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UvVOD

Vznik Zivota a jeho ptivod na pradavné Zemi ¢i nékde v hlubokém vesmiru je stale
zahalen rouskou tajemstvi o jehoz rozkliovani se pokouseji védci z mnoha védnich
obort, a to jiz vice jak jedno celé stoleti a zatim se jim nepodafilo dosahnout toho
konecného gralu. I presto nelze fici, ze by se toto téma nikam neposunulo. Od dob
probiotické teorie od Alexandra Oparina vzniklo bezpocet ¢lankt, studii i experimentt,
které pfinesly nemalo novych poznatkd, hypotéz a teorii. Momentalné nejvice zminovana
je pak teorie RNA svéta. U ni je takovy predpoklad, ze zivot vznikl na zakladné prvnich
primitivnich RNA (ribonukleova kyselina) fetézcu, které byly schopny samoreplikace.
A postupem Casu a evoluc¢niho vyvoje dospély k mnohem komplexnéjsim formam zivota.
S touto tematikou se poji i urcita skupina subviralnich agentd, a to viroida. Viroidy jsou
malé useky RNA, jez parazituji na hostitelskych buikach. Jednou z hypotéz je, ze viroidy
mohou byt relikty z dob davno minulych, pfi¢emz se jejich biologie neli§i moc od jejich

ptibuznych pred tfemi a pil miliardami let.

Dutvodem sepsani této prace pak byl zajem o toto téma a také fakt, ze 3D struktura
viroida neni jesté dobie popsana. Jeji popis by pak mohl pomoci s dalsim pochopenim

prvotnich molekul na rané Zemi.

Cilem prace poté bude prozkoumat konformacéni chovani tetraloopu UUUC
v roztoku pomoci molekulové dynamiky a porovnat ho s jeho konformaci v protein-RNA
komplexu a sdfive publikovanymi NMR experimenty provedenymi za riznych

podminek v roztoku.
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TEORETICKA CAST

1. VZNIK ZIVOTA

1.1.  Doklady o pocatcich zivota

Prvni naznaky biologickych struktur byly objeveny v horninach datovanych do
obdobi pred 3,4 miliardami let, pficemz se uvazuje o vhodnych podminkach pro zivot jiz
pfed 4,3 miliardami let. Objevuji se 1 snahy posunout vznik zivych forem do
vzdalenéj§iho obdobi, nez jsou 3,4 miliardy let, napfiklad diky biologickym hodindm ¢i
nékterym geologickym vzorkim. Problémem je, ze dikazi pro takovato tvrzeni neni
mnoho a urCovani, zdali se opravdu jedna o zivot, jsou nanejvys spornd. A toto se tyka
i posledniho univerzalniho spole¢ného predka vsech organismii (LUCA — last universal
common ancestor) a jeho nasledna divergence do dvou hlavnich vétvi (domén)
fylogenetického stromu, a to Bacteria a Archaea, z niz se odstépila Eucarya (viz. Obr.
1). I ptes to, ze vznik LUCA je datovan do obdobi pied 3,8 miliardami let, je zfejmé, ze
neni prvni vzniklou zivotni formou na Zemi z davodu jeho slozitosti, a pfedevsim pak to
vyplyva z ptedpokladu, ze LUCA mél zaklad svého genetického kodu postaveny na DNA
(deoxyribonukleova kyselina), pficemz se predpoklada, ze existovaly jest€é mnohem

primitivnéj§i formy zivota na bazi RNA (ribonukleova kyselina). [1] [2] [3]

Obrazek 1. Diagram znazoriujici vyvoj zivota v Case (pfevzato z [1])

Methanogenesis (=2.77 Ga)
LACA

- Archaea
Origins of life LUCA FECA
—_—
(<4.3 Ga) {>1.65 Ga) - Eukaryota LECA®
? /F'Iast {=1.05 Ga)
Mitachondria
| LBC.‘; Bactaria
Photosynthesis (>3.42 Ga)
Habitable Earth
I 1
7]
Hadean Archaean = Proterozoic Ga
I 1 I [
458 4.00 2.50 0.54
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1.2.  Historie myslenky vzniku zivota

Prvni myslenky ohledné zivota a jeho vzniku se objevovaly uz ve starovékém
Recku u Aristotela a Platona a neznam&jsi v tomto ohledu je predstava ,,samoplozeni,
ktera predpokladala vznik nekterych zivocichu, jako napiiklad hmyzu ze Spiny. Tytoideje
nasledné prevzala 1 kiestanska evropskd vzdélanost, zaroven se také zastavala teorie

kreacionismu a tedy, ze vSechny zivé formy maji pocatek u Boha. [4]

Zminéné teze pocitaly s neménnymi organismy. Pocatek tivah o tom, zdali by se
organismy mohly vyvijet se objevily az na zacatku devatenactého stoleti, kdy se nimi
zaobiral francouzsky védec Jean-Baptiste Pierre Antoine de Monet, chevalier de
Lamarck, avsak nebyly moc dobfe piijimany klérem ani védeckou komunitou té doby.
Polemiky o vzniku zivota a prvnim spole¢ném predkovi se vice rozbujely az s pfichodem
objevi Anglicana Charlese Roberta Darwina v druhé poloviné devatenactého stoleti.
Avsak 1 presto se poradné pozornosti tomuto tématu dostalo az ve stoleti dvacatém, kdy
se jim zabyvali Alexander Ivanovi¢ Oparin a John Burdon Sanderson Haldane, ktefi
prednesli teorie o abiogenezi, tedy vzniku zivota z chemickych slouc¢enin. Nejznamejsim
experimentalnim pokusem na poli OoL (Origin of life) je pak Millerav—Ureytuv
experiment z roku 1953, ktery podporil teorie o vzniku zakladnich stavebnich kament

zivota chemickou cestou. [5]

1.3.  Soudobé zkoumani

V dnesni dobé se studiem zivota zabyva mnoho védnich obori a disciplin.
Predevsim pak biologie a védy ji ptidruzené jako jsou fyziologie, biochemie, taxonomie,
ekologie ¢i botanika. V ramci historie zivota a jeho evoluce je pak mozno zahrnout i
obory typu paleontologie, paleozoologie ¢i paleobotaniky. Toto je jen maly vycet odvétvi
vedy, které se zkoumanim zivota zaobiraji. Jenze tyto obory prevazné zkoumaji aktualni
zivou hmotu ¢i zivot, ktery se na planeté Zemi vyskytoval pied nékolika tisicovkami az

miliony let. [6]

Pro tematiku OoL je nutno nahlédnout do obort jako je chemie a astrobiologie.
AvSak ani vySe zminéné nemohou byt z feSeni této problematiky vylouceny, jelikoz ono
téma je mozno pojmout z mnoha thla pohledu a kazdy obor ma informace, které jsou pro

feSeni OoL nepostradatelné. Proto se néktefi odbornici domnivaji, ze jednim z dilezitych
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ukonti by méla byt mezioborova komunikace pro vzajemné sdileni poznatku, teorii
a hypotéz. V ramci vyzkumu vystava i nemalo problému. Jednim z pomérné markantnich,
se kterymi se musi potykat védni obory zaméstnavajici se otdzkou OoL, je samotna
definice. To, ¢im vlastné zivot je, ¢i co bychom za zivé méli povazovat. I presto, ze tato
otazka je jiz n€kolik desitek let diskutovana, tak stale neni zcela vyfeSena, jelikoz vétSina
definic, které existuji, maji néjaky epistemologicky problém, kvili kterému nejsou zcela
korektni pro univerzalni popis zivota ¢i né€které typy organismu zcela nespliiuji danou

definici. [7] [8] [9]

Jednou z nejcastéji pouzivanych definic zivota je definice od agentury NASA:

"Zivol je sobéstacny chemicky systém schopny darwinovské evoluce.” [10]
Dale se pro zivot predpokladaji tyto atributy:

e Homeostaze

e Organizovanost

e Metabolismus

e Rust

e Adaptace

e Drazdivost

e Rozmnozovani

[11]

1.4.  Metody pfistupu k otazce OoL

V ramci OoL je bezpocet teorii a hypotéz. A také existuje nékolik zptasobu, jakymi
se tato problematika studuje. Obecné 1ze rozdélit tyto teze na dvé vétve, a to dle postupu
jakym se snazi dobrat kone¢nych odpovédi na otazku OoL. Prvni je postup ,,shora dolt”.
V tomto odvétvi se nejvice projevuje biologie, pfedevsim pak genetika a genomika, které
se snazi o ziskavani a porovnavani sekvenci genomu organismu dnes zijicich. V nich se

pokousi nalézt spojitosti jednotlivych fylogenetickych vétvi a na zakladé molekularnich

hodin ¢i konzervovanych gent zrekonstruovat moznou podobu genomu prvnich
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organismi na planeté Zemi. Tento kol je znacné slozity uz jen proto, ze nékteré typy
organismi maji tendenci prenaset svij geneticky material do jinych. I pfesto se védcim

v této oblasti podafilo urcit potencialni genetickou vybavu prvnich prokaryot. [8] [12]

Druhym zptusobem je metoda ,.zdola nahoru“. Touto cestou se nejvice ubiraji
obory chemie a astrobiologie. Které se snazi za pomoci poznatkii z geologie a jinych nauk
0 Zemi v davné minulosti odvodit podminky panujici v téchto ranych obdobich a poté
zkoumat a experimentalné proverovat jednotlivé hypotézy o mozném vzniku prvniho
zivota. Tento smér zacal jiz na pocatku devatenactého stoleti, kdy Friedrich Wohler
poprvé syntetizoval mocovinu a tim oteviel cestu pro zrod organické chemie, ktera se pro
ucely testovani vzniku biogennich molekul vyuziva nejvice. I na tomto poli se zdafilo
nemalo objevu jako piikladny Milleriv—Ureytv experiment u jehoz vzorka se podafilo
pomoci modernich pfistroji objevit nékolik proteinogennich aminokyselin. Dale se
uspésné uskutecnila syntéza RNA pomoci ribozymu. Otazkou vsak je, jak moc tyto

experimenty odpovidaji skute¢né udalosti, ktera se odehrala pfed nekolika eony. [8] [13]

1.5.  Vycet teorii a hypotéz

Nyni si predstavime par nejvice zmifiovanych teorii ohledné¢ OoL chemickou cestou

,,zdola nahoru.
1.5.1 Teorie hydrotermalnich pruducht

Popisuje mySlenku, kdy by pocatky zivota mohly spadat do oblasti
hydrotermalnich praducht, takzvanych , Cernych kuraka“ ¢i ,.bilych kuraka“, coz jsou
kruhové kominy tvofené mineraly, z nichz do okolniho oceanu unikaji pfehtaté mineralni
latky a anorganické slouCeniny siry, zeleza, manganu a jinych prvki z nitra zemského
plasteé. Spolecné s vysokou teplotou pies 400 °C vytvari prostiedi bohaté na nejriznéjsi
organické i anorganicke latky. Dle predpokladi by pravé toto prostedi s vysokou mirou
stavebni hmoty a energie mohlo byt dobrym zakladem pro vznik prvnich organismu. [14]

