Univerzita Karlova v Praze
Matematicko-fyzikalni fakulta

DIPLOMOVA PRACE

Tomas Bartek

Molekularné-dynamické simulace komplexii
nukleovych kyselin a enzymu RNase H

FU MFF UK

Vedouci diplomové prace: RNDr. Ivan Barvik, Ph.D.
Studijni program: Biofyzika

2009



Rad bych podékoval vedoucimu své diplomové prace panu RNDr. Ivanu Barvikovi, Ph.D.
za pomoc, kterou mné v pribéhu mé prace mnohokrat poskytnul a za velkou trpélivost
a pochopeni, které pro mé mél. Neméné za jeho odborné vedeni, inspirativni napady a
hlubokou znalost problematiky, z nichz jsem meél moznost cerpat a ucit se. Déle bych rad
podékoval ostatnim pracovniktim Fyzikalniho tstavu MFF UK za ptatelskou atmosféru,
kterou na svém pracovisti vytvareji. Dékuji také své rodiné a mamince, za podporu v
mém pracovnim usili.

Prohlasuji, ze jsem svou diplomovou praci napsal samostatné a vyhradné s pouzitm cito-
vanych pramenti. Souhlasim se zaptijcovanim prace a jejim zvefejnovanim.

V Praze 17.4.2009 Tomés Bartek



Obsah

1 Uvod
1.1 Nukleové kyseliny a jejich role v piirodé . . . . . . . ... ... ... ...
1.1.1 Chemicka struktura nukleovych kyselin . . . . . ... .. ... ...
1.1.2 Popis konformaci a geometrie nukleovych kyselin . . . . . .. ...
1.1.3  Genova exprese . . . . . . ..o u i
1.1.4 Replikace DNA . . . . . . . . . . . ..
1.2 Proteiny: struktura a funkce . . . . . . . ... 0oL
1.3 RNase Henzym . . . . . . . . . .. .
1.3.1 Enzymaticka funkce RNasy H . . . . . . ... ... ... ... ...
1.3.2 Lidskd RNasa H - aktivni misto . . . . . ... ... ... ... ...
1.3.3 Lidskd RNasa H - struktura proteinu . . . . . ... ... ... ...
1.4 Antisense technologie . . . . . . . . . . ... ... ...

2 Metody
2.1 Molekularné dynamické simulace . . . . .. .. ... ... .. ... ...
2.1.1 Metoda klasické molekularni dynamiky . . . . . . .. .. ... ...
2.1.2  Numerické feseni pohybovych rovnic . . . . .. .. ... ... ...
2.1.3 Jednotlivé aspekty metody molekuldrni dynamiky . . .. ... ..
2.2  Parametrizace empirickych silovych poli pro MD simulace . . . . . . . . ..
2.2.1 Ptehled empirickych silovych poli pro MD . . . . .. ... ... ..
2.3 Softwarové baliky . . . . . . ..o
231 AMBER . . . . . . .
232 NAMD . . . . .
2.3.3 GAUSSIANO3 . . . . . .
2.3.4 VMD, Chimera a Chemcraft . . . . . . ... ... ... .......
2.3.5 Pomocné skripty . . .. ... oo

3 Vysledky
3.1 Cileprace . . . . . .
3.1.1 Biologicka motivace - antisense oligonukleotidy . . . . . . . . . ...
3.1.2  Molekularné-dynamické simulace komplexti enzymu RNase H a an-
tisense oligonukleotid . . . . . . . . ...

19
19
19
21
24
28
28
31
31
32
32
32
32



OBSAH

3.1.3
3.2 Silova

3.2.1

3.2.2
3.2 MD1
3.3 MD_22
3.4 MD.3
3.5 MD.4
3.6 MD.L5
3.7 MD.6
3.8 MD.7
3.9 MDS
3.10 MD_9
3.11 Zaveér

Appendix A
Appendix B
Appendix C
Appendix D
Appendix E
Appendix F

3

Provedené MD simulace . . . . . .. .. .. ... ... ... ... 35

pole . . . .o 45

Silova pole pouzita pro fosfatové spojky . . . . . .. ..o L. 45

Silové pole pro modifikovanou fosfonatovou spojku . . . . . . . . .. 46

:2x RNase H + (ANxtN)yy /FF2 . 0 0 0000000000000 50
:2x RNase H + (ANxN)yy /JFF3 . . 0 000000000 52
:2x RNase H + (ANaeN)yy /JFF4 . . 0 0000000000 54
:1x RNase H+ (ANxN)yy /JFF4 . . 0 00000000000 57
:1x RNase H + (ANaN)yy JFF3 . . 00000000 59
:1x RNase H + (ANxtN)yy /JFF2 . . 0 00000000000 61
:1x RNase H + (ANxtN)yy /JFF1 . . 0 00000000000 63
:1x RNase H + (dN.xN)g / FF5 /3PC5 . . . . . ... .. ... ... 66
: 1x RNase H + (AN.rN)g / FF5 /3CP5. . . . . . . ... ... ... 69
....................................... 72



Nazev prace: Molekularné-dynamické simulace komplext nukleovych kyselin a enzymu
RNase H

Autor: Toméas Bartek

Katedra (tistav): FU

Vedouci diplomové prace: RNDr. Ivan Barvik, Ph.D.

e-mail vedouciho: ibarvik@karlov.mff.cuni.cz

Abstrakt: Cilem této diplomové prace bylo studium interakci lidské RNasy H s pfiroze-
nym a modifikovanym substratem. Bylo provedeno celkem devét molekularné-dynamickych
simulaci. Pomoci nékolika verzi silového pole AMBER byly testovany konformacni prefe-
rence internukleotidovych spojek s ohledem na intenzivni interakci cukrfosfatové patere
s enzymem. Déle pak dusledky vazby jedné/dvou jednotek enzymu RNase H k duplexu
dua Trp93 a Ser101 v prvnim DNA vazebném misté a Thr49, Argd7 ve druhém vazebném
misté. Pro modifikovanou internukleotidovou spojku byla provedena reparametrizace silo-
vého pole pomoci ab initio vypoctt. Biologicky aktivni varianta modifikované internukle-
otidové spojky C3-03-P-C-O5-C5 optimalné interagovala s residuem Arg47 (dokonce 1épe
nez ve vétsina molekularné-dynamickych simulaci s prirozenou internukleotidovou spoj-
kou). Po celou dobu simulace trvajici 10 ns zde existovaly dvé vodikové vazby poutajici
oba nepatetové kysliky fosfonatové skupiny. Naproti tomu biologicky neaktivni varianta
modifikované internukleotidové spojky C3-O3-P-C-O5-C5 brzy ztratila s residuem Arg47
kontakt.

Klicova slova: molekularni dynamika, simulace, antisense, nukleové kyseliny

Title: MD simulations of complexes between nucleic acids and RNase H

Author: Tomas Bartek

Department: FU MFF UK

Supervisor: RNDr. Ivan Barvik, Ph.D.

Supervisor’s e-mail address: ibarvik@karlov.mff.cuni.cz

Abstract: The aim of this diploma thesis was to study interactions between human RNase
H enzyme and a natural and modified substrate using molecular dynamics simulations
(altogether 9 MD runs were produced). Conformational preferences of internucleotide lin-
kages (undergoing contacts with the RNase H enzyme) were studied using several versions
of the AMBER force field. Either one or two copies of RNase H were included into the
simulated system. As the most important DNA-binding residues were recognized Trp93
and Ser101 in the first DNA binding site and Thr49 and Arg47 in the second DNA bin-
ding site. Further, the AMBER force field was re-parameterized slightly using ab initio
calculations to produce force constants for the modified phosphonate internucleotide lin-
kage. Biologically active version of the modified internucleotide linkage C3-O3-P-C-O5-C5
was able to bind Arg47 using two hydrogen bonds within the 10 ns MD run (even more
efficiently than in the case of MD runs with natural internucleotide linkages). On the
other hand, the biologically inactive C3-O3-C-P-O5-C5 internucleotide linkage lose con-
tacts with Argd7 quickly.

Keywords: molecular dynamics, simulations, antisense, nucleic acids



Kapitola 1

Uvod

1.1 Nukleové kyseliny a jejich role v prirodé

1.1.1 Chemicka struktura nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou biopolymery slouzici k uchovavani, prenaseni a vyuzivani genetické
informace 7Zivych organismti [1]. Tyto funkce plni nukleové kyseliny u vSech znamych forem
Zivota na zemi - od virt az po ¢lovéka. Chemicka strukura nukleovych kyselin umozinuje
provadét vysSe zminéné procesy velmi presné a spolehlive.

Neda se rozhodné Tici, ze by nukleové kyseliny plnily v buiikdch pouze roli pasivniho
nosice dat. Postupné byla objevena celd fada déji, ve kterych nukleova kyselina partici-
puje (v nékteré ze svych podob) a ve kterych ma napt. katalytickou funkeci. Nejznaméjsi
jsou v tomto sméru tzv. ribozymy (RNA enzymy) a RNA slozky ribosémii (makromolekul
provadéjicich syntézu proteini). I v samotném procesu exprese genetické informace maji
nukleové kyseliny ¢asto aktivni roli. Existuji naptiklad tzv. samo-se-sestfihavajici mRNA.
Ty obsahuji introny (¢asti nukleovych kyselin nekédujici genetickou informaci), které fun-
guji jako ribozymy katalyzujici sestiihavani vlastniho fetézce. Vyznamnym jevem je také
tzv. RNA interference, pti niz hybridizuje mRNA s RN A nesouci komplementarni sekvenci
bazi (antisense RNA). Antisense RNA tak reguluje expresi genu kédovaného mRNA.

Rozmanité funkce nukleovych kyselin jsou mozné diky unikétnim strukturnim vlast-
nostem téchto molekul. Primérni struktura nukleovych kyselin umoznuje vznik rozmani-
tych sekundarnich struktur, které maji svoji roli v celkové struktufe tercialni.

Primarni struktura nukleovych kyselin

Primarni strukturu nukleovych kyselin tvoii linearni polymerni fetézce slozené z nukleo-
tidli. Kazdy monomerni nukleotid se sklada z dusikaté heterocyklické baze, pentdsového
cukru a fosfatu navazaného na uhlik C5 cukru. Dva nejrozsifenéjsi typy nukleovych ky-
selin (DNA a RNA) se lisi ve stavbé cukru a v jedné z pouzivanych bazi. DNA obsahuje
2’ deoxyribosu, naproti tomu RNA obsahuje ribosu [2]. Oznadeni a oéislovani v§ech atomii
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v nukleotidech je pevné dané.

Taktéz torzni thly v nukleotidu maji standardni oznaceni, jak je vidét na obrazku 1.1
[3]. Nukleotidy jsou vzajemné propojeny pomoci fosfodiesterovych vazeb. Retézec cukrii
propojenych fosfatovymi spojkami se ¢asto oznacuje jako cukrfosfatova pater nukleové
kyseliny. Cukr a baze tvoii nukleosid (Casto se vyskytuje v biologicky vyznamnych slou-
Ceninach jako podjednotka). Pfidénim fosfatové skupiny z H3PO, k nukleosidu vznikne
nukleotid. Vazba béaze na cukr se nazyva glykosidicka vazba.

Heterocyklickych dusikatych bazi je celkem pét: adenin (A), cystosine (C), guanine
(G), uracil (U) a thymin (T). Mazeme je rozdélit na pyrimidinové baze odvozené od py-
rimidinu, které tvoii jeden Sesti¢lenny kruh. A na béze odvozené od purinu, které jsou
tvofeny kondenzovanym péti- a Sesticlennym kruhem. Uracil vyskytujici se pouze v RNA
je v DNA nahrazen thyminem. Sled béazi v fetézcich nukleovych kyselin se nazyva sek-
vence.

Pti syntéze vlaken nukleovych kyselin se v pfirodé realizuje pridavani nukleotidt vy-
hradné k 3’ konci fetézce nukleové kyseliny (dle C3’ uhliku terminalniho nukleotidu). Na-
opak zakonceni vlakna nukleové kyseliny fosfatovou skupinou je obvyklé pouze na 5’ konci
fetézce [4]. Podle koncovych skupin tak miZzeme snadno rozliSovat oba dva sméry podél
vladkna nukleové kyseliny: 5° — 3’ a 3" — 5.

o (n-1)03-P-O5-Cs3
p P-O5-Cs5-Cy
= ¥ Q5-C5-C4-C3
= o Cs5-C4-C3-03
z e C4-C3-03-P
G L C3-03-P-O5'(n+1)
=

Glycosidic torsion angle %
O4-C1-N1-C3
O4-C1-No-Cy

Obrazek 1.1: Nukleotid a standardni oznaceni jeho torznich uhla [3].

7 ftyzikalnich vlastnosti nukleovych kyselin je vyznamny zaporny naboj -1 na kazdé
z fosfatovych spojek.
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Sekundarni a tercialni struktura nukleovych kyselin

Chemicko-fyzikalni vlastnosti nukleovych kyselin jim dovoluji tvofit stabilni prostorova
usporadani: takzvanou sekundarni a tercialni strukturu. Sekundérni strukturou je mysleno
lokalni usporadani bazi a cukrfosfatové patefe, které se pak kombinuje ve struktufe
tercialni, tedy celkovém uspotradani sekundarnich strukturnich motivi v prostoru.

Jednou z nejvyznamnéjsich sekundarnich struktur je dvojita sroubovice (double helix).
Nukleové kyseliny jsou v zavislosti na okolnich podminkéach schopné tvorit rtizné typy dvo-
jitych sroubovic, které se lisi geometrickymi parametry. Nejznaméjsi jsou B-DNA, A-DNA
a Z-DNA [1]. Zékladni rysy dvojité Sroubovice zistavaji stejné. Poji se v ni dva polymerni
fetézce nukleotidi, které jsou orientované antiparalelné a jsou spletené do struktury dvo-
jité sroubovice. Podstatné je, ze baze mifi smérem dovniti dvousroubovice a jsou sparo-
vané vzajemnymi vodikovymi vazbami. Zptisob parovani je pro kazdou béazi pevné dany.
Purinové baze se vaZou na pyrimidinové a tvoii pouze dvojice A-T, G-C (v pfipadé RNA
A-U, G-C). Ostatni mozné dvojice bazi mezi sebou nevytvoii dostatecné silné vodikové
vazby a proto k navazani nedojde. Dvéma sekvencim bazi, které vysSe zminény zptisob
parovani umoznuji fikdme komplementarni. Vodikové vazby jsou pro celkovou stabilitu
dvojité sroubovice zasadni a bez dodrzeni komplementarity bazi neni dvojita sroubovice
stabilni. Pravé tento mechanismus priroda vyuziva k uchovavani a prenaseni genetické
informace.

Z pohledu fyzikalnich sil jsou pro stabilitu dvojité Sroubovice dulezité predevsim od-
pudivé coulombovské interakce mezi zaporné nabitymi fosfatovymi spojkami a pritazlivé
vodikové vazby mezi bazemi. Nejcastéji se uplatnuje takzvané Watson-Crickovo parovani
bazi zminéné vyse. Zde A-T pary bazi tvori dvé vodikové vazby a G-C pary bazi t¥i vodi-
kové vazby. Dalsim faktorem je interakce mezi bazemi lezicimi ve dvojité Sroubovici nad
sebou (tzv. stacking bazi).

V ptipadé jiného geometrického uspotadani nukleovych kyselin, naptiklad v trojité
sroubovici nebo v méné pravidelnych strukturdch RNA, jsou mozné i jiné zpiisoby pa-
rovani bazi (napiiklad takzvané Hoogsteenovo parovani bazi). Vazba vlaken nukleovych
kyselin je vsak v takovém pfipadé vétsinou slabsi.

Jednofetézcové RNA hraji celou fadu vyznamnych roli v bunéénych procesech (kupt.
biologicky aktivni mRNA, tRNA, rRNA nebo snRNA). Stejné jako v DNA i v jednotetéz-
covych RNA péaruji vzajemné komplementarni tseky nukleotidti a davaji tak vzniknout
fadé motivi z hlediska sekundarni struktury. V tzv. vlasenkach (hairpins) lze rozliso-
vat kréky (stems), tedy tseky se sparovanymi bazemi, které jsou premosténé smyckami
(loops) sestavajicimi z nesparovanych bazi [5]. Celkové prostorové usporadani RNA, jeji
tercialni struktura, pak urcuje jeji funkéni vlastnosti. P¥ikladem mohou byt tfeba zminéné
transferové RNA (tRNA) majici jako celek tvar velkého pismene L, sestévajiciho z troj-
listklim podobnych motivi sekundéarni struktury. Tyto trojlistky pak maji jako zakladni
strukturni prvek vlasenku nebo-li kréek-smycka (stem-loop) motiv.



KAPITOLA 1. UVOD 8

1.1.2 Popis konformaci a geometrie nukleovych kyselin

Pro kvantitativni popis struktury nukleovych kyselin se pouziva nékolika parametri, které
dokazou postihnout rtzné typické konformace a zmény mezi nimi. P¥ipadné korelace v
¢asovém vyvoji téchto parametrii mohou poskytnout lepsi vhled do studovaného procesu.

Mezi nejpouzivanéjsi strukturni parametry patii vzdalenost mezi akceptorovym a vodi-
kovym atomem (indikujici pfitomnost /absenci vodikové vazby), torzni thly, pseudorotacéni
thel u tzv. "sugar puckeringu” a RMSD (Root Mean Square Deviation).

Takzvany puckering konformaci furanézového kruhu se popisuje prostiednictvim pseu-
dorotacniho thlu. Pseudorota¢ni thel urcuje, ktery z péti torznich thla ve furanosovém
kruhu je v danou chvili nejvétsi a které atomy jsou mimo rovinu cukerného kruhu [6], jak
je vidét na obrazku 1.2. Jako "endo” se oznacuje atom, ktery je ve stejném poloprostoru
jako baze a uhlik C5’, bereme-li jako délici rovinu prochéazejici atomy C1’, C4” a O4’, viz.
obrazek 1.3. V rovnici pro vypocet pseudorotacniho thlu figuruji jednotlivé torzni uhly:

(va +11) — (V3 + 10)
%)

tan P =

(1.1)

2vp(sin  + sin

V dvojité sroubovici typu A-DNA je furanézovy kruh prevazne v konformaci C3’-endo,
¢emuz odpovidaji hodnoty pseudorotacniho tthlu od 0 do 18 stupiii (¢isty C3’-endo). Pro
B-DNA je typicky puckering C2’-endo, jemuz odpovidéa pseudorotacni tihel od 144 do 162
stuptii (Cisty C2’-endo). Z-DNA obsahuje cukry s puckeringem jak C3’-endo, tak i C2’-
endo. C2-endo konformaci se nékdy 7ika téz South (jizni, S - konformace) a C3’-endo
konformaci North (severni, N - konformace).

Torzni thly C3’-03’-P-05” a 03’-P-0O5’-C5’ ve fosfatové spojce jsou dalsim dulezitym
parametrem pro sledovani konformace nukleovych kyselin. Pro jednotlivé intervaly hodnot
torznich hla se pouZiva oznaceni: 0-120 stupnia +gauche (+g), 240-360 stupna -gauche
(-g) a 120-240 stupnu trans (t).

