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1 Uvod
Metody molekulové dynamiky jsou moderni metody, které jsou v dnesni dobé hodné
vyuzivané. Staly se nepostradatelné nejen pro védni obory, jako jsou chemie a fyzika.
Predstavuji také alternativu k experimentalnim vyzkumim. Hodné se vyuzivaji u vyzkumu

biomakromolekul.

Teoretickd Cast je roz¢lenéna na nékolik oddili. Prvni se vénuje nukleovym kyselindm.
Je zde popséna struktura DNA a RNA. Poté je zde zminéna struktura RNA/DNA hybridu, ta
je dulezitd pro zkoumdani strukturni dynamiky RNasy H2. ProtoZe enzym RNasa H je jediny
enzym, ktery $tépi RNA v RNA/DNA hybridu. Po obecnych kapitolach o proteinech
a enzymech se zde pojednava o samotné RNase H2. Teoreticka ¢ast je zakoncena kapitolou

0 pocitacovych simulacich, které byly k této praci vyuzity.

Prakticka cast se zamétfuje na chovani systému RNasy H2 v molekulové dynamice.
Pouzita krystalova struktura PDB ID: 303F se sklada z RNasy H2, z RNA/DNA hybridu
advou Mg?* iontll v aktivnim misté. Cilem bakalafské prace bylo zaméfit se na strukturni
dynamiku RNasy H2. Proto bylo spusténo nékolik simulaci, u kterych se sledoval vyvoj
systému v ¢ase a jeho stabilita. Také byl zkouman vliv mocenstvi kladn€ nabitych ionti,
jejich pocet a poloha v aktivnim misté, na strukturni dynamiku tohoto aktivniho mista.

Studovany byly Mg?* a Na* ionty.

Molekularné dynamické simulace probihaly za vyuZiti programového baliku AMBER 12,

ktery je vhodny pro simulace nukleovych kyselin 1 proteinil.



2 Teoreticka cast

2.1 Nukleové kyseliny
Nukleové kyseliny rozdéluyjeme na dvé tiidy, deoxyribonukleovou (DNA)
a ribonukleovou (RNA) kyselinu. DNA uchovava genetickou informaci, zatim co RNA je

dilezita pii genové expresi a biosyntéze bilkovin [1].

2.1.1 Struktura nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou makromolekuly, které jsou slozeny z nékolika pravidelné se
opakujicich podjednotek tzv. nukleotidi. Nukleotid obsahuje tfi slozky. Fosfatovou skupinu,
petiuhlikaty cukr a cyklické dusikaté slozky tzv. baze. Cukernou slozkou je v DNA
2-deoxyriboza a v RNA riboza. Soucasti nukleové kyseliny jsou vétSinou Ctyfi baze,
které délime podle uhlikového cyklu na purinové a pyrimidinové. Purinovymi jsou adenin
a guanin, ty se vyskytuji jak v RNA, tak i v DNA. U pyrimidinovych bazi je to rozdilné. DNA
obsahuje cytosin a tymin, kdezto RNA cytosin a uracil. Chemické slozeni RNA a DNA se od
sebe lisi velmi malo. Zména v cukerné slozce, tj. vV hydroxylové skupiné v pozici 2 na riboze,
vede Kk velkym rozdilim ve struktufe a také v parovani bazi. Z téchto divodu je DNA
vétsinou dvousroubovice, kdezto RNA se vyskytuje casto jako jednovlaknovy polymer
a vytvari slozité 3D struktury. Tyto struktury RNA vznikaji, protoze OH skupina ptedstavuje

proton, donor i akceptor, navic schopny vytvaret vodikové vazby [2].

2.1.2Struktura DNA

Vroce 1953 byl sestaven strukturni model DNA pany Watsonem a Crickem.
Tento model potvrdil, ze DNA koduje genetickou informaci a replikuje se. DNA je
pravotociva dvouvlaknova Sroubovice, ve které se polynukleotidové fetézce otaceji navzijem
kolem sebe ve spirdle. Tyto fetézce jsou sloZeny ze sekvence nukleotidii spojenych navzajem
fosfodiesterovymi  vazbami a ty propojuji sousedni deoxyribézové  skupiny.
Dvé polynukleotidovd vlakna jsou drZzena pohromadé vodikovymi mistky mezi bazemi
opacnych vlaken. Baze se nachazeji uvniti Sroubovice a cukr-fosfatova patet vné. Dulezité je
zde specifické parovani bazi. Adenin s tyminem a guanin s cytosinem. V obou ptipadech
se purinova (vétsi bicyklickd baze) paruje s pyrimidinovou (mensi monocyklickou bazi).
To vychéazi z moznosti tvorby vodikovych vazeb bazemi v jejich bézné konfiguraci. Pokud

dojde ke splnéni téchto pravidel parovani, jsou tyto vldkna dvousroubovice DNA



komplementarni. Toto komplementarni parovani umozinuje parim bazi, aby zaujmuly
energeticky nejvyhodnéjsi konformaci vramci dvousroubovice. Pary bazi jsou od sebe
vzdalené 0,34 nm a jedna otocka je tvofena 10 pary bazi. Cukr-fosfatové patete, nachazejici
se na komplementarnich vldknech, jsou antiparalelni. To znamena, Ze polarita jednoho fetézce

je opacéna k polarité fetézce druhého. [2][3]

Existuje nékolik helikalnich struktur DNA, z nich nejvyznamnéjsi jsou A-DNA, B-DNA
aZ-DNA. Za normalnich podminek se v builkdch pievazné nachazi B-DNA, ktera ma
pravotocivou strukturu a na jednu otoc¢ku zde ptipada 10 part bazi. Primér dvousroubovice
jsou 2 nm. A-DNA je jako B-DNA pravoto¢iva, ale ma $irsi a vice plochy tvar. Jeden zavit
této struktury obsahuje 11 part bazi, které sviraji s rovinou dvousroubovice tihel 20 stupiiti.
Vytvafi se zde pomérné velka axialni dutina. Praimér A-DNA je 2,3 nm. U A-DNA a B-DNA
se struktura opakuje po kazdém paru. Posledni vyznamnou strukturou je Z-DNA, ktera na
rozdil od zbylych dvou je levotociva. Obsahuje 12 part bazi na otoCku a jeji primér je

1,8 nm. Struktura se zde opakuje po kazdych dvou parech [4].

Obrézek 1: Helikélni struktury DNA: A-DNA (PDB ID: 213D), B-DNA (PDB ID: 1BNA),
Z-DNA (PDB ID: 2DCG)

2.1.3Struktura RNA

RNA je nejcastéji jednofetézcova molekula, ktera se mize na zakladé parovani bazi sbalit
do rtiznych tvara. U RNA se na zakladé Watson-Crickovskych principti komplementarity
kanonicky paruje adenin s uracilem a guanin s cytosinem [3]. Kromé kanonického parovani se

v RNA strukturach se lze potkat i s nekanonickym parovanim. Kazda nukleova baze ma tii
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hrany pfedstavujici pravouhly trojuhelnik. Pfepona ptredstavuje Hoogstenovu hranu
(Hoogsten edge) a odvésny znazornuji Watson-Crickovu (Watson-Crick edge, WC) a hranu
cukru (Sugar edge, SE). Klasifikace a nomenklatura dle parovani téchto RNA bazi zavedl
Leontis a Westhof vroce 2001 [5]. Navic tato klasifikace obsahuje vzajemné orientace
glykosidickych vazeb spojujici baze paru s jejich cukernymi slozkami. Celkem muizeme

hovotit 0 12-ti rodinach s celkem 168 moznostmi parovani.

abp3 youn-uosiepn

cue? gos®

Sugar Edge

Obrazek 2: Znazornéni hran nukleové baze RNA. V pravém obrazku znazoriuje nukleovou bazi trojuhelnik.
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Obrazek 3: 12 rodin part bazi. Kruhy zna¢i Watson-Crickovu, étverce Hoogstenovu hranu a trojuhelniky hranu
cukru. Cerné tvary patii cis pariim bazi a bilé trans parim bazi.

;

RNA, tak jako DNA a proteiny, tvofi primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni struktura.
Primarni struktura je potfadi bazi v polynukleotidovém fetézci. Smér zapisu je vzdy

od 5" konce ke 3" konci. Dale dochazi k parovani bazi na zakladé tvorby vodikovych mastk,
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to je oznaCovano jako sekundarni struktura. Terciarni strukturu piedstavuje prostorové
usporddani polynukleotidového fetézce. Tento fetézec je spojen van der Waalsovymi
interakcemi a vodikovymi vazbami [6]. Poslednim stupném organizace je kvartérni struktura,
kde dochazi k interakci RNA s dalsimi molekulami RNA, DNA nebo proteint [7]. Celkovym
tvarem jsou potom 3D struktury, které jsou zodpovédné za funkci molekuly. Je zndmych
nékolik motivi RNA, naptiklad tvar dvousSroubovice, vnitini smycka, vlasenka, junction,

pseudouzel, kissing loop a dalsi.

RNA muize zaujimat tvar dvouSroubovice. Na rozdil od DNA, ktera je vétSinou
v B-formé¢, tvoifi RNA A-formu dvousroubovice, ktera se 1i$i tim, ze je Sirsi, ma hlubsi velky
zlabek a méné hluboky maly zlabek. Dalsi strukturou je vnitini smycka, kde se mezi
sparovanymi bazemi dvousroubovice objevi v obou fetézcich naproti sobé baze, které jsou
nesparované. RNA muze vytvafit 1 vldsenkovou strukturu, kde na konci dvousroubovice
vldkno fetézce oto¢i a pokracuje jako druhy fetézec Sroubovice. Dilezitou strukturou je
I junction, coz je oblast nesparovanych nukleotidd, znichz vychazi tfi nebo vice
dvousroubovic. Strukturu pseudouzlu piredstavuje sparovani bazi vlasenky s bazemi jiné
oblasti RNA. Posledni zminénou strukturou RNA je kissing loop, coz je sparovani bazi mezi

dvéma vlasenkami [8].