[15]
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1.5.2 Teorie horkych prament

Tato teorie posouva mozné misto vzniku nikoliv do oblasti hluboko pod hladinu
more, ale naopak do termalnich jezirek na povrchu. Dostupnost mineralti spolecné
s teplotou je podobna jako u predchazejici teorie. Coz by podporovalo vznik prvnich
forem zivota spolecné s faktem lep§i akumulace organickych 1 anorganickych
komponentt na jednom misté. Dale predpoklada lepsi pfistup k dal§imu zdroji energie,

a to slune¢nimu zareni, jak ukazuje Obr. 2, spole¢né s kombinaci teorie predeslé. [16]

Obrazek 2. Alternativni scénafe pro puvod zivota a adaptivni cesty od sladkovodnich
hydrotermalnich polnich pramenti nebo slanych hydrotermalnich priducht k eukaryotim

a suchozemskym rostlinam. (ptevzato z [16])

LIFE BEGINS FRESH WATER
INHOT SPRINGS .~ -~ CYANOBACTERIA et SUTNEY O N

OM LAND Symbiotio Symbiotic
aggregation-progenote fusion

FRESH WATER LAND &3
ALGAE T PLANTS 433

- ¢4
\ 3

1.5.3 Teorie panspermie

Predpoklada OoL mimo planetu Zemi, kdy se prvotni zarodky zivota za pomoci
vesmirnych téles asteroidu dostaly do praoceant, jez nasledné osidlily. V této chvili je
tento postoj dosti problematicky na ovéreni. AvSak predstava, ze by se mohly na Zemi
dostat organické molekuly, které by mohly stat za vznikem zivota byla potvrzena.
A vycet moznych organickych molekul nachazejicich se mimo Zemi se rozsifil poté, co

byly v roce 2023 analyzovany vzorky japonské sondy Hayabusa2. [17] [18]
1.5.4 Teorie RNA svéta
Touto teorii se budeme zabyvat v nasledujici kapitole viz. 2 TEORIE RNA

SVETA
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2. TEORIE RNA SVETA

Teorie RNA svéta predpoklada jako prvni zarodky zivota struktury na bazi RNA.
Tuto myslenku prvné prednesl americky biolog Alexandr Rich v roce 1962 a vzapéti ji
rozvedli dalsi védci jako Anglican Francis Harry Compton Crick ¢i Leslie Eleazer Orgel.
Své jméno ,,RNA world“ si pak vyslouzila o nékolik desitek let pozdé€ji v roce 1986 od
amerického biochemika Waltera Gilberta. Z pocatku si tato teorie nevedla moc
konkurenceschopné oproti ostatnim teoriim, avSak postupem Casu ziskavala dalsi a dalsi
podporu v ramci védecké komunity. Hlavni pfedpoklad, pro¢ by zivot mohl byt prvotné
zalozen na RNA je hlavné ta skuteCnost, ze je jednodussi nez dvousroubovice DNA,
a pfitom ma také schopnost nést genetickou informaci nezbytnou pro organismy. Dale
muze vytvaret ribozomy a ma autokatalytickou schopnost vytvaret své vlastni kopie za
pomoci jinych RNA, aniz by vyzadovala pfitomnost proteint, pfiCemz podléha
evolu¢nim zménam. Také podporuje katalyzu fady jinych zivotné dulezitych reakci. Tato
teorie je kompatibilni s ostatnimi vyse zminénymi teoriemi a vypada to, ze je to
momentalné jedna z hlavnich teorii a myslenek o vzniku zivota, kdy vice méné prevzala
otéze drivejSim teoriim a hypotézam jako naptiklad teorii o probiotické polévce. AvSak
1 pfes to ma 1 sva uskali. Jednim z nejpodstatnéjSich je samotna syntéza jednotlivych
soucasti RNA. Mysleno ¢tyt zakladnich bazi (cytozin, adenin, guanin a uracil) spole¢né
s cukrovou patefi tvorenou ribozou. Podle nékterych experimentalnich dat se zda, ze
tvorba takovychto stavebnich kamend by byla mozna v urcCitych specifickych
podminkach. J ednou z moznosti je napiiklad, ze by molekuly potrebné pro prvotni vznik
byly dopraveny na Zemi pomoci vesmirnych téles. Ci by prvotni RNA struktury
nemusely obsahovat jen Ctyfi zakladni baze, ale mohly by byt tvofeny rliznymi jinymi
nukleovymi bazemi a postupem casu diky selekci by byly z RNA genofondu vytlaceny.
Dalsim obtiznym problémem je zpusob, jakym se ze svéta RNA stal svét proteinia DNA.

(191 [20] [21]
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3. VIROIDY

3.1.  Popis

Viroidy jsou povazovany za jedny z prvnich komplexnéjsich molekul OoL. Jsou
to kratké useky RNA, vétsinou nékolik stovek nukleotidii dlouhé. Maji kruhovou
jednovlaknovou strukturu, pficemz nekoduji zadny protein, avSak vyuzivaji vySssi
organismy, predevsim pak rostliny, ke své replikaci. Na rozdil od vird neoplyvaji zadnou
ochrannou proteinovou kapsidou. Oproti virim, které napadaji translacni mechanismus
hostitele, se viroidy zamétuji na jeho transkripéni drahy, kdy se pravdépodobné snazi
zameénit své RNA vlakno za jaderné RNA polymerazy II nebo chloroplastické RNA
polymerazy. K jejich prenosu do hostitelského organismu slouzi jiz infikovana semena,
pyl nebo k nému dochazi pii vegetativnim mnoZzeni. Pfimy pohyb mezi buiikami neni
zatim znam. Uginky jednotlivych druhfi viroidd na hostitele se mohou pomémé lisit.
Nékteré druhy nemaji na napadenou rostlinu vétsi vliv, kromé urcitych fyziologickych
zmén jako je deformace a barevné zmény listd. Jiné ji mohou zcela zdevastovat.
Napriklad viroid CCCVd zptisobil odumieni milioni kokosovych palem na Filipinach.
Viroidy se déli do ne€kolika roda podle toho, jak se replikuji v hostitelské burice, jaké maji
konzervované Casti své genetické informace. Dale podle poctu napadenych druht
organismu ¢i symptomu jez vyvolavaji. VSechny rody lze rozdelit do dvou samostatnych
Celedi, a to Celedi Pospiviroidea a Avsunviroidea (viz. Obr. 3), jez 1ze od sebe také na

zakladé vizualni odlisnost rozpoznat (viz Obr. 4 a 5). [22] [23] [24] [25]
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Obrazek 3. Konsenzualni fylogeneticky strom (na zakladé 1000 replikati) ziskany pro

viroidy. Izolaty oznacené *** ** a * tvoifi monofyletické skupiny ve vice nez 95 %, 85

% a 75 % replikatu. (pfevzato z [22])
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Obrazek 4. Sekundarni struktura PSTVd (patfici do Celedi Pospiviroidae) s popisem péti
hlavnich domén — terminalni leva cast (TL), patogenita (P), centralni (C), variabilni (V)

a terminalni prava (TR). (pfevzato z [25])

Obrazek 5. Sekundarni struktura PLMVd (patfici do €eledi Avsunviroidae). (ptevzato z

cu
[ ] P
Woen®
Ac 0, l'u-u
"
B : \ i
e < u .o ©
Ao Ml Y N
LTI oo
Vel b eat Ny
o 6. s
[ car %o on
A k1 s‘.“: G-uG gSAR
K‘a E 0 v—rah %,
u u
. = —— T A — T n o
- revuvceuc®cauvucac®aacuctucroue®ocuunce casrcu o
uU Ilﬂlllﬂl‘.lﬁ.ﬂulﬁlﬁllnuhllﬂlhclﬂ“ﬂlhanGlll\l‘.ﬂ“ﬂu{.“ﬂlﬂ accuce®
o s F4 G AGUAMRAGNE EUGEL LOULAE,CEALUER,AUENGR G teodeg N
cyu | - — | - Ue B AGY
A
@ &
b = — .
m—2a s
a 1 c 6
B Ucecraseo u
v !
el et JERS N
A u
PLMVd R e
< u-A veu
us Gy g usuccuuc.,
s UuucEUUE.,
IR hg ,BO88BE ARG,
€ cs c.5
[ A0 —n s
UG uoa
uA a-c
AU ac
6o ua
ac ua
uh 2
G Lee s
e ou, et

18


http://iii.lt

3.2.  Jak viroidy zapadaji do teorie svéta RNA

Predpoklad, ze by viroidy mohly byt relikty z dob svéta RNA, je podlozen

nekolika argumenty.

e Splnuyji strukturalni kritéria pro predpokladané prvotni RNA struktury, a to malou

velikost, bohaty obsah G a C bazi, kompaktni skladani, kruhovitost.

e Nekoduji proteiny, nékteré mohou kodovat ribozomy, a tedy maji katalytickou

schopnost pro replikaci dalsich RNA.

e Lze vyvodit scénaf prechodu viroidi a jim podobnych struktur z RNA svéta do

svéta proteind a DNA. [26]

19



4. RNA

4.1.  Komponenty RNA

RNA znamena ribonukleova kyselina. Tedy je to molekula slozené z cukru ribozy,
kterd tvori zakladni strukturni jednotku polymerniho fetézce. Na ribozu jsou pak
navazany pomoci esterové vazby zbytky kyseliny fosfore¢né a pomoci N-glykosidické
vazby dusikaté baze, a to pyrimidinové a purinové (organické heterocyklické molekuly,
jez jako heteroatom obsahuji dusik). U RNA se za kanonické dusikaté baze povazuji
adenin (A), guanin (G), cytosin (C) a uracil (U). Byly objeveny i tzv. nekanonické baze
¢i modifikované baze, které se objevuji u nékterych organismt. Maji jinou strukturu nez
Ctyfi vySe zminéné, avSak jsou mnohem vzacnéjsi. Spojenim dusikaté baze a ribozy
vznika zakladni jednotka RNA zvana nukleosid. V ptipadé, kdy se navaze jesté zbytek
od kyseliny fosforecné vznika nukleotid (viz Obr. 6). Nukleotidy pak vytvareji jeden
polymerni fetézec oproti DNA, ktera obsahuje dva fetézce stabilizované pomoci
vodikovych vazeb. Baze se mohou parovat za pomoci vodikové vazby, a to bud
kanonicky ¢i nikoliv, dle Watson-Crickovi komplementarity, kdy se paruji adenin
s thyminem (u RNA uracilem) a cytosin s guaninem. U RNA také dochazi ke stabilizaci

v ramci jednoho fetézce. [27] [28] [29]

Obrazek 6. Znazornéni nukleosidu a nukleotidu spolecné s dusikatymi bazemi (pfevzato

z [30])
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4.2. Typy a funkce RNA

V ramci biologickych procesu se vyskytuje nékolik typa RNA, které se déli dle
své struktury a funkce.