Pro popis vzajemné polohy bazi jsou k dispozici standardizované helikalni parametry,
dohodnuté na kongresu v Tsukubé. Jejich pouziti umoziuje jednoznacny popis geometrie
nukleové kyseliny a ¢imz se predchézi moznym nedorozuménim a prevodim z jedné sady
parametri na druhou. Helikalni parametry jsou zakresleny v obrézku 1.4 [9]

Ke kvantifikaci celkové zmény geometrie biomolekuly se obvykle pouziva hodnota
RMSD (Root Mean Square Deviation). Pro vylou¢eni vlivu rota¢niho a translac¢niho po-
RMSD na prostoru vSech rotaci a translaci. Jako relevantni se pak bere hodnota RMSD
oprosténa o vliv rotaci a translaci molekuly:

n P )2
RMSD(x1,%,) = \/ Zml(mlg 72:)° (1.2)
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C2’-endo

Obréazek 1.3: C2’-endo a C3’-endo konformace furanézového kruhu cukru [§]



KAPITOLA 1. UVOD 10

X X

Shitt Tih

P

7. ;;_ % ¥ Z §

Strsich Propallar Siida ol
Y. g é ¥. *

Opening

pen Aise Twist

T ;

5
Al

uckia

e
Forl

iy

bl h
;E -] :!
g
]
lq

1 Il Coordinate frame .

x-displacoment inclination 5 b

Images cteated with 3DNA
illustrating positive values
y-displacemeni i of desighated parameters

i
%N

Obrazek 1.4: Doporucovany referencni ramec a parametry pro popis nukleovych kyselin

9].

1.1.3 Genova exprese

DNA uchovava genetickou informaci, v niz je zakddovana struktura proteint. Klicovym
procesem, kterého se DNA tucastni, je exprese genetické informace, jejimz vysledkem je
syntéza nékterého z proteint. Pii prepisu genetické informace do proteind se uplatiiuji
dva dil¢i procesy.

Nejprve se uplatnuje transkripce genetické informace. PTi transkripci se na zéklade
principu komplementarity bazi a za asistence enzymu RNA polymerazy piepisuje ¢ast
DNA do jednotetézcové mRNA. Fragment genetické informace kopirovany z DNA a ké-
dujici jednu samostatnou funkéni jednotku (protein nebo RNA), se nazyva gen. V pii-
padé, ze gen kdéduje protein, mRNA se po urcitych tpravach distribuuje k ribozémtm.
Na ribozémech nasledné dochéazi k procesu translace. Vyse zminény mezikrok v expresi
genetické informace (tvorba mRNA) mé celou fadu dusledki. Jednim je moznost bezpec-
ného uchovavani genetické informace v jadfe. Dalsim moznost regulace exprese genetické
informace na trovni mRNA.

Translace genetické informace funguje opét na principu komplementarnich bazi [1].
Piiroda tento proces implementuje jako zobrazeni trojic bazi (64 ruznych trojic - tak
zvanych kodonit) na 20 druhi standardnich aminokyselin. Témto pevné danym pravidlim
prepisu genetické informace z DNA do proteint se fika geneticky kod. Pro signalizaci
zacatku translace je pouzivan startovni kodon AUG, standardné kédujici methionine. Pro
signalizaci ukonceni translace se v sekvenci mRNA pouzivaji takzvané stop kodony: UAA,



KAPITOLA 1. UVOD 11

UGA, UAG nekddujici zadné aminokyseliny. Geneticky kéd se uplatiiuje u vSech genti (s
vyjimkou mitochondridlnich) u vSech organismi (vyjimku tvoii napiiklad stop kodony
u nékterych bakterii).

K provedeni translace je nezbytna transferovd RNA (tRNA). Tato molekula se tfemi
nukelotidy, takzvanymi antikodony, komplementarné vaze na kodon. Na svém 3’ konci
ma tRNA kovalentné navazanou ptislusnou aminokyselinu. O vznik vzajemné vazby se
stara vysoce specificky enzym aminoacyl tRNA syntetaza, ktery pouziva jako substrat
“nenabitou” tRNA a pfislusnou aminokyselinu. Vysledkem celého procesu translace je
propojeni aminokyselin do nové vznikajicitho polypeptidového nebo proteinového retézce,
ktery se jiz pii své syntéze postupné sbaluje do vysledné tercidlni struktury proteinu.

1.1.4 Replikace DNA

Dalgim dilezitym procesem, kterého se DNA ucastni, je jeji replikace [2]. Pii replikaci
DNA se geneticka informace kopiruje. Tento proces probiha v zasadé stejné u vSech pro-
karyotickych i eukaryotickych organismii.

Pii replikaci se dvousroubovice DNA na specifickém misté (zvaném pocatek repli-
kace) Castetné rozplete a ke kazdému z obou Fetézcii DNA se zacne syntetizovat novy
komplementarni fetézec. Protoze oba ptivodni fetézce DNA obsahuji stejnou genetickou
informaci, jsou vysledné dva helixy totozné. Tento proces je v eukaryotickych bunkach
prisné regulovany a déje se v pritbéhu takzvané S faze zivotniho cyklu bunky.

Pri replikaci vznika Gtvar zvany replikacni vidlicka. Jedna se o rozplétané misto DNA
s navazanymi enzymy a stabiliza¢nimi proteiny. Replikacni vidlicka postupuje podél DNA
a dochazi v ni k syntéze obou novych fetézci DNA. Enzymem, majicim za tikol samot-
nou syntézu komplementarniho fetézce DNA, je DNA polymerasa. Ta pracuje pouze ve
sméru 5’ — 3’ nové syntetizovaného fetézce. Proto pro fetézec DNA, ktery je odkryvany
v 3’ — 5’ sméru (syntetizovany fetézec DNA ma pak smér 5° — 3’ ), probihd syntéza kon-
tinualné ve sméru postupujici replikacni vidlicky. Pro fetézec odkryvany v 5° — 3’ sméru
(syntetizovany fetézec DNA mé pak smér 3’ — 5’ ) probihd syntéza proti sméru odkryvani
a pohybu vidlicky. Tvori se tak mensi tiseky dvojité sroubovice DNA, takzvané Okazakiho
fragmenty, které jsou nasledné spojovany DNA ligdzou. Protoze syntéza ve sméru proti
pohybu replikacni vidlicky mé urcité zpozdéni, nazyva se templatovy retézec takto synte-
tizované DNA zpozdujici se fetézec (lagging strand). Naproti tomu templat kontinudlné
syntetizované dvojité Sroubovice DNA se nazyva vedouci fetézec (leading strand).

Pii replikaci vedouciho fetézce DNA sta¢i DNA polymeraze 3’0OH skupina jednoho
jediného RNA primeru. Tj. malé molekuly RNA, ktera se na zacatku replikace navaze
na vedouci fetézec DNA. V pfipadé replikace opozdujiciho se vldkna DNA je vSak novy
RNA primer nezbytny pro kazdy Okazakiho fragment. O tvorbu RNA primert a v konec-
ném disledku RNA/DNA hybridnich duplexii slouzicich jako startovni misto pro DNA
polymerazu se stara enzym primasa. Po dosyntetizovani DNA fetézce jsou pak RNA ¢asti
téchto hybridnich tseki degradovany a doplnény na DNA/DNA dvousroubovice. Posled-
nim krokem replikace DNA je pak spojeni sousedicich tisekit DNA kovalentni vazbou
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pomoci enzymu ligésa.

O degradaci ptivodniho primeru, RNA fetézce z hybridniho duplexu RNA/DNA, se
stard enzym RNase H [10]. Tento enzym existuje u vSech Zijicich organismii od virt az po
¢loveka.

1.2 Proteiny: struktura a funkce

Proteiny jsou vedle nukleovych kyselin a polysacharidi hlavnimi biologickymi makromo-
lekulami. Jako enzymy se podileji na katalyze témér vSech procest v zivych organismech.
Jako stavebni bilkoviny tvori zéklad cytoskeletu (myosin, aktin). Kromé toho jsou zodpo-
védné i za velké mnozstvi dalsich specialnich funkci.

Priméarni strukturu proteinti tvori linedrni polymery sestavajici z dvaceti druhti ami-
nokyselin, které jsou navzajem spojené amidovymi (peptidovymi) vazbami. Peptidovy
fetézec ma svij N- a C-konec. Sekvence aminokyselin se uvadi v orientaci od N- k C-
konci. Existuji peptidy slozené z 40 ale i 10 000 aminokyselin, pficemz primérna hmotnost
aminokyselinového zbytku je asi 110Da [11].

Ze dvou existujicich enantiomert aminokyselin jsou v pfirodé uzivané pouze L-enantiomery.
Pro toto omezeni vSak neexistuje zadny fyzikalné-chemicky divod a v umélych proteinech
1ze kombinovat jak L- tak D-formu aminokyselin [12].

Aminokyseliny lze podle vlastnosti jejich postrannich fetézct délit do skupin: aro-
matické, hydrofobni, alifatické, polarni, positivni a negativni. Tato rtiznorodost zajistujé
rozdilné vlastnosti proteinii a jejich casti.

V pripadé sekundarni struktury proteinii rozeznavame nékolik motivi: « helix, 5 skla-
dany list, 319-helix a dalsi méné casté struktury jako jsou 7-helix, kolagenovy helix nebo
poly-L-prolinovy helix.

Césti proteinti s definovanou sekundérni strukturou se v proteinech kombinuji do slo-

vvvvvv

B-a-3 motiv nebo tzv. fecky Klic.
7 hlediska tercialni struktury proteinu je zakladni jednotkou takzvana doména. Ta je

definovana jako ¢ast polypeptidového fetézce, ktera je schopna samostatného sbaleni do
stabilni struktury. V konkrétnim proteinu ma kazda doména vétsinou specifickou funkci.

1.3 RNase H enzym

1.3.1 Enzymaticka funkce RNasy H

RNasa H (EC 3.1.26.4) je enzym (obrazek 1.5), ktery patii do 8irsi skupiny ribonukleas
- enzymu Stépicich RNA na mensi fragmenty. Organismy obsahuji mnoho rtznych druhi
RNas, coz potvrzuje, ze odbouravani RNA je velmi dilezity a také evolucéné stary proces.
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Obrazek 1.5: Prostorové usporadani enzymu RNase H [13].

Jako RNasy H se oznacuji endonukleasy, které specificky hydrolyzuji RNA fetézec
hybridniho duplexu RNA/DNA. V minulosti byly identifikovany dva typy tohoto enzymu
oznacované jako RNase H1 a RNase H2. Vzajemné se lisi preferencemi pokud jde o sub-
strat a konfiguraci v aktivnim misté enzymu [14]. Sdileji vSak v mnoha ohledech podobné
sbaleni hlavniho fetézce.

Hydrolyza RNA fetézce probihd na vazbé C3’-03’-P-O5’ za vzniku 3’ -hydroxylové
a b -fosfatové koncové skupiny. Enzymaticka aktivita je podminéna pfitomnosti divalent-
nich metalovych iontdl jako jsou Mg?t nebo Mn?". Aktivita enzymu je pfitom vyrazné
vyssi za pfitomnosti Mg?* iontl. V aktivnich mistech RNas H je obvykle pfitomny tzv.
DDED motiv [15].

RNasa H2 se vyskytuje pouze v jadre, kdezto RNasa H1 je pfitomna v celé cytoplasmeé
bunky. Proto se mize tcastnit degradace mRNA fetézct v ramci takzvané antisense te-
rapie. V ramci ni je do butiky vpraven kratky fragment DNA komplementarni k nékteré
mRNA. Hybridizaci s cilovou mRNA je mozné dosdhnout selektivni inhibice exprese ge-
netické informace. Nésledna degradace hybridniho helixu DNA:RNA RNasou H zvySuje
ucinnost antisense terapie. RNasy H1 jsou pritomé u velmi Siroké skupiny organismt. Vy-
skytuji se mezi viry, bakteriemi a také u vyssich organismi jako jsou mysi nebo i clovék.
Svou katalytickou aktivitou zfejmé pfispivaji i k dalsim bunéénym procesiim v zavislsti
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Obréazek 1.6: Sekvenéni alignment RNas H z riiznych organismfi. Zluté jsou zvyraznény vy-
soce konzervovana residua v aktivnim misté, tzv. DEDD motiv. Cervené residua tc¢astnici
se vazby na DNA, bledé modfe vazby na RNA. Sedé podbarvena residua tvoii hydrofobni
jadro enzymu. Boxem oramované partie tvori tzv. ”Basic protrusion” - klastr basickych
residui [15].
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na typu organismu. U lidi RNasa H s nejvétsi pravdépodobnosti odstranuje RNA primery
z Ozkazakiho fragmentt ktery tuto aktivitu vykazuje. Dale se RNasa H Gc¢astni modulace
iniciace replikace prostiednictvim zpracovavani tzv. R-smycek a obnovovanim topologie
DNA . Naproti tomu u retrovirt je RNasa H samostatnou doménou enzymu reversni tran-
skriptazy (RT) [16], [17], [18]. To ¢ini z RNase H domény HIV RT enzymu dilezity ter¢
inhibitorti. Je vSak nezbytné zajistit specificitu inhibitort vici HIV RNase H. Tj. je tfeba
se vyhnout inhibici lidské RNasy H. Studie ukazuji , Ze delece RNasy H u jednobunéc-
nych zivocichii pouze zpomaluji jejich mnozeni, kdezto mys s knokautovanou RNasou H
zemiela uz pri embryogenezi v disledku selhani replikace mitochondrialni DNA. To vede
k domnénce, zZe inhibice RNasy H u lidi by méla rovnéz fatalni nasledky.

Tercialni struktura RNasy H je typicka pro enzymy fosfat transerazové superrodiny.
Fold RNasy H byl poprvé rozpoznan u E. coli RNase H v roce 1990. Ukézalo se, ze
podobny fold sdili celd fada dalsich enzymt tc¢astnicich se zpracovani nukleovych kyselin.
Jedné se o transposasy, integrasy, Holliday junction enzymy a enzymy Argonaute v RISC
komplexu. Postupné se podafilo roziesit X-ray struktury fady dalsich RNas H. Af uz
jako samostatnych enzymt nebo domén (RNase H doména HIV reverzni transkriptazy).
V poslednich letech se podafilo vykrystalizovat a urcit i komplexy RNasy H a substratu -
hybridniho duplexu DNA:RNA, naptiklad katalytické domény RNasy H bakterie Bacillus
Halodurans [19].

1.3.2 Lidska RNasa H - aktivni misto

Aktivni misto lidské RNasy H tvofi ¢tyfi aminokyselinové postranni fetézce: D132, D71,
E109 a D192 [14]. VSechny tyto aminokyseliny se podileji na $tépeni vazby C3’-O-P-O5’.
Napomahaji jim v tom dva divalentni ionty a atakujici molekula vody. Experimentalné
zjisténé aktivity enzymu RNasy H v roztocich iont Mg, Mn a Ca ukazuji silnou specificitu
ve prospéch ionti Mg.

Ptiblizné geometrickd konfigurace aktivniho mista je znama jiz delsi dobu. Ionty se
do aktivniho mista vazou na relativné presné dané pozice ve vzajemné vzdalenosti asi 4A
tak, ze jsou spolu se dvéma karboxylovymi kysliky residua D71 v jedné roviné. Oznaceni
iontu blize D192 a E188 je A, oznaceni iontu blizstho D132 a E109 je B. Residuum D71
se vaze jednim kyslikem na kazdy iont. Vzdalenost mezi obéma ionty je zhruba ptlena
spojnici D171 a fosfatu stépené vazby. V této konfiguraci ionty tvoii koordinacni vazby
se zminénymi aminokyselinami aktivniho mista, s kysliky na stépené fosfatové spojce
a s molekulou vody, ktera se na stépeni podili - jedné se o hydrolyzu.

Koordina¢ni geometrie iontd Mg umoznuje takzvany ”two-metal-ion” katalyticky me-
chanismus [15]. Ve vySe popsané konfiguraci pak A iont koordinuje molekulu vody, ktera
je natocena tak, ze mize atakovat fosfat Sn2 mechanismem. Iont B je pak zodpovédny za
stabilizaci transitniho stavu a aktivni misto opoustéjiciho fragmentu RNA. Predpoklada
se, ze dle podobného mechanismu probihé katalyza u dalsich enzymii - vSech DNA a RNA
polymeras a velkého mnozstvi nukleas.

Uvedeny mechanismus vSak nebyl v uplném souladu s nékterymi biochemickymi ex-
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perimenty, a proto bylo pfistoupeno k dalsim difrakénim experimenttim. Ty umoznily
zachytit enzym v komplexu s meziprodukty a produkty reakce [14]. Z vypozorovaného
pohybu iontd v pribéhu reakce se predpokladd, Ze iont A svym pohybem k iontu B asis-
tuje nukleofilnimu ataku tim, Zze nukleofilni hydroxidovy iont (vznikly z atakujici molekuly
vody) priblizuje ke Stipané fosfatové skupiné. Za druhé, iont B prechézi z nepravidelné
koordinace v komplexu se substratem do vice pravidelné koordinace v komplexu s produk-
tem. Vysoka citlivost Mg iontu na koordinac¢ni okoli pravdépodobné destabilizuje enzym
substratovy komplex a snizuje tak energetickou bariéru pro tvorbu produktu. Jako po-
sledni byl u¢inén predpoklad o pravdépodobném uvolnéni iontu A z aktivniho centra
jako nutné podminky pro uvolnéni produktu. Toto pak muze byt inhibovano bud vysokou
koncentraci divalentnich iontii v roztoku, nebo mutaci asistujici aminokyseliny v aktivnim
centru [14].

1.3.3 Lidska RNasa H - struktura proteinu

Struktura lidské varianty RNasy H (dale jen RNasa), je vysoce sekvenéné podobnd (ho-
mologni) s dalsimi RNasami a nukleotid transferdzami. Spolu se vSemi eukaryotickymi
RNasami obsahuje mensi vazebnou doménu pojmenovanou HBD (Hybride Binding Do-
main) o priblizné 55 aminokyselinach. Ta je spojena flexibilni spojkou (o asi 60 residuech)
s katalytickou doménou enzymu (Hs RNAse H cd, cca. 150 residui) na C-konci protei-
nového Fetézce. Struktura vazebné [20] a katalytické domény [15] byly rozieseny pomoci
rentgenové difrakce. Struktura flexibilni spojovaci ¢asti zatim neni znama.

Katalytickd doména Hs RNasy H ma tercialni fold typicky pro tento typ enzymu s
nékolika specifickymi detaily. Jednak to jsou dvé flexibilni a strukturné neprilis dobie
urc¢ené smycky na povrchu enzymu. Déle je to pfitomnost klastru basickych residui (tak-
zvaného " Basic Protrusion”) v misté mezi alfa helixy B a D. Porovnéni sekvenci s dalsimy
RNasami ukazuje velkou rozmanitost této oblasti, ktera hraje dilezitou roli ve vazbé na
nukleovou kyselinu. Zajimavé je, Ze obdobnd pasaz se napi. u RNasové domény HIV re-
versni transkriptasy nenachdzi [16]. Proto je pfislusna oblast velmi zajimava z hlediska
vyvoje novych le¢iv selektivné inhibujicich pouze HIV RT.