2.1.ARNA/DNA hybrid
RNA/DNA hybrid se vytvaii béhem replikace a transkripce DNA. Existuji tfi typy tohoto
hybridu. Prvnim typem je jednoduchy RNA/DNA hybrid, kde je jedno vlakno RNA a dalsi
DNA. Druhy typ RNA-DNA/DNA hybridu je slozen z dvousroubovice DNA, kde jedno
vlakno prechdzi v RNA tim, Ze nedochdzi ke kompletnimu odstranéni RNA primeru
z Okazakiho fragmentd. Poslednim typem hybridu je DNA-RNA1fen-DNA/DNA, ten se

sklada z jednoho nebo nékolika ribonukleotidii vlozenych v dvousroubovici DNA [9].

2.2 Proteiny
Proteiny jsou tvofeny fetézci vice nez 100 aminokyselin, které jsou spojeny kovalentnimi
peptidovymi vazbami. Nachazeji se ve tkanich vSech zivocichd a také zpusobuji jejich
rozmanitost, tim ze se aminokyseliny v proteinech vyskytuji v proménlivém poctu a poradi.

vvvvvvvvvvvv

znamy. Jsou slozeny nejenom z uhliku, vodiku, kysliku a dusiku, ale velké ¢ast obsahuje siru
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anckteré i fosfor [10]. Vlastnosti jednotlivych aminokyselin se lisi a to se odrazi

I na vlastnostech proteind.

Protein se sklada z polypeptidové kostry a z postrannich fetézcd, ktery ma kazda
aminokyselina jiny. Postranni fetézce nejsou soucasti peptidové vazby. Polypeptidova kostra
v bilkovin¢ se mize skladat téméf nekoneéné mnoha zplsoby, protoze kovalentni vazba
Vv polypeptidovém fetézci umoznuje volné otaceni atomi kolem vazby. Kazdy fetézec je
stabilizovdn mnoha nekovalentnimi vazbami, tyto vazby jsou mezi atomy v kostfe i mezi
atomy V postrannim fetézci. Slabé nevazebné interakce jsou vodikové vazby, iontové
interakce, van der Waalsovy interakce a hydrofobni interakce. Tyto interakce jsou
mnohonasobné slabsi nez kovalentni vazba. Stabilita urcité¢ho tvaru je zavisla na sile mnoha

L4

nekovalentnich vazeb. Protein se skladd do konformace, kterd je pro né&j nejvyhodnéjsi tim,

cvwr

2.2.1Struktury proteinu
Bilkovinnou strukturu charakterizuje primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni Groven.
Primarni struktura predstavuje sekvenci aminokyselin. Aminokyseliny v sekvenci jsou mezi
sebou vazany kovalentni vazbou [11]. Sekvence proteini je stala a ma piesné chemické
vlastnosti. Ty protein potiebuje ke své funkci. Zaména nékolika atomut v jedné aminokyseling,
¢ili mutace jedné aminokyseliny na jinou, muze zni€it celou strukturu proteinu. To ma
zanasledek ztratu funkce [3]. Oproti tomu zbylé tifi urovné charakterizuji prostorové

uspotadani a pro jejich formovani hraji klicovou roli slabé interakce [11].

Sekundarni struktura

Sekundarni strukturu pfedstavuji useky peptidového fetézce s definovanou konformaci,
které jsou stabilizované vodikovymi mistky [1]. Sekundarni struktury jsou rozdéleny
do n¢€kolika tiid. Témi jsou a—helix a dalsi helixy, B—skladany list, f—otoCka (B—ohyb, tésna

otocka) a nakonec B—vydut. Nejbézngjsimi jsou a—helix a f—skladany list [11].
o -helix (a-Sroubovice)

Tato struktura byla pfedpovézena pany Linusem Pauligem a Robertem Coreyem v roce
1951. Poprvé byla nalezena v keratinu a je nejcastéjsi ze sekundarnich struktur [3]. Keratin se
vyskytuje v kuzi, vlasech a v rozich. Peptidové fetézce jsou usporadany do Sroubovice,

kde na kazdou otoku vychazi 3,6 residui a vyska zavitu je 0,54 pum. Sroubovice je
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stabilizovana vodikovymi mustky, které jsou téméi paralelni s osou Sroubovice [1]. Tvofi se
mezi kazdou ¢tvrtou peptidovou vazbou a spojuji N-H jedné peptidové vazby a C=0 skupinu

jiné peptidové vazby [3].

Obrazek 4: a-Sroubovice a uspotadani polypeptidové kostry v ni

B-skladany list

Navrhnut stejnymi pany jako a—helix. p—skladany list byl objeven v proteinu fibrinu.
Ten je hlavni sloZzkou hedvabi. U B-listu se spojuji vodikovymi mustky dva sousedni

polypeptidové fetézce, které zustavaji téméf linearni [3].

Obrazek 5: B—skladany list a uspotadani polypeptidové kostry v ném.

Jsou zndmy dvé€ konformace B—skladaného listu, paralelni a antiparalelni. Paralelni f—list
je tvofen sousednimi polypeptidovymi fetézci se stejnou orientaci a antiparalelnimi fetézci

s opa¢nou orientaci [1].

, )
- \
Eﬂ; (| f~—

Obrazek 6: Vlevo paralelni B-list, vpravo antiparalelni B-list

_—
L ———
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Terciarni a kvartérni struktura
Terciarni urovni je trojrozmérnd konformace proteinl, kterd se sklada z elementt
sekundarni struktury a z neuspoiaddanych casti. Spousta proteinii se navzajem vaze pomoci

nekovalentnich interakci do komplexi, které reprezentuji kvartérni strukturu [1].

2.3 Enzymy

Jsou to bilkoviny, jejichz schopnosti je katalyza chemickych reakci. Pii ni dochazi
K usnadnéni pribéhu reakce. Nekteré reakce by ani bez katalyzatoru nemohly prob&hnout,
proto jsou enzymy nepostradatelné. Katalytické enzymy mohou byt tvofeny jen peptidovymi

fetézci nebo obsahuji i nebilkovinné soucasti, které nazyvame kofaktory.

2.3.1Nazvoslovi a klasifikace enzymii
Diive byly enzymy nazyvany podle jejich vyskytu a celkové funkce na organismus.
Vzhledem ktomu, Ze enzymt zafalo zna¢né piibyvat, bylo nutné zavést systematické

nazvoslovi. To ozna¢uje enzymy podle typu reakce, kterou katalyzuji.

Existuje Sest hlavnich tfid enzymi. Ty jsou kodované Ccislem, pred kterym jsou
pismena EC. Prvni ¢islo EC kédu predstavuje tiidu, druhé podtiidu, tieti podpodtiidu a ctvrté
pofadové cislo enzymu v podpodtiidé. Mezi hlavni tfidy enzyml patii oxidoreduktasy
(katalyzuji oxida¢né redukcni procesy), transferasy (ptenaseji skupiny zjedné slouceniny
na druhou), hydrolasy (katalyzuji hydrolytické st€peni vazeb), lyasy (St€peni vazeb, ale jinym
zpusobem nez hydrolyzou nebo oxidaci), iSomerasy (katalyzuji zmény na jedné molekule),
ligasy (katalyzuji slouc¢eni dvou molekul za soufasného hydrolytického Stépeni difosfatu

v ATP) [12].

2.3.2Hydrolasy

Katalyzuji hydrolyzu Sté€peni rtiznych vazeb. Patii sem fada enzymi traviciho traktu.
Ke své aktivit¢ velmi Casto potfebuji kovové ionty, ale reakce probihaji bez pfitomnosti
koenzymu. U hydrolas se podtiidy déli podle toho, na jaky typ vazby dany enzym pusobi.
Naptiklad enzymy §tépici glykosidy na disacharidy az monosacharidy jsou glykosidasy, nebo
enzymy Stépici esterovou vazbu se nazyvaji esterdzy, a do této podtiidy patii i RNasa H2.
[12][13]
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2.3.3RNasaH

RNasa H je ribonukleotidova specificka endonukleédza. Je to jediny enzym, ktery Stépi
RNA vlakno v RNA/DNA hybridech [14]. Hydrolyza RNA vlakna probiha na vazbé O3‘- P
a vznikaji 3°‘-hydroxylové a 5°-fosfatové koncové skupiny [15]. Existuji dva typy tohoto
enzymu RNasa H1 a H2. Lisise preferenci substratu, uspofddanim v aktivnim misté
a biochemickymi vlastnostmi. Typ 1 je nejaktivnéjsi na DNA/RNA hybridu, ktery obsahuje
nekolik po sobé jdoucich nukleotidii. Tato RNasa neni aktivni v DNA substratu, ktery
obsahuje jen jeden vlozeny ribonukleotid. Zatimco k aktivit¢ druhého typu staci pouze jeden
ribonukleotid vlozeny v dvousroubovici DNA [14]. Diky schopnosti RNasy H2 Stépit

jednoduché ribonukleotidy, muze se tento enzym ucastnit replikace a opravy DNA [9].

RNasa H byla nalezena ve vSech trech tradicnich kategoriich ptirodnich objektd,
jako jsou archebakteria, prokaryota a eukaryota. Organismy obvykle obsahuji oba znamé typy
enzymu, s vyjimkou nékterych archaei. RNasa H1 je nezbytnou soucasti retrovirové reverzni
transkriptazy [9]. U jednobunéfnych organismt zpusobuje mutace enzymu H1 zpomaleni
rustu, ale na rozdil od savcl nemé smrtici G€inky. Mysi umiraji v pribéhu embryogeneze
v disledku poruchy mitochondrialni replikace DNA [15]. Mutace lidské RNasy H2 zptsobuje
Aicardi-Gutiéres syndrom (AGS). Pfiznaky jsou podobné jako pfii virové infekci ziskané

Vv déloze. Tato porucha vyznamné ovlivituje nervovou soustavu [9].

Eukaryotickd RNasa H2 je sloZena ze tfi podjednotek. H2A je katalyticka a H2B a C jsou
podpurné podjednotky [9]. VSechny tyto podjednotky jsou dulezité pro aktivitu enzymu.
Pro nejlepsi funkci je jejich optimalni pomér 1:1:1 [14]. Mutace nékteré z téchto podjednotek
muize mit za nasledek AGS. Ztoho plyne, ze defekt RNasy H2 vede k nahromadéni
DNA/RNA hybridu, ktery aktivuje vrozenou imunitni odpovéd’ [9].