4.2.1 tRNA — transfer

Molekula, ktera preklada mRNA do proteinu. Sklada se z fetézce o tvaru Ctytlistku
s D ramenem, T ramenem a antikodonovym ramenem. Hlavni funkci je prenaset
aminokyseliny navazané na 3' akceptorovém misté do ribozomalniho komplexu. Paklize
je na tRNA navazana vhodna aminokyselina nazyva se aminoacyl-tRNA, a ta se poté
ucastni proteosyntézy. Kdy se za pomoci antikodonu komplementuje s kodonem tii
dusikatych bazi na mRNA a tim urci polohu aminokyseliny v nové vznikajicim fetézci

proteinu. [31]
4.2.2 mRNA — messenger

Linearni RNA, ktera je prepisem jaderné DNA pomoci procesu transkripce. Takto
prepsand RNA obsahuje genetickou informaci o proteinech, které se maji nasledné
syntetizovat v ribozomech. U eukaryot se pfi pfepisu prvotné vytvaii tzv. pre-mRNA,
ktera obsahuje oblasti kodu bez informace — introny a Gseky kédujici  proteiny — exony.
Ta je nasledné zbavena nepotiebnych intrond a posléze putuje mimo jadro, kde je

s pomoci ribozomu a tRNA prekladana do aminokyselin. [32]
4.2.3 rRNA - ribosomalni

Spolec¢né s proteiny tvoii Cast organely zvané ribozom, diky niz dochazi k syntéze
proteinu v butice. Kazdy ribozom obsahuje alespon jednu malou a jednu velkou rRNA,
kdy se v jadérku spojuje s ribozomalnimi proteiny za vzniku malé a velké ribozomové
podjednotky. rRNA utvaii rozsahlé sekundarni struktury a hraje aktivni roli pfi

rozpoznéavani konzervovanych ¢asti mRNA a tRNA. [33]
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4.3.  Struktura RNA

RNA ma ve svém 3D rozlozeni primarni 1 sekundarni strukturu. Primarni
popisuje, jak jsou na nukleotidovém fetézci navazany jednotlivé dusikaté baze
a v jakém poradi se nachazeji. Sekundarni pak popisuje usporadani molekuly v prostoru.
V tomto ohledu je sekundarni popis RNA mnohonésobné slozitéjsi nez u DNA, jelikoz ta
vytvati pouze kanonické pary mezi bazemi dle pravidel parovani. Zatimco RNA obsahuje
ve své struktufe 1 pary nekanonické, cimz dochazi k mnohem vétsi variabilité v kone¢ném
trojrozmé€rmém usporadani molekuly. U bazi maze dojit k nékolika riznym interakcim

(viz Obr. 7 a 8). [29] [34]

Obrazek 7. Struktura purinového nukleotidu znazornujici tf1 hrany, které jsou k dispozici

pro interakci baze s bazi a jeho zjednodusené zobrazeni jako trojahlenik (ptevzato z [34])
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Mezi nejvice charakteristické motivy v ramci RNA patfi tzv. loopy, stemy,

pseoudoknoty, Kinky-turny znazornéné v Obr. 9.

Stem: vlasenkova struktura, kdy jsou jednotlivé baze zebiickovité spojeny
a vytvari tak velmi pevnou strukturu. Vétsinou jsou tyto baze vazany dle Watson-

Crickovych pravidel parovani.

Loop: vznika povétsinou na konci vlasenek, jakozto koncovy loop (smycka) nebo
je téz mozné jej nalézt uprostied fetézce. Castokrat je to oblast, ve které dochazi
k vyznamnym interakcim s jinymi latkami. VétSinou je tvoren jednotkami az

desitkami bazi, u nichz se netvori klasické parovani. [35]

Pseudokont: sekundarni struktura obsahujici alesponl dvé struktury stem-loop, ve

kterych je polovina jednoho vlozena mezi polovinu druhého stemu. [36]

Kink-turn: je motiv, ktery se objevuje v ramci stem vlasenkovych fetézca, kdy je
bézné parovani naruSeno né€kolika bazemi, které nejsou sparovany a tvori

jednostrannou vychlipeninu z fetézce, ktera meéni vyrazné geometrii. [37]

Obrazek 9. Zobrazeni raznych RNA motiva (pfevzato a upraveno z [36])
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4.3.1 Torzni Ghly

Atomy v ramci fetézci maji vii¢i sobé urcitou geometrii. Torzni thel pak hovoii
o uhlu mezi ¢tyfmi spojenymi atomy A-B-C-D, jeZ je sviran priméty vazeb A-B a C-D
do roviny kolmé k vazbé B-C. Uhly, které popisuji jsou o, B, v, 8, €, { a x (viz Obr 10).
[29] [38]

Obrazek 10. Torzni uhly patere pro RNA
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4.3.2 Uhel Chi (y)

Tento thel popisuje rotaci dusikaté baze ku riboze pres N-glykosidovou vazbu.
Tento uhel nabyva stavii a to anti (-120° > x> -180°), nebo syn (0 <y < 90°) (viz. Obr.

11). Anti konformace ma vét§inou mensSi energii a je stabilnéjsi. [29]

Obrazek 11. Syn a anti konformace (pfevzato a upraveno z [29])
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5. TETRALOOP UUUC

Loop (smycka), jak uz bylo zminéno vySe, patfi k jedném z moznych struktur,
které miuze RNA fetézec obsahovat. VEtsinou je toto usporadani utvoreno na konci
vlasenkového fetézce (stemu), ktery je propojeny pomoci Watson — Crickova parovani
bazi. Tim se tak vytvari vyssi stabilita celé struktury, pfi¢emz na konci vznika napf.
tetraloop, kdy jsou Ctyfi nukleotidy vychlipeny tak, ze netvoii dvé dvojice dle klasického
parovani a nejsou tak stabilni jako zbytek molekuly. Oproti tomu se v§ak ¢asto chovaji
jako interakéni centra, kde dochazi k interakci s proteiny a dalSimi molekulami. Jedny
z nejbézngjsich tetraloopt jsou loopy UNCG a GNRA (U — uracil, A — adenin, G —
guanin, C — cytosine, N —jakakoliv baze, R — purinova baze). Oproti ostatnim tetralooptim
maji vy$3i tepelnou stabilitu. Castokrat dochazi k tvorb& vodikovych vazeb mezi prvnim
a ¢tvrtym nukleotidem, ¢imz se v podstaté tetraloop zmensuje na diloop.

Tetraloop UUUC neni pfilis obvyklym ¢i n€jak zvIast popisovanym tetraloopem.
Sklada se ze Ctyt bazi, a to tii uracilt a jednoho cytosinu. Vyskytuje se napiiklad u druhu
Pospiviroidu Potato spindle tuber viroid (PSTVd), a to na pozici 177-180 dle
konvenéniho ¢islovani, ¢imz spada do oblasti TR — terminalni levé (terminal left) (viz.
Obr. 13). Dale se vyskytuje u druhu Avsunviroidae Chrysanthemum chlorotic mottle
viroid (CChMVd) na pozici 82-85 (viz Obr. 14). Dle této studie [41] ma tetraloop UUUC
vyznamnéjsi biologické vlastnosti u druhu (CchMVd), u néhoz, pokud je obsazen UUUC,
ma tento viroid symptomatické vlastnosti daného fenotypu, pokud vSak dojde k mutaci
UUUC — GAAA, pfi niz dojde k zaméné za tetraloop GAAA, pak viroid pfechazi na
asymptomaticky fenotyp, aniz by se zménila konecna uroven akumulace viroidni RNA.

[39] [40] [41]

Pro tuto praci byly vybrany tfi struktury tetraloopu UUUC s PDB ID (Protein Data
Bank IDentifier) 4Q0Z, 1KKS a 1JU7 podle téchto studii [40] [42] [43] [44], a to pro
viroid PSTVd (viz. Obr. 15). Struktury byly upraveny a nasledné podrobeny simulaci

molekulovou dynamikou.
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Obrazek 13. Tetraloop UUUC vyznaCeny Cervené ve zkracené strukture PSTVd

(pfevzato a upraveno z [24])
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Obrazek 14. Tetraloop UUUC vyznaleny Cervené ve struktufe CChMVd (pfevzato

a upraveno z [41])
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Obrazek 15.: Srovnani vlasenkovych smycek zaznamt PDB 1JU7 (Cervena), 1KKS
(azurova) a 4Q0Z (zlata). (pfevzato z [43])
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6. NMR

NMR neboli nuklearni magneticka rezonance ¢i NMR spektroskopie je analyticka
metoda vyuzivana v mnoha oborech jako je fyzika, chemie ¢i biologie. Vyuziva interakce
meéfenych atomt s vnéj§im magnetickym polem. Tato metoda byla objevena ve
Ctyficatych letech dvacatého stoleti, i pfesto si své misto vydobyla az v nedavné dobé,
a to zejména pro méfeni molekul v biologii. Méfeni touto metodou je mozné u atomd,
které maji nenulovy jaderny spin. Nejhojnéj$im je pak méfeni vodiku 1H. V pfitomnosti
magnetického pole se jaderné spiny orientuji do ur¢itého sméru (vyrovnaji se s vn¢j§im
magnetickym polem), pficemz na né lze nasledné piisobit pomoci elektromagnetického
zateni, kdy dojde k absorpci daného zafeni a zméné orientace spinu jadra. Jadro mize byt
orientovano do dvou sméra, které odpovidaji urcité energetické hladin€. Bud'to nejnizsi,
kdy je jadro paralelni s vn€jSim magnetickym polem ¢i nejvys§i. V tom pripadé je
antiparalelni s vnéj§im magnetickym polem. K magnetické rezonanci pak dochazi vlivem
zateni pusobiciho na jadro, které tak ptejde do opacné energetické hladiny. Jaderné spiny
vSak nejsou statické a pohybuji se kolem své vlastni osy rovnobézné se smérem pole.
Tento pohyb se nazyva precesni, jez ma urcitou frekvenci — Larmorovu — s magnetickym
vektorem . Ten se sklada ze slozky rovnobézné k magnetickému poli p a slozky kolmé
Lxy. Pfi méfeni se dodava energie pro generovani nenulové slozky pxy a posléze dochazi
k relaxaci do stavu, kdy ma slozka pxy, nulovou hodnotu. Timto je emitovano
elektromagnetické zafeni, které je zachyceno jako volny induk¢ni rozpad (FID), jenz je

nasledné transformovan na NMR spektrum. [45] [46] [47]

Pomoci NMR spektroskopie 1ze z dané latky, v tomto ptipadé RNA, vycist velkou

fadu informaci a parametrd, kupiikladu:

e Zakladni parovani bazi, znichz lze urcit jak kanonické, tak 1 nekanonické

parovani.

e Umoziiuje ovéfit predikci prvka sekundarni struktury a urcit dynamiky part bazi.

