicky Watson-Crickovy par (C-e-A) [9]. Sroubovice
ramene 2, baze 778-786 a 796-804 je u obou motivii zakonceno ¢tyimi W-C pdry,
jeden W-C par mizeme nalézt také v blizkosti kloubu. Zbylé Ctyfi pary jsou
tvofeny nekanonicky (obrazek 41).

Z pohledu Dp je vlakno 1 tvofeno 19 bazemi (768-786), v kloubu se
vyskytuji tfi neparové baze. Potom nésleduje smycka (loop) s 9 bazemi (787-795).
Vldkno 2 se 16 bazemi (796-811) nemd zadné neparové baze. V X-ray strukture
byla oznacena pouze jedna baze jako vyboulena ,,bulge* (26U). Hodnota tthlu obou
ramen je 97,5 °.

Rameno 1

Rameno 2

Obrizek 40 — Dvé rizné dlouhé formy motivu D, oznacdené v praci jako Dy, Dy, Dn. Motivy
jsou vyobrazeny od nejdel§iho k nejkrat§imu. Vytvoieno programem PyMOL. Barvy pateie
koresponduji s barvami na obrizku 41. Vytvoieno programem PyMOL. Sedou barvou je
vyobrazen kloub.
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Obrazek 41 - Sekundarni struktura motivu D s vyznadenymi terciarnimi kontakty v motivu
i s okolim motivu. Orientace odpovida obrazku 40. Interhelikalni kontakty jsou vyznaceny

cervené preruSované. Interakce sokolnim ribozomem jsou definoviany v obdélniku

u prisluSného residua. Vytvoreno v programu RnamlView.
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Motiv D je lokalizovan v malé podjednotce, v misté kde dochéazi ke spojeni
s velkou podjednotkou a velka podjednotka mu miize nabizet prostor k interakcim.
Samotny D motiv se vyskytuje spiSe na povrchu malé podjednotky.

Vyskytuji se zde baze-fosfatové interakce a interakce s proteiny. Velice
zajimavé jsou interakce ve smycce (loopu), kde se nachéazi dlouhy region (9 bazi)
nesparovanych bazi.

Béze-fosfatovych interakei je v motivu D celkem Sest (obrazek 42). 4BPh
mezi 776G(N1, N2) a 802A(OP1, OP2). 6BPh mezi 780A(N6) a 801U(OP1).
SBPHh mez6i 790A(N6) a 1498U(P). SBPh mezi 791G(N1) a 1498U(P). 6BPh

mezi 792A(N6) a 1498U(P). 5BPh mezi 789U(N3) a 792A(P).
' N

Obrazek 42- Baze fosfatové interakce motivu D jsou vyznaceny ¢arkované Zluté.
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Motiv D sousedi ve vzdalenosti 20A s tiseky helixti: H655, H673, H722,
H885, H1399, H1506. Ve 20A okoli miizeme narazit i na proteiny napi S7, S11,
S15 a S21 (obrazek 43).

Obrizek 43- Okoli motivu D ve vzdalenosti 20A. Fialové v rezimu ,,stick® je znazornén motiv
C K barevnym helixiim a proteinim v reZimu ,,cartoon® odpovidaji stejné barevné popisky
v obrazku.
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6. Vysledky a diskuse

V této kapitole jsem shrnula spole¢né ¢i naopak odlisné vlastnosti vSech

jedenécti motivi.

Tabulka 3 —V téchto tabulkach je shrnuto procentuilni zastoupeni stability vodikovych vazeb
v ramenech motivi A a B, Sedou barvou jsou zvyraznény pary, jejichZ stabilita byla pod 80%.
U motivu A (vlevo) nejméné stabilni je vazba 275C + 362A, ktera sousedi s kloubem. Konce
ramen jsou stabilni kromé motivu Ay, ktery vykazuje stabilitu 4,7% u paru 285G+355U.

U motivu B (vpravoe). Konce ramen jsou stabilni kromé motivu By a B.

| Ax (%) AL(%) As (%)

| B (%) By (%) By(%)

xG + xC
xA +xU
xC + xG
xC +xG
271G + 366C
272A + 365U
273G + 364C
274C + 363G
275C + 362A

279A + 361G
280U + 360U
281C + 359G
282A + 358U
283G + 357C
284U + 356G
285G + 355U
286U + 354A
287G +353C
xU + xA
xG + xC
xU + xG

97,7
99,6
99,7
99,7
44,1

98,8
99,8
99,9
99,9
70,2
85,6
4,7

99,5

99,4
91,9
99,9
99,9
100
100
99,4
37,3

97,3
99,9
99,9
100
100
99,9
99,9
99,1
100
100
100
99,4

1405U + 1597A - - 8,8
1406U + 1596A - - 78,3
1407G + 1595C - - 99,3
1408G + 1594U - - 99,2
1409U + 1593A - - 99,5
1410G + 1592C 99 99,7 99,5

14110 + 1591A 99,6 99,9 99,3
1412U + 1590A 100 100 99,9
1413A + 1589A 99,7 100 99,9
1414C + 1588G 100 100 99,9

1415U + 1589G 100 94,4 84,2
1416G + 1582C 100 99,5 97,9
1417C + 1581G 100 99,4 96,4
1418G + 1580A 95,5 88,8 81,2

1419A + 1578U - 4,0 73,0
1421G + 1577C - - 98,7
1422G + 1576U - - 98,7
1423G + 1575C - - 98,4
1424G + 1574C - - 97,6
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Tabulka 4 - V téchto tabulkach je shrnuto procentualni zastoupeni stability vodikovych vazeb
v ramenech motivu C a D, Sedou barvou jsou zvyraznény pary, jejichz stabilita byla pod 80%.
U motiva C doslo k vytvoifeni narovnané struktury neboli Zebiiku a tento stav znac¢né
destabilizoval vazebné pary 1434A+1558C, 1435G+1557C, 1436G+1556C, 1437C+1555G.