Obrazek 7: Podjednotky eukaryotické RNasy H2: H2A, H2B a H2C (PDB ID: 3P5J)
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Jednou z hlavnich funkci RNasy H je odstranéni RNA primeru z Okazakiho fragmentd.
Dulezité je také to, ze se UCastni modulace iniciace replikace pomoci zpracovani

tzv. R-smyc¢ek a obnovovani topologiec DNA [16].

RNasa H patti do RISF (retroviral integrase superfamily). Enzymy, kter¢ se fadi do této
skupiny, jsou si strukturné i mechanicky velmi podobné. Skladaji se z katalytického jadra,
kde je hlavni casti pét vlaken B-skladaného listu. Tfi z nich jsou antiparalelni a dvé vlakna
paralelni. B-skladané listy jsou obklopené nékolika rtizné rozmisténymi o-Sroubovicemi.
Aktivni misto RISF enzym, a tedy i RNasy H, je primarn¢ slozeno z kyseliny asparagové
a glutamové. RNasa H ma v aktivnim misté absolutné konzervovany motiv DED(D/E).
Prvni a tieti kyselina asparagova je u obou typti RNas H i u ostatnich RISF enzymu stejné
usporddana. Prvni aminokyselina je lokalizovana uprostied prvniho vldkna v centralnim
B-listu a téeti na konci ¢tvrtého vlakna. U druhé a ¢tvrté aminokyseliny tohle neplati, protoze
se nachéazi v rozdilnych castech katalytického jadra u RNasy H1 a H2. Aktivni misto
RNasy H je negativné nabité a vaze dvojmocny kovovy iont, ktery je nezbytny pro

katalytickou aktivitu. Nejéasté&ji timto iontem byva Mg?* a dale také Mn?* [9].

Obrazek 8: Sekundarni struktura RNasy H (PDB ID: 303F)
2.3.4RNasa H2

Struktura RNasy H2
RNasa H2 je sloZena ze dvou domén, N-koncové a C-koncové. N-koncovd doména je
tvofena katalytickym jadrem, kde je hlavnim prvkem B-skladany list. Tti z nich jsou dlouhé

antiparalelni vlakna (Obrazek 9: 1, 2, 3) a dvé kratké paralelni vlakna (Obrazek 9: 4, 5).
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Centralni B-skladany list je obklopen dvéma Sroubovicemi (Obrazek 9: C, D) z jedné strany
a tfemi (Obrazek 9: A, B, E) ze strany druhé. Na rozdil od RNasy H a ostatnich RISF enzymdi,
mé& RNasa H2 jednu nebo dvé Sroubovice vlozené mezi druhym a tfetim antiparalelnim
vldknem B-skladanych listu. U Tm-RNasy H2 je vloZzen pouze jeden helix. Zatim co
N-koncova doména je tvorena B-skladanymi listy i a-Sroubovicemi, C-koncova doména se

sklada pouze z 5-sroubovic (Obrazek 9: F-J) [9].

C-konec

Obrazek 9: Struktura Tm-RNasy H2 v komplexu s RNA/DNA hybridem (PDB ID: 303F)

Aktivni misto RNasy H2

Aktivni misto Tm-RNasy H2 ma absolutné konzervovany motiv. DEDD.
Aminokyselinovy postranni fet€ézec D18 a E19 je umistén na konci prvniho vldkna, D107 na
C-konci ctvrtého vldkna a D124 na smycce pred Sroubovici E. Umisténi aktivniho mista
v molekule je znazornéné na obrazku (Obrazek 10). Tyto Ctyfi aminokyseliny se spole¢né
s dvojmocnymi kovovymi ionty a atakujicimi molekulami vody podileji na $tépeni vazby

03°-P.

Struktura obsahuje tfi kovové ionty vazané v aktivnim misté. Dva z nich jsou ve velmi
podobné poloze jako u RNasy H1 a u ostatnich RISF enzymt. Tyto ionty jsou oznaceny
pismeny A, B a C. V mutantni struktufe Tm-RNasy H2 D107N kovovy iont B chybi, coz je
zpusobeno mutaci aminokyseliny D107N. Proto ve vSech strukturach zobrazenych v této praci

jsou pouze dva kovové ionty A (iont €. 1) a C (iont €. 2).

Koordinace iontu B je nepravidelna na rozdil od iontu A. Iont B se nachazi v blizkosti

postrannich fetézci aminokyselin D18, E19 a D107. Koordinace iontu A je oktahedralni
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a pomérn¢ pravidelnd. Nachézi se v blizkosti D18 a E19. Tento iont koordinuje i dvé
molekuly vody. Jedna z nich je natocena tak, Ze mtze nukleofiln¢ atakovat fosfat. Posledni
iont C se nachazi pobliz D107 a D124. V téchto konfiguracich ionty vytvari koordinacni
vazby s vySe uvedenymi aminokyselinami aktivniho mista, s kysliky na $tépené fosfatové

spojce a s molekulami vody, které se rovnéz podili na stépeni [9].

E19 (18)

D107 (106)

D18 (17)
D124 (123)

Obrazek 10: Aktivni misto Tm-RNasy H2. Struktura DNA ma zlutou barvu, RNA ¢ervenou a oranzové jsou
aminokyseliny aktivniho mista. Cerna ¢isla residui jsou z krystalografické struktury a ¢ervena Cisla jsou ¢isla
residui z MD simulace.

2.4 Pocitacové simulace
Pocitatové simulace se v dnesni dobé staly nepostradatelnou soucasti nejenom chemie,
ale i fyziky a dalSich védnich obord. Pomoci nich se systém pozoruje na atomarni Grovni.
Simulace ptedstavuji alternativu k experimentim. Jsou vyhodné pro experimenty, které jsou
z n¢jakého hlediska neproveditelné, at’ uz jsou nebezpetné nebo drahé. K popisu pohybu
atoml a molekul se zde vyuziva klasickd nebo kvantovd mechanika. Klasicka mechanika je

vypocetné méné narocna, proto se pouziva pro rozsahlejsi systémy [17].

Pro pocitacové simulace je velmi dilezity vybér vhodné metody, podle povahy systému,
ktery studujeme. NejpouzivangjSimi metodami je kvantovd mechanika QM, molekulova

mechanika MM a molekulova dynamika MD.
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2.4.1 Molekulova mechanika

Molekulova mechanika je zaloZena na principech klasické fyziky. Ta popisuje molekuly
jako soubor atomu, které vyuzivaji Newtonovych zakonu [18]. Princip je na rozdil
od kvantové mechaniky zalozen na zanedbani pohybu elektronti a vliv na vypocet energie
Systému maji pouze jadra. Vypoclty jsou mnohem jednodu$si, méné vypocetné¢ ndrocné
apomoci ni feSime obsahlejsi simulace za kratky cas. Pouziva se u velkych systému
obsahujicich vice nez sto atomi. Tato metoda ma 1 své nevyhody, nelze provést vypocet
vlastnosti zavislych na distribuci elektrond v systému. MM je parametrickou metodou,

kde presnost parametri definuje kvalitu vysledka [19].

V molekulové mechanice je model molekuly popisovan pomoci kulicek, které
reprezentuji atomy a pruzinek o rtuzné tuhosti, ty znazornuji vazby [18]. Tim ze dojde
ke zméné délky vazby, musi systém vynalozit energii. Touto metodou se vyhledava
nejvyhodnéjsi prostorové uspotfadani, které ma nejmensi moznou potencidlni energii systému.
Dochazi k optimalizaci molekuly [20]. Interakce atomu jsou v molekulové mechanice

vazebné a nevazebné [18].

Epot = ZW'I'ZW"'Z \ﬁ\ Vazebné

Energie pnuti Energie ohybani Energie deformace lnterakce
vazeb vazebnych dhld torznich ahld
- suma pfes - suma pres viechny - suma pres vsechny
viechny vazby vazebné uhly torzni ahly
+ 5 +3 Nevazebné
interakce
Energie van der Energie elektrostatickych
Waalsovych interakci interakel
- suma pres viechny - suma pres viechny
dvojice atomi dvojice atomu

Obrazek 11: Vazebné a nevazebné interakce [20]

Cleny potencialni energie v molekularni mechanice
V molekulové mechanice se vypocet potencidlni energie dd rozdé€lit na nekolik slozek.

K popisu téchto sloZek sloZi jednoduché mechanické modely.
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Vazebné interakce

Jednou z vazebnych interakci je kovalentni vazba, jejiz energie zavisi na délce vazby.
K jejimu popisu se vyuziva harmonicky oscilator. Vypocet potencialni energie vyjadiuje tento
vztah

1,p 2
Vbonds(rij) = 2 kij(ri]' - bif) (l)

1;; predstavuje aktualni vzdalenost jader, b;; idedlni vzdalenost jader a k;; silovou konstantu
vazby, ktera je odvozena z Hookova zakona.

Popis pomoci harmonického oscilatoru se uziva i u prispévku energie vazebnych thli

1 2
Vangles(eijk) = E kiejk(eijk - giojk )2 @

0;ji predstavuje aktualni vazebny uwhel jader, Hl-ojk rovnovazny vazebny uhel jader a kl-ejk
silovou konstantu vazebného uhlu.

Uhly, které udrzuji rovinné molekuly planarnimi, se nazyvaji nepravé dihedralni.

Plati pro né:

Via (Eijkl) = %kz (Eijkl - E?jkl )2 3)

& ikl piedstavuje aktudlni velikost nepravého dihedralniho uhlu, k; silovou konstantu uhlu

a E?j « 1dealni vzdalenost nepraveho dihedralniho hlu.

Energie deformace pravého dihedralniho twhlu, coz je posledni ¢len vazebnych

interakcich, popisuje tento vztah
Va($upa) = D kn (14 cos(ng = ¢5) @)
n

¢ predstavuje aktualni velikost dihedralniho uhlu, ¢ fazové posunuti, k,, amplitudu ptislusné

harmonické slozky potencialu a n je periodicita dané harmonické slozky.
Nevazebné interakce

Nevazebnymi interakcemi jsou sily, kterymi na sebe plisobi vzdalené;jsi atomy. Nékteré
interakce jsou mezi molekulami a dal$i v rdmci molekuly. Atomy musi byt vzdalené nejméné

tf1 vazby od sebe nebo nejsou spojené vibec.
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Prvni nevazebnou interakci je elektrostatickd. Tato interakce vyuziva Coulombtiv zakon

L a ®)
4‘7T£0€r rij

Ve(rij) =

1;; predstavuje vzdalenost mezi atomy, &, permitivitu vakua, &, relativni permitivitu vakua,

q; @ g coz jsou naboje atomda.