A také motivy sekundarni struktury.
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Za pomoci NOE efektu (nuclear Overhauser effect), coz je projev dip6l-dipol
interakce, lze méfit prenos energie mezi jadernymi spiny (kiizova relaxace), kdy
dojde ke zméné populaci hladiny spinu, coz zpusobi zménu signalu. Tato
interakce plsobi do vzdalenosti pfiblizné 5 A a sjeji pomoci lze méfit H

vzdalenosti. [46] [47]
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7. MOLEKULARNI DYNAMIKA

7.1.  Historie

Zaklady, na nichz molekularni dynamika (MD) stavi, jsou zndmy jiz velmi
dlouho. Operace s ¢asovou evoluci systému N-téles a pokusy je pocitat se datuji az do
dob Newtonovych. Jednim z nejpouzivanéjsich integracnich algoritmu je tzv. Verlletiv
integracni algoritmus, ktery byl pouzit jiz v roce 1791 Francouzem Jeanem Baptistem

Josephem, chevalier Delambre.

V ramci pocitacového véku se MD objevuje jako jedna z prvnich simulacnich
metod pro bezpocet moznych aplikaci v oborech chemie, fyziky a biologie. A to na konci
50. a pfelomu 60. let 20. stoleti, diky americkému fyzikovi Berni Julian Alderedovi a T.E.
Wainwrightovi a posléze také AngliCanovi Aneesur Rahmanovi. V nasledujicich
dekadach spolecné s vyvojem pocitacu se rozsitily moznosti MD a také i kvalita vypocta

a jejich mnozstvi. [48] [49]

7.2.  Popis

MD je metoda pro pocitacovou simulaci a analyzu pohybt atomt a molekul ve
slozitych modelovych systémech. Poskytuje tak mnoho dat, jez jsou nepostradatelna pro
védeckou praci v oblastech chemie a biologie. Tuto metodu lze vnimat jako teoretickou,
jelikoz provadi simulace, umoziiuje ale predikovat (napt. Gibbsovu energii), které jsou
jinak ziskavany z experimentu. Protoze plny popis systému metodami kvantové chemie
je prili§ naro¢ny, zavadime pojem povrch potencialni energie, ktery umoziuje popsat
dynamiku jader bez explicitniho zohlednéni elektront. S vyuzitim povrchu potencialni
energie muzeme pouzit klasickou mechaniku ke sledovani dynamiky jader. Poskytuje tak
pohled na vyvoj systému v Case, coz umoziuje odvodit kinetické a termodynamické
vlastnosti. Nejbéznéji se trajektorie pocitaji pomoci Newtonovych pohybovych rovnic.
Interakce mezi atomy jsou pak pocitany pomoci meziatomovych potenciali neboli

empirickych silovych poli. [49] [50] [51] [52]
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7.3.  Silové pole AMBER

AMBER neboli Assisted Molecular Building with Energy Refinement. Jedna se o
model potencialni energie molekularniho systému, jez obsahuje bezpocCet parametra, at’
uz to jsou atomové typy, matematické vzorce pro dané konfigurace nebo celkova
potencialni energie. I pfesto jak moc je toto pole pouzivané zejména na biomolekuly, je
znamo, ze obsahuje nepfesnosti, napiiklad pfiliSnou stabilizaci a-helixt, dale pak
vzdalenosti fosfati v cukrfosfatové patefi. Celkova potencialni energie je souctem
vazebnich a nevazebnich piispévki Eial = Eponded + Enon-bonded., pticemz pro lepsi popis

se pouziva slozitéj§i rovnice, jez uvazuje vice promeénnych — viz rovnice 1. [29] [52] [53]

Rovnice 1. Funkce vnitfnich soufadnic pro silové pole AMBER (pievzato z [54])

[ ()

v k R kZ " atoms
Ewa(f)= 3 Sr=rof+ 37 SO-007+ 7 Fll+cosmb-y] + 3

bonds angles dihedrals i<j

atoms
1 qiqj

dmey 1
i<j 0

7.3.1 Model atomu

U simulaci systému s vicero atomy se pouziva zjednodusSeny model, jez popisuje
atomy jakozto hmotné body s urCitou hmotnosti odpovidajici danému chemickému
prvku. Tomuto bodu je pfifazen parcialni naboj a prislusné Van der Waalsovy parametry,
které aproximuji nekovalentni interakce mezi atomy (viz nize). Pfi zvoleni urcitého
silového pole ma kazdy atom také svij urCity atomovy typ, ktery popisuje hybridizaci a

dalsi parametry. [54]

7.3.2 Vazebné interakce

Energie a kovalentni vazby a jejich chovani je Castokrat zjednodusen¢ popisovano
v . e \ , [ [ kr
tak, ze vazba je pouhou pruzinou s urcitou tuhosti a rovnovaznou délkou < (r —rp)2.

Takovy to model neumoziuje disociaci. Pro tuto moznost by musel byt pouzit tzv.
Morseho potencidl, avSak jeho feSeni je pro vétsinu pripadu pfrili§ zdlouhavé na vypocet.
Uvazovani o vazbé jako o pruziné je dostatecné pro systémy, kdy predpokladame relativni

termodynamickou stabilitu. [54]
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7.3.3 Vazebné a dihedralni uhly
Vazebny uhel popisuje thle mezi dvéma sousednimi vazbami. Potencial je pak

popsan aproximaci % (60— 0)2.

Dihedralni uhel je uhel, jez sviraji dvé roviny dané dvéma trojicemi atomu (viz.
Obr. 16). Je popsan rovnici 2, kde parametr v, popisuje tzv. dihedralni barieru v idealnim
ptipadé tedy energeticky rozdil mezi nevyhodné&jsi a nejméné vyhodnou konformaci

vzhledem k danému uhlu. ¢ udava dihedralni thel, y; dihedralni fazi a n; multiplicitu. [54]

Rovnice 2. Popis potencialni energie dihedralniho thlu (pfevzato z [54])

E(9)= )" {1 +cos(né - )]

1

Obrazek 16. Zobrazeni dihedralniho uhlu ¢ (pfevzato z [54])

>¢;;LI

7.3.4 Elektrostatické interakce
Jsou to interakce mezi bodovymi naboji q; a gj v urcité vzdalenosti r od sebe
navzajem dle Coulombova vztahu i@, kdy €0 popisyje relativni permitivitu vakua,
0

jejiz hodnota se pohybuje kolem jedné, avSak zalezi na prostiedi, v némz simulace
probiha. Pozice bodovych nabojl jsou povétsinou totozné s pozicemi atomt, ale nemusi

tomu tak byt vzdy. [54]
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7.3.5 Van der Waalsovy parametry

Van der Waalsovy parametry popisuji nevazebné interakce mezi atomy. A to
predevsim repulzi, jez je odpudivou slozkou pusobici na velmi malé vzdalenosti
zabranuje piiliSnému pfiblizeni ¢astic, kdy energie stoupa do limitnich hodnot. Je popsana
jako Pauliho repulze. Druhou vyznamnou interakci je pak disperze, jez popisuje
vzajemnou pfitazlivost dvou Castic, pfedevsim pak v ramci dipol-dipdl interakce, dle typu
dipolu je Ize délit do nekolika kategorii, a to na Londonovy disperzni sily, Debeyeovy a
Keesomovy. Interakce mezi atomy v urCité vzdalenosti je Casto aproximovana dle
Lennard-Jonesova potencialu (viz. Obr 17.). Interakce lze popsat dle rovnice 3. v niz

vystupuji dva Cleny: repulzni Clen (viz. Rovnice 4) a disperzni (viz. Rovnice 5). [29] [54]

Rovnice 3. Lennard-Jonestv potencial (pfevzato z [54])

Rovnice 4. Repulzni ¢leny Lennard-Jonesova potencialu (pfevzato z [54])
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Rovnice 5. Disperzni ¢len Lennard-Jonesova potencialu (pfevzato [54])
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Obrazek 17. Grafické vyjadreni Lennard-Jonesova potencialti (prevzato z [54])
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7.3.6  Explicitni rozpoustédlo

Zkoumany systém molekul se nachazi v boxu, jenz je vyplnén molekulami vody.
Casto pouZivanymi modely jsou napt. TIP3P [55] a SPC/E [56]. Do model@ je mozno
zahrnout i polarizaci v dusledku pisobeni okolnich nabitych ¢i polarnich Castic.
Elektrostatické pole pak indukuje dipdlovy moment, jez je umérny intenzité elektrického
pole. Tim, Ze jsou Castice v kone¢né omezeném prostoru (boxu) (viz. Obr. 18), dochéazi
na okrajich k niz§im poctim interakci nez uvniti boxu. Toto je mozné vyfesit pomoci tzv.
periodickych okrajovych podminek, kdy je simulovany box jen jednou z bunék
periodicky replikovaného systému. Vypocet interakci jednotlivych Castic je nutno
néjakym zplisobem omezit, jelikoz je jich nekonecny pocet. Explicitni interakce tak l1ze
pocitat bud’ jako kratkodosahové, kdy je prispévek interakéniho potencialu zanedbavan
za mezni vzdalenosti (cutoff) ¢i dlouhodosahové u nichz klesa interakcéni potencial s tieti

a mens$i mocninou vzdalenosti. [29] [52]

Obrazek 18. Box vody (pfevzato z [29])
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PRAKTICKA CAST

8. CILEPRACE

Cilem mé bakalarské prace bylo prozkoumat konformacni chovani RNA
tetraloopu UUUC v roztoku pomoci molekulové dynamiky. Dale se budu snazit zjistit,
jak dobfe je toto chovani popsano silovym polem AMBER OL3. Vysledky molekulové
dynamickych simulaci budou porovnany s konformaci mRNA v komplexu s histonovym
proteinem ziskaném rentgenovou krystalografii a s dfive publikovanymi NMR

experimenty provedenymi za riznych podminek v roztoku.
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9. METODY

Simulace byly realizovany v silovém poli OL3 [57] v explicitnim rozpoustédle
s modelem vody SPC/E [56] a periodickymi okrajovymi podminkami s Ewaldovou
sumaci pro elektrostatické interakce. Byly dodany ionty K* a CI" [58] [59] k neutralizaci
naboje patefe a k dosazeni koncentrace KCI 0,15 M.