Jelikoz se postupem casu podarilo vykrystalizovat vazebnou a katalytickou doménu
lidské RNasy H (dokonce i se substratem), mame pomérné detailni informace o navazani
nukleové kyseliny na enzym [15]. Katalytickd doména na svém povrchu vytvari z1abek (tzv.
Phosphate binding channel), kterym vaze DNA fetézec hybridniho duplexu DNA:RNA.
V ném hraji dilezitou roli residua Trp89 a Serl01 v jedné jeho c¢asti. Na druhém konci
pak zlabek kon¢i v misté oznacovaném jako ”Phosphate binding pocket”, ve kterém se
navazana dvousroubovice nukleové kyseliny staci a jednou ze svych fosfatovych skupin je
do néj zaklesnuta. RNA fetézec je pak navazan k enzymu pomoci 2’-OH hydroxylovych
skupin a kopiruje jeho povrch v ponékud méléi prohlubni koncici v aktivnim misté. Nékteré
aminoskupiny se vazi také k bazim nukleové kyseliny.

RNasa H se vaze na dvousroubovice RNA:RNA a DNA:RNA. Vazba na hybridni
duplex DNA:RNA je preferovana. Divodem je nejspiSe geometrie fosfat vazici kapsy
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(Phospahate binding pocket), do které druhy RNA fetézec optimalné nezapadne. Dalsi
moznosti je ne zcela optimalni navazani na pozitivné nabitd residua z oblasti klastru
basickych residui.

1.4 Antisense technologie

Tzv. antisense strategie pri tvorbé 1ékti vyuziva interakci mRNA s komplementarnimi
sekvencemi do bunky dodanych kratkych oligonukleotidi. Antisense oligonukleotidy za-
branuji pfepisu genetické informace z mRNA do podoby proteinu. Jako prvni tuto metodu
navrhl Zamecnik a Stephenson [21] v roce 1978 v souvislosti s inhibici virové RNA. Mozné
pouziti je vSak znac¢né Sirsi. Antisense oligonukleotidy v podstaté umoznuji regulaci gent
na trovni mRNA. V posledni dobé je zkoumano napiiklad uplatnéni antisense oligonuk-
leotidti pii 1é¢bé rakoviny (regulace exprese onkogenti).

Podle konkrétniho mechanismu t¢inku délime antisense technologie do tii skupin.
Prvni z nich vyuziva antisense deoxyoligonukleotidy, které po hybridizaci s cilovou mRNA
vyvolavaji jeji degradaci RNasou H. V tomto pfipadé je antisense deoxyoligonukleotid
znovu pouzitelny pro dalsi cillovou mRNA. Antisense oligonukleotidy mohou mit ucinek i
v ptipadé, ze aktivitu RNasy H nevyvolavaji. A to v disledku prostého stérického branéni
ribozomim v pohybu podél vlakna mRNA.

Druhou skupinu antisense strategii tvori vyuziti ribozymti nebo DNA enzymt piimo
degradujicich cilovou mRNA [22].

Tfeti moznosti je pouziti kratkych molekul RNA (tzv. small interfering RNA, siRNA)
aktivujicich bunéény RISC komplex, coz v konecném disledku vede opét k degradaci
cilové mRNA molekuly [23].

Antisense oligonukleotidy (ASO) jako 1é¢ebné latky jsou velmi slibné zejména svoji
vysokou specificitou, Sirokym pouzitim a relativné nenaro¢nym vyvojem. Existuje vSak
fada problémi, které je potieba pro uspésny vyvoj ASO léc¢iva prekonat. Kromé problému
pii transportu pfes bunéénou membranu [24]) je to hlavné stabilita ASO v bunééném pro-
stfedi, kde je vystaven ptisobeni bunéénych nukledz a podléha velmi rychle degradaci. Z
téchto diivodu bylo vyvinuto velké mnozstvi chemickych modifikaci pfirozenych oligonuk-
leotidti, za iCelem zlepseni jejich vlastnosti pfi pouziti v antisense terapii.

Prni generaci modifikovanych ASO, jejimz predstavitelem je i zatim jediny schvaleny
ASO preparat Vitraven, jsou fosforothioatové oligonukleotidy. V nich je jeden z nevazeb-
nych kyslikt fosfatové spojky nahrazen atomem siry. Pres nékteré pozitivni vysledky je
pretrvavajicim problémem toxicita v disledku interakce s nékterymi bunéénymi proteiny.
Druhou generaci ASO tvofi oligonukleotidy s alkylovou modifikaci na uhliku C2’. Tteti ge-
neraci ASO tvofi velké mnozstvi riznorodych analog nukleovych kyselin s modifikacemi
fosfatovych spojek nebo ribéz. Nékdy je dokonce cely furandsovy kruh nahrazen jinou
chemickou skupinou.

Mezi analoga nukleovych kyselin, fadici se k slibnym latkam z hlediska pouziti v
antisense strategiich, patfi i fosfonatova analoga s isopolarni modifikaci fosfodiesterové
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spojky, syntetizovand v Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské Re-
publiky (UOCHB AV CR). Vlastnosti téchto fosfonatovych analog nukleovych kyselin
byly zkoumany pomoci metody molekularni dynamiky v diplomové praci Diany Pavlové
[24], na niz svoji diplomovou praci navazuji. Diky relativné nové roziesené krystalové
struktufe komplexu lidské RNasy H s hybridnim duplexem DNA:RNA [15], kterd v dii-
véjsich molekularné-dynamickych simulacich jesté nemohla byt vyuzita, jsem mohl vy-
chazet z lepsiho startovniho modelu. Na zakladé kvantové chemickych vypoctl jsem také
reparametrizoval silové pole pro modifkovanou fosfonatovou spojku tak, aby bylo mozné
postihnout jemné rozdily v interakci biologicky aktvivni/neaktivni varianty fosfonatové
spojky s enzymem.



Kapitola 2

Metody

2.1 Molekularné dynamické simulace

2.1.1 Metoda klasické molekularni dynamiky

Metoda klasické molekularni dynamiky (MD) je simula¢ni metoda zaloZend na numerické
integraci klasickych pohybovych rovnic systému castic. Interakéni potencial uvazujeme
nejcastéji jako spojitou funkci U(ry, ra, ..., rN) zévisejici obecné na polohach vSech ¢astic
systému a pripadné i na vnéjsim poli. Pti vySetfovani dynamiky systému mnoha c¢astic
jsme odkazani na numerické metody feseni obycejnych diferencialnich rovnic. Pohybové
rovnice totiz nemaji obecné analytické feseni a systém vykazuje chaotické chovani.

Tvar pohybovych rovnic vyplyva ze zakont klasické mechaniky, zapsanych pomoci
Hamiltonova, Liouvilleova [25] nebo Newtonova formalismu. Pfi simulacich biomakromo-
lekul se nejcastéji pouziva pravé Newtoniv formalismus. V ném je sila ptisobici na ¢astici
¢ ddna vztahem:

OU(rl, ra, ..., I'N)
8ri ’

Casovy v¥voj systému ¢astic je pak popsan soustavou 3N obycejnjch diferencialnich rovnic
druhého radu:

F,=— i=1,.,N (2.1)

ri=—, i=1,.,N (2.2)
my;

Nalezené feseni (funkce r;, ¢ = 1,..., N) se nazyva trajektorie systému. Ve své podstaté
se jedna o problém feseni obycejnych diferencialnich rovnic s po¢atec¢ni podminkou. TFida
vhodnych numerickych algoritmu (integratori) je omezena povahou problému, predevsim
velkou ¢asovou néaroénosti vypoétu vzajemného silového piisobeni [25]. Tim se v praxi
vybér integratoru zuzuje na variace Verletova nebo Gearova algorit [26].

Diferenc¢ni rovnice rychlostniho Verleta algoritmu vypadaji takto:

Pt + At) = T(t) + () At + ;J(t)(At)Q

19
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e+ At = a(0) + 5 (a(e) +alt + A)Ar

Jako pocatecni podminky se zadavaji souradnice a rychlosti vSech ¢astic systému. V pii-
padé molekularné dynamickych simulaci biomolekul se poc¢atecni souradnice atomt cer-
paji z tzv. proteinové databanky, kam jsou ukladany vysledky rentgenovych difrakénich
experimentii (v soucasné dobé je zde k dispozici témér 60.000 struktur). Po¢atecni rych-
losti atomi se vzorkuji z Maxwell-Boltzmanova rozdéleni. Velky narist rozfesenych rent-
genovych struktur proteintl v poslednich deseti letech umoznil Siroké uplatnéni metody
molekularni dynamiky jako nastroje pro vysSetfovani vlastnosti biomolekul.

Zasadni vyznam v kontextu metody molekuldrni dynamiky mé tzv. ergodickd hypo-
téza. Tedy tvrzeni, Ze se Casova stfedni hodnota statistické veli¢iny v limité shoduje se
stfedni hodnotou statistické veli¢iny pocitanou pres konfigurac¢ni prostor systému. Mate-
matickou teorii ergodické hypotézy a podminkami jeji platnosti se zabyva ergodicka teorie
(napf. [27]), motivovand zprvu hlavné statistickou fyzikou a chovanim dynamickych sys-
tému z hlediska jejich ¢asového vyvoje na dlouhych ¢asovych skélach [27]. Za pfedpokladu
platnosti ergodické hypotézy miizeme casové stiedni hodnoty veli¢in spocitané z dosta-
tecné dlouhé molekularné-dynamické trajektorie pouzit pro vypocet termodynamickych
veli¢in pomoci standardnich metod statistické fyziky:.

Pro simulace biologickych makromolekul maji vyznam i samotna strukturni data zis-
kand z trajektorie jako funkce ¢asu (vzdalenosti mezi atomy, torzni thly atd.). Ty mohou
vypovidat o strukturné funkénich vlastnostech napfiklad enzymii.

Obecné se metoda molekularni dynamiky pouziva pro simulace rozmanitych systémi
od atomu az po planety ¢i galaxie. Alternativu predstavuje napiiklad metoda Monte
Carlo. Volba konktrétni simula¢ni metody pak zavisi na povaze simulovaného systému a
otazkach, které chceme simulaci zodpovédét. Zajimame-li se o vyvoj simulovaného sys-
tému v Case, byva podstatné jednodussi problém formulovat jako molekularné-dynamickou
simulaci. Na druhou stranu metoda Monte Carlo mé také fadu vyhod. Naptiklad jedno-
dussi implementaci simulace v NVT souboru atd. [26]. Dalsim problematickym momentem
metody molekularni dynamiky je ¢asova skala, kterou je mozné takto postihnout. Ta je
limitovana vlastnostmi fyzikadlniho systému, zvolenym integratorem, respektive chybou
numerické metody a dostupnymi vypocetnimi prostiedky. Pfi molekularné-dynamickych
simulacich biomakromolekul jsou dnes bézné ziskavany trajektorie o délce nékolika na-
nosekund. Pti pouziti extrémné vykonné vypocetni techniky jsou dosazitoelné radove
mikrosekundy fyzikélniho casu. I to je pro nékteré molekularni jevy nedostatecné (napf.
pro protein folding sbalovani proteinového fetézce do nativni konformace apod.) I kdyz
se v této oblasti dosahuje pokrokii nejriznéjsimi prostiedky tieba pomoci superpocitact
s procesory navrzenymi speciadlné pro molekuldrné-dynamické simulace molekul [28], ¢i
uzitim vicekrokovych algoritmii [29]), problém v principu pfetrvava.

Vyse uvedené pohybové rovnice se ¢asto modifikuji (napiiklad pi¥i simulacich v sta-
tistickych soubornech NVT, NPT). V pfipadé tzv. Langevinovy dynamiky se fyzikalni
systém modeluje pomoci rovnic, ve kterych jsou obsazeny i stochastické cleny:

mit = —=VU(r) —ymi + \/2vkgTmR(t) ,



KAPITOLA 2. METODY 21

kde m je hmotnost, U(r) interakéni potenciél, v tlumici konstanta, kp Boltzmanova kon-
stanta, T teplota a R(t) delta korelovany stacionarni Gaussovsky proces se stfedovanim
na nulu:

(R(t)) = 0
(R(R(Y)) =

Vzdy je potreba dosadit do pohybovych rovnic vhodny tvar interakéniho potencialu. Ve
vétsiné pripadl se pouziva predem parametrizovany analyticky tvar potencialu. Existuji
ale i pristupy, kdy se potencial pocita za béhu simulace pomoci kvantové mechaniky. Dalsi
moznosti je, Ze se v pribéhu simulace potencidl na zvoleny analyticky tvar fituje [25],
pripadné se alespon modifikuje (tzv. collective variables v softwarovém baliku NAMD).

Analyticky tvar interakéniho potencidlu (tzv. silové pole) je mozné modelovat riznymi
zptusoby. Molekula je modelovana jako systém kulicek spojenych pruzinami s riznou tu-
hosti v zavislosti na typu atomu. Cilem vzdy je, aby se simulované vysledky ptiblizovaly
experimentalnim vysledktim popt. datim ziskanym prostfednictvim kvantové chemickych
vypocti. Na spravné parametrizaci analytickych funkci do zna¢né miry zavisi kvalita si-
mulace.

Nejvétsi mnozstvi molekularné dynamickych simulaci biologickych systému bylo pro-
vedeno s pouzitim silovych poli druhé generace (vyvinutych v 80. a 90. letech 20. stoleti).
Ty maji obecny tvar dvoucasticového potencidlu jak pro nevazebné interakce (Coulom-
bické a VAW) tak pro popis vazeb mezi atomy prostfednictvim harmonickych oscilator.
Vazebné interakce jsou popsany nékolika ¢leny postihujicimi zmény energie pti deformaci
vazeb, 1hld mezi vazbami a pfi rotaci skupin atomi kolem torznich thli. Jako ilustrac¢ni
priklad je zde uvedena analyticka formulka pouzivana v piipadé silového pole AMBER
f94.:

t—1t)

Eiotal = Z K, (r— 7”6(1)2

bonds
+ Y Kg(0 — 0)
angles
Vi,
+ > S+ cos(ng — )] (2.3)

dihedrals

12 6
Rij Rij ERU

n Z Aij By | 4igj

1<j

2.1.2 Numerické feseni pohybovych rovnic

Tento oddil shrnuje zédkladni numerické algoritmy pouzivané v molekuldrné dynamickych
simulacich, jejich hlavni moznosti a omezeni.

Zakladnim (a pomérné intuitivnim) pfistupem je pouziti takzvané metody konecnych
diferenci (finite difference method - FDM). Diferenciéalni rovnice se aproximuji pomoci di-
feren¢nich rovnic. ReSeni je hledano v diskrétnim tvaru, postupnym dopo¢itavanim novych
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hodnot. Hlavnim predstavitelem aplikace metody konec¢nych diferenci v oblasti moleku-
larni dynamiky je Verletova metoda [30]. Do oblasti molekularni dynamiky ji v roce 1967
zavedl Loup Verlet. V jiném kontextu se pouzivala jiz dfive [31]. Pfes svoji jednoduchost
vykazuje Verletova metoda relativné dobrou numerickou stabilitu (nartist chyby v pri-
béhu vypoctu) a casto dostacujici presnost trajektorie. Pfedevsim ve srovnani s Eulero-
vou integraci diferencialnich rovnic vykazuje Verlettiv algoritmus mnohem lepsi vlastnosti.
Existuje né€koli variant zédkladniho Verletova algoritmu. Predevsim to jsou tzv. rychlostni
Verletiv algoritmus a pak metoda Zzabiho skoku (Leap Frog). VSechny varianty Verle-
tova algoritmu jsou navzajem ekvivalentni, ve smyslu shodnosti vypoctené trajektorie.
Rychlosti se vsak, pokud jsou viibec pocitany, mohou lisit.

Dalsi tfidou algoritmil pro numerické feseni obycejnych diferencialnich rovnic jsou me-
tody typu prediktor-korektor. Ty do oblasti molekularni dynamiky zavedl Gear. Proto se
v této souvislosti nazyvaji Gearovy integratory. Jedna se opét o aplikaci metody konecnych
diferenci, avSak v porovnani s Verletovym algoritmem pracuji s mirné komplikovanéjsim
schématem vypoctu. To vede k presnéjsimu vypoctu trajektorie a jinému chovani pokud
jde o numerickou stabilitu.

Vyse zminéné dvé tridy algoritmi jsou nejpouzivanéjsimi integratory pohybovych rov-
nic v klasické molekulové dynamice. Miize za to predevsim fakt velké casové narocnosti
vypoctu sil (az 95% vypocetniho ¢asu) v rovnicich molekuldrni dynamiky. To diskriminuje
metody provadéjici vypocet sil vice nez jednou v daném c¢asovém kroku. Jedna se napii-
klad o metody Rungeho-Kutty, jinak velmi pouzivanou tfidu metod pro reseni obycejnych
diferencilnich rovnic [32].

V praxi je pouzivana celd fada postupi a aproximaci, které se do numerickych algo-
ritmid vélenuji a maji za kol vypocet zrychlit. Rutinné pouzivanou je naptiklad metoda
molekularni dynamiky s tuhymi vazbami. Nékteré z pohybi jsou pii ni fixovany. Metoda
vicenasobnych kroku zapocitava nékteré malo se ménici interakce pouze jednou za urcity
pocet casovych krokt atd.

Odvozeni Verletova algoritmu:

Newtonovy rovnice jsou casové reversibilni. Pokud v nich obratime znaménko casu a jako
pocatecni Cas bereme cas t + At, dostaneme po evoluci do ¢asu t stejnou trajektorii.
Soufadnice v nasledujicim a pfedchéazejicim ¢asovém kroku je mozné rozepsat pomoci
Taylorovy tady:

a(t) At . b(t) At
2 6
)AL b(t)AL
2 6
Po secteni obou rovnic ziskdme zakladni verzi Verletova algoritmu:

Tt + At) = F(t) + v(t) At + +0(AtY) (2.4)

Z(t — At) = F(t) — T(t) At + + O(AtY) (2.5)

Tt + At) = 22(t) — Z(t — At) + @(t)At? + O(AtY) (2.6)
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Jak je vidét, zakladni varianta Verletova algoritmu nepracuje s rychlostmi. Pokud je v si-
mulaci potfebujeme, je mozné je dopocitat ze vztahu:
() T(t + At) — Z(t — At)
v =
2At
Takto vSak dostavame rychlosti se zpozdénim jednoho ¢asového kroku za polohami ¢astic.
Za cenu ztraty presnosti mtizeme spocitat také aktualni rychlost ze vztahu:
Z(t + At) — Z(t)
At

Velmi podobné se odvozuji i dalsi varianty Verletova algoritmu. Alternativou pro za-
hrnuti rychlosti je metoda rychlostniho Verletova algoritmu:

+ O(A#?) (2.7)

Ut + At) = +O(A) (2.8)

F(t+ At) = #(t) + 5(t) At + ;6(t)(At)2 (2.9)

a(t) + at + At)
2
Prikladem metody, kterda pocita souradnice a rychlosti ve vzajemné posunutych casech,

je tzv. Leap frog varianta Verletova algoritmu:

Tt + At) = T(t) + At (2.10)

7o+ At) = 710 + A 1+ ) (2.11)

7(r+ ;At) =i (i- ;At) + Ata(H) (2.12)

Pro vypocet rychlosti v ¢asech v nichz jsou pocitany soutradnice, mizeme rychlosti ve
dvou nésledujicich krocich ¢ + At a t — At jednoduse zprimérovat a brat jako rychlost
v Case t. Leap Frog varianta Verletova algoritmu je implementovana v fadé programi,
jako je napfiklad modul sander v softwarovém baliku AMBER.