Van der Waalsovské interakce, predstavuji dal$i nevazebné interakce. Posuzuji se pomoci
Lennard-Jonesova potencialu. Tento potencial popisuje vztah energii van der Waalsovské

interakce vzdalenosti dvou atomu.

_ O—ij 12 O-ij 6 (6)
Vi = 4¢ ) " \m

g;j piedstavuje maximalni energii pfitazlivych sil, o;; kolizni primér, coz je vzdalenost jader,
pfi nichz je interak¢ni energie mezi atomy rovna nule, 7;; jsou vzdélenosti atomt. Prvni ¢len
rovnice vyjadiuje repulzi. K ni dochézi pfi pfiblizeni atomli. Druhym ¢lenem rovnice je Clen

disperzni, ktery popisuje ptitazlivost atomti v disledku Londovych disperznich sil.

Vyse uvedené Cleny jsou zakladni v molekulové mechanice. Ve vypoctu se muzou
upravovat a také zavadét nové specifické ¢leny. Cleny a jejich parametry pro jednotlivé atomy

vytvafi silové pole [21].

2.4.2 Molekularni dynamika
Simula¢ni metody urcuji makroskopické vlastnosti daného systému pomoci

mikroskopického modelu. Mezi tyto metody se fadi Monte Carlo a molekulova dynamika.

Monte Carlo je metoda, kterd ndhodn¢ prohledava konfigurani prostor v systému.

Vysledkem jsou statistické vlastnosti zkoumaného celku.

Molekulova dynamika je deterministickd metoda, kterd na rozdil od Monte Carla
popisuje statistické i dynamické vlastnosti systému [18]. Je zaloZzena na Newtonovych
pohybovych rovnicich

azr (7
dt?

fi=mia, =m;

kde fi je sila plsobici na ¢astice, mij hmotnost, ai zrychleni ¢astic, r pfedstavuje polohovy

vektor a t Cas.
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V molekulové dynamice vétSinou dochazi k piekondvéani energetické bariéry mezi
konformac¢nimi stavy molekuly a mtze se tak hledat lokalni i globélni energetické minimum.
Vysledek predstavuje trajektorie, ktera popisuje zmeénu polohy a rychlosti ¢astic v systému
Vv zavislosti na ¢ase. Dale také informuje o struktuie a dynamickych vlastnosti celého systému.
Ziskané trajektorie se po té analyzuji vhodnymi nastroji, jako naptiklad balickem AMBER
[22].

2.4.3Silové pole

Kvalitu molekularn¢ dynamickych simulaci kriticky ovliviiuje vybér silového pole, které
poskytuje parametry pro funkci potencialni energie systému. Silové pole také popisuje
parametry vazeb, vazebnych thll, pravych a nepravych dihedralnich thli. Kromé nich také
zahrnuji parametry nevazebnych interakci. Tyto udaje jsou zakladni pro charakteristiku
silového pole. Mimo né je zde i seznam atomovych typti. Ten obsahuje informace
0 interakcich atomovych typi srozdilnymi vazebnymi partnery. Pii kombinaci vSech
popsanych parametri vznikd model, ktery popisuje jednoduché molekuly nebo i slozité

systémy, jako jsou proteiny ¢i nukleové kyseliny [23].

Dnes mezi nejpouzivanéjsi modely pro simulace patii silova pole AMBER [22],
CHARMM [24], GROMACS [21], OPLS [25] a dalsi.
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3 Metody

V této kapitole je popsana piiprava systému a nastaveni MD simulaci. Kromé¢ toho je zde
piiblizeno zpracovani vysledkli z analyzy krystalu a MD simulaci. Vychozi soufadnice
struktury pro tuto praci byly ziskany z PDB proteinové databaze pod kédem 303F. Struktura
byla vyfeSena vroce 2010 pomoci RTG strukturni analyzy s rozlisenim 2 A. Krystalova
struktura se sklada zenzymu RNasy H2 (222 aminokyseliny), z RNA/DNA hybridu
(12 residui DNA v prvnim fetézci RNA/DNA hybridu a v druhém fetézci 11 residui DNA
a 1 residuum RNA) a dvou Mg?* iontii v aktivnim mist&. Pro zjisténi vlivu iontd v aktivnim
misté na stabilitu systému, byly simulace pustény s riznymi pocty iontd v aktivnim misté.
Také byl zkouman vliv mocenstvi kladné nabitych ionth pfitomnych v aktivnim misté

tj. rozdil v chovani Mg?*a Na"*.

3.1 Molekularné dynamické simulace

Vypoclty probihaly pomoci molekularné dynamickych simulaci za vyuziti programového
baliku AMBER 12 a silovych poli ff10 a ff12SB [26]. Struktura byla v simulacich dana
do pravouhlého boxu, poptipadé do oktahedralniho boxu a byla solvatovana explicitnim
vodnim modelem SPC/E [27]. Z divodl neutralizace zaporného naboje a nastaveni iontové
sily uvnitf boxu, byly pfidany sodné a chloridové ionty ve fyziologické koncentraci
0,15 mol/l. Tonty byly umistény nastrojem LEaP a jejich parametry byly nasledujici: Na*
(r=1.2120 A, £ = 0.3526 kcal/mol [28]) a CI' (r=2.711 A, £ = 0.0127 kcal/mol [28]). Takto
pfipravena molekula byla vychozim bodem molekulové dynamiky a studia dalSich parametrt.
Struktura byla minimalizovéna a vyhfivana v nékolika krocich. Poté byla spusSténa samotna

dynamika na ¢asové Skale 1 us za teploty 298,16 K.

3.2 Analyza MD trajektorii
Vsechny uskute¢néné simulace jsou shrnuty v tabulce ¢. 1. Simulace byly analyzovany
nastrojem ptraj, ktery je soucasti programového baliku AMBER. Timto nastrojem se
ze zkoumané struktury odstranily molekuly vody a ionty, kromé& iontli pfitomnych v aktivnim
misté. Déle byly pomoci néj vypocitiny RMSd (Root Mean Square deviation) odchylky,
B-faktory, vyvoj sekundarnich struktur proteinti, vzdalenosti atomi a dihedralni thly patete

RNA/DNA v blizkosti aktivniho mista. K zobrazovani molekuly byl pouzit program PyMOL
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a k vizualizacim trajektorii program VMD. Také byl vyuzit program Gnuplot k vytvofeni

grafii. Obrazky byly zhotoveny programem Corel Draw X7.

Tabulka 1: Ptehled provedenych simulaci

Cislo Oznaceni simulace lont (y) Pocet ionti Silové Cas
simulace pritomny/é pritomnych pole | simulace
v aktivnim | v aktivnim misté
misté
1 2Mg_ff10 1 Mg?* 2 ff10 1us
2 2Mg_ff10 2 Mg?* 2 ff10 1 us
3 2Mg_ff12 Mg?* 2 ff12sb 1 ps
4 2Na ff12 1 Na* 2 ff12sh 1 us
5 2Na_ff12 2 Na* 2 ff12sh 1 us
6 2Na_ff10 Na* 2 ff10 1 us
7 Mg/Wat_ff10 Mg?* 1 ff10 1 ps
8 Na/ Wat_ff10 Na* 1 ff10 1 us

3.3 Mérené hodnoty
V této praci byly v simulacich méfeny hodnoty RMSd odchylky aktivniho mista
molekuly a celé biomolekuly. Dal§imi hodnotami byly dihedralni thly a vzdalenosti atomu
U residui hlavng v aktivnim misté. Tyto udaje byly zobrazeny pomoci grafii. Také se hodnotil

B-faktory aminokyselin v proteinu, které byly zpracovany do grafu a znazornény ve struktufe.

3.3.1RMSD
RMSd je stiedni kvadratickd odchylka. Definuje se, jako stfedni kvadraticka vzdalenost
dvou atomi molekul nebo intramolekularni stfedni kvadraticka vzdalenost atomil v molekule.
Je-li RMSD pocitano od pocateéni struktury, muze slouzit K identifikaci nalezeni Casu

konformaéni zmény.

N
1
RMSDueypery = | ) 1w =il ®)
i=1

N predstavuje pocet atomi, w; jsou polohové vektory atoml srovnavané molekuly

a Vi polohové vektory tychz atomi v pocateénim snimku trajektorie [22].

3.3.2B-faktor
B-faktor (teplotni B-faktor) je definovan nasledujicim vztahem:

B = 8m%(u?) 9)
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Kde (u?) je stfedni kvadratické posunuti od primémé polohy. B-faktor se udava v A2
a oznacuje miru fluktuace vibraéniho pohybu riznych ¢asti struktury. Atomy s nizkym
B-faktorem, patii k Casti struktury, kterd je rigidni a dobie usporadana. Zatimco ty S vysokym
B-faktorem jsou umistény ve flexibilni ¢asti struktury [29]. Hodnoty B-faktord byly

zobrazeny jak v grafu, tak pfimo na struktute, kdy jednotliva rezidua byly obarveny podle

2%

3.3.3Sekundarni struktura
Stanovovala se sekundarni struktura proteinu v priabéhu simulace. Graf zndzorniuje zmény
sekundéarni struktury za c¢as. Ta byla rozliSena pomoci @ a V¥ torzi. Popisované tiidy
sekundarni struktury jsou: o-helix, paralelni B-list, anti-paralelni B-list, 310 helix, w-helix
a otacka (turn) [22].