[ Cs (%) Cx (%) [ Dy (%) Di(%) Dy(%)
1421G + 1577C - 99,3 768A +811C - 3 13,1
1422G + 1576U - 99,5 769G + 810C 99,5 100 99,7
1423G + 1575C 5,5 99,7 770C + 809G 100 99,6 98,6
1424G + 1574C 93,4 100 771G + 808C 99,5 90,4 99,9
1425G + 1573G 17,7 14,9 772U +807A 88,2 82,4 99,9
1426G + 1572A 77 41,7 773G + 806C 97,3 73,8 100
1427A + 1571A 99,9 67,9 774G + 805C 99 70,2 100
1428C + 1570A 22,2 51,3
778G + 804U 98,1 97,3 4

1429G + 1564C 99,9 99,7 779C + 803G 100 99,6 93,5
1431A + 1563U 99,4 99,8 780A +802A 100 96,5 34,1
1431A + 1562U 97,4 99,7 781A +801U 99,8 98,4 0,3
1432G + 1561C 85 99,7 782A +800G 100 99,7 67,4
1433A + 1560G - 98,8 783C+ 799G 98,8 97,2 94,7
1434A + 1558C - 27,9 784A + 798U 100 99,6 99,4
1435G + 1557C - 51,8 785G +797C 99,6 99,6 99,4
1436G + 1556C - 66,5 786G + 796C 97 95,8 99,3
1437C + 1555G - 63 788U + 794A - 9,2 33,3
1565C + 1568G 99,9 99,8 789U + 791G - 3,8 1,9

Stabilita ramen:

Ve vSech tfech alternativach motivu A je nestabilni par 275C + 362A, ktery
sousedi s kloubem. U motivu Ay se navic nachazi nestabilni par, 279A + 361G,
ktery rovnéZ sousedi s kloubem a jeho procentudlni zastoupeni je 63%. Konce
ramen jsou stabilni kromé motivu Ay, ktery vykazuje stabilitu 4,7% u paru
285G+355U, ktery je vSak v tomto motivu termindlni.

U motivu Bp jsou nestabilni koncové pary ramene 2 (pary
1405U + 1597A, 1406U + 1596A), procentudlni zastoupeni téchto vazeb je 8,8%
a 78,3%. Nestabilni posledni par se vyskytuje i u motivu By, par 1419A + 1578U,
jehoz stabilita po dobu simulace Cinila pouze 4,4%. Béaze 1578U se v 6 ns odpoji
a pohybuje se voln¢ v prostoru do 36 ns, ve 36 ns se piiblizi ke svému
komplementarnimu paru (1419A), nedojde ke klasickému sparovani, ale baze vici

sob¢ interaguji prostfednictvim patrové interakce do 52 ns (obrdzek 44). Potom
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zase baze 1578U se pohybuje volné v prostoru do konce simulace se uz nevrati.

Baze 14190A drzi na svém misté.

1578U  1419A

Obrazek 44 - Prvni par motivu By 1578U+1419A. Vlevo se 1578U v odtrhnul od svého paru
1419A (6-36 ns), vpravo tvori se svym parem 1419A patrovou interakci (36-52 ns).

U motivu Cy se stabilita poslednich ¢tyfech parGi ramene 2 pohybuje
v rozmezi 28-67%. U obou motivi Cy a Cs vykazuje nestabilitu rameno 1 (pary
1423G + 1575C, 1425G + 1573G, 1426G + 1572A, 1427A + 1571A,
1428C + 1570A). Motiv v ribozomu ma kolem sebe specifické prostfedi a pii
ptfechodu do vodného prostiedi, kde specifické latky, doSlo v simulaci k jeho
relaxaci.

U motivli Di a Dy, jsou nestabilni koncové pary na obou ramenech.
Na rameni_1 to je par 768A +811C, ktery vykazuje stabilitu u Dy 3% a Dy, 13,1%.
Na rameni_2 jsou nestabilni koncové dva pary, 788U + 794A a 789U + 791G. Par
788U + 794A ktery vykazuje stabilitu u Dy 9,2% a Dwmg 33,3%. Par 789U + 791G,
ktery vykazuje stabilitu u Dy, 3,8% a Dyg 1,9%.

Zebiik:

Zebtikovou strukturou nazyvame takovou strukturu, ve které doglo
k poruseni strktury helikalniho twistu [47]. Zebtikova struktura se vytvofila pouze
u motivu Cy u dalSich deseti simulaci ostatnich motivii se neprokdzala. V motivu
Cn se tato struktura objevila ve 26 ns a zlistala do konce simulace (100 ns),

(obrazek 45).
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Obriazek 45 - Zeb¥ikova struktura motivu C ramene_2 od 26ns do konce simulace.

Patrové interakce:

V kloubu se dostavaji do patrové interakce u motivu Ay tyto baze 275C,
276U, 278A. V simulaci motivu A se k této patrové interakci ve 20 ns pridava
baze 277, ptvodné definovand jako ,bulge” a tato formace ziistdva stabilni
do konce simulace. V simulaci Agy se k bazim 275C, 276U pfidava v 16 ns jeste

278A a 361G a také tato formace vydrzi do konce simulace.

V kloubu u motivu By, Bs, Br jsou v patrové interakci po celou simulaci
baze 1414C a 1415U. Dalsi patrové interakce motivu By a Bg se zamétuji
na druhou stranu kloubu, ktery obsahuje baze 1586C+1587A+1588G+1589G.
U motivu By se k této patrové interakci ptidava baze 1585C a naopak se do patrové

interakce neptidava baze 1589G.

V kloubu u motivu Cy jsou v patrové interakci baze 1564C+1565C+1567C,
interakce setrvd jen do 17 ns, potom zustava v interakci jen 1564C a 1565C
do konce simulace (obrazek 46). Takové podobné chovani bylo pozorovano také

u motivu Cs - jen s tim rozdilem, Ze baze 1567C setrvala v patrové interakci az do

90 ns.
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1565C 1567G
1565C

Obrazek 46 — Patrova interakce 1564C+1565C+1567G jen do 17 ns, potom ziistane v patrové
interakei jen 1564C+1565C.

V motivu Dy a Dp se vyskytuji patrové interakce v kloubu, které jsou
stabilni po celou délku simulace. Jednd se o tyto interakce 774G+775G
a 776G+777A+778G. (obrazek 47). U motivu Dy se patrova interakce ztratila u
bazi 774G+775G v 1-4 ns, ale potom doslo k jejimu obnoveni.

Obrazek 47 - Patrova interakce 774G+775G+776G a 777A+778G

U motivu Dyg je patrova interakce mezi bazemi 776G+777A+778G
nestabilni, baze spolu netvotily interakci celou simulaci, ale jen do 16 ns, potom se
baze 776G vychyli z patrové interakce a vrati se ve 22 ns, od 22 do 100 ns se

patrova interakce znovu obnovi.
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Baze, 777A+778G, jsou na pocatku simulace v patrové interakci,
ale v prvni ns se 777A odpojila a do kloubu se vratila v 7 ns, kde uz potom
netvofila patrovou interakci, v 61-94ns se piiddva k patrové interakci

774G+775G+776G (obrazek 48).

Obrazek 48 — Na snimku vlevo jsou znazornény patrové interakce v 1ns 777A+778G
a 774G+775G+776G, snimek vpravo znazoriuje patrovou interakci v 65 ns 774G+775G+776
+777G.