Diagram pfehledné shrnuje posloupnost kroki u vyse zminénych algoritmt Verletova
typu [33].

Dalsim pouzivanou numerickou metodou je Beemantv algoritmus:

Pt + At) = 7(t) + 0(t) At + §J(t)At2 - éa(t — AHAE + O(AtY) (2.13)

Tt + At) = T(t) + ;d’(t +ADAL + ga(t)m - é&(t — ADAL+ O(AF) (2.14)

Za cenu vétsi vypocetni narocnosti je dosazeno i vétsi presnosti vypoctu.

Metody prediktor-korektor: Gearovy integratory

Triida numerickych integratort, ktera vypocet poloh a rychlosti provadi dvoukrokove,
se v kontextu molekuldrné-dynamickych simulaci nazyva Gearovy integratory (jinak téz
metody prediktor-korektor). V prvnim kroku - predikci - je na zakladé jiz spocitané tra-
jektorie predpovézen dalsi bod trajektorie. V kroku druhém - korekci - se této predpovédi
vyuzije k dopo¢itani presnéjsi hodnoty [26].
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Obrézek 2.1: Varianty Verletova algoritmu. Na diagramech je Sipkami znazornéna posloup-
nost vypoc¢tu v pribéhu numerické integrace pohybovych rovnic. a) Zakladni Verletiv
algoritmus. b) Leap Frog varianta Verletova algoritmu. ¢) Rychlostni Verletv algoritmus
[33].

Dalsi techniky souvisejici s numerickym vypoctem

Pii volbé casového kroku numerické metody jsme omezeni tvarem potencidlni plochy,
na které se pohybujeme. Proto je ¢asovy krok v molekularné dynamickych simulacich
biomolekul omezen na zhruba 1fs. Prodlouzeni ¢asového kroku mtzeme docilit zafixova-
nim nejrychlejsich vibraci systému. To se tyka zejména vodikovych atomu a nejcastéji se
k tomu pouzivaji algoritmy SHAKE a RATTLE nebo algoritmus LINCS. Casovy krok
je pak mozné zvysit az na 2fs pii zachovani stability simulovaného systému v pribéhu
molekularné-dynamické simulace.

2.1.3 Jednotlivé aspekty metody molekularni dynamiky

V nasledujici ¢asti jsou popsany zakladni techniky pouzivané p¥i molekuldrné-dynamickych
simulacich. Tvar nevazebného potencidlu pro VAW interakce (Lennard - Jonesiv poten-
cial), metoda Ewaldovy sumace pouzivan pii simulacich biomolekul (Particle Mesh Ewald
summation, PME) k efektivnimu vypoc¢tu dalekodosahové elektrické interakce, techniky
pro provadéni molekularné-dynamickych simulaci v jinych termodynamickych souborech
nez v souboru mikrokanonickém (tj. NVT, NPT namisto NVE). Stru¢né jsou zminény
také nejbézné€jsi modely molekuly vody.
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Lennard-Jonesuv potencial

Pro popis interakce dvou nenabitych c¢astic se pouziva aproximace ve tvaru Lennard-

Jonesova (L-J) potencialu:
V(r) = 4e [(‘:)12 - <Z)6] (2.15)

Tvar funkce popisuje repulsi dvou atomii na kratkych vzdéalenostech, ktera je zpiiso-
bena prekryvem atomovych orbitalti (Pauliho vylu¢ovaci princip). Pfitazlivé sily naopak
pusobi na delSich vzdalenostech. Parametr ¢ urcujici vzdalenost, ve které je potencial
nulovy a parametr € urcujici hloubku potencidlové jamy je tfeba nafitovat na zakladé ex-
perimentélnich dat nebo urcit prostfednictvim kvantové chemickych vypocta. Analyticky
tvar repulsniho ¢lenu nekoresponduje s teorii. Ve skutecnosti by se mél exponencialné
zmenSovat. PouZivany tvar viak umoziuje velmi efektivni vypocet (r'? je zvoleno jako
druh4 mocnina r°).

Pritazliva ¢ast L-J potencialu je naproti tomu zvolena tak, aby velmi pfesné odpovidala
Londonovskym disperznim silam (dipd6l-dip6lova interakce atomt bez stalého dipdlu). Je
to jedind pritazliva sila pisobici mezi nepolarnimi atomy a je zodpovédna naptiklad za
existenci kapalné faze vzacnych plynt.

L-J potencial mé nekonecny dosah, a proto se ve vypoctech pouziva urcita prahova
vzdélenost, za kterou se tento potencidl nepocita (takzvany cutoff). Aby nedochézelo ke
ztratam energie v systému z dtvodu ofiznuti potencialu, potencial se od urcité vzdale-
nosti (tzv. switching distance) interpoluje tak, aby se dostal na nulovou hodnotu v cutoff
vzdalenosti.

Tvar potencidlu pro dimer argonu ilustruje obecny tvar Lennard-Jonesova potencialu,
viz obrazek 2.2.

Periodické okrajové podminky

Pokud nezamyslime provadét vypocet ve vakuu, musime stanovit urcité okrajové pod-
minky. Velmi pouzivanou metodou jsou takzvané periodické okrajové podminky (PBC).
Ty za cenu uméle vnesené periodicity do systému napodobuji homogenni kondenzovanou
fazi bez vyraznych narokt na vypocetni ¢as. Vytvori se dostatecné velka zakladni bunka
simulovaného systému, ktera se periodicky zkopiruje v prostoru do krystalové mtize. V pa-
méti se pritom uchovava pouze zakladni reprezentace kazdého atomu. Pti vypoctu paro-
vého potencidlu dvou ¢astic se pak dodrzuje tzv. konvence nejbliz§iho obrazu (minimal
image convention). Nebo-li pro dany atom se spocita pfispévek pouze od toho obrazu
druhého interagujiciho atomu, ktery je k prvnimu atomu nejblize. Tim se mnozstvi vypo-
¢t pro dany systém pridanim PBC nezvysi. Pro spravné fungovani algoritmu je potieba
nastavit velikost zakladni bunky tak, aby byla miniméalné dvakrat vétsi nez cutoff neva-
zebnych sil. Fungovani PBC si lze predstavit i tak, ze ¢astici, ktera opusti zakladni bunku,
nahradime toutéz castici, ktera do bunky vstoupi z opacné strany zakladni burnky.
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Obrazek 2.2: Potencial dimeru argonu [34].

Dlouhodosahové sily - Ewaldova sumace a PME metoda

Velmi t¢innym vylepsenim vypocétu dlouhodosahovych sil, bez zavedeni cutoffu, je metoda
Ewaldovy sumace (Particle Mesh Ewald, PME, viz. [35] a [36]). Zejména pro coulombickou
interakci je zavedeni cut offu prilis hrubym pfibliZzenim. Pro systémy s vysokym nabojem,
jako jsou nukleové kyseliny, zabranuje aplikace PME napt. rozpadu dvousroubovic aniz
by bylo treba dodatecného pridavani umeélych stabilizac¢nich sil apod. Ve své podstaté se
jedna o kombinaci dvou obecnéjsich metod.

Prvni z nich je prostd Ewaldova sumace, pouZitelnd pro periodické systémy (napf.
krystaly). Ewaldova sumace po¢ita divergujici nekonecéné fady dvoucasticovych pfispévki
pomoci Fourierovy transformace. Soucet prispévki je proveden v k prostoru s pouzitim
rychlé Fourierovy transpormace (FFT). Potenciél je obvykle rozdélen na kratkodosahovou
a dalekodosahovou ¢ast. Kratkodosahové prispévky jsou obvykle se¢teny v normalnim r
prostoru.

Pouziti FFT je umoznéno particle mesh ¢asti PME algoritmu. Ta pferozdéluje na-
boje z jednotlivych atomil na periodickou mfizku, takze vypocet pak muize byt proveden
efektivné na uzlovych bodech této miizky.

Nutnou podminkou pro pouziti metody PME je periodicita systému a celkovy nulovy
naboj zakladni periodické burky.

Rovnice pro coulombovsky potencial rozdéleny na dlouhodosahovou a kratkodosaho-
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vou c¢ast spolu s korekénim c¢lenem ma tvar:

1 4 1/2 N ;
Ucou = 57 Z k% p(k)|2 ek Ao _ < > Z 4+ = Z 9 erfc <\/_er> , (2.16)

k#0 2%
kde
N .
= Z qe (2.17)
i—1

vektory k jsou dany vztahem: k = 2%1, volny parametr « (separation coeficient) se voli tak,
aby byla konvergence v k prostoru (prvni ¢len) i v redlném prostoru (tfeti ¢len) optimalni
[37]. Druhy ¢len predstavuje opravny ¢len na interakei ndboji se sebou samymi.

Alternativou k Ewaldové sumaci je naptiklad metoda rychlého multipélového rozvoje
(FMM - fast multipole method) [26].

Simulace v jinych statistickych souborech

Pro simulace v jinych statistickych souborech nez mikrokanonickém se pouziva fada tprav
pohybovych rovnic. Ty zavadéji napt. interakci s tepelnou lazni, nové definované pro-
ménné predstavujici imaginarni pist piisobici na systém apod. Mezi nejpouzivanéjsi al-
goritmy patii metoda Berendsenova nebo Nose-Hooverova termostatu a Berendsenova ¢i
Andersenova barostatu. Dalsi moznosti je uziti Langevinovy dynamiky pro simulaci sra-
zek s Casticemi tepelné lazné. Nasledujici tovnice popisuje skalovaci faktor \ pro rychlosti
atomil pouzivany v ramci metody Berendsenova termostatu:

A2 =1+ At (T‘*"t - 1)} : (2.18)
T T

kde At je velikost ¢asového kroku, T, cilova teplota - teplota lazné, T teplota systému
a 7r volny parametr reprezentujici frekvenci srazek.

Modely vody v MD simulacich

P1i molekularné-dynamickych simulacich biologickych systémt jako jsou proteiny a nuk-
leové kyseliny, je do simulovaného systému potieba zahrnout vliv vodni obalky. Existuje
fada pfistupfl které Vliv rozpouétédla zahrnuji do pohybovych rovnic implicitné Pro
douci molekuly vody reprezentovat explicitné. K tomu potrebuJeme vhodny model pro
molekuly vody. Mezi nejpouzivanéjsi patii modely SPC a TIP3P. Oproti implicitnim pi#i-
stuptim skyta explicitni zahrnuti vody do simulovaného sytému vyhodu moznosti ptimého
pozorovani dynamiky molekul vody participujicich v reakcich nebo solvataci biomolekul.
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2.2 Parametrizace empirickych silovych poli pro MD
simulace

P¥i popisu interakci molekularniho systému je mozné bud vychazet z fundamentélnich za-
kont fyziky anebo ptejit k mensim ¢i vétsim aproximacim. V kvantové chemii se nejéastéji
prechdzi k feSeni necasové a ¢asové Schrodingerovy rovnice (piipadné relativistické Dira-
covy rovnice) pro systém elektront a jader (ab initio metody). Hojné se pfitom pouziva
takzvana adiabaticka aproximace, kdy se pohyb jader a elektront separuje.

Ptimé pouziti nekterych rovnic kvantové toerie v molekularné-dynamickych simulacich
se obecné nazyva ab initio molekularni dynamika. Konkrétnimi realizacemi jsou naptiklad
metody Car-Parrinelliho ¢i Born-Oppenheimera.

Pro vétsi simulované systémy se od rovnic kvantové teorie upousti zcela a pouzivaji
se rovnice klasické fyziky (klasickd MD). Klasické rovnice mohou byt doplnéné o nékteré
dalsi (napf. stochastické) ¢leny (napf. Langevinova dynamika).

Pro castice se pak zavadéji interakéni potencialy tak, aby vysledky byly v co nejvétsim
souladu s experimentalnimi daty, poptipadé s vysledky kvantové chemickych vypocti. Pri
navrhovani interakéniho potencidlu vyvstava problém, jakou analytickou funkéni zavislost
pro potencial zvolit. A jakym zptsobem poté potencidl parametrizovat. S tim souvisi
otazka, pro jaky soubor simulovanych systémii by mélo pfislusné silové pole reprodukovat
cilova data (vysledek experimentu nebo kvantové chemického vypoétu). Ackoliv jsou si
funkéni tvary nejpouzivanéjsich silovych poli (Amber 94, CHARM22, MM3) podobné,
v otazkach parametrizace je shoda vyrazné mensi. Jednotlivé skupiny autorit pouzivaji
rizné pristupy a neexistuje jednotny nazor na nejvhodnéjsi postup.

Obecné se da fici, ze dobré silové pole by mélo davat uspokojivé vysledky pro vétsinu
sloucenin ze skupiny chemickych latek, pro které bylo vyvinuto. Dtlezita je tedy tzv.
prenositelnost parametrizace silového pole odvozeného pomoci malé mnoziny cilovych
molekul na mnoZinu vSech latek, pro které ma silové pole fungovat (napf. proteiny).
Dalsim kritériem muze byt jednoduchost reparametrizace v pripadé, Ze se snazime silové
pole rozsitit. Pro nékterd pole je potieba provést velké mnozstvi kvantové chemickych
vypocti kvili pridani jednoho jediného atomového typu.

Pfi vyvoji silového pole je velmi dilezity tzv. ndbojovy model (charge model). To je
zpusob, jakym jsou reprezentované a odvozované naboje pro elektrostatickou interakci.
Vzhledem k velikosti elektrostatické interakce vede casto zlepseni nabojového modelu
k podstatné lepsim vysledktim celého silového pole.

2.2.1 Prehled empirickych silovych poli pro MD

Pro tcely molekuldrni dynamiky se pouziva celd fada molekularné mechanickych silovych
poli popisujicih vzajemné plisobeni mezi ¢asticemi. Vyvoj silovych poli mé dlouhou a bo-
hatou historii a je pfedmétem aktivniho vyzkumu. Svoji podstatou se jedna o klicovy
prvek, na kterém je kvalita simulace zavisla. Interakéni potencial musi obsahovat vSechny
relevantni slozky vzajemného ptisobeni. Tedy hlavné sily elektrostatické a Van der Waal-
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sovy (repulze na kratkych vzdalenostech a pfitazliva sila na vétsich vzdalenostech), které
jsou souhrnné oznacované jako nevazebné interakce. Dale pak sily predstavujici kovalentni
vazby v simulovanych molekulach, tzv. vazebné cleny:

Etotal = Ebonded + Enon—bonded (219>
Ebonded = Ebonds + Eangles + Edihedrals (220)
Enonfbonded = Eelectrostatic + EVanderWaals (221)

Potencial vazeb a 1hli je c¢asto modelovan Hookovym zakonem, potencial torznich thli
je modelovan Fourierovym rozvojem piislusného potencialu pro rotacni bariéry.
Pro realistic¢téjsi popis vazeb mezi atomy se nékdy pouziva Morseho potencial:

V(r)=D,(1—e "2 - D, (2.22)

kde r. je rovnovazna vzdalenost, D, je hloubka potencidlové jamy v rovnovaze, parametr
a popisuje sitku potencialvé jamy.

Kromé tvaru interakénich potenciali je potieba v silovém poli definovat mnozinu ¢és-
tic (tzv. atomovych typi), na které toto pole pusobi. Ty vétsinou odpovidaji kombinaci
atomu s jeho blizkym okolim (alifaticky uhlik, aromaticky uhlik apod.), pfipadné mode-
luji vice atomu najednou pomoci jedné pseudoéastice (angl. united atom model), nebo
neodpovidaji Zddnému atomu (definuji interakéni centrum).

Silové pole CHARMM

CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) je Siroce rozsifené si-
lové pole a také softwarovy balik umoznujici provadét molekularné-dynamické simulace,
vypocty volnych energii apod. Konkrétné na simulace proteinti je zameéreno silové pole
CHARMM?22 a CHARMM22/CMAP s korekci dihedralnich ahli a na simulace DNA,
RNA a lipidt je zaméteno silové pole CHARMMZ27. Tato silova pole lze i kombinovat.

Dale existuje vétsi mnozstvi molekul, pro ktera byly parametry dodatecné vyvinuty
(napt. cukry a slouceniny s fluorem).

Interakéni potencial v silovém poli CHARMM ma tvar:

Eior = Z K, (r — Teq)z
bonds
+ ) Ko(6— Ocq)?
angles
Va
+ > 1+ cos(ng — )] (2.23)
dihedrals

. Z Aij Bij qiq;

12 6
Rij  Rj  €Ry

i<j
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Néabojovy model silovych poli CHARMM je zalozen na kvantové chemickych vypoctech
interakci mnoziny modelovych molekul s vodou.

Silové pole AMBER

Silové pole AMBER je dalsi velmi pouzivané silové pole. Jeho vznik se datuje do 80.
let. Interakéni potencidl ma stejny tvar jako u silového pole CHARMM. Konkrétni sady
atomovych typd a parametri jsou ff94, ff97, ff98, ff99SB, ff03, ff03ua. Tzv. ”generalized
AMBER force field” - gaff je urc¢en pro Siroké spektrum malych organickych molekul.

Z pohledu parametrizace silového pole AMBER je nejdtlezitéjsim aspektem uziti na-
bojového modelu RESP (restricted ESP) [38], pouzivany pocinaje ff94 verzi silového pole
AMBER. Tento nabojovy model vychazi ze starsich modelt pouzivajicich kvantové me-
chanicky vypoctené hodnoty elektrostatického potenciadlu (ESP) k nafitovani parcialnich
naboji na atomova centra parametrizovanych molekul. Pfi fitovani metodou nejmensich
¢tvercli pouziva hyperbolickou vazbu mezi poc¢ateénim parcialnim nabojem a jeho odchyl-
kou. Cilem je najit rozdéleni naboji, ktera maji pokud mozno malé ndboje na nepolarnich
uhlicich. Zaroven je vsak tieba zachovat vétsi naboje na polarnich mistech molekuly. Mo-
del RESP navic umoziuje tzv. multikonformac¢ni a multimolekulovy fit. Pfi nich se provadi
fit pro nékolik konformaci nebo molekul zaroven. V prvnim piipadé jsou naboje na od-
povidajicich si atomovych centrech jednotlivych konformert svazany vazbou a rovnaji
se. Procedura hledd minimum fitovaci funkce pres vsechny zadané geometrie s ohledem
na prislusné hodnoty ESP napoctené prostiednictvim ab initio vypoct. Ve druhém pii-
padé jsou spolecné svazany funkéni skupiny dvou molekul, tak aby mély danou hodnotu
naboje. To umoznuje spojovat parametrizované molekuly nebo molekulové fragmenty do
vétsich celk.

Ptes to, ze takto vypoctené naboje jsou v principu reprodukovatelné, neni jejich repro-
dukce v praxi vzdy snadna. Zvlasté pokud neni jasné, které konformery molekuly ptivodni
autor pfi vypoctu pouzil.

Vypocty ESP jsou provadény ve vakuu Hartree-Fockovou metodou. Ta méa shodou
okolnosti velmi podobnou velikost chyby jako chyba vznikld zanedbanim solvatace mo-
lekuly (jejich znaménka jsou avSak opacnd). Tj. v koneéném dusledku jsou molekuly v
tomto typu vypoctu polarizované tak, Ze to dobfe imituje stav, kdy by se molekuly nacha-
zely v kondenzované fazi. Optimalizace geometrii je mozno provadét na jakékoliv tirovni
kvantové mechanické teorie.