3.3.4Dihedralni ahly
Dihedralni neboli torzni thel je Gthel mezi dvéma rovinami. Je charakterizovan ¢tyfmi
body. Prvni rovina je definovana prvnim az tfetim bodem a druhd rovina druhym az ¢tvrtym
bodem. U nukleovych kyselin jsou popisovany uhly alfa (a), beta (B), gama (y), delta (3),
epsilon (¢) a zeta (). Uhel alfa piedstavuji atomy O3'- P — O5’- C5", beta P - O5’- C5'- C4’,
gama O5’- C5’- C4’- C3’, gama C5'- C4’- C3’- O3’ epsilon C4’- C3’- O3’- P a zeta
C3’- 03’- P - O5’ (Obrazek 17) [30].
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4 Vysledky

V této praci bylo provedeno celkem osm simulaci, jak je rozepsano v Tabulce ¢. 1. U tii
simulaci byly pfitomny dva hofecnaté ionty v aktivnim misté¢ a u dalSich tfi byly hotfecnaté
ionty vyménény za dva sodné ionty. Nékteré simulace byly pro kontrolu pustény dvakrat
(viz Tabulka ¢. 1). Dale byly analyzovany dvé simulace, kde u jedné byl do aktivniho mista
umistén pouze jeden hotecnaty iont a u druhé pouze jeden sodny iont, piicemz pozice druhého
iontu piitomného v krystalové struktuie v aktivnim misté byla ve startovni struktufe obsazena

molekulou vody.

4.1 Stabilita systému
Stabilita molekuly se stanovovala pomoci B-faktoru, sekundarnich elementd a RMSd
odchylky v kazdém bod¢ trajektorie. U vSech simulaci bylo vypocitano RMSd celé molekuly
a RMSd aktivniho mista proteinu a jeho okoli. Byly zde zahrnuty residua 17, 18, 106, 123,
162, 239, 240 a 241 (viz. Obrazek 10.)

Obrazek 12: Na obrazku je znazornéna ptivodni krystalograficka struktura 303F obarvena dle hodnot B-faktoru
jednotlivych residui, pro porovnani se simulacemi.

4.1.1Systém 2Mg_ff10_1
Systém 2Mg ff10 1 ma v aktivnim misté piitomny dva Mg?* ionty a byl spustén
v silovém poli ff10. Silové pole ff10 obsahuje pro proteiny pole ff99SB [31] a pro RNA/DNA
molekuly pole parmscO [32] a xows [33][34]. Pribéh RMSd ukazal, ze dany systém neni
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Vv pribéhu simulace stabilni. Z grafu RMSd odchylky (Graf 1) celé struktury je vidét v Case
58 ns vychyleni, které se opakuje v rozmezi 350-370 ns, v 730 ns a ke konci simulace
v 870 ns. Tyto vychylky dosahuji 3,5 A.
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Graf 1: Grafické znazornéni RMS odchylek v ¢ase pro simulaci 2Mg_ff10_1. Cerveny graf zna¢i RMS odchylku
v aktivnim misté a jeho okoli a ¢erny graf RMS odchylku celé struktury.

Duvod téchto vychyleni je velmi dobife patrny z B-faktorti (Graf 2). V oblasti residui
36-59 se molekula rozpada a dochazi zde k velké fluktuaci. Vysoké hodnoty B-faktoru byly
také zaznamendny 1 na C-konci proteinového fetézce, ale v téchto mistech jsou vysoké
hodnoty ocekavatelné diky vyssi flexibilit¢ koncovych residui. Nejvyssi B-faktor, kromé
residua naC-konci, ma lysin 46 (700 A?). Ten je na zadatku simulace umistén
blizko aktivniho mista. Lys46 je soucasti smycky, kterd se v priub¢hu simulace oddaluje od
aktivniho mista a pfiblizuje se k okraji struktury a k a-Sroubovici. Tato Sroubovice neni
stabilni a v pritbé¢hu simulace dochdzi k jejimu rozpadu. Pohyb Lys46 byl dokumentovan
I méfenim vzdalenosti od aktivniho mista (Graf 3). Tato vzdalenost byla méfena od kysliku
(O2P) fosfatové skupiny residua C240 k dusiku (NZ) postranniho fetézce Lys46 a dosahuje
hodnot az 30 A.
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Graf 2: Grafické znazornéni B-faktoru u residui v simulaci 2Mg_ff10 1. Zelena ¢ara znaci B-faktor celého
systému a fialové tecky residua v aktivnim misté (D17, E18, D106 a D123).
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Graf 3: Graf simulace 2Mg_ff10 1. Zelené kole¢ko oznacuje vzdalenost mezi lysinem 46 a kyslikem fosfatové
skupiny residua 240 na zac¢atku simulace.

Globalni chovani systému 2Mg_ff10 1 dokumentuje graf sekundarni struktury. U residui
aktivniho mista se sekundarni struktura pfili§ neméni. D17 a E18 jsou v pribéhu celé simulaci
soucasti antiparalelniho -skladaného listu a D106 paralelniho B-skladaného listu. U residua
D123 dochéazi ke zménam. Po dobu simulace je nejCastéji ve struktufe a-Sroubovice,
ale vyskytuje se i v 310-Sroubovici a ve smycce. Viditelna nestabilita sekundarnich element
je na zacatku (1-10 residuum) a na konci (217-222) proteinové struktury. Dale neni struktura

prili$ stabilni mezi residui 36-63, kde v rozmezi 36-44 se stfidaji oblasti s oto¢kou a oblasti
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bez sekundarni struktury a od 45 knim piibyvaji jesté¢ 3i0-Sroubovice a a-Sroubovice.
Tato nestabilita byla uz vidét i v grafu B-faktoru, kde v téchto mistech dochazelo k velkym
fluktuacim. V simulaci je vidét nepravidelnost sekundarni struktury i1 v oblasti residui 73-78.
Ruznoroda sekundarni struktura je viditelna v oblasti residui 156-158, kde se stfidaji

a-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka.
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Graf 4: Graf sekundarni struktury proteinu v simulaci 2Mg_ff10_1.
V pribéhu MD simulace systému 2Mg_ff10 1, iont ¢. 1 (oznaceni iontl aktivniho mista
viz Obrazek 10) témét nezménil své misto, ale iont €. 2 se piiblizil k residuu Asp123. Pivodni
vzdalenost iontu Mg?" od kysliku (O2D) postranniho fetézce Asp123 byla 3,5 A po ukonéeni

této simulace se zmensila na 2 A. Déle uZ nebyly zaznamenany 74dné vyznamné pohyby.

Systém 2Mg ff10 1 neni na ¢asové skale 1 ps stabilni. V pribéhu simulace dochazi
K pteskupeni rezidui v blizkosti aktivniho mista a tim k ovlivnéni celé struktury aktivniho

mista.

4.1.2Systéem 2Mg_ff10_2
Systém 2Mg ff10 byl pro kontrolu spustén dvakrat. Tato kontrolni simulace nese

oznaceni 2Mg_ff10_2. | v tomto pfipadé systém neni na Casové skale 1 ps pfili§ stabilni.
Nestabilita systému je dobie dokumentovana v grafu celkové RMSd odchylky (Graf 5), kde

dochézi na konci simulace ke zvyseni RMS az k 4 A. Pozvolny nartist RMSd za¢ina v 700 ns
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a trva az do konce simulace, coz je 1000 ns. Stejné¢ jako v ptedchozim ptipadé dochazi
k pfemisténi Lys46 z blizkosti aktivniho mista. Lys46 je soucast smy¢ky spojené s a-helikalni
strukturou, ktera je velmi flexibilni (residua 36-62) a jejim pohybem dochazi k naruseni
struktury celého aktivniho mista (Graf 6). Pohyb lysinu 46 byl opét dokumentovan métenim

vzdalenosti od aktivniho mista. Tato vzdalenost dosahuje hodnot az 30 A.
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Graf 5: Grafické znazornéni RMS odchylek v ¢ase pro simulaci 2Mg_ff10 2. Cerveny graf zna¢i RMS odchylku
v aktivnim mist€ a jeho okoli a Cerny graf RMS odchylku celé struktury.
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Graf 6: Grafické znazornéni B-faktoru u residui v simulaci 2Mg_ff10 2. Zelena ¢ara znaci B-faktor celého
systému a fialové teCky residua v aktivnim mist€ (D17, E18, D106 a D123).
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Graf 7: Graf simulace 2Mg_ff10 2 Zelené kole¢ko oznacuje vzdalenost mezi lysinem 46 a kyslikem fosfatové
skupiny residua 240 na zacatku simulace.

Vyvoj sekundarnich struktur u 2Mg ff10 2 je podobny jako u pifedchozi simulace.
U residui aktivniho mista se sekundarni struktura pfili§ neméni. D17 a E18 jsou v priabéhu
celé simulaci soucasti antiparalelniho B-skladaného listu a D106 paralelniho B-skladaného
listu. U residui, ktera maji vysoky B-faktor, dochazi k nejvétsim zménam ve struktuie.
Residuum D123 je nejéastéji ve struktuie a-Sroubovice, ale vyskytuje se i v 310-Sroubovici a
ve smycce. Viditelna nestabilita sekundarnich elementd je na zacatku (1-10 residuum) a na
konci (217-222) proteinové struktury. Stfidaji se zde a-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka.
Dale neni struktura pfili$ stabilni mezi residui 36-62, jak je vidét nejen v grafu B-faktord, ale
I v grafu sekundarnich struktur. Nepravidelna sekundarni struktura je také viditelna v oblasti

residui 156-158, kde se stfidaji a-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka.
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Graf 8: Graf sekundarni struktury proteinu v simulaci 2Mg_ff10_2.
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Tak jako u predchozich vysledkil systému 2Mg ff10 2 i pohyb iontd je podobny
simulaci 2Mg_ff10 1. Zatim co iont ¢. 1 zUstava témét bez pohybu, ion €. 2 se v prubéhu 1 ps
posune 05 A od své startovni pozice. Iont ¢. 2 se piibliZil k residuu Asp 123. Vzdalenost

3,5 A, ktera byla méfena od kysliku postranniho fetézce Asp123, se zmensilana 1,9 A.

Kontrolni systém 2Mg ff10 2 potvrdil vysledky prvni simulace 2Mg ff10 1. B&hem

MD simulace, ktera trva 1us, dojde ke zménam Vv oblasti aktivniho mista. Proto tento systém

neni stabilni.