Cutoff pro nevazebné interakce pak byl 9 A. Molekuly se upravovaly pomoci
programu LEAP z programového balicku AMBER 18 [60]. Simulace byly provadény
programem pmemd programového baliku AMBER 18 za izobaricko-izotermickych
podminek (NPT). Teplota byla nastavena na 300 K (22 °C) a fizena Langevinovym
termostatem a tlak na 1 Atm (101,325 kPa) s regulaci Monte Carlo barostatem. Simulace
byla provadéna s ¢asovym krokem 4 fs technikou hydrogen mass repartitioning [61] [62]
pro Casovy usek Sus a soufadnice se ukladaly po kazdych 10 ps.

Vstupni soubory pouzité v této praci byly prevzaty z PDB databaze, kde ma kazda
struktura své ¢tyfmistné koddové oznaceni, diky kterému je mozné ji nalézt na [63]. Pro
simulaci byly vybrany struktury s kodem 4QOZ, 1KKS a 1JU7. 4QOZ byl ptvodné
meéten v krystalu zatim co 1KKS a 1JU7 v roztoku pomoci NMR. K simulovanym
sktrukturam byl pfidan urcity poCet iontl, aby se zajistila neutralizace fosfatovych skupin
a dosazeni fyziologické koncentrace iontii nebo experimentalnich podminek. Pro 4Q0Z
to bylo 20 K* a 7 CI" tak, aby vysledna koncentrace roztoku dosahla 0,15 M KCI. Dale
k 1KKS bylo pridano 11 Na* (odpovida experimentalnim podminkam) a u 1JU7 se
pfidalo 17 K*a 2 CI

Simulace byly vyhodnoceny programem cpptraj programového baliku AMBER
18 [60]. Vizualizace byla provadéna pomoci programu VMD [64] a PYMOL [65]. Grafy
byly vytvofeny programem gnuplot [66].
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10. VYSLEDKY A DISKUZE

10.1. MBD simulace métené veliCiny

MD simulace byly provadény s rizné€ dlouhymi fetézci, dle vychozich PDB
struktur. Pro vyhodnoceni a jednotliva srovnani vS§ech molekul bylo vybrano 8 rezidui
z oblasti smycky (viz. Obr. 19). Protoze Cislovani reziduji se v jednotlivych strukturach
lisilo, bylo pro potieby této prace zavedeno jednotné Cislovani (viz Obr. 19), které je v

Tabulce 1 uvedeno v porovnani s pavodnim ¢islovanim jednotlivych struktur.

Prvni méfenou veli¢inou byla stfedni kvadratickd odchylka (RMSD — root mean
square deviation) atomovych poloh pro kazdy snimek, ktera se pouziva pro posouzeni
stability molekul v simulaci. Popisuje primérnou atomovou vzdalenost k vychozi
struktufe. V dasledku tepelného pohybu se na zacatku simulace zvySuje, avSak méla by
se ustalit, a pokud tomu tak neni, je simulace nestabilni. RMSD je mozno vyuzit pfi
zjistovani konformacnich zmén v molekulach, ma ale své omezeni, a to zejména
pfi urCovani jemnéjSich pohybti u konkrétnich casti molekuly. Divodem je prekryti

takovych signala tepelnym pohybem zbytku molekuly.

Dal$imi méfenymi veliCinami byly vzdalenosti vodikovych atoma (H
vzdalenosti), které vypovidaji o interakcich jednotlivych rezidui ve smycce. Vzdalenosti
jsem méfil jednak mezi samotnymi rezidui smyc¢ky UUUC, ale také mezi rezidui smycky

arezidui v ramci stemu.

Prvotni vyCet H vzdalenosti byl ziskan z 1JU7 NMR NOE restraini. Ze 103
naméfenych H vzdalenosti se nakonec vybér zazil jen na 12 charakteristickych H
vzdalenosti. Pro kazdé reziduum ze smycky UUUC byly zvoleny 3 samostatné
vzdalenosti (viz. Obr. 20 a Tabulka 2). Dvé z nich vypovidaji o urcité geometrii samotné
baze ¢i cukrfosfatové patefe vici ostatnim nukleotidim. Tteti z méfenych vzdalenosti
pak hovoti o syn/anti konformaci glykosidické vazby baze na ribézu. Piehled vzdalenosti

z vychozich struktur 1 z MD simulaci je uveden v Tabulce 2.
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Obrazek 19. Zobrazeni Cislovani tetraloopu UUUC spolecné s kanonickym parem U=A,

a parem N-1 — N6 (v tomto pridé C-1=G6); geometrie 1KKS PDB.

Ul

Tabulka 1. Pojmenovani rezidui v PDB souborech, MD simulacich a této praci

Cislovini v této prici [4QOZ [PDB]| 4QOZ [simulace] | 1KKS [PDB] | 1KKS [simulace] | 1JU7 [PDB] | 1JU7 [simulace] | 1JU7 [NMR NOE]
N-1 C10 C4 C9 C3 C5 C5 C12
uo Ull Us u10 U4 uo6 U6 u13
Ul Ul2 U6 Ull Us u7 u7 Ul4
U2 Ul13 u7 Ul2 uo6 U8 U8 Uls
U3 Ul14 U Ul13 u7 U9 U9 Ule6
C4 C15 C9 Cl4 C8 C10 C10 C17
A5 Al6 Al0 AlS5 A9 All All Al8
N6 G17 Gl1 Gl6 G10 G12 G12 G19
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Obrazek 20. Zobrazeni méfenych H vzdalenosti pro U1, U2, U3 a C4 (pfevzato z 1KKS
PDB 1 snimek). Barvy — tmavé modra, oranzova, zluta jsou pro jednotlivé vzdalenosti

popsany v Tabulce 2 druhém sloupci H vzdalenosti pouzité v BP.

H1'

C4
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10.2.  Vychozi struktury
10.2.1 4Q0Z

40QZ je histonova mRNA z Homo sapiens, ktera interaguje s proteinem 3'-
5’exoribonukle4dzou 1 (viz. Obr. 21). Jak 1ze vidét na Obr. 22 dochazi zde k interakci mezi
zlabkovym U2 a fenylalaninem spolecné s tyrosinem. Dale pak u C4 je mozno vidét stack
s histidinem a U1 a U3 elektrostaticky interaguji s tyrosinem. Tato molekula byla méfena

pomoci X-RAY difrakce s rozlisenim 2,30 A.

Obrazek 21. Zobrazuje postaveni histonové mRNA 4QOZ (Cervena) vuci proteinu

(zeleno-modra) v krystalu. Cerny kruh oznaduje umisténi tetraloopu UUUC.

Obrazek 22. Blizsi zobrazeni UUUC z Obr. 21 a barevné vyznacené aminokyseliny

interagujici s rezidui (oranzova — fenylalanin, rizova — tyrosin, tyrkysova — histidin)




10.2.2 1JU7

Tato struktura byla méfena pomoci NMR v roztoku, a to pro viroid PSTVd. PDB
soubor obsahoval 10 struktur, pfiCemz byla vybrana prvni z nich. Zde jsou stackové
interakce mezi Ul a UO dale stackové interakce mezi Ul a U2 a v neposledni fadé mezi

U3 a AS5. C4 je casteCné volny v roztoku.
10.2.3 1KKS

Struktura 1KKS byla méfena pomoci NMR v roztoku pro cast sekvence viroidu
PSTVd. Struktura této molekuly je zobrazena nize na Obr. 23. Je to prvni geometrie z 15,
které PDB soubor obsahoval. Je mozno pozorovat stack U3 na AS a ¢astecné Ul na U3.

U2 je ve zlabku. C4 je uvolnény do roztoku.

Obrazek 23. Zobrazeni ptivodnich RNA fetézcti z PDB: 4Q0Z — Zluta stuha, 1KKS —
tyrkysova stuha (pouzita prvni geometrie), 1JU7 — Cervend stuha (pouzita prvni

geometrie) se v§emi rezidui A — zluty, U — Cerveny, G — zeleny, C — modry.

4Q0Z 1KKS

1Ju7




I ptes mensi odlisnosti se 4Q0Z a 1KKS se sobé podobaji, a to i presto, ze 1KKS
byl méten v roztoku zatim co 4QOZ v krystalu spolené s proteinem. Nejvétsi rozdil je
mezi U2 a C4, kdy jsou U2 vici sobé ve zlabku posunuté, piicemz v 1KKS vice zapada
do zlabku a ma vice interakci v ostatnimi rezidui. 1JU7 se pak od 4Q0OZ a 1KKS lisi, a
to vazné hlavné v postaveni U2 a C4. U2 neni ve zlabku, ale na opacné stran¢. C4 u

4QO0Z je na pomezi mezi strukturou 1KKS a 1JU7 (viz. Obr. 24)

Obrazek 24. Piekryv 8 rezidui (viz. Tabulka 1.) z PDB struktur uvedenych v Obr. 23
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10.3. Konformac¢ni chovani v MD simulacich

Molekuly byly simulovany po dobu 5 ps a 1JU7 dodatecné jesté po dobu 10 ps.
Trajektorie byla zobrazena po 10ps. Grafy 3-17 pak popisuji budto Cetnost dané H
vzdalenosti nebo jeji vzdalenost na ase v A. Tyto grafy zobrazuji kazdy 500 snimek (1
ns) z potizenych 500 000. U RMSD je zobrazen kazdy 500 snimek (1 ns). V tomto
casovém useku dochézelo, ke zméné polohy cukrfosfatové patete a také ke zméné polohy
jednotlivych rezidui vici sobé navzajem. Co se tyCe kanonickych pard A=U a C=G ty
zustali zachovany. Nejmarkantnéj§i rozdily, pak byly ocekavatelné pozorovany

v teraloopu UUUC.

Pro vizualiza¢ni ucely byly v praci vybrany tfi geometrie RNA ziskané z MD (viz.
Obr. 25,26 a 27). Pti jejich vybéru se dbalo na hodnoty Cetnosti vzdalenosti zobrazenych
v Grafech 3-17 a na zakladé téchto hodnot se pak vybrala vhodna reprezentativni
struktura z celkové trajektorie a to 2346 ns pro 4Q0Z, 2158 ns u 1KKS a 2011 ns pro
1JU7. 1 presto, ze simulace 1JU7 byla prodlouzena na 10 ps, vSechny hodnoty H
vzdalenosti byly vyhodnoceny pouze pro trajektorii o délce 5 ps. Z této kratké trajektorie
byla vybrana i reprezentativni molekula z Obr. 26, a to predevsim kvali vysoké mife

nestability dlouhé simulace 1JU7.
10.3.1 RMSD

Z Graft 1, je mozné vypozorovat, ze u vSech molekul doslo k posunu oproti
vychozim strukturam. Déle je mozné zjistit, ze u 4QOZ doslo k pomémé velké odchylce,
avSak béhem simulace si udrzovala stabilni geometrii. Oproti tomu 1KKS vykazuje vétsi
miru nestability a hledani vhodné geometrie. RMSD 1JU7 — kratka popisuje stav, kdy si
tato struktura nasla velmi stabilni geometrii, a to pomémeé podobou té vychozi, avSak
v pozdé&jSim Case se zaCala jeji geometrie vyrazné€ menit. Proto byla simulace prodlouzena
o dalsich 5 us, jelikoz byla ocekavana zména konformace na strukturu podobou 4Q0Z a
IKKS. To se vSak ani béhem dlouhé simulace nepotvrdilo a struktura 1JU7 pfechazela

mezi nékolika stavy, které ovSem nebyly dostatecné stabilni.