Vyboulené ,,bulge* baze

Vyboulena baze 277G se u tiech A motivii chova rtizné. U motivu Ay tato
baze interaguje s krajni bazi 355U od 3-40 ns, po 40 ns baze 277G interaguje
s celym ramenem (355U, 356G, 357C) a tento d¢j se reverzibilné opakuje
nékolikrat béhem simulace. Bulge baze tvofi s ramenem baze-fosfat interakce,

interakce baze s cukrem, ale dochazi k opakovanému trhani (obrazek 49).

Obrazek 49 —Vlevo interakce motivu Ay ,,bulge® biaze s okrajovym parem, vpravo interakce
,bulge* baze s ramenem_2 prostifednictvim baze-fosfat interakei.
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V motivu Ar, oproti motivu Ay, se vyboulend baze 277G po ub&hnuti 20 ns
zanoti do kloubu zlistane v ném do konce simulace. Baze 276U, 277G a 278G jsou

po 20 ns naskladané za sebou do patrové interakce a jsou stabilizované do konce

simulace (obrazek 50).

Obriazek 50 — Vlevo baze fosfiatova interakce mezi 277G a 359G do 20 ns, vpravo po 20 ns
vytvoreni patrovych interakci 276U, 277G, 278G.

V motivu Agp tato baze 277G interaguje bazi 361G do 4 ns, potom je
,oulge“ bdze volné a od 12 ns dochazi k reverzibilnimu osamostatiiovani
a opétovnému priblizeni k bazim raneme 2 (354A, 355U, 356G), (50-54 ns
a 65-68 ns se nachazi u ramen). Tyto pohyby se odehravaji az do konce simulace
(nejblize je ,bulge* baze k patefi asi 4 A a nejdale jsou od sebe vzdaleny 13 A),
(obrazek 51).

Obrazek 51 — Pohyb 277G vyboulené baze u motivu Ag;. Na zacatku simulace tvoii interakei
s 361G do 4 ns, dale se pohybuje volné v prostoru do 12ns a nakonec se naklani k rameni_2.

U skupiny motivii B se ,,bulge” baze 1583A a 1583U chovali podobné.
U vsech simulaci se baze 1583A hned zpocatku simulace zanofila do kloubu
(0,5-1,5 ns) a tvorila ve vSech ptipadech patrovou interakci s 1583C do konce
simulace kromé& motivu By, kde doslo k opétovnému vybouleni v ase 79-86 ns.
Béze 1584U u motivu By zanoii do kloubu v 1,5 ns. V ptipadé¢ Bsdojde k zanoteni
az v 68-80 ns a 80-100 ns vlaje sama mimo kloub. V ptipadé By vlaje v prostoru

do 19 ns, potom dojde k zanoteni do kloubu do konce simulace.
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Motiv Cy obsahuje na rameni 2 nesparovanou ,,bulge™ bazi 1559U, ktera
sméiuje k 1427A prostiednictvim baze-fosfatové interakce SBPh, jejich pocatecni
vzdalenost byla 2,88 A, ale hned v prvni ns dojde k roztrzeni a baze vlaje sama
prostoru.

Baze v kloubu 1566A méa u obou motivl, Cy i Cs, podobné chovani. Baze béhem
simulace vlaje sama v prostoru nebo se naklani k patefi, ale ani v jednom motivu

nevytvoii patrovou interakci.

U motivit D se vyskytuje pouze ,,bulge baze ve smycce (793U), kterad
netvori zadné interakce. Baze 790A a 791G se béhem simulace dostanou nékolikrat

mimo smycku a navic jsou vii¢i sobé v patrové interakei.

Baze fosfatové interakce

Motivy An, Ap a Agp obsahuji baze-fosfatovou interakci typu 3BPh
(obrazek 28) mezi bazemi  277G(N2)+359G(OP2). Jejich vzdalenost byla
v pocatecni struktute 3,14 A, ihned na za¢atku simulace se roztrhla a nedoglo
k obnoveni.

Motivy By a By obsahuji baze-fosfatovou interakci typu 4BPh (obrazek 32)
mezi badzemi 1418G(N1, N2)+1579A(OP1). Jejich vzdalenost byla v pocatecni
struktufe 2,7 A. U motivu By tato vazba setrvala v primémé vzdalenosti
3,5+0,3 A. U motivu By doslo k roztrZeni vazby a priimérna vzdéalenost vazby byla
6,42+0,7 A.

V motivy skupiny C obsahuji nckolik baze-fosfatovych interakci
(obrazek 37). Pro motivy Cx i Cs je spolecnd jediné interakce, 6BPh mezi bazemi
1428C(N4)+1570A(OP2). Vzdalenost v pocate¢ni struktufe byla 3.02 A. U motivu
Cx se baze od sebe vzdaluji od 20 ns a znovu se piiblizi v 80 ns. U motivu Cg doslo
poruseni interakce uz v prvnich deseti ns a nedoslo k obnoveni do konce simulace.
Dalsi baze-fosfatova interakce, SBPh mezi bazemi 1427A(0OP2)+ 1559U(N3), patii
uz jen motivu Cy. U této baze-fosfatové interakce doslo uz na pocatku simulace
k roztrzeni z divodu natazeni motivu. Na pocatku simulace byla délka vazby

2,88 A a primérna délka vazby v simulaci byla 15,74+5,36 A.
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Baze-fosfatové interakce spolecné pro motivy Dy, Di, Dyg jsou pouze
4BPh mezi bazemi 776G(N1, N2)+802A(OP1, OP2) a 6BPh mezi bazemi
780A(N6)+801U(OP1). U vazby 4BPh doslo k roztrzeni uz v prvnich ns. Vazba
S5BPh vydrzela celou simulaci. Zbyvajici baze-fosfatova interakce patiici motivu
Di a Dy, se nachazi vkloubu a jednd se o interakci 5SBPh mezi bazemi
789U(N3)+792A(0OP2) a zde také doSlo kzaniku vazby uz v prvnich

nanosekundach (obrazek 42).

Méieni thli mezi rameny.

Podle tabulek 3, 4 a také podle vizualni inspekce jsem vybrala stabilni
konce ramen a spolu s ohledem na atomy v kloubu jsem vytvoftila grafy distribuce
uhlt v celé délce simulace. Pod kazdym grafem se nachdzi obrazek vyraznych

stavil, které se vyskytly v simulaci.

Uhel mezi rameny motivu A,

180 T T T | T T T | T T T | T T T | T T T

160

140

Uhel (°)

120

) 20 40 60 80 100

Cas (ns)

Graf 1 - Graf znazoriiuje uhel mezi ramenem_1 a ramenem_2, €ervena linka znazornuje
primérnou hodnotu thlu.
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Uhel mezi rameny motivu A,

180

140

Uhel (%)

120 — —

0 20 40 60 80 100
Cas (ns)

Graf 2 - Graf znazoriuje hel mezi ramenem_1 a ramenem_2, ¢ervena linka znazornuje
primérnou hodnotu hlu.