4.1.3Systém 2Mg_ff12
V simulaci 2Mg_ff12 jsou v aktivnim misté taktéz dva Mg?* ionty. Tato simulace na

rozdil od dvou pfedchozich byla spusténa v jiném silovém poli, a to v ff12SB [35]. Systém
2Mg_ffl12 je celkové o néco stabilnéjsi nez predchozi dvé simulace tj. 2Mg_ff10. V grafu
celkové RMS odchylky je vidét vyraznéjsi skok pouze v ¢ase 650—700 ns, kde hodnota RMS
dosahuje 3,3 A. Z grafu B-faktorii je patrna zvysena flexibilita residui 36-55, ale ne tak velka

jako v ptedeslych dvou systémech. Mimo to, se velka fluktuace objevila i na C-konci

proteinového fetézce.
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Graf 9: Grafické zndzornéni RMS odchylek v ¢ase pro simulaci 2Mg_ff12. Cerveny graf zna¢i RMS odchylku
v aktivnim misté a jeho okoli a ¢erny graf RMS odchylku celé struktury.
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Graf 10: Grafické znazornéni B-faktoru u residui v simulaci 2Mg_ff12. Zelena ¢ara znaci B-faktor celého
systému a fialové tecky residua v aktivnim misté (D17, E18, D106 a D123).

Nejvyssi B-faktor, krom¢ residua na C-konci, nemé jako v pfedchozich simulacich
lysin 46, ale kyselina asparagova 44 a serin 45. Tyto residua jsou na zac¢atku simulace pobliz
aktivniho mista. Jsou soucasti stejné smycky jako Lys46. Ta se v prib&éhu simulace opét
oddaluje od aktivniho mista a pfiblizuje se k okraji struktury k a-Sroubovici. I kdyz v této
simulaci nema lysin tak vysoky B-faktor (154 A?), byl zaznamenan vyznamny pohyb Lys46

od aktivniho mista.
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Graf 11: Graf simulace 2Mg_{f12 Zelené kolecko oznacuje vzdalenost mezi lysinem 46 a kyslikem fosfatové
skupiny residua 240 na zacatku simulace.
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Graf vyvoje sekundarnich struktur je podobny jako v ptfedchozich simulacich. Vétsi
rozdil je v chovani residui 1-10. Tato cast proteinové struktury je na rozdil od piedchozich
simulaci stabilni. Nestabilita sekundarnich elementt na konci (217-222) proteinové struktury
zustava. Stidaji se zde a-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka. Dale neni struktura piilis
stabilni mezi residui 36-50 (smycka a Cast o-helixu s Lys46), jak je vidét v grafu. Tato
nestabilita je uz potvrzena grafem B-faktoru, kde v téchto mistech dochazelo k velkym
fluktuacim. Nepravidelna sekundarni struktura je viditelna v oblasti residui 156-158, kde

se stfidaji a-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka.

Cislo residua

Graf 12: Graf sekundarni struktury proteinu v simulaci 2Mg_ff12.
I kdyz simulace 2Mg_ff12 probihala v jiném silovém poli, umisténi iontd b&hem
simulace bylo stejné jako u simulaci 2Mg_ff10. Tont ¢. 2 se opé&t ptiblizil k residuu Asp123

na 2 A. Dale uz nedochézelo k zdsadnim zménam v systému.

Celkovy pohled na vysledky syst¢tmu 2Mg {f12 se jevil stabilnéji nez u simulaci
2Mg_ff10, ale i tak byla ovlivnéna struktura aktivniho mista, a to tim, ze se residua

v aktivnim misté za 1 us premistily.

4.1.4Systém 2Na_ff12_1
Systém 2Na ff12 1 ma v aktivnim misté pfitomny dva Na® ionty a jak je patrné

z oznaceni systému, bylo pouzito silové pole ff12SB v kombinaci s parmbscO a xovrs. Stabilita
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tohoto systému je vyssi nez u systémi, kde jsou v aktivnim misté dva Mg?* ionty. RMSd

odchylka celé struktury vypada podobné jako u piedchozich simulaci. Pohybuje se v rozmezi

2-3 A. Rozdily jsou patrné u RMSd odchylky aktivniho mista, ta na prvni pohled ukazuje vice

vychylek nez ve strukturach s dvéma Mg?* ionty.
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Graf 13: Grafické znazornéni RMS odchylek v ¢ase pro simulaci 2Na_ff12_1. Cerveny graf zna¢i RMS
odchylku v aktivnim misté a jeho okoli a ¢erny graf RMS odchylku celé struktury.

Stabilita systému je velmi dobfe podchycena strukturou obarvenou pomoci B-faktori.

V grafu (Graf 14) je patrna mnohem mensi fluktuace mezi 36-59 oproti simulacim se dvé

Mg?* ionty.
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Graf 14: Grafické znazornéni B-faktoru u residui v simulaci 2Na ff12 1. Zelena ¢ara znaci B-faktor celého
systému a fialové te¢ky residua v aktivnim misté (D17, E18, D106 a D123).
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Lys46, ktery v predchozich simulacich vykonava velky pohyb z aktivniho mista je zde
stabilng&jsi, jeho fluktuace neni tak vyrazna. Hodnota B-faktoru lysinu je 236 A2 V této
simulaci nema lysin tak vysoky B-faktor a jeho vzdalenost od aktivniho mista dosahuje
hodnot 15 A, coZz je méné nez ve viech predchozich simulacich, nicméné i tak pozorujeme

jeho odchod z aktivniho mista (Graf 15).
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Graf 15: Graf simulace 2Na_ff12 1 Zelené kole¢ko oznacuje vzdalenost mezi lysinem 46 a kyslikem fosfatové
skupiny residua 240 na zacatku simulace.

Viditelna nestabilita sekundarnich elementi je na zac¢atku (1-10 residuum) a na konci
(217-222) proteinové struktury. Stiidaji se zde o-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka.
V rozmezi vys$Siho B-faktoru residui 36-59 je sekundarni struktura docela stabilni, na rozdil
do ptedchozich systémii. Nepravidelna sekundarni struktura je viditelna jesté v oblasti residui

156-158, kde se taktéz sttidaji a-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka.
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Graf 16: Graf sekundarni struktury proteinu v simulaci 2Na_ff12_1.

Sodné ionty se v této simulaci chovaly jinak, nez ionty Mg?" ve vySe popsanych
systémech. Iont & 1 se v priibshu simulace posunul o 3,8 A. Vysledkem tohoto pohybu je
priblizeni iontu €. 1 k residuu Asp106 a C240, ale oddaleni od ostatnich residui, kterymi byl
koordinovan. K tomuto jevu doslo potom, co iont ¢. 2 opustil aktivni misto a zaroven se do

okoli aktivniho mista dostaly dalsi dva Na* ionty.

Stabilita systému 2Na_ff12 1 je vétsi nez u systéml 2Mg ff10 a 2Mg ff12, ale i v tomto
ptipad¢ dochazi ke zménam ve struktufe aktivniho mista. Pohybuji se zde néktera residua

a velky pohyb je zde dokumentovan i u iontt.

4.1.5Systém 2Na_ff12_2
Kontrolni systém 2Na_ff12 2 ma v aktivnim misté pfitomny dva Na® ionty. Stabilita
tohoto systému je opét vyssi nez u systémi, kde jsou v aktivnim misté dva Mg?" ionty. RMSd
odchylka celé struktury vypadd podobné jako u pfedchozich simulaci. Dochazi zde
k nepravidelnym vychylkdm a hodnoty se pohybuji mezi 2-3,5 A. Rozdily jsou u RMSd
odchylky aktivniho mista, ta se ze za¢itku pohybuje v rozmezi 0,7-1 A a v &ase 750 ns

dochézi ke skoku a hodnoty RMSd jsou drzeny okol 1,5 A.
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Graf 17: Grafické znazornéni RMS odchylek v &ase pro simulaci 2Na_ff12 2. Cerveny graf zna¢i RMS
odchylku v aktivnim misté a jeho okoli a ¢erny graf RMS odchylku celé struktury.

Hodnoty B-faktoru ukazuji vyraznéjsi fluktuaci mezi 36-40 residuem (Graf 18). Tento
pohyb je téméf stejny jako v systému 2Mg ff12 1. Vyssi hodnota B-faktoru byla dale
zaznamenana u residua ¢islo 197 a na C-konci proteinového fetézce. Hodnoty B-faktoru jsou

na rozdil od struktur se dvéma Mg?* ionty vyrazné nizsi.
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Graf 18: Grafické znizornéni B-faktoru u residui v simulaci 2Na_ff12 2. Zelena ¢ara zna¢i B-faktor celého
systému a fialové te¢ky residua v aktivnim misté (D17, E18, D106 a D123).

Lysin 46, ktery v piedchozich simulacich vykonava velky pohyb z aktivniho mista je zde
stabiln&jsi, jeho fluktuace je mala jen 27 A? a vzdalenost Lys46 od kysliku fosfitové skupiny
residua C240 dosahuje maximalné 5 A (Graf 19).
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Graf 19: Graf simulace 2Na_ff12 2 Zelené kole¢ko oznacuje vzdalenost mezi lysinem 46 a kyslikem fosfatové
skupiny residua 240 na zacatku simulace.

Stabilitu systému ukazuje i sekundarni struktura. Na zacatku ani na konci proteinové
struktury se neobjevuji vyrazné zmény V sekundarnich elementech. | v oblasti vy$siho
B-faktoru je sekundarni struktura docela stabilni. Jsou zde vidét jen nepatrné zmény
sekundarnich elementd, na rozdil od pfedchozich systémi. Nepravidelna sekundarni struktura

je viditelna v oblasti residui 156-158, kde se stfidaji a-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka.
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Graf 20: Graf sekundarni struktury proteinu v simulaci 2Na_ff12_2.
lonty, pfitomné v aktivnim misté systému 2Na ff12 2, na rozdil od iontl systému
2Na_ff12_1, v pribe¢hu simulace tak vyrazné neméni své misto. Posun z ¢asu 0 ps na 1 ps je

Uiontué. 101,6 Aauiontué. 2o 1,5 A od startovni pozice.
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Pfi porovnani systému 2Na ff12 2 se vSemi piedchozimi systémy, vychéazi tento systém
nejstabilngji. Ale i zda je viditelny pohyb residui pobliz aktivniho mista a tim je cela jeho

struktura aktivniho mista ovlivnéna.