Z Graft 2 je mozno odvodit, ze 4Q0OZ v loopu UUUC je v ramci simulace blizsi

struktuie 1KKS nez 1JU7.
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Grafy 1. RMSD v zavilosti na Case [ns] pro vS§echny atomy pro srovnani 4Q0Z, 1KKS a
1JU7 v PDB a MD.

4Q0Z 1KKS

RMSD [A]

RMSD [A]

" s L L s |
0 1000 2000 3000 4000 5000 Bl . L L 1
0 1000 2000 3000 A000

&as |ns| g 3090
¢as [ns]
1JU7 — kratka 1JU7 — dlouha
Tz T T

&
L&} T T T T T T T T

RMSD [A]

W‘

RMSD [A]

1

L L L | L L
7] 1000 2000 3000 4000 S000 5000

¢as [ns] &as [ns]

Grafy 2. RMSD v zavilosti na ¢ase [ns] pro rezidua UUUUCA v simulaci vychazejici ze
struktury 4QOZ méteno vzhledem k 1KKS (¢erna) a 1JU7 (Cervena).
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10.3.2 Obecny popis chovani UUUC v riznych simulacich

Z pozorovanych vysledki 1ze usuzovat, Ze interakce mezi U0 a Ul jsou pomérné
stabilni a vytvareji stack, kdy je Ul nad UO. Déle dochazi k interakci U3 a A5, které jsou
téz stackovany nad sebou. Nejvétsi rozdily mezi jednotlivymi simulacemi jsou
pozorovany u U2 a C4. U2 se pohybuje bud'to ve zlabku, ktery vytvaii samotny retézec,

a predevsim pak baze Ul a U3, ¢i je na opacné strané stackovano s ostatnimi bazemi.

U C4 dochéazi k nejvétsimu pohybu ve vsSech simulacich. Oproti ostatnim
reziduim, které prevazené maji n¢jakou interakci s okolnimi rezidui, se C4 nachazi mimo
a voln¢ se pohybuje v roztoku. Jedina interakce jiz je mozno pozorovat je s fosfaty
predeslého rezidua. I presto, ze ma velké pole pohybu, je prekvapivé, ze si vybira jen
urcité polohy. A to bud pobliz AS, kde se vméstnava mezi AS a U3 (pravdépodobneé

dochazi k elektrostatickym interakcim), ¢i je pfimo proti AS volna v roztoku.
10.3.3 4Q0Z

Pro simulaci 4QOZ byl nejprve vybran fetézec s 8 rezidui, avSak pfi simulaci
doslo k preruseni vodikovych mustki mezi kanonickymi pary C=G a U=A, nalez se cela
struktura rozpadla a jiz se ji nepodafilo znovu stabilizovat do podobného stavu jako byl
ten vychozi. Proto byl pro druhou simulaci zvolen fetézec o 14 reziduich s 5 kanonickymi
pary. Ten jiz byl v simulaci stabilni, a tak bylo mozné studovat zménu konformace

smycky v roztoku.

Z pozorovani vyplynulo, ze hned ze zacatku simulace doslo ke zméné konformace
bazi i cukrfosfatové patefe (viz. Grafy 3-6) a to predevsim z toho duvodu, ze ptivodni
struktura byla zdeformovana interakcemi s aminokyselinami proteinu. Zména struktury
je patrna i z Grafi 1, kde dojde k rychlému naristu RMSD v prvnich nékolika ns
simulace. Parovani patefe 4Q0OZ v simulovaném roztoku zistalo zachovano, dochazelo
vSak k znaénym pohybum celé struktury, jez by vysvétlovaly hodnoty RMSD v Obrazku
25.

Paklize se zaméfime na tetraloop UUUC, je zde mozno pozorovat nékolik riznych

interakci mezi atomy vodiku, které byly naméreny v NMR experimentu:

Ul: Dle vzdalenosti UO(H3")...U1(H6) dochazi vzhledem k vychozi struktufe ke
zkraceni vzdalenosti mezi reziduem U1 a ribozou UO, 1 kdyz je mozno pozorovat vykyvy.

Priimérné se hodnota ustalila na 4,5 A (viz. Grafy 3). Vzdalenost U1(H2")...U3(H6), pak
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popisyje stav vzdalenosti Ul ku U3 a jak lze vidét na grafickém zobrazeni z Obr. 25
dochazi zde k interakci mezi t€mito rezidui. Kdy se Ul tzv. vrstvi (stackuje) na U3, ¢imz
vytvaii stabilngjsi strukturu. Nasledné lze vidét z Graf 7, ze se béhem simulace vyrazné

neméni vzdalenost vodikl vici sob€, z Cehoz 1ze vyvodit, ze Ul zistava v poloze anti.

U2: Ze vzdalenosti U1(H4")...U2(H6), je mozné zjistit jakym zpusobem je
usporadan U2 v tetraloopu. Z Obr. 25, je vidét, Zze reziduum je ve zlabku na proté;si strané
nez vSechny ostatni rezidua. B€hem simulace dochazi ke zméné vzdalenosti a posunu
vuci Ul, které je ve své poloze relativn€ stabilni, avSak stale se drzi interakcemi s fosfaty
Ul a U3 ve zlabku. Toto potvrzuje i vzdalenost U2(H2")...U3(H6), kde se poloha U2
prakticky neméni (viz. Grafy 4). Struktura 4QOZ i jeji MD simulace je tedy pro reziduum
U2 ve shod¢ s NMR experimentem 1JU7. Z Grafti 7 je vidét, Ze se béhem simulace
vyrazné neméni vzdalenost vodikt vici sobé z Cehoz, 1ze vyvodit, ze U2 zGstava v poloze

anti.

U3: Interakce U3 s U2 a A5 (viz. Grafy 5) vypovidaji o tom, ze se U3 drzi
v energeticky vyhodné poloze, kdy se stabilizuje moci stackové interakce na AS. Toto
usporadani, lze oznalit za neménné. V pribéhu simulace se také nékolikrat realizuje
interakce mezi U3 a Ul, ktera stabilizuje motiv podobny NMR struktuie 1JU7. Tato
interakce neni pfitomna v krystalu 4QOZ, protoze je v ném mezi rezidua Ul a U3

interkalovan tyrosin. Anti poloha zustava zachovana viz. Grafy 7.

C4: Z Obr. 25, 1ze pozorovat, ze C4 je odvazan od rezidui U3 a AS a piiblizné
koparalelni s nimi. Toto postaveni je ale siln¢ variabilni, jak je mozno vidét z Grafl 6. Po

celou dobu simulace zistava C4 exponovan do roztoku. Drzi se v anti poloze viz. Grafy

7.

Celkové se da fici, ze MD simulace vychazejici ze struktury 4QOZ je blize NMR

struktuie 1KKS, hlavné umisténim uracilu U2 ve zlabku.
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Grafy 3. Pro Ul, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referenc¢ni hodnotou z 1JU7

MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 4. Pro U2, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referen¢ni hodnotou z 1JU7

MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 5. Pro U3, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referenc¢ni hodnotou z 1JU7

MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 6. Pro C4, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referencni hodnotou z 1JU7

MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 7. Zobrazeni syn/anti H vzdalenosti a Cetnosti téchto vzdalenosti pro rezidua

UUUC (viz. Tabulka 1) a zobrazena referencni hodnota z 1JU7 MNR NOE.
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Obrazek 25. Zobrazeni struktury 4Q0Z z MD ze 2346 ns, jakozto reprezentativni

konformace.
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10.3.4 1JU7

U simulace fetézce 1JU7 byl pouzit fetézec o délce 16 rezidui, tedy cely pavodni

fetézec z PDB. 12 z téchto 16 rezidui tvofilo 6 kanonickych part.

V této MD simulaci také doSlo ke zméné konformace oproti vychozi geometrii,
avSak posun nebyl tak markantni jako u ostatnich simulovanych struktur. V ramci RMSD
(viz. Grafy 1), Ize vidét, ze ke konci simulace dochazi k vyraznéjsSimu odchyleni se od
prvotni konstituce. V simulaci bylo pozorovano vychlipeni Ul do roztoku a snaha U2 se
priblizit zlabkové konformaci jako maji 4Q0OZ a 1KKS i pfes tuto snahu se U2 nepodafilo
dosahnout zlabkového usporadani. Simulaci byla proto prodlouzena na 10 ps, ale ani poté

nebylo dosazeno zlabkového usporadani baze U2.

Ul: V pocatecni Casti simulace (viz. niZe) se u tohoto rezidua zachovava stackova
interakce s U0, pfi¢emz méfené vzdalenosti se o néco prodlouzily, jak je vidét z Grafu 8.
Zachovava se 1 stackova interakce s reziduem U2. Méni se ale orientace rezidua Ul
k reziduu U3, a to z pocCatecni koplanarni do kolmé. Dochazi zde i k tomu, ze Ul se
pohybuje vice do roztoku, avSak po chvili se zase vraci a sbaluje se tak, ze vytvari
interakce mezi UO a pravdépodobné i s AS. Podle Grafti 12 zistava Ul v anti poloze.
Celkové si reziduum U2 svoji geometrii vzhledem ke stemu v simulaci struktury 1JU7
spiSe zachovava a zmény vzdalenosti v Grafech 11 je vysledkem zmény polohy nékterych

okolnich rezidui.

U2: Dle Obr. 26. se U2 stackuje na Ul a vytvaii tak zcela odliSnou konformaci
oproti strukturam 1KKS a 4QOZ. V tomto piipadé vytvaii pomérné stabilni stackovou
interakci, i kdyz H vzdalenosti v Grafech 9 se znatelné prodluzuji. I toto reziduum zistava

v poleze anti, viz. Grafy 12.

U3: Hned na zacatku simulace dochazi k poruseni stackové interakce U3 s A5
a nahradé¢ této interakce stackovou interakci s reziduem U2. To je znacny rozdil oproti
vychozi struktufe. Tomu odpovidaji 1 zmény vzdalenosti v Grafech 10. Anti poloha

zustava zachovana, viz. Grafy 12.