Uhel mezi rameny motivu A,

180 T T T I T T T I T T T I T T T I T T T
160 - -
— 140 -
%
= - i
D
120 L
100 JI‘ _
1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1
80y 20 40 60 80 100
Cas (ns)

Graf 3 - Graf znazoriiuje tihel mezi ramenem_1 a ramenem_2, €ervena linka znazornuje
— 9
primérnou hodnotu thlu.
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Rameno 1

Rameno 2

Obriazek 52- Obrizek vlevo reprezentuje pocateéni strukturu motivu Ay (€ervené),
primérnou strukturu v ¢ase 35-40 ns (zelen€), primérnou strukturu v ¢ase 59-62 ns
(oranZové€) a prumérnou strukturu v ¢ase 80-90 ns (modfe).

Obrazek uprostied reprezentuje pocateéni strukturu motivu Ap (€ervené), pramérnou
strukturu v ¢ase 37-42 ns (modi‘e) a pramérnou strukturu v ¢ase 90-95 ns (zelen¢).

Obrazek vpravo reprezentuje pocatecni strukturu motivu Ag, (Cervené), prumérnou
strukturu v ¢ase 24-27 ns (zelené), primérnou strukturu v ¢ase 44-47 ns (riZove€), primérnou
strukturu v ¢ase 55-60 ns (oranZové) a prumérnou strukturu v ¢ase 75-80 ns (modfe).

Uhel mezi rameny motivu B,

180 T T T T T T T T T T T T T T T T

170 — &

160 =

150

Uhel (°)

140

130

120

I l 0 1 1 | 1 1 | 1 1 1 | 1 1 | 1 1 1
0 20 40 60 80 100

Cas (ns)

Graf 4 - Graf znazoriiuje uihel mezi ramenem_1 a ramenem_2, €ervena linka znazornuje
primérnou hodnotu hlu.
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Uhel mezi rameny motivu B,

180 T T T T

160 —

140 —

120

Uhel (°)

100

80

Ml

20 40

Cas (ns)

60

80

100

Graf 5 - Graf znazoriuje uhel mezi ramenem_1 a ramenem_2, ¢ervena linka znazornuje

primérnou hodnotu thlu.

Uhel mezi rameny motivu By

180 T T T | T T T |

170
160
150

I

140

Z 3ol
@
L
2 120 —
110 —
100 —
90 —
80 1 1 1 | 1 1 1 |
0 20 40

Graf 6 - Graf znazoriiuje uhel mezi ramenem_1 a ramenem_2, €ervena linka

primérnou hodnotu thlu.
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Rameno 1

Rameno 2

Obrizek 53 - Obriazek vlevo reprezentuje pocatecni strukturu motivu By (€ervené),
primérnou strukturu v ¢ase 40-45 ns (zelené) a prumérnou strukturu v ¢ase 92-95 ns (modre).
Obrazek uprostied reprezentuje pocateéni strukturu motivu By (Cervené), prumérnou
strukturu v ¢ase 42-47 ns (zelené), primérnou strukturu v ¢ase 75-85 ns (modfe), primérnou
strukturu v ¢ase 85-92 ns (ruzove).

Obrazek vpravo reprezentuje pocatecni strukturu motivu Bg (€ervené), primérnou strukturu
v Case 45-50 ns (modie) a prumérnou strukturu v ¢ase 95-100 ns (zelené).

Uhel mezi rameny motivu C,

180 T T T | T T T | T T T | T T T | T T T

160 [~ —

140

Uhel (°)

120

100

80

0 20 40 60 80 100
Cas (ns)

Graf 7 - Graf znazoriuje uhel mezi ramenem_1 a ramenem_2, ¢ervena linka znazoriuje
primérnou hodnotu thlu.
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Uhel mezi rameny motivu Cq

200 T T T | T T T | T T T | T T T T T T

180 =

160

Uhel (°)

140

120

100 i _

0 20 40 60 80 100
Cas (ns)

Graf 8 - Graf znazoriiuje uhel mezi ramenem_1 a ramenem_2, €ervena linka znazornuje
primérnou hodnotu hlu.

Rameno 1

Rameno 2

Obrazek 54 — Obrazek vlevo reprezentuje pocatecni strukturu motivu Cy (Cervené),
primérnou strukturu v ¢ase 50-55 ns (zelené), priimérnou strukturu v ¢ase 63-65 ns (modi‘e)
a prumérnou strukturu v ¢ase 90-95 ns (ruZove).

Obriazek vpravo reprezentuje pocatecni strukturu motivu Cs (¢ervené), primérnou strukturu
v ¢ase 2-7 ns (rizové), primérnou strukturu v ¢ase 7-15 ns (zelené) a prumérnou strukturu v
¢ase 40-45 ns (modfe).
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Uhel mezi rameny motivu D,

180 —

160

140

Uhel (°)

120

100

80 1 1

Graf 9 - Graf znazoriiuje uhel mezi ramenem_1 a ramenem_2, €ervena linka znidzornuje

primérnou hodnotu thlu.

Cas (ns)

Uhel mezi rameny motivu D,

180 m—

160

140 —

Uhel (%)

120 —

100 ul

Graf 10 - Graf znazoriiuje uhel mezi ramenem_1 a ramenem_2, €ervena linka znazornuje

primérnou hodnotu ihlu.

Cas (ns)
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Uhel mezi rameny motivu BN
ISU T T T ‘ T T T | T T T ‘ T T T | T T T

160

140

Uhel (°)

120

100

80
0 20 40 60 80 100

Cas (ns)
Graf 11 — Graf zniazorniuje uhel mezi ramenem_1 a ramenem_2, ¢ervena linka znizornuje
primérnou hodnotu thlu.

Rameno 1

Rameno 2

Obrazek 55 - Obrazek vlevo reprezentuje pocateéni strukturu motivu Dy (€ervené),
primérnou strukturu v ¢ase 8-10 ns (modie), primérnou strukturu v ¢ase 18-20 ns (rizové) a
priumérnou strukturu v ¢ase 80-90 ns (zelené).

Obrazek uprostied reprezentuje pocateéni strukturu motivu Dy (Cervené), primérnou
strukturu v ¢ase 5-10 ns (zelené), primérnou strukturu v ¢ase 15-35 ns (modie), priimérnou
strukturu v ¢ase 80-90 ns (riZové) a prumérnou strukturu v ¢ase 90-100 ns (svétle modie).
Obrizek vpravo reprezentuje pociteni strukturu motivu Dy, (Cervené), primérnou
strukturu v ¢ase 24-28 ns (zelené), primérnou strukturu v ¢ase 63-68 ns (modie) a primérnou
strukturu v ¢ase 85-100 ns (rizove).
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Analyza hustotnich map Na" protiontii:

V simulacich se k motiviim piidavaly Na' ionty, mnozstvi jednotlivych
iontli je popsano v kapitole 3.1.2, které zneutralizovali zdporny naboj motivi.
Motiv Agp je simulovan v prostfedi KCl a k motivu Dy se kromé sodnych iont

ptridavaly jesté ionty hofecnaté.