Pro parametrizaci dihedralnich ¢lent v silovém poli se pouzivaji ab initio vypoctené
hodnoty rotacnich bariér pro malé modelové systémy. Pro rovnovazné hodnoty vazeb
a uhli se pouzivaji experimentalni strukturni parametry ziskané napt. z cambridgské
databaze nebo z proteinové databanky. Pti parametrizaci VAW ¢lenti se je mozné vychazet
napf. z experimentalné namérenych hodnot sublimacnich tepel.
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2.3 Softwarové baliky

Hlavni ¢ast vypocti prezentovanych v této diplomové praci byla provedena pomoci soft-
warovych baliki AMBERS8 a NAMD. Ty jsou urc¢ené pro vypoc¢ty metodou klasické mole-
kuldrni dynamiky. Nékteré pomocné vypocty (napf. parametrizace silového pole pro mo-
difikovanou internukleotidovou spojku) byly provedeny prostfednictvim programu Gaus-
sian03. Pro nékteré cviéné molekularné-dynamické simulace v rdmci osvojovani metodiky
byl vyuzivan program GROMACS. Zobrazovani biomolekul a ¢ast analyzy molekularné-
dynamickych simulaci byla provadéna s pomoci grafického programu VMD. Program Chem-
craft byl uzivan pro zobrazovani vysledkt ab initio vypocti. Mensi mnozstvi pfipravnych
a analytickych tkonti bylo provadéno s pomoci dalsich programi jako Swisspdbvieweru
(Deepview) a fady skript zminénych v zavéru této kapitoly. Pro zdjemce o vypocty po-
moci metody molekularni dynamiky néasleduje stru¢na charakteristika jednotlivych pro-
gramu.

Vétsina softwarovyc balikil pro provadéni MD simulaci je z uzivatelského hlediska velmi
podobnd. Neni proto vétsim problémem mezi jednotlivymi programy piechazet. At uz
z dtvodu zrychleni vypoétu (nékteré programy jsou lépe paralizované), z divodu do-
stupnosti konkrétni diléi metody nebo verze silového pole. Samoziejmé to s sebou nese
i urcita uskali. Je potieba védét o implicitnich nastavenich jako je skalovani tzv. 1-4
interakci (NAMD vs. AMBER) a podobné. Nékdy se této skutecnosti dé i vyuzit pro
kontrolu vysledktt MD vypoctt. Napriklad pii parametrizaci modifikované internukleoti-
dové spojky byly vypocty zprvu provadény v programech NAMD i AMBER. Pritom byla
kontrolovana shodnost energii jednotlivych konformac¢nich minim.

2.3.1 AMBER

Softwarovy balik Amber je historicky jeden z nejstarsich kédd pro vypocty MD.Vznikl
soucasné se vznikem silového pole Amber ff94. Je v ném naimplementovano velké mnoz-
stvi metod, které u jinych kédiu ¢asto chybi.V soucasnosti je k dispozici verze Amberl0
a nové vytvorend suita programu pod nazvem Ambertools (pod licenci GPL) soustfedu-
jici pomocné a analytické programy. Samotny Amber se svymi energetickymi programy,
je svoji licen¢ni politikou velmi dostupny (nejednd se vSak o opensource ani freeware).
Patii, spolu s programem CHARMM, k dlouhodobé nejrozsitenéjsim a nejvice vyvijenym
kédtm.

K jeho nevyhodam patii relativné naroc¢néjsi instalace. Velka c¢ast kédu je napsana
ve FORTRANU a C.V Ambertools jsou k dispozici pfedevsim programy pro pfipravu
systému: tleap, pro parametrizaci novych molekul: antechamber a pro analyzu trajektorii:
ptraj. Jejich C - kéd je uvolnén pod GPL licenci a mél by uzivateltim slouzit pro pripadné
vlastni modifikace.
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2.3.2 NAMD

NAMD je relativné novy program s velkym dirazem na paralelizované vypocty MD.
Skaluje az do stovek procesort a je uzivatelsky velmi piijemny. Vyznamné miize byt
i velmi snadné spusténi prakticky na jakékoliv rozsitené platformé OS a hardwaru. Ke
komunikaci pouziva mimo jiné TCP nebo UDP protokoly a vypocetni démoni se daji velmi
snadno spustit i v jinak nevypocetnim prostiedi osobnich pocitacti. Jeho hlavni vyznam
je vSak v pouziti na vypocetnich clusterech, kde skrz dobrou skalovatelnost dosahuje
vysoké rychlosti vypoctu trajektorii. Z hledika metod je méné bohaty nez Amber, obsahuje
zékladni metody pro rovnovazné MD a nékteré specialnéjsi metody jako naptiklad Steer
MD. Program je dale vyvijen, jeho nova verze 2.7 z roku 2009 obsahuje mnoho zajimavych
funkci jako jsou naptiklad tzv. collective variables.

2.3.3 GAUSSIANO3

Pro optimalizacni vypocty fosfatové spojky byl pouzit standardni kvantoveé chemicky soft-
ware Gaussian03, ktery obsahuje potfebné metody HF a MP2. Pouzité metody byly opti-
malizace v redundandnich soufadnicich HF /6-31G*, vypocty single point energii MP2/6-
31G*//HF /6-31G*, vypocty ESP z takto ziskanych minim, kontrola frekvenci a hledéni
transitnich stavi - rota¢nich bariér dihedralnich whld spojky. Pro hledani minim byla
odzkousena i metoda AM1 (ukézala se jako velmi nevhodnd) a metoda DFT s B3LYP
funkcionalem, pro kontrolu vypoc¢tu minim.

2.3.4 VMDD, Chimera a Chemcraft

Tyto tfi programy byly pouzity pro 3D zobrazovani jednotlivych molekul a trajektorii.
Program VMD vynika predevsim v manipulaci s trajektoriemy MD a obsahuje i nékteré
funkce pro modelovani a analyzu molekul. Program Chimera je dobrou volbou pro gene-
rovani hezkych 3D reprezentaci molekul. Alternativou je pak naptiklad pouzivany rende-
rer POV3ray. Program Chemcraft je relativné kvalitni program pro visualizaci vypocti
z Gaussianti nebo Gamessu (alternativa Gaussianu), je volné dostupny.

2.3.5 Pomocné skripty

Pti provadéni nejriiznéjsich modelovacich a analytickych kol je vétsinou vyhodné a casto
nezbytné tuto ¢innost néjakym zptisobem automatizovat pomoci skriptd nebo malych
programil, at uz vlastnich nebo volné dostupnych na internetu. Téch volné dostupnych
je velké mnozstvi a je ¢asto mozné si vybrat i mezi jednotlivymi programovacimi jazyky.
Tyto skripty mohou casto uSetfit Cas straveny psanim vlastnich nastroji. Kromé tzce
specializovanych skriptd pro pfripravu simulovanych systému jsou to i Siroce pouzitelné
balicky skripti, jako napiiklad PDB Tools pro zpracovani pdb souboru [39].
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Kapitola 3

Vysledky

3.1 Cile prace
3.1.1 Biologicka motivace — antisense oligonukleotidy

Tzv. ,antisense oligonukleotidy slouzi k selektivni inhibici exprese genetické
informace. Jedna se o chemicky modifikované nukleové kyseliny, které nesou sekvenci
bazi komplementarni k casti né€které mRNA. Pokud se antisense oligonukleotid a
mRNA potkaji uvnitt bunky, vytvotfi dvousroubovicovitou strukturu. Tim je
znemoznéno ribosomlim c¢teni genetické informace uloZzené v mRNA. Na této bazi je
tedy mozné zamezit syntéze konkrétniho proteinu. Tento pfistup k tvorbé 1éku skyta
fadu vyhod oproti klasické inhibici jiz vysyntetizovaného proteinu prostrednictvim
malych molekul cilenych do jeho aktivniho mista. Zejména je ptitazlivé, Ze pii pouziti
antisense oligonukleotidii vystaCime se znalosti pouze primdrni struktury proteinu.
Prostou zdménou sekvence bazi je pak mozné inhibovat syntézu v principu libovolného
proteinu. Na druhou stranu jsou zde jisté technologické problémy, které brzdi uvedeni
antisense oligonukleotidt do klinické praxe. Jednak bunka vnima kratka vlakna
nukleovych kyselin v podstaté jako smeti a dokaze tato vladkna velmi rychle odbourat
(fadoveé v minutach). Tomu Ize Celit chemickou modifikaci patefe nukleovych kyselin.
Dalsi problém piedstavuje transport kratkych nukleovych kyselin (vyrazné nabitych)
skrze bunééné membrany. To lze feSit do jisté miry opét chemickymi modifikacemi
patete nukleovych kyselin. Dal§i moZnosti je napf. konstrukce umélych ¢astic
strukturou pfipominajicich viry.

Pokud ma chemicky modifikovany deoxyoligonukleotid vhodnou strukturu,
muZe po navazani na cilovou mRNA aktivovat enzym RNase H, ktery vlakno mRNA
selektivné odboura. Antisense oligonukleotid je pak osvobozen a miize vytvofrit
komplex s dalsi kopii mRNA. Cely cyklus se poté opakuje. Ackoliv byly v minulosti
vysyntentizovany stovky chemicky modifikovanych oligonukleotidd, pouze mald ¢ést
chemickych modifikaci mize byt provedena po celé délce antisense oligonukleotidu,
aniz by byla znemoZnéna aktivita enzymu RNase H. Jednou z mala svétlych vyjimek je
neisosterni fosfonatova modifikace [40], kdy je do patefe nukleové kyseliny (namisto
ptirozené fosfatové spojky C3°-O3°-P-O5°-C5°) vlozena modifikovana spojka C3°-
03°-P-C-05°-C5°. V pripad¢, ze pfirozené a vySe zminénym zpusobem modifikované
spojky alternuji v patefi antisense oligonukleotidu, je aktivita RNase H zachovana.
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Zajimavé je, ze strukturné velmi podobna chemicka modifikace C3°-O3°-C-P-O5°-C5°¢
je biologicky neaktivni.

3.1.2 Molekularné-dynamické simulace komplexii enzymu
RNase H a antisense oligonukleotidii

Molekularné-dynamické simulace jsou idedlni nastroj pro zkoumani komplext
nukleovych kyselin a proteini. V principu umoziuji interpretovat na atomarni Grovni
vysledky experimentd. V tomto konkrétnim pfipadé (molekularné-dynamickych
simulaci komplexti enzymu RNase H a dvousroubovic DNA:RNA) je kone¢nym cilem
prispét k optimalizaci struktury antisense oligonukleotidii. Tj. dosdhnout toho, aby
vazba enzym-nukleova kyselina, popt. strukturni zména v aktivnim misté enzymu
RNase H vdusledku chemické modifikace antisense oligonukleotidu korelovala
S biochemickymi daty. Idedlni by bylo, pokud by bylo mozné ,,in silico* predikovat, zda
chemickd modifikace narusi vazbu hybridniho dvousroubovicovitého komplexu
k RNase H. Tj. zda chemicky modifikované vlakno DNA by mohlo byt biologicky
aktivni jako antisense oligonukleotid selektivné inhibujici expresi genetické informace
vazbou k mRNA s komplementarni sekvenci bazi a iniciujici jeji degradaci enzymem
RNase H.

Podnétem pro zde prezentované molekuldrné-dynamické simulace komplext
chemicky modifikovanych nukleovych kyselin a enzymu RNase H bylo vySe zminéné
zjisténi, Ze jedna z fosfonatovych internukleotidovych spojek aktivuje enzym RNase H,
kdezto jina ji velmi podobné chemickéd modifikace ne. Ve své praci jsem navazoval na
diivejsi usili [41, 24]. Na pocatku byl vytvoren pocitacovy model komplexu E. Coli
RNase H a nukleové kyseliny [41]. Na jeho zaklad¢ byl posléze vytvoren homologni
model komplexu lidské varianty enzymu RNase H a nukleové kyseliny [24]. Jako
templat pro homologni modelovani byly pouZity tehdy dostupné krystalové struktury
enzymu E. coli RNase H. Ty vsak obsahovaly pouze samotny enzym, nikoliv nukleovou
kyselinu. Krystalova struktura komplexu lidské varianty enzymu RNase H a nukleové
kyseliny je dostupna teprve kratce [15]. Porovnanim této krystalové struktury a vyse
zminénych pocitacovych modell jsem zjistil, Ze ackoliv sekvenéni alignment nebyl
uplné optimalni. Mnoho podstatnych ryst vazby nukleové kyseliny a enzymu bylo
postizeno spravng. Celkova vzajemna poloha nukleové kyseliny a enzymu (obr. 3.1),
geometrie aktivniho mista (obr. 3.2) a vazba DNA vlakna do dvou vazebnych mist (obr.
3.3-3.7).

Ptesto ptedchozi MD simulace komplexii enzymu RNase H a nukleovych kyselin
s fosfonatovou modifikaci prinesly vysledky spise v rozporu s biochemickymi daty.
S Thr-DNA vazebnym mistem (obr. 3.7) interagovala Iépe ,neaktivni® varianta
fosfonatové spojky. Je zde né¢kolik moznych vysvétleni, kterd jsem se pokusil provétit
Vv této diplomové praci.
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1) V krystalové struktuie [15] komplexu lidské varianty enzymu RNase H a nukleové
kyseliny (obr. 3.1) bylo vyrafinovano tzv. fosfat vazici misto (zde nazyvano Thr-DNA
vazebné misto Vviz. obr. 3.7). Jako podstatna se jevi interakce s argininovym residuem
(obr. 3.7 a,c), jehoz postranni fetézec V krystalovych strukturach bez substratu (které
byly pouzity jako vzor pro homologni modely a nasledné molekularné-dynamické
simulace [24]) mifil na opa¢nou stranu. V molekularné-dynamickych simulacich
s modifikovanou fosfonatovou spojkou se proto argininové residuum nemohlo podilet
na stabilizaci. Tzv. Thr-DNA vazebné misto je pfitom klicové, nebot’ se nachazi jenom
dvé pozice od aktivniho mista (a druhym smérem opét dvé pozice od Trp-DNA
vazebného mista).

2) Dosavadni vyvoj v oblasti pocitacového modelovani biomolekul ukazuje, Ze je
pomérné problematické naparametrizovat silova pole tak, aby patefe protein spravné
preferovaly pro rizné sekvence aminokyselin alfa-helikalni ¢i beta-sheetové usporadani.
Extrémné dlouhé molekularné-dynamické simulace nukleovych kyselin pak ukdzaly
[42], Ze v disledku kumulace artefakti v konformacich internukleotidovych spojek v
pateti nukleovych kyselin miize dojit tieba i k rozpleteni dvouSroubovicovitych struktur.
Interakce nukleové kyseliny a proteinu mize tyto konformaéni prechody potencialné
podnitit tak, ze kumulace artefaktli se odehraje jiz na ¢asové Skdle zde prezentovanych
molekularné-dynamickych simulaci. Proto jsem v ramci diplomové prace testoval
nékolik verzi silového pole AMBER [38].

3) Pokud je parametrizace silového pole pro popis pfirozené nukleové kyseliny stale ne
zcela dofeSend zaleZitost, pak jesté svizelnéjsi je to v ptipadé chemicky modifikovanych
nukleovych  kyselin s prodlouzenou fosfonatovou spojkou. Zde se totiz
internukleotidova spojka prodluzuje o jednu vazbu. Modelovy systém C-O-P-C-O-C
obsahuje tfi torzni tthly (COPC, OPCO, PCOC) se tfemi energetickymi minimy pro
kazdy z nich. V kone¢ném dusledku je tieba vzit do uvahy celkem 27 konformaci (tedy
3x3x3 konformaci). Moji ambici bylo proto dosahnout toho, aby pro tento modelovy
systém v kvantové-chemickém a klasickém vypoctu vznikal rozdil max. 1 kcal/mol pro

relativni energie jednotlivych konformert.

3.1.3 Provedené MD simulace

Celkem bylo vramci diplomové prace provedeno devét molekularné-dynamickych
simulaci komplexd nukleovych kyselin a enzymu RNase H. V sedmi piipadech se
jednalo o komplex enzymu a nemodifikované nukleové kyseliny. Ve dvou piipadech
byla do patete nukleové kyseliny vloZena fosfonatova spojka.

Z hlediska simulovaného systému se jednalo v ptipad¢ simulaci 1-3 0 komplexy
se dvéma jednotkami enzymu RNase H uspotadanymi tak (obr. 3.1 a,b), jak to bylo
pozorovano v krystalové struktuie [15]. Takové uspotfadani by se mohlo vyskytovat i
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Vv bunce. Pfipadna interakce obou jednotek enzymu RNase H miize pfispivat k aktivite.
Nebo naopak mize mit inhibi¢ni Gc¢inek.

Dale v pripadé simulaci 4-7 byla simulovana interakce jednoho enzymu RNase
H a ptirozené nukleové kyseliny (obr. 3.1 c). Tento simulovany systém vznikl
odstranénim jedné kopie enzymu RNase H z krystalové struktury. Nukleova kyselina
byla ponechana v pivodni délce, aby bylo mozné sledovat jeji relaxaci z konformace
vnucené ji interakei s odstranénou kopii enzymu RNase H. To umoznilo sledovat vyskyt
vySe zminénych artefakt v konformacnich preferencich internukleotidovych spojek pfi
vetsi strukturni zméné celé dvousSroubovice.

U simulaci 8-9 se jednalo 0 postihnuti interakce enzymu RNase H s chemicky
modifikovanym vlaknem. Opét byla ponechana pouze jedna jednotka enzymu RNase H.
Dvousroubovice nukleové kyseliny byla oproti krystalové struktufe zkracena, aby se
molekularné-dynamické simulace zrychlily. Cilem bylo sledovat, zda je chemicky
modifikovana spojka schopna realizovat vSechny interakce ve fosfat vazicim Thr-DNA
vazebném misté. Popf. zda dojde k ovlivnéni vazby RNA vlakna do aktivniho mista a
DNA vlakna do Trp-DNA vazebného mista.