C4: Ve vychozi struktufe je C4 exponovanad do roztoku a nemé zadny kontakt
s ostatnimi rezidui. Hned na zacatku simulace ale dojde ke vzniku stackové interakce
s U3, coz se projevuje 1 na zmeéné H vzdalenosti (viz. Grafy 11). To je opét vyznamny

posun od vychozi geometrie. Zustava v anti poloze viz. Grafy 12.
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Celkové lze tedy fici, ze zatim co rezidua Ul a U2 méni v MD simulaci svoji
geometrii jen malo, u zbylych dvou rezidui se jejich usporadani zmeéni vyrazng, a to hned
v prvni nanosekuné simulace. To miize znamenat, ze struktura 1JU7 vykazuje vyrazné
pnuti. To maze byt bud’ dasledkem nespravné popsanych simula¢nich podminek (od
struktury 1KKS se lisi hlavné koncentraci a typem kationtii a pH, avSak tyto odlisnosti
jsou velmi malé), nebo tim, zZe byla NMR data nespravné strukturné interpretovana. Mé

simulace ale nemohou tuto otazku jednoznacné odpovedét.
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Grafy 8. Pro Ul, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referenc¢ni hodnotou z 1JU7

MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 9. Pro U2, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referencni hodnotou z 1JU7

MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 10. Pro U3, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referenc¢ni hodnotou z 1JU7

MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 11. Pro C4, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referenc¢ni hodnotou z 1JU7

MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 12. Zobrazeni syn/anti H vzdalenosti a Cetnosti téchto vzdalenosti pro rezidua

UUUC (viz. Tabulka 1) a zobrazena referencni hodnota z 1JU7 MNR NOE.
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Obrazek 26. Zobrazeni struktury 1JU7 zMD ze 2011 ns, jakozto reprezentativni

konformace.
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10.3.5 1KKS

Simulace 1KKS byla provadéna s fetézem o poctu 12 rezidui, kde tvotilo 8 bazi 4

kanonické pary, které v simulaci stabilizovaly celou molekulu.

I zde prakticky okamzité po zaCatku simulace doslo ke zméné konformace, 1 kdyz
pomérné nepatrné, avSak béhem simulace dochazelo na Cas i k vétSim posuniim, jak

prezentuje RMSD viz. Grafy 1.

Ul: U tohoto rezidua ziistavaji ob€ nameétené H vzdalenosti delsi, nez ve struktufe
1JU7. Avsak i presto se jeho poloha vici U3 vyrazné neméni a stale dochazi ke stackové
interakci (viz. Grafy 13). Tato interakce udrzuje Ul na svém misté¢. Béhem simulace
dochazelo i k uvolnéni rezidua do roztoku, avsak po vétSinu Casu zastalo nastackované
a tim vytvarelo vétsi stabilitu dané konformace. Anti poloha zustava zachovana i kdyz u
tohoto rezidua dochazi k nejvétsim zménam co se tyce syn/anti polohy jak vidno z Grafy

17.

U2: Ze vzdalenosti U1(H4")...U2(H6) je vidno, Ze dochazi ke znacnym posuntim
rezidua U2 ve zlabku (viz. Grafy 14). I pfes tyto vyrazné posuny, kdy lze usuzovat, ze se
U2 snazi najit co nejvhodnéjsi polohu, zistava zaklinéno ve zlabku, v némz se stabilizuje
pomoci interakci s U0 a AS. Zajimavé je, ze vzdalenost U2(H2’)...U3(H6) je v lepsi
shodé s 1JU7 experimentem, nez simulace 1JU7 struktury. Struktura 1KKS tedy zde
muze byt lepsi interpretaci experimentu, nez struktura 1JU7. Dle Graft 17, lze vidét, ze

i toto reziduum zistava v poloze anti.

U3: Podobné jako 4QO0OZ i1 zde se U3 stackuje s AS a U2 (viz. Obr. 26). Jeho
poloha zistava prakticky celou simulace nezménéna (viz. Grafy 15). Proto, 1ze usuzovat
to usporadani za velmi stabilni. Stejné jako u U2, 1 zde jsou namétené vzdalenosti v lepsi
shodé s 1JU7 experimentem, nez u simulace 1JU7 a mohou tedy byt lepsi interpretai 1JU7

experimentalnich dat. Anti poloha zistava zachovana viz. Grafy 17.

C4: Ze vzdalenosti U3(H4")...C4(H6) a C4(H6)...A5(H8) (viz. Grafy 16) je
mozno vycist, ze C4, neni stabilni ve své vychozi konformaci a neustale se pohybuje vici
vSem ostatnim reziduim. Avsak i pfes tento pohyb si vybira jako nejstabilnéjsi polohu

exponovanou do roztoku. I v tomto pfipadé zustava v poloze anti viz. Grafy 17.
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Celkové se da fici, ze MD simulace vychazejici se struktury 1KKS spliuje
restrainy naméfené pro rezidua U2 a U3 ve struktute 1JU7 Iépe, neZ struktura 1JU7. Pro

ostatni rezidua jsou rozdily srovnatelné.
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Grafy 13. Pro Ul, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referen¢ni hodnotou z 1JU7

MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 14. Pro U2, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referen¢ni hodnotou z 1JU7
MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 15. Pro U3, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referen¢ni hodnotou z 1JU7

MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 16. Pro C4, histogram H vzdalenosti se zobrazenou referen¢ni hodnotou z 1JU7

MNR NOE (vlevo) a délka H vazby v prabéhu simulace (vpravo).
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Grafy 17. Zobrazeni syn/anti H vzdalenosti a Cetnosti téchto vzdalenosti pro rezidua

UUUC (viz. Tabulka 1) a zobrazena referen¢ni hodnota z 1JU7 MNR NOE.
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Obrazek 27. Zobrazeni struktury 1KKS zMD ze 2158 ns, jakozto reprezentativni

konformace.
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10.4. Porovnani
10.4.1 4Q0Z

U této molekuly nedoslo, dle Obr. 28 a Tabulky 3 k vyraznéjsim zménam
v poloze danych rezidui. I presto 1ze néjaké nalézt. Nejvétsi zmeénou je postaveni U2,
ktery se v prumérném (oranzovém) zobrazeni posunul vice do zlabku, ve kterém se vice
uchytil pomoci interakci s UO zatim co od AS se vzdalil. Dale je mozné si v§imnout
posunu C4 oproti pivodnimu stavu, a to polohy, kde je jesté ve vétsSim tupém thlu oproti
postaveni AS. Také je pozorovatelny silng€jsi stack mezi U1 a U3, kdy se U1 vice zapojilo,
co mezibazickych interakci, zatimco v pivodni struktufe byl U1 mnohem vic vychlipeny
do prostoru. V neposledni fadé se posunula cukrfosfatova patet mezi UO a U3, coz lze
vysvétlit tak, ze patef zaujala vyhodnéjsi postaveni tak, aby se U1 a U2 mohly Iépe zapojit
do vzajemnych interakci s UO a U3. VSechny tyto zmény lze vysvétlit tim, Ze ve struktute
4QO0Z byla zminovana rezidua v kontaktu s blizkymi aminokyselinami, kdezto po jejich

odstranéni musela v MD simulaci hledat nova, energeticky vyhodnéjsi, umisténi.
104.2 1JU7

Ze zacatku MD simulace nejsou rozdily od vychozi struktury 1JU7 piili§ velké,
kromé& vzdalenosti U3(H6)...A5(H2). Tento markantni posun z 5 na 9,4 A je mozné
vysvétli tak, ze U3 zaujal jinou polohu vuci AS5. V piivodni struktufe se U3 stackoval na
A5 zatim co v simulaci se pootocil kolem své vlastni osy tak, ze zacal vice interagovat
s nové pristupnym C4. Z tohoto divodu se H6 ocitl smérem vné smycky, a tudiz skoro
zdvojnasobil svou interakéni vzdalenost s H2 rezidua AS. C4 se posunul tak, ze zacal
interagovat s U3 a A5, ¢imz stabilizoval svou pozici, a to az do té doby, nez se simulace
zaCala priblizovat struktufe 1KKS. Doslo i k mirnému posunu U1l a U2, ale zd4 se, ze to
nijak zvlast neovlivnilo postaveni dalSich bazi, krom zmeény postaveni cukrfosfatové

patere, ktera se timto exponuje vice do roztoku.
10.4.3 1KKS

Zde doslo k mirnému posunu Ul a U3, a to v takovém sméru, ze ve strukture
z MD tato dvojice posunula vice mimo centrum ostatnich bazi, predevs§im pak Ul. Je
mozné odhadovat, ze U3 se dostal do takové pozice aby, mohl interagovat i s UO pro vétsi
stabilizaci. Nasledujici zmeénou je téz poloha C4. Tento uracil zménil svou polohu témér

0 90°. Mohlo by také dochazet k interakci s fosfatovymi zbytky z predeslého rezidua.
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10.4.4 Rozdily u reprezentativnich struktur

Obr. 29 a Tabulka 2, 3 ukazuji rozdily mezi simulovanymi molekulami 4QOZ,
IKKS a 1JU7 (srovnani reprezentativnich struktur, viz vyse). Je mozné pozorovat mirné
rozdily mezi 4Q0OZ a 1KKS, predevs§im pak u posunu U2 a C4. Toto 1ze vysvétlit pomoci
zmeény geometrie cukrfosfatové patefe, ktera se mirné pootocila. Oproti tomu 1JU7
zaujima zcela jiné usporadani v prostoru, kdy se cukrfosfatova patet tolik nedeformuje a
vytvaii méné deformovanou smycku. To se podepisuje i na postaveni bazi. Tedy ze U2
nezaujima polohu ve zlabku, ale naopak je pfesné€ na druhé strané a interaguje s pomoci
stacku s Ul. U 4Q0Z a 1KKS stejné misto jako Ul v 1JU7 zaujima U2. Také U3 a C4

jsou vyrazn€ posunuty, a to smeérem dovnitt smycky.