4.1.6Systém 2Na_ff10

Systém 2Na_ff10 ma v aktivnim misté ptitomny dva Na™ ionty a bylo pouZito silové pole
ff10. Stabilita tohoto systému je vy3si nez u systémil, kde jsou v aktivnim misté dva Mg?*
ionty, ale niz§i nez u predeslych systéml se dvéma Na® ionty. Roli zde mize hrat vyména
silového pole. U RMSd odchylky celé struktury dochdzi k nepravidelnym vychylkam.
Vyrazn&jsi skok je v 500 ns a hodnoty RMS celkové odchylky, které byly kolem 2 A, jsou az
do konce simulace zvyseny na hodnotu 3,5 A. Tento skok byl zpéisoben pohybem konce
nukleové Kkyseliny asmycky, které je soucasti Lys46. Rozdily jsou i u RMS odchylky
aktivniho mista, hodnoty jsou asi 1,5 A a v ase 250-350 ns dochazi k vychyleni a po té

k poklesu az pod 1 A.
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Graf 21: Grafické znazornéni RMS odchylek v ¢ase pro simulaci 2Na_ff10. Cerveny graf zna¢i RMS odchylku

v aktivnim misté a jeho okoli a ¢erny graf RMS odchylku celé struktury.

Hodnoty B-faktoru jsou nepatrné vyssi nez u simulaci se dvéma Na+ ionty v silovém poli
ff12SB, ale nedosahuji takovych hodnot jako u simulaci se dvéma Mg?" ionty.

K vyrazng&jsi fluktuaci dochazi mezi 36-62 residuem, kde je klicové residuum Lys46.
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Graf 22: Grafické znazornéni B-faktoru u residui v simulaci 2Na_ff10. Zelena ¢ara znaci B-faktor celého
systému a fialové tecky residua v aktivnim misté (D17, E18, D106 a D123).

Lysin 46 se postupné vzdaluje od aktivniho mista a jeho fluktuace je 387 A2, V prib&hu

simulace odejde az do vzdalenosti 20 A od aktivniho mista (Graf 23).
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Graf 23: Graf simulace 2Na_ff10 Zelené kolecko oznacuje vzdalenost mezi lysinem 46 a kyslikem fosfatové
skupiny residua 240 na zacatku simulace.

Celkové chovani systému je dokumentovdno pomoci vyvoje sekundéarnich struktur.
V oblasti vysokého B-faktoru je sekundéarni struktura relativné stabilni. Jsou zde vidét jen
nepatrné zmény sekundarnich elementd, na rozdil od systému S hofe¢natymi ionty v aktivnim
misté. Nepravidelna sekundarni struktura je viditelna v oblasti residui 156-158, kde se sttidaji

a-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka.
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Graf 24: Graf sekundarni struktury proteinu v simulaci 2Na_ff10.
V simulaci 2Na_ff10 byl viditelny pohyb obou Na* ionti v aktivnim misté. Iont &. 1 se
v prub¢hu simulace oddaluje od residua DT 241 a piiblizuje se k Aspl06, ale na konci
simulace v ¢ase 1 ps je umisténi téméf na stejné pozici jako na zacatku. Iontu €. 2 vykonava
relativné velky pohyb v kapse aktivniho mista a ke konci simulace interaguje s kyslikem

postranniho fetézce Glul8 od kterého se nachazi ve vzdalenosti 2,19 A.

Systém 2Na_ff10 nevykazuje pfili§ stabilni chovani. V pribéhu simulace, ktera trvala
1 ps, dochazi k pieskupeni residui, které jsou umistény v okoli aktivniho mista a to ma vliv

na jeho strukturu.

Skoro vSechny vySe zminéné systémy v pribéhu simulace vykazovaly ve vétsi ¢i mensi
mife zvySenou flexibilitu residui v blizkosti aktivniho mista. ZvySena flexibilita byla
zpuisobena hlavné odchodem Lys46 od aktivniho mista. Pfi studiu chovani piedchozich
simulaci byla vyslovena hypotéza, zda nedochdzi k pohybu Lys46 kviili blizkosti Mg?* iontu
(iont ¢. 2). Tento iont nebyl tak dobfe koordinovany jako druhy z iontd ptitomnych
Vv aktivnim mist€ a pfi bliz§im prozkoumani map elektronové hustoty se spiSe zdalo, Ze by se
mohlo jednat o vodu ¢i monovalentni iont (Obrazek 13). Proto byla vytvofena jesté sada

simulaci bez tohoto diskutabilniho iontu.
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lont¢&. 1

Obrazek 13: Mapy elektronové hustoty aktivniho mista. Prvni mapa elektronové hustoty je tvarovana na 2.0 o,
druhd na 1.5 c a tfetina 1.0 o.

4.1.7Systéem Mg/Wat_ff10
Systém Mg/Wat ffl0 md v aktivnim misté pouze jeden Mg?" iont v pozici ¢. 1
(viz Obrazek 10) a bylo pouzito silové pole ff10. V porovnani s pfedchozimi simulacemi, je
stabilita tohoto systému podobna jako u struktur se dvéma sodnymi ionty. U RMS odchylky
celé struktury dochazi k nepravidelnym vychylkdm. Hodnota je 1,5-3,5 A. Rozdily jsou
patrné i v RMS aktivniho mista, kde jejich velikost je 0,5-1,5A.
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Graf 25: Grafické znazornéni RMS odchylek v ¢ase pro simulaci Mg/Wat_ff10. Cerveny graf zna¢i RMS
odchylku v aktivnim misté a jeho okoli a ¢erny graf RMS odchylku celé struktury.
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Hodnota B-faktoru ukazuje zvysenou fluktuaci mezi 36-55 residuem (Graf 26). Tento
pohyb je mnohem mensi nez ve strukturach, které maji v aktivnim misté pfitomny dva Mg?*
ionty a je podobny jako v simulacich se dvéma Na" ionty. Fluktuace byla dile zaznamenana

u residua Cislo 197 a na C-konci proteinového fetézce.
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Graf 26: Grafické znazornéni B-faktoru u residui v simulaci Mg/Wat_ff10. Zelena ¢ara znaci B-faktor celého
systému a fialové tecky residua v aktivnim misté (D17, E18, D106 a D123).

Lysin 46 je na zac¢atku simulace umistén v blizkosti aktivniho mista. Je soucasti smycky,
kterd se v priabéhu simulace oddaluje od aktivniho mista. Protoze, ve vétSin€ simulaci byla
fluktuace Lys46 velka, byl zaznamenan jeho pohyb métenim vzdalenosti od aktivniho mista.
Tato vzdalenost byla métena od kysliku fosfatové skupiny residua C240 a dosahuje v ¢asové
Skale 1 us hodnot 15 A. | v této simulaci ma B-faktor lysinu 46 jednu s nejvys§ich hodnot
243 A2,
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Graf 27: Graf simulace Mg/Wat_ff10. Zelené koleko oznacuje vzdalenost mezi lysinem 46 a kyslikem
fosfatové skupiny residua 240 na zacatku simulace.

Stabilitu systému ukazuje 1 sekundarni struktura. U residui v aktivnim misté€ je sekundarni
struktura stabilni, tak jako ve vSech analyzovanych systémech. Nestabilni sekundarni
elementy jsou na zacatku (1-10 residuum) a na konci (217-222) proteinové struktury. Stiidaji
se zde a-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka. V oblasti vysokého B-faktoru je sekundarni
struktura relativné stabilni. Jsou zde vidét jen nepatrné zmény sekundarnich elementi tak jako
v simulacich 2Na_ff10 a 2Na_ff12. Nepravidelna sekundarni struktura je viditelna v oblasti

residui 156-158, kde se stiidaji a-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka.
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Graf 28: Graf sekundarni struktury proteinu v simulaci Mg/Wat_ff10.
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Stabilita systém Mg/Wat_ff10 v Casové skale 1 us je lepsi nez u simulaci se dvéma
hofe¢natymi ionty. I ptfesto dochazi v prib¢hu simulace k pohybu residui okolo aktivniho

mista.

4.1.8Systém Na/Wat_ff10
Systém Na/Wat_ff10, obsahuje v aktivnim misté pouze jeden Na' iont v pozici ¢. 1

(viz Obrazek 10). Tato simulace probiha na ¢asové Skale 1 us a byla spusténa v silovém poli
ff10. V porovnani s predchozimi simulacemi, je stabilita tohoto systému podobna jako
ustruktur se dvéma sodnymi ionty. U RMSd odchylky celé struktury dochézi
k nepravidelnym vychylkam. Hodnota je 1,5-3 A. K vyznamnym vychylkdm dochazi i v RMS
aktivniho mista, kde jejich velikost je 0,5-1,5A. RMS aktivniho mista vypada stabilng&ji nez

u struktury s jednim Mg?* iontem.
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Graf 29: Grafické znazornéni RMS odchylek v ¢ase pro simulaci Na/Wat_ff10. Cerveny graf zna¢i RMS
odchylku v aktivnim misté a jeho okoli a éerny graf RMS odchylku celé struktury.

Z grafu B-faktor je patrna vyrazngjsi fluktuace mezi 36-59 residuem. Tento pohyb je
mnohem mensi neZ ve strukturdch, které maji v aktivnim misté pfitomny dva Mg?* ionty,
ale je srovnatelny se strukturou, kterd ma v aktivnim misté pouze jeden Mg?" iont. Fluktuace

byla dale zaznamenana u residua Lys8 a na C-konci proteinového fetézce.
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Graf 30: Grafické znazornéni B-faktoru u residui v simulaci Na/Wat_ff10. Zelena ¢ara znaci B-faktor celého
systému a fialové tec¢ky residua v aktivnim misté (D17, E18, D106 a D123).

Lysin 46, ktery je na zaCatku simulace umistén pobliz aktivniho mista, mél ve vétsing
simulaci vysoky B-faktor. U tohoto systému ma B-faktor Lys46 jednu s nejvyssich hodnot
ato 245 A? a jeho vzdalenost od aktivniho mista se pohybuje v hodnotach 20 A.
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Graf 31: Graf simulace Na/Wat_ff10. Zelené kole¢ko oznacuje vzdalenost mezi lysinem 46 a kyslikem fosfatové
skupiny residua 240 na zacatku simulace.