Provedené¢ molekularné-dynamické simulace byly kvantitativné vyhodnoceny.
Byl monitorovan ¢asovy vyvoj iterakce aminoskupin s fosfatovymi skupinami v patefi
nukleové kyseliny a geometrie aktivniho mista. U nukleovych kyselin byl sledovan
¢asovy vyvoj konformacnich preferenci internukleotidovych spojek, deoxyribos a ribos
a Watson-Crickovského parovani bazi.
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Obrazek 3.1: a) Komplex dvou katalytickych domén lidské RNasy H navazanych na hybridni duplex
DNA:RNA (simulace MD_1 az MD _3). V aktivnich centrech obou domén RNase H jsou vykresleny
hot¢ikové iony Mg2+ (zelena barva). Dva hoic¢ikové ionty se nachazeji v aktivnim misté prvni domény
RNase H a pouze jeden v aktivnim misté druhé domény RNase H. RNA fetézec je obarven svétle modfe,
DNA fetézec Cervené. b) Pohled podél osy duplexu DNA:RNA. Patrné je umisténi Mg2+ iontl ve
»vidli¢ce" tvofené dvéma paralelnimi beta-sheety. ¢) Komplex jedné katalytické domény lidské RNasy H
a duplexu DNA:RNA (simulace MD 4 az MD 9). V pravé &asti obrazku je vidét nepravidelna smycka
proteinu (zbarvena Sed¢) skladajici se z basickych aminokyselin, tzv. ,basic protrusion®.
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_C_

Obrazek 3.2: Aktivni misto katalytické domény lidské RNasy H: residua Asp13, Glu54, Asn78, Asp142
tvori evoluéng konzervovany motiv DEDD (zobrazena explicitng na atomérni urovni). Mg®* ionty jsou
vykresleny zelené. a) Celkovy pohled na katalytickou doménu lidské RNasy H, Vv poptedi je zakreslen
duplex DNA/RNA (DNA - Cervena stuha, RNA — svétle modra stuha). b) Detail aktivniho mista se
Stépenou fosfatovou spojkou. Dva furandzové kruhy cukrfosfatové patefe pfimo sousedici s fosfatem
§tépené vazby jsou zvyraznény zluté. ¢) Solvatace aktivniho mista. Oblacky sestavajici z ¢ervenych bodi
predstavuji polohy atomt kysliku z molekul vody béhem MD simulace a identifikuji mista, kde se
molekuly vody v aktivnim centru preferované zdrzuji. Pro nazornost jsou zakresleny tfi molekuly vody
predstavujici stabilni solvata¢ni vrstvu. Molekula vody lezici nejblize fosfatové skuping€ (na obrazku
nahote) je v pozici umoziujici atakovat a v konecném dusledku piestipnout fosfatovou spojku.
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Obrazek 3.3: Vazba RNasy H na DNA vlakno (Cervena stuha) duplexu DNA:RNA.
Residua podilejici se na vazbé jsou znazornéna modie - zprava doleva: (Trp93, Thr101,
Ser100 tvorici Trp-DNA vazebné misto), llel07, (Asnl08, Arg47, Thrd9 tvorici Thr-
DNA vazebné misto) a Asnl9. Vsechna tato residua jsou lokalizovana v oblasti alfa-
helixti B, C a D stranou od aktivniho mista. Spoluvytvaieji zlabek na povrchu enzymu,
ktery je zakonceny na jedné strané oblasti zvanou ,,basic protrusion® (klastr basickych
residui), kde se nachazi i residua Thrl01, Ser100). Na stran¢ druhé vazebnym mistem
vazajicim fosfat v tzv. ,,phosphate binding pocket*.

Obrazek 3.4: Residuum 1le107 nachazejici se mezi Thr-DNA a Trp-DNA vazebnymi
misty. Ilel07 tvofi vodikové vazby skysliky ve fosfatovych skupinach
Vv internukleotidovych spojkéach vlakna DNA.



KAPITOLA 3. VYSLEDKY 40

Obrazek 3.5: Trp-DNA vazebné misto tvofené residui v oblasti ,basic protrusion®
(8eda smycka nalevo od fosfatové spojky, kde fosfor je znazornén oranzovou barvou).
Zvyraznéna residua Trp 93, Ser101, Thr100 tvoti vodikové vazby s fosfatovou spojkou.
Retézec DNA je vykreslen jako &ervend stuha zakonéend vazebnym fosfatem.

_C_

Obrazek 3.6: Vazba RNasy H na DNA: a) Trp93, b) Thr100, c) Ser101.
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Obrazek 3.7: Thr-DNA vazebné misto (phosphate binding pocket) RNasy H. a)
Celkovy pohled na residua tvofici vazebné misto - zleva doprava: Thr49, Arg47,
Asnl108. Detail vazby na b) Thr49, ¢) Arg4d7, d) Asnl108. DNA fetézec je vykreslen
Cervené, RNA feté€zec modre.
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Obrazek 3.8: Vazba RNasy H na RNA fetézec (modra stuha) z duplexu
DNA:RNA.
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Obrazek 3.9: Vazba RNasy H na RNA fetézec z duplexu DNA:RNA: a) Met80, b)
His128, c¢) Glu54.
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Obrazek 3.10: Vazba RNasy H na RNA fetézec z duplexu DNA:RNA: a) Cysl6, b)
Serl6, c) Arg21.
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3.2. Silova pole

3.2.1 Silova pole pouzita pro fosfatové spojky

Tzv. ,silova pole” ¢i ,,forcefieldy* popisujici interakci atomt v klasickych molekularné-
dynamickych simulacich obsahuji pomérné¢ korektni silové konstanty zodpovédné za
popis dalekodosahovych interakci. V disledku toho klasicky vypocet poskytuje
vysledky v az piekvapivé dobrém souladu s kvantové-chemickymi vypocty i pro takové
jevy, jako je tzv. stacking bazi nukleovych kyselin [43]. Jednim z pfetrvavajicich
problémi je vSak dobry popis konformacnich preferenci pateti biomolekul - nukleovych
kyselin a proteint.

U proteintll, piestoze zaujimaji celou fadu prostorovych uspotadani, 1ze konformace
jejich patefe popsat dvéma torznimi uhly. Pfislusné silové konstanty jsou
reparametrizovany takika kontinudln¢ (viz. celd tfada variant silového pole AMBER
z poslednich 15 let). Ktomu jsou pouzivany kvantové-chemické vypolty se stale
vétsSimi  modelovymi systémy (napf. tripeptidy). Pfesto napf. v molekularné-
dynamickych simulacich foldingu kratkych peptid (usimulovatelné jen prosttednictvim
nejvykonéjsich superpocitacli) se muize ukazat, ze vysledné prostorové usporadani
neodpovida nativné se vyskytujici konformaci [44].

Jesté problematictéjsi je situace v piipad€ patefe nukleovych kyselin, jenz obsahuje ve
srovnani s proteiny vice vazeb a tedy vice rotovatelnych torznich uhli. Pro zde
prezentované molekularné-dynamické simulace komplexu enzymu RNase H a ptirozené
nukleové kyseliny byl inspiraci ¢lanek [42], kde bylo ukazano, Ze soucasna silova pole
popisujici nukleové kyseliny obsahuji artefakty. V disledku toho extrémné dlouhé
simulace na Casové Skale desitek az stovek ns vedou k rozpadu prosté dvousroubovice
B-DNA. Internukleotidové spojky pieskakuji obcas do nestandardnich konformaci, tyto
zmény se v Case kumuluji a vkone€ném disledku vedou k naruSeni Watson-
Crickovského parovani bazi. Autofi navrhli reparametrizaci silového pole, ktera je
primarné zaloZena na zvySeni bariéry pro torzni uhel C3°-C4’-C5’-O5°. Autofi
pfipoustéji, Ze se jednd o pomémné¢ hrubou zaplatu. PIné korektni reparametrizace
silového ple by si vyzadala fadu kvantové-chemickych vypocti pro modelovy systém a
naslednou modifikaci fady silovych konstant. V disledku toho vyvstava otazka, zda
pifirozena konformace fosfatové internukleotidové spojky neni v diisledku vySe zminéné
korekce silového pole ,ptestabilizovana®“. To muize vést k artefaktim pii simulacich
komplexti nukleovych kyselin a proteini. V piipadé komplexi enzymu RNase H a
nukleové kyseliny se totiz nckteré internukleotidové spojky nachdzeji v jinych nez
obvyklych konformacich (zejména se jednd o bezprostfedni okoli aktivniho mista a
krucialni Thr-DNA vazebné misto).
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Pro molekularné-dynamické simulace komplexi enzymu RNase H a nukleové kyseliny
S ptirozenymi fosfatovymi spojkami jsem proto pouzil ¢tyfi varianty silového pole
odvozeného od [38] (viz. tabulka 3.1):

1) Silové pole FF1 [38], které v zakladni varianté zpasobuje na velmi dlouhych
Casovych skalach - desitky az stovky ns - prechody fosfodiesterovych
internukleotidovych spojek do jiné nez pfirozené konformace.

2) Silové pole FF2 [38] se sniZzenou bariérou pro rotaci torznich thli ve fosfodiesterové
spojce. Coz bylo motivovano tim, Ze v praci [42] byly nasimulovany extrémné dlouhé
trajektorie pomoci zcela ojedinélého hardwaru (superpocita¢ MareNostrum
v Barcelon¢). Tato verze silového pole méla proto zvyraznit piipadné artefakty tak, aby
se projevily rychleji — do 10 ns nasimulovatelnych pomoci mné dostupné vypocetni
techniky (pocita¢ Coupled Clusters na Katedife chemické fyziky MFF UK a vypocetni
technika v univerzitnim MetaCentru).

3) Silové pole FF3 [42] se zvySenou bariérou pro torzni thel C3’-C4’-C5’-05’.

4) Silové pole FF4 modifikujici silové pole [38] tak, aby byla znevyhodnéna —
gauche/gauche konformace (tj. cca. -60/60 deg. u torznich thla C3’-03’-P-O5’ a O3’-
P-O5’-C5’) u pftirozené internukleotidové spojky. Energie této konformace byla totiz
podhodnocena, coz pfispiva k artefaktim pozorovanym v [42].

3.2.2 Silové pole pro modifikovanou fosfonatovou spojku

V ptipadé chemicky modifikované internukleotidové spojky jsem napocital ab initio
energie (prostiednictvim softwarového baliku Gaussian 03 a metody MP2/6-31G*) pro
27 konformer modelového systému CH3-O-PO2-CH2-O-CH3. Jejich srovnani
s relativnimi energiemi ziskanymi pomoci molekuldrné-mechanického vypoctu pro
stejny modelovy systém ukazalo (viz. tabulka 3.2, kde jsou pro piehlednost vynechany
symetrické konformery se stejnou energii), Ze silové pole pouzité v predchozich
molekularné-dynamickych simulacich [24] davalo shodu do 1 kcal/mol v ptipad€ pouze
poloviny konformera. V ptipadé¢ molekularné¢ mechanického vypoctu, kdy byly pouzity
nulové silové konstanty pfisluSejici torznim wthlim, vyplynulo, Ze rozpor s kvantové-
chemickym vypoctem nastdva u konformert 7, 9, 10, 11 a 14. Tyto konformery mély
pfitom torzni thel COPC v poloze trans. Z toho vyplynula uprava silovych konstant,
kterou jsem dosahnul toho, ze s vyjimkou konformeru 9 poskytuje zde pouzité silové
pole relativni energie s piesnosti do 1 kcal/mol (viz. tabulka 3.2).
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FFl) Silové pole [38]
FF2) Silové pole [38] s redukovanou bariérou u *-0-P-* torze

< X -0S-P -X 3 0.75
> X -0S-P -X 3 0.00

3. original
3. bartek

(@]
(@]

FF3) Silové pole [42] s bariérou u torzniho uhlu C3'-C4‘'-C5'-05"

> CT-CT-CI-0S 1 1.178 190.977 -1.0 gamma
> CT-CT-CI-0S 1 0.092 295.633 -2.0 gamma
> CT-CT-CI-0S 1 0.963 348.095 3.0 gamma

FF4) Silové pole [38] s penalizovanou konformaci -gg u fosfatové
internukleotidové spojky

< CT-0S-P 100.0 120.50 original
> CT-0S-P 100.0 112.50 bartek
< 0S-P -0S-CT 1 0.25 0.0 -3. original
< 0S-P -0S-CT 1 1.20 0.0 2. original
> 0S-P -0S-CT 1 -0.25 0.0 -3. bartek
> 0S-P -0S-CT 1 1.80 180.0 1 bartek

FF5) Silové pole [38] s doplnénou parametrizaci pro modifikovanou
fosfondtovou spojku

> CT-P 186.0 1.846 bartek
> 0S-P -CT 45.0 102.60 bartek
> P -CT-HC 50.0 110.00 bartek
> P -CT-0S 50.0 110.00 bartek
> 02-P -CT 100.0 108.23 bartek
> HC-CT-0S 50.0 110.00 bartek
> X -CT-P -X 3 1.20 0.0 3. bartek
> CT-P -0S-CT 1 1.00 180.0 1 bartek

Tabulka 3.1: Silova pole pouzita pro jednotlivé molekularné dynamické simulace.
Piehled modifikaci provedenych v silovém poli FF1 [38].
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MP2 abs. MP2 _rel. MP2 rel. FF_old FF_zero FF_ 5
(a.u.) (a.u.) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

K 01 ggg -759.72638 0.00203 1.27 1.08 -0.16 0.60
K 02 ggmg -759.72513 0.00328 2.06 2.04 2.39 2.73
K 03 gmgg -759.72282 0.00559 3.51 2.46 2.89 3.85
K_04 mggg -759.72841 0.00000 0.00 0.00 0.00 0.00
K 05 ggt -759.72060 0.00781 4.90 4.42 2.59 4.12
K 06 gtg -759.72459 0.00382 2.40 0.15 2.19 2.39
K 07 tgg -759.72684 0.00157 0.99 0.00 -0.47 1.24
K 08 gtt -759.71955 0.00886 5.56 3.51 5.49 5.75
K 09 tgt -759.70730 0.02111 13.25 2.71 2.55 4.27
K 10 ttg -759.72486 0.00355 2.23 0.15 0.39 1.84
K 11 ttt -759.71949 0.00892 5.60 3.53 3.64 5.09
K 12 gmgt -759.72308 0.00533 3.35 2.71 2.52 2.75
K 13 gtmg -759.72465 0.00376 2.36 -0.06 1.91 2.16
K 14 tgmg -759.72550 0.00291 1.83 3.70 0.64 2.36
FF zero
> X -CT-P -X 3 0.00 0.0 3. bartek
> CT-P -0S-CT 1 0.00 0.0 1. bartek
FF_5
> X -CT-P -X 3 1.20 0.0 3. bartek
> CT-P -0OS-CT 1 1.00 180.0 1 bartek

Tabulka 3.2: Parametrizace silového pole FF5 pouzitého pro molekularné-dynamické
simulace s modifikovanou fosfonatovou spojkou. Srovnani relativnich energii
jednotlivych konformert modelového systému CH3-O-PO2-CH2-O-CH3 vypoctenych
ab initio (MP2) a s ruznymi verzemi silového pole (FF_old — stara parametrizace [24],
FF_zero — vynulované silové konstanty pro torzni uhly, FF 5 — nova parametrizace
pouzitd v MD simulacich 8,9 v této diplomové praci).
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Obrazek 3.11: Diagram vazeb mezi duplexem RNA:DNA a RNasou H. Model se

dvéma jednotkami RNasy H - simulace 1, 2, 3.
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3.3 MD_1:2x RNase H + (dN.rN), / FF2

a) Simulovany systém: sestaval ze dvou kopii enzymu RNase H (obr. 3.11), na néz
byla navazana jedna dvousrobovice DNA:RNA o délce 14 para bazi -
r(CGACACCUGAUUCC) .d(GCTGTGGACTAAGG). V aktivnim mist¢ prvniho
enzymu RNase H se nachazely dva hot¢ikové ionty a v aktivnim misté druhého enzymu
RNase H jeden hoicikovy iont. Obé vldkna nukleové kyseliny byla pfirozend, nenesla
chemické modifikace. Po zahrnuti vodni obélky do simulovaného systému sestaval
tento z 53832 atomu. Délka vysledné molekularné-dynamické simulace byla 10 ns.

b) Silové pole: V molekularné-dynamické simulaci MD_1 bylo pouzito silové pole FF2
[38] s redukovanou silovou konstantou pro *-O-P-* torzni thel (* znaci libovolny atom)
(viz. tabulka 3.1). Cilem této redukce bylo snizit energetické bariéry oddélujici
jednotlivé konformery pfirozené fosfodiesterové spojky. V disledku toho byla zvySena
pravdépodobnost pozorovat piipadné artefakty v konformacénich preferencich
internukleotidovych spojek na ¢asovych skalach do 10 ns. Otazkou bylo mimo jiné to,
zda vyskyt takovych artefakti bude diky interakci s enzymem vyznamné zvysen.

c) Internukleotidové spojky (viz. graf Al) v celé fad¢ ptipadd preferovaly jinou nez
ptirozenou -g-g konformaci (tj. konformace -gauche u torznich uhlti C3’-03°-P-O5’ a
03’-P-05’-C5’). U RNA vlakna se jednalo o residua R307, R309, R310, R311, R312,
R316 a R318. Tedy o internukleotidové spojky situované v mistech pobliZ aktivnich
mist obou kopii enzymu RNase H. V piipadé DNA vldkna se jednalo o residua D332,
D330, D328, D327, D323, D322, D321. Tedy o internukleotidové spojky nachézejici se
pobliZ DNA vazebnych a aktivnich mist.

d) Watson-Crickovské parovani bazi (viz. graf B1) v hybridnim duplexu DNA.RNA
bylo vyznamné naruSeno pouze v terminalnim paru bazi R306-D333. Urcita
destabilizace nékteré z vodikovych vazeb byla pozorovana téZ v paru bazi R308-D331
(pobliz vazebného mista pro DNA s residuem Thr49) a R312.D327 (v ¢asti nukleové
kyseliny nachéazejici se mezi obéma kopiemi enzymu RNase H).

e) Sugar Puckering (viz. graf Cl) v RNA vlakné vykazoval atypické chovani (tj.
preference konformace C2’-endo namisto C3’-endo) pouze u terminalniho residua R306
tvofictho Watson-Crickovsky par s D333 (u nichz bylo pozorovano naruSeni
vodikovych vazeb). Dale byl atypicky sugar puckering pozorovan u druhého
terminalniho residua R319. Naproti tomu v DNA vldkné bylo naruSeni sugar-
puckeringu pozorovano spiSe u vnitinich residui (v tomto piipadé¢ Slo o realizaci
konformace C3‘-endo namisto obvyklé konformace C2’-endo). Jednalo se o residua
D332 a D331 lezici mezi vazebnymi misty pro DNA s residui Trp93 a Thr49 (resp. o
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residua D325 a D324 nachazejici se mezi vazebnymi misty pro DNA s residui Trp246 a
Thr202).

f) Interakce DNA-RNase H (viz. graf D1) se realizovala zejména ve Ctyfech
vazebnych mistech (ve dvou u kazdé kopie enzymu RNase H). U prvni/druhé kopie
enzymu RNase H se na stabilizaci podilela v prvnim vazebném misté zejména residua
Trp93, Serl01/Trp246, Thr253, Ser254 a residuum Thr49/Thr202 ve druhém vazebném
misté. V tomto vazebném misté byla t€z velmi vyznamna interakce s residui Arg47,
Asnl08/Arg200, Asn261. Tyto interakce v grafech nepiisobi na prvni pohled tak
stabiln¢ ve srovnani s residui zminénymi vySe. Je to zplsobené tim, ze residua
Asn108/Asn261 v prib&éhu molekularné-dynamické simulace stfidavé interagovala se
dvémi sousednimi internukleotidovymi spojkami. Argininovd residua pak mohou
interagovat pomoci celkem péti vodikovych atomd se ¢tyimi kyslikovymi atomy
ve fosfatové skupiné. Z dvaceti moznych zpusobid interakce jsou pfitom V grafech
zachyceny pouze dva. Z nich je ziejmé, ze puvodni zpUsob interakce residua Argd7
s DNA vlaknem se obnovi zhruba v poloving simulace a pak jiz ztistane stabilni.

g) Interakce RNA-RNase H (viz. graf E1) se odehrava predevsim v oblasti aktivniho
mista. Kromé& toho v pfipadé¢ prvni kopie enzymu RNase H byla zaznamenana
vyznamna interakce s residui His128, Glu54, Cysl16, Argl46. V ptipad¢ druhé kopie
enzymu RNase H (s pouze jednim hot¢ikovym iontem Vv aktivnim misté) byla interakce
S RNA vldknem chud$i. Stabilni vodikova vazba byla pozorovéna pouze v piipadé
residua Met233.