U motivl An, AL a Agr  je nejveétsi iontovd hustota sodikovych iontd
v oblasti kloubu a ramene 2, zejména v okoli dvou G-U wobble pari (baze 284 -
285, 355-356) . U motivu Agp jsou navic sodikové ionty lokalizovany i na
rameni_1 (baze 270-271, 366-367).
Motiv Ax:

Rameno 1

Rameno 2
Obrazek 56 — Obrazky reprezentuji rozloZeni sodikovych ionti v uréitych momentech motivu
An, které odpovidaji grafu 1 a obrazku 52 vlevo. Zelené je znazornéna primérna struktura
v Case 35-40 ns, oranZové je znazornéna primérna struktura v case 59-62 ns a modrou
barvou je oznacena primérna struktura v ¢ase 80-90 ns.
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Motiv Ar:

Rameno 2
Obriazek 57 — Obrazky reprezentuji rozloZeni sodikovych ionti v uréitych momentech motivu
Ay, které odpovidaji grafu 2 a obrazku 52 uprostfed. Modie je znazornéna primérna
struktura v ¢ase 37-42 ns a zelenou barvou je oznacena primérna strukturu v ¢ase 90-95 ns.

Motiv Agr:

Rameno 1

Rameno 2

Obrazek 58 — Obrazky reprezentuji rozloZeni sodikovych ionti v urcitych momentech motivu
Agp, které odpovidaji grafu 3 a obrazku 52 vpravo. Zelené je znazornéna primeérna struktura
v Case 24-27 ns, riZovou barvou je oznacena primérna struktura v ¢ase 44-47 ns, oranZovou
barvou je oznaCena prumérna struktura v case 55-60 ns modrou barvou je oznacena
primérna struktura v ¢ase 75-80 ns.
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U motivi By, Br a Bs je nejvétsi iontova hustota sodikovych iontii v oblasti
kloubu a na rameni_2 v okoli nesparované baze 1579A. Motiv By obsahuje dva
G-U wobble pary (baze 1408+1594, 1422+1576), kde je také prokazan vyssi
vyskyt sodikovych iontt.

Motiv By:

Rameno 1

Rameno 2
Obrazek 59 — Obrazky reprezentuji rozloZeni sodikovych ionti v urcitych momentech motivu
By, které odpovidaji grafu 4 a obrazku 53 vpravo. Zelené je znazornéna primérna struktura
v ¢ase 40-45 ns a modrou barvou je oznacena primérna struktura v ¢ase 92-95 ns.

Motiv Br:

Rameno 1

Rameno 2

Obrazek 60 — Obrazky reprezentuji rozloZeni sodikovych ionti v urcitych momentech motivu
By, které odpovidaji grafu 5 a obrazku 53 uprostfed. Zelené je znazornéna priumérna
struktura v ¢ase 42-47 ns, modrou barvou je oznacena prumérna struktura v ¢ase 75-85 ns
a ruZovou barvou je oznacena primérna struktura v ¢ase 85-92 ns.
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Motiv Bg:

Rameno 1

Rameno 2
Obriazek 61 — Obrazky reprezentuji rozloZeni sodikovych ionti v uréitych momentech motivu
Bs, které odpovidaji grafu 6 a obrazku 53 vpravo. Modfe je znazornéna primérna struktura
v ¢ase 45-50 ns a zelenou barvou je oznacena primérna struktura v case 95-100 ns.

U motivli Cx a Cs je nejvétsi iontova hustota sodikovych iontil v oblasti

ramene 1. U motivu Cy jsou viditelné sodikové ionty u paru 1433A+1560G.

Motiv Cy:

Rameno 1

Rameno 2

Obrazek 62 — Obrazky reprezentuji rozloZeni sodikovych ionti v uréitych momentech motivu
Cn, které odpovidaji grafu 7 a obrazku 54 vpravo. Zelené je znazornéna primérna struktura
v ¢ase 50-55 ns, modrou barvou je oznacena prumérna struktura v ¢ase 63-65 ns a ruZovou
barvou je oznacena prumérna struktura v ¢ase 90-95 ns.
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Motiv Cg:

Rameno 1

Rameno 2

Obrazek 63— Obrazky reprezentuji rozlozZeni sodikovych ionti v urc¢itych momentech motivu
Cs, které odpovidaji grafu 8 a obrazku 54 vpravo. RiiZové je znazornéna primérna struktura
v ¢ase 2-7 ns, zelenou barvou je oznafena primérna struktura v ¢ase 7-15 ns a modrou
barvou je oznacena prumérna struktura v ¢ase 40-45 ns.

U motivli Dy, Di a Dy je nejvEtsi iontova hustota sodikovych ionti

v oblasti kloubu a na rameni_2, zejména ve velkém zlabku.

Motiv Dyn:

Rameno 1

Rameno 2

Obriazek 64 — Obrazky reprezentuji rozloZeni sodikovych ionti v uréitych momentech motivu
Dy, které odpovidaji grafu 9 obrazku 55 vlevo. Modfe je znazornéna prumérna struktura
v ¢ase 8-10 ns, riuZovou barvou je oznacena prumérna struktura v ¢ase 18-20 ns a riZovou
barvou je oznacena prumérna struktura v ¢ase 80-90 ns.
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Motiv Dy:

Rameno 1

Rameno 2

Obriazek 65 — Obrazky reprezentuji rozloZeni sodikovych ionti v uréitych momentech motivu
Dy, které odpovidaji grafu 10 obrazku 55 uprostied. Zelené je znazornéna priumérna
struktura v ¢ase 5-10 ns, modrou barvou je oznacena primérna struktura v ¢ase 15-35 ns
a svétle modrou barvou je oznacena primérna struktura v ¢ase 90-100 ns.

Motiv DMgZ

Rameno 1

Rameno 2

Obrazek 66 — Obrazky reprezentuji rozloZeni sodikovych ionti v urcitych momentech motivu
Dy, které odpovidaji grafu 11 obrazku 55 vpravo. Zelenou je znazornéna primérna struktura
v ¢ase 24-28 ns a modrou barvou je ozna¢ena primérna struktura v ¢ase 63-68 ns.
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Eencialni dynamika (EDA) :

Motivy An, Ar a Agp nevykazuji kloubovy pohyb, nejpestiejSi pohyby
kazdého motivu jsou vyobrazeny na obrazku 67. V motivu Ay pozorujeme,
ze dochazi k pohyblim riznymi sméry, které ovSem nelze oznacit jako kloubové.
Dynamika motivu Ap se omezuje pouze na pohyb termindlnich Casti a jen
minimalné v kloubu. Na dynamice Agy je nejvyrazngjsi smr§tovani motivu.