Obrazek 28. Srovnani 8 rezidui ve sktrukturach 4Q0OZ PDB - Zluta s 4Q0OZ MD -
oranzova, dale 1KKS PDB - tyrkysova s 1IKKS MD - fialova a 1JU7 PDB - Cervena
s 1JU7 MD - zelena
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Obrazek 29. Prekryv 8 rezidui (viz. Tabulka 1.) z MD a to 4QOZ — oranzova, 1KKS —

fialova, 1JU7 — zelena
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Tabulka 2. Popis H vzdalenosti a jejich naméfené hodnoty pro struktury 4Q0Z, 1KKS a 1JU7 (U PDB jsou zobrazeny
vzdalenosti z prvniho snimku u MD jsou zobrazeny vzdalenosti s nejvyssi Cetnosti). Barva fadkt odpovida barvé H

vzdalenosti znacenych v Obr. 20

H vzdalenosti [A]
Reziduum | H vzdalenosti pouzité v BP 4Q0Z - PDB 1KKS - PDB 1KKS - MD 1JU7 - PDB 1JU7 - NMR NOE
UOH3")...UL(H6)
Ul U1(H2")...U3(H6) 3 6,4 5,8 6,3 43 5,6 3,9
syn/anti Ul U1(H1")...UL(H6) 3,7 3,8 3,7 3,8 35 3,7 3,9

Ul(H4')...U2(H6) ) 3 )
U2 U2(H2')...U3(H6) 4,1 4 32 3,9 5,2 5,5 39

syn/anti U2 U2(H6)...U2(H1") 3,7 3.8 3,7 3,8 3,6 3.8 34

U2(HI")...U3(H6) )
U3 U3(H6)...A5(H2) 39 4,1 33 4 5 9.4 39
syn/anti U3 U3(H1')...U3(H6) 3,7 3.8 3,7 3,8 3,6 3.8 3.9

U3(H4')...C4(H6) b 5 )
C4 C4(H6)...A5(H8) 6,1 6,6 4 6,6 5,1 5,7 39
syn/anti C4 C4(H1'")...C4(H6) 3,6 3.8 3,7 3,8 3,6 3.8 34




H vzdilenost [A]

Tabulka 3. Zobrazeni hodnot H vzdalenosti pro vSech 12 zvolenych vzdalenosti. Pro

PDB soubory byly méfeny vzdalenosti v prvni deponované struktuie, u MD ve struktufe

s nejvyssi Cetnosti vzdalenosti z grafii 3-17
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ZAVER

Ribonukleova kyselina je jednou ze zakladnich biochemickych molekul, ze které
jsou slozeni 1 subviralni agenti — Viroidy. Viroidy by mohly byt jedny z prvnich ,,zivych*
molekul na Zemi a pfedchtidci komplexnéjsiho Zivota. Jednou z moznosti studia struktury
RNA je molekulova dynamika. Tato vypocetni technika miZze popsat mnoho
nejriznéjSich parametri zkoumaného systému. Podle pouzitého silového pole se
jednotlivé vysledky mohou lisit. V této praci bylo pro studium ¢asti struktury viroida

vyuzito silové pole OL3 s explicitnim rozpoustédlem a modelem vody SPC/E.

V této praci byly pomoci dynamickych simulaci zkoumany tfi molekuly RNA.
Vsechny byly simulovany po dobu Sus a bylo u nich zkoumano chovani v roztoku
a zmena konformace. Predev§im se tato prace zaméfila na zménu polohy jednotlivych
rezidui v tetraloopu UUUC, a to za pomoci H vzdalenosti mezi vodiky jednotlivych bazi
a jejich ribdz a také vizualnim porovnanim simulovanych struktur s témi, z nichz MD

simulace vychazely.

Vstupni struktura 4QOZ ve vychozim komplexu interagovala s proteinem. Proto
byl vysloven ptfedpoklad, ze pfi odstranéni tohoto proteinu a nasledné simulaci v roztoku
0,15 M KCI dojde k vyrazné zméneé konformace. Tento predpoklad se vSak nesplnil
a smycka UUUC zdastala velmi podobna vychozimu stavu. Dale byla simulovana
struktura 1KKS v roztoku Na* iontt. I v tomto piipadé zustaly jednotlivé baze smycky
v podobnych polohach jako ve vychozi struktufe. Obé molekuly RNA, 4Q0Z i 1KKS,
v simulovaném roztoku zaujaly velmi podobné konformace, kdy se U1l a U3 stackuji na
predesla a nasledujici rezidua UO a AS, zatimco U2 nachazi stabilni pozici ve zlabku

a C4 se volné pohybuje v roztoku mimo smycku.

Treti simulovana struktura 1JU7 byla jedina, pro kterou byla dostupna NMR data
(restrainy), avSak tyto hodnoty se znacné liSily od hodnot vzdalenosti v PDB souboru
struktury 1JU7, a také od vysledkt simulace. 1JU7 byla simulovana v roztoku 0,15 M
KCl. Na zacatku simulace se dle RMSD konformace 1JU7 jen malo vzdalila od
vychoziho stavu. Rezidua UUUC v této molekule vytvaii interakce mezi sebou a to tak,
ze Ul je nastackovany na UO a dale se na Ul stackuje na U2. Baze U3 a C4 vykazuji

interakce mezi sebou, navzajem a také interakci s A5, coz je pravdépodobné divod, pro¢
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tvoti tuto stabilni konformaci. I pfesto, ze po vétSinu casu simulace se 1JU7 drzelo svého
vychoziho stavu, doslo mezi 4 a 5 us k tomu, ze se U2 zacal uvolfiovat z interakci
s ostatnimi bazemi a pravdépodobné se pokousel najit si novou stabilni pozici, ve které
by se pfiblizil strukturam 1KKS a 4QOZ. K tomu vsak nedoslo ani po prodlouzeni doby
simulace na dvojnasobek. I kdyz by se konformace sktruktury 1JU7 mohla s del§im ¢asem

simulace vice ptiblizit strukturam 4QOZ a 1KKS, nelze to konstatovat s jistotou.

Vysledkem této prace je zjisténi, ze smyCka UUUC v roztoku nabyva dvou
hlavnich moznych konformaci, pfi¢emz je pravdépodobné, ze usporadani ve strukturach
4Q0Z a 1KKS je vyhodngjsi, minimalné pak pro protein 3'hExo, ktery byl v pivodni
krystalové struktufe 4Q0Z, a to i presto, ze RMSD 1JU7 vykazuje po 2/3 simulace
hodnoty okolo 2 A, zatimco 4Q0Z a 1KKS nabyvaji hodnot podstatné vyssich (3-4 A), a
predevsim pak 1KKS vykazuje pomérné silnou kolisavost. Dale je zajimavé, ze vysledky
MD simulace 1KKS maji vétsi shodu se vzdalenostmi naméfenymi pro NMR strukturu
1JU7 nez samotna simulace 1JU7. To by mohlo, spole¢né s vyse popsanou tendenci
struktury 1JU7 meénit konformaci smérem ke struktufe 1KKS, naznaCovat, ze NMR
struktura 1JU7 nebyla autory spravné strukturné interpretovana a struktura 1KKS je

lepS§im modelem pro tetraloop UUUC v roztoku.

Protein 3'hExo tedy interaguje s danou smyckou UUUC v jen malo zménéné
geometrii a specifita interakce je proto ur€ena hlavné konformaci smycky UUUC v jeji
rovnovazné geometrii. Na hlub§i prozkoumani tohoto fenoménu =z hlediska
termodynamiky interakce vSak prozatim neméame dostatek dat, a proto by byl potfeba
dalsi vyzkum. Tato prace by mohla poskytnout vétsi vhled do chovani UUUC tetraloopu
v roztoku, coz by mohlo byt prospésné ve zkoumani viroidni RNA a jinych RNA fetézct

obsahujicich tento charakteristicky strukturni motiv.
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SUMMARY

Ribonucleic acid is one of the basic biochemical molecules of which subviral
agents - Viroids - are composed. Viroids could be some of the first "living" molecules on
Earth and the precursors to more complex life. One way to study the structure of RNA is
through molecular dynamics. This computational technique can describe many different
parameters of the system under study. Depending on the force field used, individual
results may vary. In this work, the OL3 force field with explicit solvent and the SPC/E

water model was used to study part of the viroid structure.

In this work, three RNA molecules were investigated using dynamic simulations.
All of them were simulated for Sus and their behavior in solution and conformation
change were investigated. In particular, this work focused on the change in position of
each residue in the UUUC tetraloop, using the H distances between the hydrogens of each
base and their ribose, as well as by visually comparing the simulated structures with those

underlying the MD simulations.

The initial structure of 4QOZ in the starting complex interacted with the protein.
Therefore, it was hypothesized that when this protein was removed and then simulated in
0.15 M KCl solution, a significant conformational change would occur. However, this
assumption was not met and the UUUC loop remained very similar to the initial state.
Next, the structure of 1KKS was simulated in Na+ ion solution. Again, the individual
bases of the loop remained in similar positions as in the initial structure. Both RNA
molecules, 4Q0Z and 1KKS, adopted very similar conformations in the simulated
solution, with U1 and U3 stacking on the upstream and downstream residues UO and A5,
while U2 found a stable position in the groove and C4 moved freely in solution outside

the loop.

The third simulated structure, 1JU7, was the only one for which NMR data
(restraints) were available, but these values differed significantly from the distance values
in the PDB file of structure 1JU7, and also from the simulation results. 1JU7 was
simulated in a 0.15 M KCI solution. At the beginning of the simulation, according to
RMSD, the conformation of 1JU7 was only slightly away from the initial state. The

UUUC residues in this molecule interact with each other in such a way that U1 is stacked
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on top of U0 and further stacks on top of Ul to form U2. Bases U3 and C4 show
interactions with each other, each other and also interact with A5, which is probably why
they form this stable conformation. Even though 1JU7 held on to its initial state for most
of the simulation time, between 4 and 5 ps, U2 started to relax from interactions with the
other bases and probably tried to find a new stable position in which it would approach
the 1KKS and 4QOZ structures. However, this did not happen even after extending the
simulation time to twice as long. Although the conformation of the 1JU7 structure could
become more similar to the 4QOZ and 1KKS structures with longer simulation time, this

cannot be stated with certainty.

As aresult of this work, it is found that the UUUC loop takes on two main possible
conformations in solution, with the 4QOZ and 1KKS structures likely to be the preferred
arrangement, at least for the 3'hExo protein, which was in the original 4QOZ crystal
structure, even though the RMSD of 1JU7 shows values around 2 A after 2/3 of the
simulation, while 4Q0Z and 1KKS take values much higher (3-4 A), and especially
1KKS shows a rather strong fluctuation. Furthermore, it is interesting to note that the MD
results of the 1KKS simulation are in better agreement with the distances measured for
the NMR structure of 1JU7 than the 1JU7 simulation itself. This, together with the above
described tendency of the 1JU7 structure to change conformation towards the 1KKS
structure, could suggest that the NMR structure of 1JU7 was not correctly structurally
interpreted by the authors and the 1KKS structure is a better model for the tetraloop
UUUC in solution.

Thus, the 3'hExo protein interacts with a given UUUC loop in only a slightly
altered geometry, and the specificity of the interaction is therefore mainly determined by
the conformation of the UUUC loop in its equilibrium geometry. However, we do not yet
have enough data to investigate this phenomenon more deeply in terms of the
thermodynamics of the interaction, and therefore further research would be needed. This
work could provide greater insight into the behavior of the UUUC tetraloop in solution,
which could be beneficial in the study of viroid RNA and other RNA chains containing

this characteristic structural motif.
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PRILOHY

Priloha 1.: Forforibdza s atomovymi jmény
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