Stabilita sekundarnich elementii v aktivnim misté jsou totozné se vSemi ostatnimi
simulacemi. Viditelnd nestabilita sekundarnich elementti je na zacatku (1-10 residuum)
a mens$i nestabilita na konci (217-222) proteinové struktury. Stiidaji se zde a-Sroubovice,

310-Sroubovice a smycka. V oblasti vysokého B-faktoru je sekundarni struktura docela
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stabilni. Jsou zde vidét jen nepatrné zmény sekundarnich elementt tak jako v simulacich se
dvéma sodnymi ionty nebo jednim hofe¢natym iontem. Nepravidelna sekundarni struktura je

viditelna v oblasti residui 156-158, kde se stiidaji a-Sroubovice, 310-Sroubovice a smycka.
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Graf 32: Graf sekundarni struktury proteinu v simulaci Na/Wat_ff10.
Systém Na/Wat_ff10, ktery probiha v casové skale 1 ps, je stabilnéjsi nez u simulaci se
dvéma hotfecnatymi ionty. I zde dochézi v pritbéhu simulace k ptesouvani residui umisténych

okolo aktivniho mista a tim i ke zméné jeho struktury.

VySe zminéné simulace sjednim iontem vykazovaly strukturni zmény v blizkosti
aktivniho mista. Pfi bliz§im zkoumani, bylo zjisténo, ze k témto zménam nedochazi v priabéhu
samotné simulace, ale doSlo k nim je$té pii vyhiivani struktury pfed samotnym bé&hem
simulace. Tyto zmény byly nevratné a byly zpisobeny pravdépodobné absenci druhého iontu,

protoze v systémech se dvéma ionty k tomu nedochézi.

4.2 Zména konformace aktivniho mista pfi minimalizaci a vyhrivani
V prvnich krocich minimalizace a vyhtfivani molekuly dochéazi k tomu, Ze se nukleova
kyselina piiblizi k proteinu asi 0 0,3 A. Tento jev nastava u viech popisovanych simulaci a je
zpusoben pusobenim barostatu. Tam kde jsou v aktivnim misté umistény dva hofe¢naté nebo
sodné ionty, je to jedind velkd strukturni zména pozorovana v piipravné fazi pred samotnym

béhem MD simulace. Naopak je tomu u simulaci, ve kterych je v aktivnim misté pifitomen
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pouze jeden hote¢naty ¢i sodny iont (iont ¢. 1, viz Obrazek 10). V téchto simulacich dochazi
k dvoukrokovému pieskladani aktivniho mista. V prvnim kroku dojde k posunuti iontu z jeho
startovni pozice (Obrazek 14) a ve druhém k pootoceni fosfatové skupiny residua 241
(Obrazek 15). Posun iontu je pravdépodobné zpusoben elektrostatickym pfitahovanim iontu
fostatovou skupinou residua 240 a kyselinou glutamovou (residuum 18). lont ¢. 1 se posouva
v kapse aktivniho mista smérem dold, tj. k Glul8, Aspl7 a C240, a vzdaluje se od fosfatové
skupiny residua 241 (Graf 33). V simulacich kde jsou dva kovové ionty, nedochazi k posunuti
iontu ¢.1 dold, protoze je na pivodnim misté drzen interakcemi druhého iontu, ktery je
umistén nize. Na druhou stranu v simulacich se dv¢ ionty dochazi k problémim s Lys46,
ktery odchazi vlivem iontu ¢. 2. VySe uvedend fakta nas vedou k myslence, ze v aktivnim
mist¢ RNasy H2, musi byt alesponn dva ionty. Jeden v pozici ¢. 1 a pak nékde v blizkosti

residua 240.

Toto tvrzeni ndm dokazuje i mapa elektronové hustoty, kde se kolem iontu €. 1 tvofi sit’
elektronové hustoty, ale kolem iontu €. 2 nikoliv (Obrazek 13). Na obrazku je oznaceno kde

by se mohl potencialni iont nachazet (Obrazek 16).

Obrazek 14: Pribeh vzdalovani hofec¢natého iontu od fosfatové skupiny residua 241 u simulace ¢islo 7, kde je
v aktivnim mist& piitomen pouze jeden znazornény Mg?*. Modré barva znizorfiuje strukturu na snimku 502
béhem minimalizace a vyhfivani a zelena barva snimek 503.

50



Obrézek 15: Aktivni misto struktury simulace ¢islo 7. Doslo zde k pootoceni residua Cisla 241, které je
zvyraznéné Cervené. Zelena barva znazoriuje strukturu na snimku 506 béhem minimalizace a vyhtivani a modra
barva na snimku 507.

Obrazek 17: Znazornéni oblasti, ze kterych byl stanovovan pohyb dihedralnich Ghla.
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Graf 33: Grafy dihedralnich ahlt systému Na/Wat_ff10. Epsilon 1 (C4 240 — C3 240 — O3 "240 — P241), zeta 1
(C37240 — O3 7240 — P2a1— 05 241), alfa 2 (03240 — P41 — O5 241 — C5'241), beta 2 (P2ar— 05241 — C5 241 — C4 241),
gama 2 (05 '241 - C5 '241 — C4'241 - C3 '241) a delta 2 (C5'241 — C4'241 —C3 '241 —-03 '241).
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5 Zaveér

Predlozena prace se zabyva studiem strukturniho chovani komplexu RNasy H2
S RNA/DNA hybridem metodami vypocetni chemie. Pozornost byla zaméfena hlavné na
strukturu aktivniho mista a na pozice, pocet a mocenstvi iontll v aktivnim misté. Celkem bylo
provedeno osm simulaci s riznym nastavenim a s riznymi silovymi poli. VSechny simulace
vykazovaly zvySenou flexibilitu residui v okoli aktivniho mista a tim zptisobenou nestabilitu
aktivniho mista. ZvysSena flexibilita byla dokumentovana pomoci analyzy RMSd odchylky,
B-faktort a sekundarnich elementt. Nejvétsi podil na flexibilité v okoli aktivniho mista mél
Lys46, ktery v simulacich se dvéma divalentnimi ionty opoustél aktivni misto. Tento lysin je
soucasti smycky, kterda se ukdzala v simulacich jako velmi flexibilni a dochdzelo k jejimu
vyraznému posunu od startovni pozice. Studium mapy elektronové hustoty vstupni struktury
v kombinaci s vysledky jednotlivych simulaci se dvéma divalentnimi ionty byly podnétem
K hypotéze, Ze zminény pohyb Lys46 je zptisoben blizkosti jednoho z Mg?* iontf (iont &. 2),
nebot’ tento iont neni v aktivnim misté tak dobife koordinovan jako iont ¢. 1. Tato hypotéza
byla inspiraci pro spusténi dalsich dvou simulaci. Prvni s jednim Mg?* a druhé s jednim Na*
v aktivnim misté (oba na pozici €. 1). | u téchto simulaci byly zaznamendny zmény umisténi
residui pobliz aktivniho mista. K této reorganizaci dochazelo jiz pii vyhtivani struktury
tj. ped tim, nez vilbec zacala samotna simulace. Pti vyhiivani doslo k pfemisténi iontu €. 1 ze
startovni pozice v Kapse aktivniho mista smérem od residua 241. V diasledku toho
se pootocila fosfatova skupiny residua 241, ke které se uz iont elektrostaticky nevazal. Tento
jev nebyl pozorovan u simulaci s dvéma ionty, protoZe iont €. 1 byl drZen interakcemi

druhého iontu na pivodnim misté.

Vysledky simulaci zahrnutych do ptedlozené prace poukazuji na to, Ze komplex
RNasy H2 by mél mit v aktivnim misté alesponi dva ionty. BohuZzel se zd4, Ze jejich pozice,
tak jak je navrhovana krystalografy, neni zcela spravna. Pozice Mg?* iontu ¢&. 1 se zda byt
v pofadku a simulace jeho pozici vice méné potvrzuji. Naproti tomu iont €. 2 je jiz
v krystalové struktufe Spatné koordinovan a v prubéhu simulaci zplsobuje reorganizaci
aktivniho mista. Spatna koordinace iontu ¢ 2 v kombinaci se studiem mapy elektronové
hustoty ukazuji, Ze iont ¢. 2 neni v krystalové struktute zcela dobie definovdn a mozna se

nemusi jednat o divalentni iont, ale 0 monovalentni iont. Z vysledkt simulaci se zda, Ze druhy
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iont je dulezity ke stabilizaci iontu ¢. 1 v pivodnim misté a mohl by se vyskytovat n¢kde

V blizkosti residua 240.
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6 Summary

This thesis deals with the study of the structural behavior of RNase H2 complex with
RNA/DNA hybrid using methods of computational chemistry. Attention has been focused
mainly on the structure of the active site and the position, number and valence of ions in the
active site. It was performed eight simulations in total with different settings and with
different force fields. All simulations showed increased flexibility of residues around the
active site and thus caused instability of the active site. Increased flexibility was demonstrated
by analysis RMSd deviations, B-factors and secondary elements. The largest share of
flexibility around the active site had Lys46, which left the active site in simulations with two
divalent ions. This lysine is part of the loop, which proved as very flexible in simulations and
there was a significant shift from its starting position. The study of electron density maps of
starting structure in combination with the results of each simulation with the two divalent ions
gave rise to the hypothesis that the mentioned movement of Lys46 is not caused by the
proximity of one of the Mg?* ion (no. 2), because this ion is not coordinated as well as ion no.
1 at the active site. This theory inspired us to run two simulations (first one with Mg?* and the
second one with Na" in the active site on position no. 1). Also in these simulations changes of
residues location near the active site were registered. The movement had already occurred
during the thermalization of the structure before actual simulation started. An ion no. 1
transfered down in the pocket of the active site and moved away from residue 241.
Consequently the phosphate group of the residue 241 turned, to which no ion was bind
electrostatically any longer. This phenomenon was not observed in simulations with two ions

because ion no. 1 was held owing to interactions of the second ion in an original place.

The results of the simulations included in the this thesis indicate that the RNase H2
complex should have at least two ions in the active site. Unfortunately, it seems that their
positions, as proposed by crystallographer is not completely correct. Position of the Mg 2* ion
no. 1 seems to be correct and simulation more or less confirmed its position. In contrast, ion
no. 2 is already in the crystal structure poorly coordinated and during simulation it causes
reorganization of the active site. Poor coordination of the ion no. 2 in combination with the
study of electron density map show that the ion no. 2 is not entirely well defined in the crystal

structure, and perhaps does not need to be a divalent ion, but monovalent ion. From
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simulation results, it appears that the second ion is important to stabilize the ion no. 1 in the

original site and could occur somewhere near residues 240.
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