Rameno 1 S

Rameno 2

Obriazek 67 - Dynamika motivii Ay, A, a Ag;. Sipky znazorfiuji smér pohybu.

Motivy By, Bs vykazuji kloubovy pohyb, nejvyraznéji je tento kloubovy
pohyb znatelny u motivu Br. Chovani motivu By se nejvice podoba typickému
kloubovému pohybu kink-turndi, ze vSech ostatnich motivi, jak lze vidét na
obrazku 68

BN BL BS
Rameno 1

Rameno 2
Obrizek 68 - Esencialni dynamika motivii By, Bs a B;. Sipky znazoriiuji smér pohybu.

75



U motivii Cy a Cg doslo v simulaci k natazeni motivu (obrazek 69). Motiv
Cx se natdhne v 76 ns a motiv Cs se natdhne uz v 30 ns. U motivu Cy je patrny
jeden kloubovy pohyb, simulace je ukoncena natazenou formou motivu Ci.
U motivu Cg lze vidét nékolik kloubovych pohybt, tato simulace je také ukoncena
natazenou formou motivu Cs.

CN CS
Rameno 1

Rameno 2
Obrazek 69 - Esencialni dynamika motivii Cy a Cs, U obou motivi doSlo k nataZeni béhem
simulace.

Motivy Dn a Dy vykazuji kloubovy pohyb, motiv Dy kloubovy pohyb
neprokazuje (obrazek 70). U motivu Dp je nestabilni prvni par a dochazi
k natahovani motivu piiblizn€ od 11 ns.

Dy
Rameno 1

Rameno 2

Obriazek 70 - Esencidlni dynamika motivii Dy, Dy, a Dyg. Sipky znazoriiuji smér pohybu.
Kloubovy pohyb u motivii Dy a Dyg.

76



Pohyby vSech studovanych motivli jsou srovnavany s pohyby Kt-38
(obrazek 71). Kt-38 je zde uveden se tfemi druhy vod (SPCE, TIP3Pa TIP4P).
Jeho ramena se ohybaji charakteristickym kloubovym pohybem, typickym pro tyto

motivy.

SPCE TIP3P TIP4P
Rameno 1

Obrazek 71 - Esencidlni dynamika Kt-38 s modely vod SPCE, TIP3P a TIP4P. Sipky
znazornuji smér kloubového pohybu.
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7. Zavér

V poslednich letech roste rapidné pocet dikaz, které potvrzuji,
ze molekula RNA neni jen pouhym nosi¢em genetické informace. Podobné jako je
tomu i u proteind je funkce molekuly RNA dana spiSe jeji 3D strukturou nez
sekvenci bazi. Metody pro analyzu a kategorizaci jsou stézejni pro pochopeni
biologické aktivity RNA. Mnoho metod bylo vyvinuto na Grovni parovani bazi
neboli sekundarni struktury. Nevyhodou téchto metod je, Ze nemohou odhadovat
vlastnosti vyssich strukturnich celktl, jako jsou napf. terciarni motivy nebo 3D
struktury.

Zakladem diplomové prace bylo studium struktury a dynamiky RNA
motivi tvaru L a V, coz spocivalo pfedevSim ve spravné a sofistikované selekci
motivl a jejich néasledné simulaci. Cilem prace bylo zjistit zda jsou tyto motivy
podobné jiz dobfe zndmym kink-turn motiviim. Po strance strukturni jsou motivy
A, B, C a D podobné motiviim kink-turn, které jsou slozené¢ ze dvou ramen
a spojeny regionem nesparovanych bazi. Motivy postradaji kliCovou interakci
A-minor, kterd zptisobuje otevirani a zavirani u kink-turn motivu. Po strance
dynamické se jejich podobnost rozchazi. Typickym dynamickym pohybem motivii
kink-turn je n€kolika nanosekundovy kloubovy pohyb, pii némz kink-turn osciluje
kolem své nativni struktury. U motivii studovanych v praci dochédzi napf.
k zalamovani koncii ramen, rozplétani terminalnich parti nebo tzv. dychani. Kromé
motivu By, ktery se nejvice svou dynamikou podobal motivu kink-turn, nemtzeme
o zadném jiném motivu fict, Ze mad podobné chovani jako kink-turn. Ziejmé
dochazi k tomu, ze vybrané L-motivy jsou malo stabilni, jelikoZ ztraci svou nativni

strukturu a tim se vyrazné odlisuji od kink-turn motivi.

78



8. Literatura:

[1] Fire, A., Xu, S., Montgomery, M.K., Kostas, S.A., Driver, S.E., Mello C.C.:
Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in
Caenorhabditis elegans. Nature, 1998. 391(6669): 806-811.

[2] tkins, P., Paula, J., : Physical chemistry. Oxford University Press, 2006.

[3] Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P.:The
Molecular Biology of the Cell. Garland Science, 2002.

[4] Neidle, S.: Principles of NucleicAcid Structure. Oxford University Press,
2008.

[5] Berg, M.J., Tymoczko, L.J., Stryer, L. : Biochemistry. W. H. Freeman and
Company, 2002.

[6] Watson, J.D., Crick, F.H: A structure for deoxyribose nucleic acid. 1953.
Nature, 2003. 421(6921): 397-398.

[7] Leontin, B.N., Westhof, E.: The annotation of RNA metifs, Comp Funct
Genom, 2002. 3: 518-524.

[8] Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P.
Ziaklady molekularni biologie. Espero Publishing, 1998.

[9] Leontin, B.N., Stombaugh, J., Westhof, E.:The non-Watson-Crick base
Paris and their associated isostericity matrices. Nucl Acids Res, 2002. 30(16):
3497-3531.

[10] Server, M., Zirbel, C.L., Stombaugh, J., Mokdad, A., Leontin, N.B.: FR3D:
finding local and composite recurrent structural motifs in RNA 3D structures.
J Math Biol, 2008. 56(1-2): 215-52.

[11] Chastain, M., Finovo, Jr.I.: Structural elements of RNA. Prog. Res.
Nucleic Acid Res Mol Biol, 1991. 41: 131-177.

[12] Mezera, R.A.: Encyclopedia of Analytical Chemistry. John Wiley & Sons
Ltd, Chichester, 2000.