h) Interakce v aktivnim misté (viz. graf F1) byly podrobné sledovany pouze v
aktivnim misté se dvéma hoic¢ikovymi ionty. Je zfejmé, Ze geometrie aktivniho mista
byla po vétsi ¢ast simulace naruSena, nakonec se vSak obnovilo piivodni uspofadani.
Nacasovani konformacnich prechodii v aktivnim misté koreluje s konformaénim
prechodem internukleotidové spojky R310. Jakmile tato internukleotidova spojka
opustila pfirozenou konformaci -g-g, byla narusena interakce fosfatové skupiny s ionty
a téz interakce s residuem Glu54. V tomto ptipad€ nemélo u vétsi Casti trajektorie smysl
zabyvat se hleddnim molekuly vody, kterd by mohla potencialné¢ atakovat fosfatovou
skupinu, nebot’ Stipand fosfodiesterova spojka R310 nebyla diky vySe zminéné
konformacéni zméné orientovana tak, aby vazba C3°-O3’ mohla byt efektivné atakovana.
Nicméné na pocatku a na konci simulace, kdy byla geometrie aktivniho mista spravna,
se na pozici atakujici molekuly vysttidalo relativné velké mnozstvi molekul vody:

WAT 351 0-1.75 ns
WAT 8167 1.75-2.25 ns
WAT 15685 2.25-2.75 ns
WAT 3683 2.50-2.75 ns
WAT 2967 7.59-8.75 ns
WAT 10539 8.11-9.2 ns
WAT 11176 9.27-9.98 ns
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3.4 MD_2: 2x RNase H + (dN.rN)., / FF3

a) Simulovany systém: sestaval ze dvou kopii enzymu RNase H (obr. 3.11), na néz
byla navazana jedna dvousrobovice DNA:RNA o délce 14 para bazi -
r(CGACACCUGAUUCC) .d(GCTGTGGACTAAGG). V aktivnim mist¢ prvniho
enzymu RNase H se nachazely dva hot¢ikové ionty a v aktivnim misté druhého enzymu
RNase H jeden hoicikovy iont. Obé vldkna nukleové kyseliny byla pfirozend, nenesla
chemické modifikace. Po zahrnuti vodni obalky do simulovaného systému sestaval
tento z 53832 atomt. Délka vysledné molekularné-dynamické simulace byla 10 ns.

b) Silové pole: V molekularné-dynamické simulaci MD_2 bylo pouzZito silové pole [42]
s modifikovanymi silovymi konstantami, zejména se zvySenou energetickou bariérou
pro torzni thel C3°-C4°-C5°-05° (viz. tabulka 3.1). Cilem této modifikace bylo
stabilizovat pfirozenou konformaci internukleotidové spojky tak, aby pii velmi
dlouhych simulacich nedochazelo k ptechodiim internukleotidovych spojek do
konformaci, jez vpiipad¢ nakumulovani mohou vést 1 k destabilizaci
dvousroubovicovité struktury. Otdzkou bylo mimo jiné to, zda internukleotidové spojky
nebudou v disledku vySe zminéné modifikace ,,piestabilizované”. Tj. zda nedojde
k pfechodim do pfirozenych -g-g konformaci i u internukleotidovych spojek, kde
v disledku interakce s enzymem se Vv krystalové struktufe realizovala jind nez obligatni
-g-g konformace (tj. konformace -gauche u torznich thli C3’-03’-P-O5” a 03’-P-05’-
C5).

c) Internukleotidové spojky (viz. graf A2) preferovaly jinou nez pfirozenou -g-g
konformaci pouze ziidka (ve srovnani s piedchozi simulaci MD_1). V ptipadé RNA
vldkna se jednalo o residua R309 a R311. Tedy o internukleotidové spojky situované v
mistech pobliz aktivniho mista enzymu RNase H se dvéma atomy hoiciku. V ptipadé
DNA vlakna se jednalo o residua D330 a D323, D322, D321. Tedy o internukleotidové
spojky nachazejici se poblizZ DNA vazebnych mist s residui Thr49/Thr202.

d) Watson-Crickovské parovani bazi (viz. graf B2): V hybridnim duplexu
DNA.RNA byly do jisté miry destabilizovany nekteré z vodikovych vazeb v parech bazi
R308-D331 (pobliz vazebného mista pro DNA s residuem Thr49) a R311.D328,
R312.D327 (v ¢&asti nukleové kyseliny nachazejici se mezi obéma kopiemi enzymu
RNase H).

e) Sugar Puckering (viz. graf C2) v RNA vlakn¢ vykazoval atypické chovani (tj.
preference konformace C2’-endo namisto C3’-endo) pouze u terminalniho residua
R319. Naproti tomu v DNA vlakné bylo naruseni sugar-puckeringu pozorovano spise u
vnitinich residui (v tomto ptipadé $lo o realizaci konformace C3°-endo namisto obvyklé
konformace C2’-endo). Jednalo se o residua D332 a D331 lezici mezi vazebnymi misty
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pro DNA s residui Trp93 a Thr49 (resp. o residua D325 a D324 nachazejici se mezi
vazebnymi misty pro DNA s residui Trp246 a Thr202). Tedy o residua identicka s témi,
u nichz bylo naruseni sugar puckeringu pozorovano i v piedchozi molekularné-
dynamické simulaci MD_1.

f) Interakce DNA-RNase H (viz. graf D2) se realizovala zejména ve Ctyfech
vazebnych mistech (ve dvou u kazdé kopie enzymu RNase H). U prvni/druhé kopie
enzymu RNase H se na stabilizaci podilela v prvnim vazebném misté zejména residua
Trp93, Thrl00, Serl01/Trp246, Thr253 a residuum Thr49, Asn19/Thr202 ve druhém
vazebném misté. V tomto vazebném misté byla téz velmi vyznamna interakce s residui
Argd7, Asnl108/Arg200, Asn261. Tyto interakce v grafech neplisobi na prvni pohled tak
stabiln¢ ve srovnani s residui zminénymi vySe. Je to zplsobené tim, Ze residua
Asn108/Asn261 v prib&éhu molekularné-dynamické simulace sttidavé interagovala se
dvémi sousednimi internukleotidovymi spojkami. Argininovd residua pak mohou
interagovat pomoci celkem péti riznych vodikovych atomi Se ¢tyimi kyslikovymi
atomy ve fosfatové skupiné. Z dvaceti moznych vodikovych vazeb jsou pfitom
v grafech zachyceny pouze dvé. Znich je patrné, Ze s vyjimkou prvnich dvou ns je
puvodni interakce residua Argd7 s DNA vladknem stabilni, v piipad¢ residua Arg200 to
plati pouze o prvni polovin¢ simulace.

g) Interakce RNA-RNase H (viz. graf E2) se odehrava ptedevsim v oblasti aktivniho
mista. Kromé toho v pfipadé¢ prvni kopie enzymu RNase H byla zaznamenana
vyznamna interakce s residui Met80, Glu54, Serl8. V ptipadé¢ druhé kopie enzymu
RNase H (s pouze jednim hotf¢ikovym atomem v aktivnim mist€) byla interakce s RNA

vlaknem chudsi, stabilni vodikova vazba byla pozorovana pouze v ptipadé residua
Met233.

h) Interakce v aktivnim misté (viz. graf F2) byly podrobné sledovany pouze v
aktivnim misté se dvéma hotc¢ikovymi ionty. Je zfejmé, zZe geometrie aktivniho mista
byla po celou dobu simulace stabilni. V pozici umoznujici efektivni atak vazby C3°-03’
se op¢t vystiidalo relativné volké mnozstvi molekul vody:

WAT 351 0-3.7 ns
WAT 10399 3.71-3.88 ns
WAT 9087 3.88-5.19 ns
WAT 14896 5.43-9.56 ns
WAT 16270 9.66-9.72 ns
WAT 748 9.78-9.98 ns
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3.5 MD_3: 2x RNase H + (dN.rN)., / FF4

a) Simulovany systém: sestaval ze dvou kopii enzymu RNase H (obr. 3.11), na néz
byla navazédna jedna dvousrobovice DNA:RNA o délce 14 pard bazi -
r(CGACACCUGAUUCC) .d(GCTGTGGACTAAGG). V aktivnim misté prvniho
enzymu RNase H se nachazely dva hoicikové ionty a v aktivnim misté druhého enzymu
RNase H jeden hoicikovy iont. Ob¢ vlakna nukleové kyseliny byla pfirozend, nenesla
chemické modifikace. Po zahrnuti vodni obalky do simulovaného systému sestaval
tento z 53832 atomu. Délka vysledné molekularné-dynamické simulace byla 8 ns.

b) Silové pole: V molekularné-dynamické simulaci MD_3 bylo pouzito silové pole FF4
[38] s modifikovanymi silovymi konstantami pro uhel CT-OS-P a torzni uhel OS-P -
OS-CT (viz. tabulka 3.1). Cilem této modifikace silového pole bylo penalizovat
atypickou konformaci iternukleotidové spojky -gg a v kone¢ném dusledku stabilizovat
konformaci ptirozenou. Tj. dosahnout jinymi prostiedky nez v silovém poli FF3 [42]
toho, aby pfi velmi dlouhych simulacich nedochazelo k pfechodiim internukleotidovych
spojek do konformaci, jez v pfipadé nakumulovani mohou vést i k destabilizaci
dvousroubovicovité struktury. Otazkou bylo opét to, zda internukleotidové spojky
nebudou v dusledku vyse zminéné modifikace silového pole ,,pfestabilizované®. Tj. zda
nedojde k ptechodiim do pfirozenych -g-g konformaci i u internukleotidovych spojek,
kde v dusledku interakce s enzymem se V krystalové struktufe realizovala jina nez
obligatni -g-g konformace.

c) Internukleotidové spojky (viz. graf A3) preferovaly jinou nez piirozenou -g-g
konformaci pouze ziidka (ve srovnani se simulaci MD_1). Atypické konformacni
preference byly téméf shodné s ptedchozi simulaci MD_2. V ptipadé¢ RNA vldkna se
jednalo o residua R309 a R311. Tedy o internukleotidové spojky situované pobliz
aktivniho mista enzymu RNase H se dvéma atomy hoi¢iku. V ptipadé DNA vldkna se
jednalo o residua D332, D330 a D323, D322, D321. Tedy o internukleotidové spojky
nachazejici se pobliz DNA vazebnych mist s residui Thr49/Thr202.

d) Watson-Crickovské parovani bazi (viz. graf B3): V hybridnim duplexu
DNA.RNA byly do jisté miry destabilizovany nékteré z vodikovych vazeb v parech bazi
R308-D331 (pobliz vazebného mista pro DNA s residuem Thr49) a R311.D328,
R312.D327 (v &asti nukleové kyseliny nachédzejici se mezi obéma kopiemi enzymu
RNase H).

e) Sugar Puckering (viz. graf C3) v RNA vlakn¢ vykazoval atypické chovani (tj.
preference konformace C2’-endo namisto C3’-endo) pouze u terminalniho residua
R319. Naproti tomu v DNA vlakné bylo naruseni sugar-puckeringu pozorovano spise u
vnitinich residui (v tomto ptipadé Slo o realizaci konformace C3‘-endo namisto obvyklé
konformace C2’-endo). Jednalo se o residua D332 a D331 lezici mezi vazebnymi misty
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pro DNA s residui Trp93 a Thr49 (resp. o residua D325 a D324 nachazejici se mezi
vazebnymi misty pro DNA s residui Trp246 a Thr202). Tedy o residua identicka s témi,
u nichz bylo naruseni sugar puckeringu pozorovano i v predchozich molekulérné-
dynamickych simulacich MD_1a MD_2.

f) Interakce DNA-RNase H (viz. graf D3) se realizovala zejména ve Ctyfech
vazebnych mistech (ve dvou u kazdé kopie enzymu RNase H). U prvni/druhé kopie
enzymu RNase H se na stabilizaci podilela v prvnim vazebném misté zejména residua
Trp93, Ser101/Trp246, Ser254, 11260 a residuum Thr49, Asnl9 ve druhém vazebném
misté. Zcela ojedinéle se na stabilizaci tentokrat nepodilelo residuum Thr202. V tomto
vazebném misté byla téz velmi vyznamna interakce s residui Arg47, Asn108/Arg200,
Asn261. Tyto interakce v grafech nepiisobi na prvni pohled tak stabilné ve srovnani s
residui zminénymi vySe. Je to zplsobené tim, ze residua Asnl08/Asn261 v prib&hu
molekularné-dynamické simulace stfidavé interagovala se dvémi sousednimi
internukleotidovymi spojkami. Argininova residua pak mohou interagovat pomoci
celkem péti riznych vodikovych atomu se Ctyfmi kyslikovymi atomy ve fosfatové
skupiné. Z dvaceti moznych zptsobu interakce jsou pfitom v grafech zachyceny pouze
dva. Z nich je patrné, ze s vyjimkou prvnich 3 ns je puvodni interakce residua Arg47
s DNA vlaknem stabilni, v pfipadé residua Arg200 se zpiisob interakce méni po celou
dobu simulace.

g) Interakce RNA-RNase H (viz. graf E3) se odehrava piedevsim v oblasti aktivniho
mista. Kromé& toho v pfipadé prvni kopie enzymu RNase H byla zaznamenana
vyznamna interakce s residuem Glu54. V ptipad¢ druhé kopie enzymu RNase H (s
pouze jednim hot¢ikovym atomem v aktivnim misté) byla interakce s RNA vlaknem

chudsi. Stabilni vodikova vazba byla pozorovana pouze v pfipadé residua Met233 a
Cys169.

h) Interakce v aktivnim misté (viz. graf F3) byly podrobné sledovany pouze v
aktivnim misté se dvéma hotcikovymi ionty. Je zfejmé, Ze geometrie aktivniho mista
byla po celou dobu simulace narusena, ackoliv se internukleotidova spojka R310
nachdzela v pfirozené konformaci -g-g. Nicméné hoic¢ikovy iont B se brzy po zacatku
simulace posunul o cca. 1A. Piesto se v blizkosti atomu fosforu na pozici umoziujici
atak Stipané fosfodiesterové spojky prostiidalo béhem simulace n¢kolik molekul vody:

WAT 7935 0.75-0.84 ns a 1.2-1.97 ns
WAT 5277 0.95-1.22 ns
WAT 14296 2.57-3.41 ns
WAT 2155 3.25-4.35 ns a 5.42-5.82 ns
WAT 12306 6.0-6.67 ns
WAT 13833 7.3-7.98 ns
WAT 7333 7.30-7.4 ns
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Obrazek 3.12: Diagram vazeb mezi duplexem RNA:DNA a RNasou H. Model s
jednou jednotkou RNasy H - simulace 4, 5, 6, 7.
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3.6 MD_4: 1x RNase H + (dN.rN),, / FF4

a) Simulovany systém: V molekularné-dynamické simulaci MD_4 sestaval simulovany
systém (obr. 3.12) z jedné kopie enzymu RNase H, na niz byla navazéna jedna
dvousrobovice DNA:RNA o délce 14 para bazi - r(CGACACCUGAUUCC)
J(GCTGTGGACTAAGG). V aktivnim mist¢ enzymu RNase H se nachazely dva
hoi¢ikové ionty. Ob¢ vlakna nukleové kyseliny byla piirozena, nenesla chemické
modifikace. Po zahrnuti vodni obalky do simulovaného systému sestaval tento z 34189
atomu. Délka vysledné molekularné-dynamické simulace byla 5 ns.

b) Silové pole: V molekularné-dynamické simulaci MD_4 bylo pouzito silové pole FF4
[38] s modifikovanymi silovymi konstantami pro thel CT-OS-P a torzni uhel OS-P -
OS-CT (viz. tabulka 3.1). Cilem této modifikace silového pole bylo penalizovat
atypickou konformaci iternukleotidové spojky -gg a v koneéném disledku stabilizovat
konformaci ptirozenou. Tj. dosahnout jinymi prostfedky nez v silovém poli [42] toho,
aby pii velmi dlouhych simulacich nedochazelo k piechodiim internukleotidovych
spojek do konformaci, jez v pfipadé nakumulovani mohou vést i k destabilizaci
dvousroubovicovité struktury. Otdzkou bylo opét to, zda internukleotidové spojky
nebudou v disledku vySe zminéné modifikace ,,piestabilizované®. Tj. zda nedojde
Kk pfechodim do piirozenych -g-g konformaci i u internukleotidovych spojek, kde
v disledku interakce s enzymem se Vv krystalové struktufe realizovala jind nez obligatni
-g-g konformace.