[13] Woese, C.R., Winker, S., Butelo, RR.: Architecture of ribosomal RNA:
constraints on the sequence of "tetra-loops". Proc Natl Acad Sci,1990. 87(21):
467-71.

79



[14] Hirabayashi, N, Sato, .NS, Suzuki, T.: Conserved loop sequence of helix
69 in Escherichia coli 23 S rRNA is involved in A-site tRNA binding and
translational fidelity. J Biol Chem, 2006. 281(25): 17203-11.

[15] Brot, N., Tate, W.P., Caskey, C.T., Weissbach, H.: The requirement for
ribosomal proteins L7 and L12 in peptide-chain termination. Proc Natl Acad
Sci, 1974. 71(1): 89-92.

[16] Gudkov, A.T.: The L7/L12 ribosomal domain of the ribosome:
structural and functional studies. FEBS Lett, 1997. 407(3): 253-6.

[17] Lancaster, L., Lambert, N., Maklan, E., Horan, L., Miller, H.: The sarcin—
ricin loop of 23S rRNA is essential for assembly of the functional core of the
50S ribosomal subunit. RNA, 2008. 14(10): 1999-2012.

[18] Cornish, P.V., Ermolenko, D.N., Staple, D.W., Hoang, Lee., Hickerson,
R.P., Miller, H.F., Ha, T.: Following movement of the L1 stalk between three
functional states in single ribosomes. Proc Natl Acad Sci, 2009. 106(8): 2571—
2576.

[19] Réblova, K., Lankas, F., Rézga, F., Koca, J., Sponer, J.: Structure,
Dynamics, and Elasticity of Free 16S rRNA Helix 44 Studied by Molecular
Dynamics Simulations. Biopolymers, 2006. 82: 504-520.

[20] Réblova, K., gpaékové, N., Stefl, R., Csaszar, K., Kog&a, J., Leontin, B.N.,
Sponer, J.: Non-Watson-Crick Basepairing and Hydration in RNA Motifs:
Molecular — dynamic of 5S rRNA Loop E. Biophysical Joumal, 2003. 84: 3564-
3582.

[21] Nissen, P., Ippolito, J.A., Ban, N., Moore, P.B.: RNA tertiary interaction
in the large ribosomal subunits — the A-minor motif. Proc Natl Acad Sci, 2001.
98(9): 4899-4903.

[22] gponer, J. E., Réblova, K., Moknad, A., Sychrovsky, V., Sponer, J.
Leading RNA tertiary interaction: Structures, Energie, and WaterInsertion of
A-Minor and P-interactions. Quantum chemical View. J Psych Chem, 2007.
111: 9153-9164.

[23] Mokdad, A., Krasovska, V. M., Sponer, J., Leontin, N.B.: Structural and
evolutionary classification of G/U wobble basepairs in the ribosome. Nucl

Acids Res, 2006. 34(5): 1326-1341.

80



[24] Turner, B., Melcher, S.E., Wilson, T.J., Norman, D.G., Lilley, D.M.J.,
Induced fit of RNA on binding the L7Ae protein to the kink-turn motif. RNA,
2005. 11(8): 1192—-1200.

[25] Winkler, W.C., Grundy, F.J., Murény, B.A., Henkin, T.M.: The GA motif:
an RNA element common to bacterial antitermination systems, rRNA, and
eukaryotic RNAs. RNA, 2001. 7(8): 1165-1172.

[26] Bloumin, S., Lafontaine, D.A.: A loop loop interaction and a K-turn
motif located in the lysine aptamer domain are important for the riboswitch
gene regulation control. RNA, 2007. 13(8): 1256-1267.

[27] Szewczak, L.B., Gabrielsen, J.S., Degregorio, S.J., Strobel, S.A., Steitz
J.A.: Molecular basis for RNA kink-turn recognition by the h15.5K small RNP
protein. RNA, 2005. 11(9): 1407-1419.

[28] Yusupov , M.M., Yusupova, G.Z., Baucom, A., Lieberman, K., Ernest,
T.N., Cate, JH.D., Miller, H.F.: Crystal structure of the ribosome at 5.5 A
resolution, Science, 2001. 292(5518): 883-896.

[29] Klein, D.J., Schmeing, T.M., Moore, P.B., Steizt, T.A.: The kink-turn: a
new RNA secondary structure motif. EMBO Journal, 2001. 20(15): 4214-4241.
[30] Goody, T.A., Melcher, S.E., Norman, D.G., Lilley, D.M.J. The kink-turn
motif in RNA is dimorphic, and metal ion dependent. RNA, 2003. 10(2): 254—
264.

[31] Cojocaru, V., Klement, R., Jovin TM.: Loss of G-A base pairs is
insufficient for achieving a large opening of U4 snRNA K-turn motif. Nucleic
Acids Res, 2005. 33(10): 3435-46.

[32] Liu, J., Lilley David M.J.: The role of specific 2"-hydroxyl groups in the
stabilization of the folded conformation of Kkink-turn RNA. RNA, 2007.
13(2): 200-210.

[33] Auffinger, P., Westhof, E.: Simulations of the molecular dynamics of
nucleic acids. Curr Opin Struct Biol, 1998. 8(2): 227-236.

[34] Razga, F., Zacharias, M., Réblova, K., Koca, J., gponer ,J.. RNA Kink-
Turn as Molecular Elbows: Hydration, Cation Binding, and Large-Scale

Dynamics. Structure, 2006. 14(5): 825-835.

81



[35] Frank, J., Spahn, Ch.: The ribosome and the mechanism of protein
synthesis. Rep Prog Phys, 2006. 69: 1383-1417.

[36] Yonath, A., Mussig, J., Tesche, B., Lorenz, S., Erdmann, V.A., Wittmann,
H.G.: Crystallization of the large ribosomal subunits from Bacillus
stearothermophilus. Biochem Int, 1980. 1: 428-435.

[37] Trakhanov, S.D., Yusupov, M.M., Agalarov, S.C., Gerber, M.B.,
Ryazantsev, S.N., Tischenko, S.V., Shirokov,V.A.: Crystallization of 70S
ribosomes and 30S ribosomal subunits from Thermus thermophilus. FEBS Lett,
1987. 220: 319-322.

[38] Ramakrishnan, V.: What we have learned from ribosome structures.
Biochem Soc Trans, 2008. 36: 567-574.

[39] Ramakrishnan, V.: Ribosome structure and mechanism of translation.
Cell, 2002. 108: 557-572.

[40] http://www.molgen.mpg.de/~ag_ribo/ag_fucini/index.html (dostupné dne
11.5.2010.

[41] Razga, F.: Structure and Dynamics of RNA: Computational Studies.
Fakulty os Science, Masaryk University, 2007.

[42] Remko, M.: Molekulové modelovanie. Slovak academic Press, 2000.

[43] Ditzler, M.A., Otyepka, M., Sponer, J., Walter, N.G.: Molecular dynamics
and quantum mechanics of RNA: comformational and chemical change we
can believe in. Acc Chem Res, 2010. 43(1): 40-7.

[44] Banas, P., Jurecka, P., Walter, G.N., gponer, J., Otyepka, M.: Theoretical
studies of RNA catalysis : Hybrid QM/MM methods and their comparison
with MD and QM. Methods, 2009. 49: 202-216.

[45] Schuwirth. B.S., Borovinskaya. M.A., Hau, C.W., Zhang, W., Vila-
Sanjurjo, A., Holton, J.M., Cate, J.H.: Structures of the Bacterial Ribosome at
3.5 A Resolution. Science, 2005. 310(5749): 827 — 834.

[46] Deng, N.J, Cieplak, P.: Free energy profile of RNA hairpins: a molecular
dynamics simulation study. Biophys J, 2010. 98(4): 627-36.

[47] Mlynsky, V., Banas, P., Hollas, D., Réblova, K., Walter, N.G., gponer, J.,

Otyepka, M.: Extensive Molecular Dynamics Simulations Showing That

82



Canonical G8 Protonated A38H(+)Forms Are Most Consistent with Crystal
Structures of Hairpin Ribozyme. J Phys Chem B, 2010. 114(19): 6642-52.
[48] http://www.rna.icmb.utexas.edu (dostupné dne 4.5. 2010).

83



9. Summary

Living organisms in their cells contain many organelles and one of them is
a ribosome. Basic function of the ribosome is the production of proteins which are
necessary for an organism. Study of the ribosome is carried out in terms of both
experimental and theoretical computational chemistry. Theoretical chemistry
allows an unique all atomic view to structures that cannot be achieved by any
experimental methods. In recent years a significant progress, enabled an insight not
only the composition and structure of the ribosome, but also to some concrete steps
that occur during production of proteins. The Kink-turn 42 was identified as
a direct participant in translation, which moves the amino-t-RNA synthetase from
A to P site on the ribosome. In ribosomes there are also parts of ribonucleic acid of
unclear function.

The aim of this diploma thesis was to simulate the behavior of L or
V shaped RNA segments in aqueous environment and to compare there it with the
known behaviour of Kink-turn motives. Four motives were selected and labeled as
A, B, C and D, their lengths were modified and eleven variants created and further
analyzed by 100 ns simulations.

In addition to study of the dynamic behavior of rRNA during the
simulation, an attention is also paid to the crystal structure of motives in ribosome.
Bulged or unpaired bases, stack interactions, loops, base phosphate interactions are
reported. Analysis of the dynamic behaviour focusses on e.g. the stability
of terminal pairs of arms, behaviour of bulged bases, stability of stack interactions
and base-phosphate interactions, formation of antificial structures. Typical hinged
behaviour that is characteristic for the Kink-turn motives was found only in the
simulation of the motiv B. Other motives showed non-specific movements that can

not be described as a Hinge-like motions.
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10. Priloha

Ptiloha 1 - Sekundarni struktura velké ribozomalni podjednotky organismu E. coli

(5" konec) [48].
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Ptiloha 2- Sekundarni struktura velké ribozomalni podjednotky organismu E. coli

(3" konec) [48].
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Ptiloha3 - Sekundarni struktura malé ribozomalni podjednotky organismu E. coli
[48].

HT22 ™
&g © vuy eelc
gi%ecy P e M
e 11 A A G
gt e ‘GA d g e 07 !
c U A A A
c GmC A
g €=%  “ooc Hise
i O g
i ! Te=g Jm0 E=¢
EE ‘.J:u c:E IG: . ﬁ:’ E:?;
5Cm G=C A=l
E Hiozs Eoh é""“ ays
A sAucatanuc’ ™A BN
& RO, ey TR SEE)
U ANGY, ug =
‘ G TH1006  CoylsS8,, §IE H1047
AC WA A &= clelc/n Uy
AMCCUGGGA UGCAUCUGA CJU[GGCAAGC c 76¢ L :A
-CoNR-RR0s o RRDRRDD Nf0--000-1 ¢ G oYy Ho96 e =g
chsccccs EUGUAGA‘BU UUGUUUGG #,°U 4 C= I_FGG\ K ® Gt’g:é
AN &0 ~H588 i e E=€ Hoaa
/ He20 |genc® ctogdzd
By oS =%
o HB21 \gn\.u:,cG = 1ogo G © e
AU cuUtr S A \acelin §
A B cg veeiylaxe=¢ E Y [.-\“
Uy 2% . L ol cmch Sy 't
Male UG: Ve, A [t I 250 & NG A"
Syt recee B AT os0-U - & whasghn
GA;’CA YW usos S €8 a6 Hoda %:g £ ‘CUCCA\G
=5 H1241 40 i
&, Ao, - .
fagt R Hags SUfa , , aUUEEA" AESEAR BN et
e elees L R | ] | e\ S
441 GC;,::AG CBG =g HS00 S el e yeacceseres cuh g
HA40~ 5, 2 Ago0 § = AUN. guEEEUAG : 4
H438 S0 s, M 28 DA b s Y % Eoram
GUAR=TY A u? cA UG H7 G e
GEEUU GUAC AR CH27 440 HO B oen &7 6 H1303
I we_aal L
u ~uguy
i c et ACE‘_%'
A UA rt’GA =k
| 3 . u -
5 R G'IJ SD i CA(;:%U
e ApG™N © G
c
¢ U,CA*
-G A
og c
B
= -CA §
A ur:. u-
R
=t
H3 ¥
-
A é:u:c“;“ cuc AGGG\\fAcM;GAAsAM;cU “H
300 iy LHIORE DRE-1000NN §) -
G\Aﬁzuc(;a‘acu b CGG UGAGCA GUCGUU EEUUCG -
A LCBAF H113 & |
Sude. G R [ 100 Lo .
Ry Escherichia coli
JEE gs (J01695)
H240 € R .
~oGAg i\‘dsu Qh Each base pair is numbered: (5:3’), so that the
e A= P . .
T ] first base pair in this molecule is (9:25).
G A
(=N - . 3 .
A Each helix is numbered with the 5" nucleotide of the
EAGG\Q«”G\M initial base pair; the first helix in this molecule
“ ’ ; .
Gcc‘\'.‘GGUG starts with pair (9:25), and is numbered H9.
c G
Aau® Helices are shaded (in light red, green, and blue)
Lo and labeled with the "helical element identifier’
cFEIEENED in the same color. The 5’ nucleotide of the initial
—C . . Py
Uy ae ;gc%g base pair is colored as well.
AG A
200 A

87

Model Version: November 1999
Numbering Diagram Version: July 2001