¢) Internukleotidové spojky (viz. graf A4) preferovaly jinou nez piirozenou -g-g
konformaci pouze ojedin€le (ve srovnani se simulaci MD_6), nicméné alespoit v RNA
vlakné Castéji nez v predchozich simulacich se dvéma jednotkami enzymu RNase H.
V ptipadé RNA vlakna se jednalo o residua R157, R158, R160, R163 a R167. Tedy o
internukleotidové spojky situované v mistech interakce s enzymem RNase H. V ptipadé
DNA vlédkna se jednalo o residua D179, D175 a D170. Residuum D179 je situované ve
vazebném misté s Thr49. Na této pozici (obdoba D330 z pfedchozich simulaci) doslo ke
zmeéné konformace internukleotidové spojky ve vSech provedenych simulacich.
Konformaéni zmeéna residua D175 je pravdépodobné diisledkem relaxace nukleové
kyseliny po odstranéni druhé kopie enzymu RNase H. Zménéna konformace u residua
D170 je naopak poziistatkem po interakci s odstranénym enzymem. Sousedni residua
D171, D172 zrelaxovala do ptirozenych konformaci.

d) Watson-Crickovské parovani bazi (viz. graf B4): V hybridnim duplexu
DNA.RNA byly do jisté miry destabilizovany n¢které z vodikovych vazeb pouze v paru
bazi R162-D175 a v terminalnim paru residui R168.D169. Porovnanim s pfedchozimi
simulacemi lze dospét k zavéru, ze odstranéni druhé kopie enzymu RNase H uvolnilo
jisté napéti v duplexu nukleové kyseliny.
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e) Sugar Puckering (viz. graf C4) v RNA vlakn¢ vykazoval atypické chovani (tj.
preference konformace C2’-endo namisto C3’-endo) pouze u terminalniho residua
R168. Naproti tomu v DNA vlakné bylo naruseni sugar-puckeringu pozorovano spise u
vnitinich residui (v tomto ptfipadé Slo o realizaci konformace C3°-endo namisto obvyklé
konformace C2’-endo). Jednalo se o residua D181 a D180 lezici mezi vazebnymi misty
pro DNA s residui Trp93 a Thr49. Tedy o residua identickd s témi, u nichz bylo
naruseni sugar puckeringu pozorovano i v predchozich molekularné-dynamickych
simulacich. Za pozornost stoji, ze ve zbytku nukleové kyseliny relaxovaly deoxyribosy
(zejména D174 a D173) do ptirozenych konformaci.

f) Interakce DNA-RNase H (viz. graf D4) se realizovala zejména ve dvou vazebnych
mistech. Na stabilizaci se podilela v prvnim vazebném misté zejména residua Trp93,
Ser101, 1le107 a residuum Thr49 ve druhém vazebném misté. V tomto vazebném misté
byla téz velmi vyznamna interakce s residui Arg47, Asn108. Residuum Asn108 (na
rozdil od pfedchozich simulaci) interagovalo pouze s jednou fosfatovou skupinou a tato
interakce byla stabilni. Argininové residuum pak mohlo interagovat pomoci celkem péti
riznych amidovych skupin se c¢tyfmi kyslikovymi atomy ve fosfatové skuping.
Z dvaceti moznych zpusobu interakce jsou pfitom v grafech zachyceny pouze dva.
Znich je ziejmé, Ze pocate¢ni zpusob interakce Arg47 s nukleovou kyselinou zistal
zachovan pouze v prvni polovin¢ simulace.

g) Interakce RNA-RNase H (viz. graf E4) se odehrava ptedevsim v oblasti aktivniho

mista. Kromé toho byla zaznamenana vyznamna interakce s residui Met80, Cys16 a
Argl146.

h) Interakce v aktivnim misté (viz. graf F4): Je ziejmé, Ze geometrie aktivniho mista
byla po celou dobu simulace stabilni. Molekula vody s pofadovym cislem 199
okupovala po celou dobu simulace pozici umoziujici efektivni atak fosfatové skupiny
v aktivnim mistg.
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3.7 MD_5: 1x RNase H + (dN.rN)., / FF3

a) Simulovany systém: V molekularné-dynamické simulaci MD_5 sestaval simulovany
systém (obr. 3.12) z jedné kopie enzymu RNase H, na niz byla navazéna jedna
dvousrobovice DNA:RNA o délce 14 para bazi - r(CGACACCUGAUUCC)
J(GCTGTGGACTAAGG). V aktivnim mist¢ enzymu RNase H se nachazely dva
hoi¢ikové ionty. Ob¢ vlakna nukleové kyseliny byla piirozena, nenesla chemické
modifikace. Po zahrnuti vodni obalky do simulovaného systému sestaval tento z 34189
atomu. Délka vysledné molekularné-dynamické simulace byla 5 ns.

b) Silové pole: v molekularné-dynamické simulaci MD_5 bylo pouzito silové pole FF3
[42] s modifikovanymi silovymi konstantami (zejména se zvySenou energetickou
bariérou pro torzni uhel C3°-C4°-C5°-O5°¢, viz. tabulka 3.1). Cilem této modifikace
silového pole bylo stabilizovat ptirozenou konformaci internukleotidové spojky tak, aby
pti velmi dlouhych simulacich nedochazelo k prechodim internukleotidovych spojek do
konformaci, jez v pfipadé nakumulovani mohou vést 1 k destabilizaci
dvousroubovicovité struktury. Otazkou bylo mimo jiné to, zda internukleotidové spojky
nebudou v disledku vySe zminéné modifikace ,,pfestabilizované”. Tj. zda nedojde
k pfechodim do pfirozenych -g-g konformaci i u internukleotidovych spojek, kde
v disledku interakce s enzymem se Vv krystalové struktufe realizovala jina neZ obligatni
-g-g konformace.

¢) Internukleotidové spojky (viz. graf AS) preferovaly jinou nez pfirozenou -g-g
konformaci pouze ojedinéle (ve srovnani se simulaci MD_6). V piipadé RNA vlakna se
jednalo o residua R160 a R162. V piipadé DNA vlakna se jednalo o residua D179,
D172 a D170. Residuum D179 je situované ve vazebném misté s Thr49, na této pozici
(obdoba D330 ze simulaci 1-3) doSlo ke zméné konformace internukleotidové spojky ve
vSech simulacich. Zménéna konformace u residui D172 a D170 je pozlstatkem po
interakci s odstranénym enzymem. Sousedni residuum D171 zrelaxovalo do pfirozené
konformace.

d) Watson-Crickovské parovani bazi (viz. graf B5): bylo v hybridnim duplexu
DNA.RNA naruSeno v terminalnim paru residui R155.D182. Porovnanim se
simulacemi 1-3 lze dospét k zavéru, ze odstranéni druhé kopie enzymu RNase H
uvolnilo urcité napéti v dvousroubovici nukleové kyseliny.

e) Sugar Puckering (viz. graf C5) v RNA vlakn¢ vykazoval atypické chovani (tj.
preference konformace C2’-endo namisto C3’-endo) pouze u terminélnich residui R168
a R155, R156 (zde doslo k naruSeni Watson-Crickovského parovani bazi). Dale bylo
narusSeni sugar puckeringu pozorovano u residua R161, kde doslo ke konformacni
zméné internukleotidové spojky. Naproti tomu v DNA vlakné bylo naruSeni sugar-
puckeringu pozorovano spiSe u vnitfnich residui (v tomto pfipad€ Slo o realizaci
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konformace C3‘-endo namisto obvyklé konformace C2’-endo). Jednalo se o residua
D181 a D180 lezici mezi vazebnymi misty pro DNA s residui Trp93 a Thr49. Tedy o
residua identickd s témi, u nichz bylo naruSeni sugar puckeringu pozorovano i v
pfedchozich molekularné-dynamickych simulacich. Za pozornost opét stoji, ze ve
zbytku nukleové kyseliny relaxovaly deoxyribosy (zejména D174 a D173) do
pfirozenych konformaci.

f) Interakce DNA-RNase H (viz. graf D5) se realizovala zejména ve dvou vazebnych
mistech. Na stabilizaci se podilela v prvnim vazebném misté zejména residua Trp93,
Ser101 a residuum Thr49 ve druhém vazebném misté. V tomto vazebném misté byla téz
velmi vyznamna interakce s residui Arg47, Asnl08. Tyto interakce v grafech nepisobi
na prvni pohled tak stabiln¢ ve srovnani s residui zminénymi vyse. Je to zptisobené tim,
ze residuum Asnl08 v pribéhu molekuldrné-dynamické simulace stifidavé interagovalo
se dvémi sousednimi internukleotidovymi spojkami. Argininové residuum pak mohlo
interagovat pomoci celkem péti riznych amidovych skupin se ctyfmi kyslikovymi
atomy ve fosfatové skupiné. Z dvaceti moznych zpasobu interakce jsou pfitom
v grafech zachyceny pouze dva. Z nich je patrné, Ze po celou dobu simulace se zpusob
interakce residua Arg47 s nukleovou kyselinou proménoval.

g) Interakce RNA-RNase H (viz. graf E5) se odehrava predevsim v oblasti aktivniho
mista. Kromé toho byla zaznamenana vyznamna interakce s residui Met80 a Glu54.

h) Interakce v aktivnim misté (viz. graf F5) byly podrobné sledovany pouze v
aktivnim misté se dvéma hotcikovymi ionty. Je ziejmé, Ze geometrie aktivniho mista
byla po celou dobu simulace stabilni. Molekuly vody s pofadovym ¢islem 199 a 503 se
béhem simulace vystfidaly v pozici umoznujici efektivni atak fosfatové skupiny
v aktivnim mistg.
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3.8 MD _6: 1x RNase H + (dN.rN), / FF2

a) Simulovany systém: V molekularné-dynamické simulaci MD_6 sestaval simulovany
systém (obr. 3.12) z jedné kopie enzymu RNase H, na niz byla navazéna jedna
dvousrobovice DNA:RNA o délce 14 para bazi - r(CGACACCUGAUUCC)
J(GCTGTGGACTAAGG). V aktivnim mist¢ enzymu RNase H se nachazely dva
hoi¢ikové ionty. Ob¢ vlakna nukleové kyseliny byla piirozena, nenesla chemické
modifikace. Po zahrnuti vodni obalky do simulovaného systému sestaval tento z 34189
atomu. Délka vysledné molekularné-dynamické simulace byla 5 ns.

b) Silové pole: V molekularné-dynamické simulaci MD_6 bylo pouzito silové pole FF2
[38] s redukovanou silovou konstantou pro *-O-P-* torzni thel (* znaci libovolny atom)
(viz. tabulka 3.1). Cilem této redukce bylo snizit energetické bariéry oddélujici
jednotlivé konformery ptirozené fosfodiesterové spojky. V dusledku toho byla zvysena
pravdépodobnost pozorovat piipadné artefakty v konformacénich preferencich
internukleotidovych spojek na €asovych skalach do 10 ns. Otazkou bylo mimo jiné to,
zda vyskyt takovych artefakti bude diky interakci s enzymem vyznamné zvysen.

¢) Internukleotidové spojky (viz. graf A6) preferovaly jinou nez pfirozenou -g-¢
konformaci relativné Casto a to zejména v RNA vlakné (podobné a mozna i vice nez
v simulaci MD_1 se stejnym silovym polem). V pfipadé RNA vlakna se jednalo o
residua R157, R158, R159, R160, R161, R162, R163, R165 a R167. V piipadé DNA
vldkna se jednalo o residua D179, D178 a D172, D171 a D170. Residuum D179 je
situované ve vazebném misté s Thr49, na této pozici (obdoba D330 ze simulaci 1-3)
doslo ke zméné konformace internukleotidové spojky ve vSech simulacich. Zménéna
konformace u residui D172, D171 a D170 je pozlstatkem po interakci s odstranénym
enzymem.

d) Watson-Crickovské parovani bazi (viz. graf B6): v hybridnim duplexu DNA.RNA
bylo stabilni. Porovnanim se simulacemi 1-3 lze dospét k zavéru, Ze odstranéni druhé
kopie enzymu RNase H uvolnilo ur€ité napéti v dvousSroubovici nukleové kyseliny.

Svou roli mohla sehrét i plasticita cukrfosfatové patefe v diisledku pouziti silového pole
FF2.

e) Sugar Puckering (viz. graf C6) v RNA vlakn¢ vykazoval atypické chovani (tj.
preference konformace C2’-endo namisto C3’-endo) pouze u terminélnich residui R168
a R155, R156. Déle bylo naruseni sugar puckeringu pozorovano u residua R162, kde
doslo ke konformacni zméné¢ internukleotidové spojky. Naproti tomu v DNA vlakné
bylo naruseni sugar-puckeringu pozorovano spiSe u vnitinich residui (v tomto piipadé
Slo o realizaci konformace C3‘-endo namisto obvyklé konformace C2’-endo). Jednalo
se o residua D181 a D180 lezici mezi vazebnymi misty pro DNA s residui Trp93 a
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Thr49. Tedy o residua identickd s témi, u nichZz bylo naruSeni sugar puckeringu
pozorovano i v predchozich molekularné-dynamickych simulacich. Za pozornost opét
stoji, ze ve zbytku nukleové kyseliny relaxovaly deoxyribosy (zejména D174 a D173)
do ptirozenych konformaci.

f) Interakce DNA-RNase H (viz. graf D6) se realizovala zejména ve dvou vazebnych
mistech. Na stabilizaci se podilela v prvnim vazebném misté¢ zejména residua Trp93,
Ser101 a residuum Asnl9 ve druhém vazebném misté¢ (Thrd9 pomérné neobvykle
interagovalo slabégji). V tomto vazebném misté¢ byla téz velmi vyznamnd interakce
s residui Arg47, Asnl08. Tyto interakce v grafech neplisobi na prvni pohled tak stabilné
ve srovnani s residui zminénymi vySe. Je to zplsobené tim, Ze residuum AsnlO08
Vv prib&hu molekularné-dynamické simulace stifidave interagovalo se dvémi sousednimi
internukleotidovymi spojkami. Argininové residuum pak mohlo interagovat pomoci
celkem péti riznych amidovych skupin se ¢tyfmi kyslikovymi atomy ve fosfatové
skupiné. Z dvaceti moznych zptsobu interakce jsou ptitom v grafech zachyceny pouze
dva. Z nich je ziejmé, ze Argd7 residuum v nékterych okamzicich kontakt s fosfatovou
skupinou zcela ztracelo.

g) Interakce RNA-RNase H (viz. graf E6) se odehrava piedevs§im v oblasti aktivniho
mista. Kromé¢ toho byla zaznamenana vyznamna interakce s residui Argl46 a Glu54.

h) Interakce v aktivnim misté (viz. graf F6) Je ziejmé, Zze geometrie aktivniho mista
byla po celou dobu simulace naruSena v dusledku konformacéniho prechodu Stipané
internukleotidové spojky R159, kterd diky tomu nemohla byt efektivné atakovana
molekulami vody, kterych se v blizkosti této spojky béhem simulace vystiidalo nékolik:

WAT 199 0-1.2 ns
WAT 3688 2.52-4.82 ns
WAT 185 4.82-5.2 ns
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3.9 MD_7: 1x RNase H + (dN.rN)., / FF1

a) Simulovany systém: VvV molekularné-dynamické simulaci MD_7 sestaval z jedné
kopie enzymu RNase H (obr. 3.12), na niz byla navazana jedna dvousrobovice
DNA:RNA o délce 14  pard  bazi - r(CGACACCUGAUUCC)
J(GCTGTGGACTAAGG). V aktivnim mist¢ enzymu RNase H se nachazely dva
hoi¢ikové ionty. Ob¢ vlakna nukleové kyseliny byla piirozena, nenesla chemické
modifikace. Po zahrnuti vodni obéalky do simulovaného systému sestaval tento z 34189
atomu. Délka vysledné molekularné-dynamické simulace byla 5 ns.

b) Silové pole: V molekularné-dynamické simulaci MD_7 bylo pouzito silové pole FF1
[38]. Pti pouziti tohoto silového pole pro velmi dlouhé molekularné-dynamické
simulace nukleovych kyselin byly pozorovany ptechody internukleotidovych spojek do
atypickych konformaci [42]. V piipadé kumulace téchto konformacénich ptechodu
dochazelo dokonce i Uplné dezintegraci dvoucroubovicovitych struktur. V piipadé
molekularné-dynamickych simulaci samotnych nukleovych kyselin na ¢asové skéle do
10 ns (jako ve zde prezentovanych molekularné-dynamickych simulacich) by vyskyt
téchto artefaktl nemél byt vyznamny. Nicméné u zde prezentované¢ho simulovaného
systému bylo diivodné ocekavat, ze intenzivni interakce s enzymem mize piechody do
atypickych konformaci uspisit.

¢) Internukleotidové spojky (viz. graf A7) preferovaly jinou nez pfirozenou -g-g
konformaci pouze ojedinéle (ve srovnani se simulaci MD_6). V piipadé RNA vlakna se
jednalo o residua R160, R161 a R163. V ptipadé DNA vlakna se jednalo o residua
D179, D172, D171 a D170. Residuum D179 je situované ve vazebném misté s Thr49,
na této pozici (obdoba D330 ze simulaci 1-3) doSlo ke zmén€ konformace
internukleotidové spojky ve vSech simulacich. Zménéna konformace u residui D172,
D171 a D170 je pozistatkem po interakci s odstranénym enzymem.

d) Watson-Crickovské parovani bazi (viz. graf B7): v hybridnim duplexu DNA.RNA
bylo stabilni. Porovnanim se simulacemi 1-3 lze dospét k zavéru, Ze odstranéni druhé
kopie enzymu RNase H uvolnilo urcité napéti v dvousroubovici nukleové kyseliny.

e) Sugar Puckering (viz. graf C7) v RNA vlakné nevykazoval atypické chovani (tj.
preference konformace C2’-endo) s vyjimkou terminalniho residua R168. Naproti tomu
v DNA vlakné€ bylo naruSeni sugar-puckeringu pozorovano u né€kolika vnitinich residui
(v tomto ptipad€ Slo o realizaci konformace C3‘-endo namisto obvyklé konformace
C2’-endo). Jednalo se o residua D181 a D180 leZici mezi vazebnymi misty pro DNA s
residui Trp93 a Thr49. Tedy o residua identicka s t€émi, u nichz bylo naruseni sugar
puckeringu pozorovéano i v predchozich molekularné-dynamickych simulacich. Za
pozornost opét stoji, ze ve zbytku nukleové kyseliny relaxovaly deoxyribosy (zejména
D174 a D173) do ptirozenych konformaci.
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f) Interakce DNA-RNase H (viz. graf D7) se realizovala zejména ve dvou vazebnych
mistech. Na stabilizaci se podilela v prvnim vazebném misté¢ zejména residua Trp93,
Thr100, Serl01 a residua Thr49 a Asnl9 ve druhém vazebném misté. V tomto
vazebném misté byla téz velmi vyznamna interakce s residui Argd7, Asnl108. Na rozdil
od vsech predchozich simulaci byly tentokrat tyto interakce stabilni po celou dobu
simulace.

g) Interakce RNA-RNase H (viz. graf E7) se odehrava piedevs§im v oblasti aktivniho
mista. Kromé toho byla zaznamenana vyznamna interakce s residui Met80, Glu54,
Argl46 a Serl8. To znamend, Ze 1 RNA vldkno bylo stabilizovano efektivnéji nez
Vv ptedchozich simulacich.

h) Interakce v aktivnim misté (viz. graf F7): Je zfejmé, ze geometrie aktivniho mista
byla stabilni po vé&tSinu simulace s vyjimkou Givodni ¢asti. Souviselo to s konformacnim
piechodem internukleotidové spojky R159. Molekuly vody s potfadovym ¢islem 199 a
4905 se behem simulace vystiidaly v pozici umoziujici efektivni atak fosfatové skupiny
Vv aktivnim miste:

WAT 199 0-1.52 ns
WAT 4905 1.53-5.4 ns
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jednou jednotkou RNasy H a 3PC5 fosfonatovou spojkou mezi residui G169-T170 -

simulace 8.
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3.10 MD_8: 1x RNase H + (dN.rN), / FF5 / 3PC5

a) Simulovany systém: v molekularné-dynamické simulaci MD_8 sestaval simulovany
systém (obr. 3.13) z jedné kopie enzymu RNase H, na niz byla navazéana jedna
dvousrobovice DNA:RNA o délce 9 para bazi r(CGACACCUG).d(GCT-5CP3-
GTGGAC). V aktivnim mist¢ enzymu RNase H se nachazely dva hoicikové ionty.
RNA vlékno bylo piirozené, neneslo chemické modifikace. Do DNA vlédkna byla na
pozici D170-D169 vloZena chemicky modifikovana internukleotidova spojka typu C3’-
03’-P-C-05’-C5’. Po zahrnuti vodni obéalky do simulovaného systému sestaval tento z
28745 atomi. Délka vysledné molekularné-dynamické simulace byla 10 ns.

b) Silové pole: Vzhledem Kk vysledkim, které byly ziskany pii molekularné-
dynamickych simulacich komplexti enzymu RNase H a pfirozenych nukleovych kyselin
v predchozich kapitolach, bylo v molekularné-dynamické simulaci MD_8 pouzito
silové pole [38] do néhoz byly doplnény silové konstanty tak, aby bylo mozné provadét
molekularné-dynamické simulace nukleovych kyselin s chemicky modifikovanymi
internukleotidovymi spojkami typu C3’-03°-P-C-O5°-C5’.

¢) Internukleotidové spojky (viz. graf A8) preferovaly jinou nez pfirozenou -g-¢
konformaci pouze ojedinéle. V piipadé RNA vldkna preferovaly vSechny
internukleotidové spojky konformaci -g-g po celou dobu simulace. V ptipadé DNA
vldkna byl zaznamenan pfechod do atypické konformace u termindlnich residui D165,
D164 (kde doslo k naruseni Watson-Crickovského parovani bazi). Modifikovana
internukleotidovd spojka preferovala po celou dobu simulace konformaci —ggt
(definovanou dle konformacnich preferenci torznich uhla: C5’-05’-C-P, O5’-C-P-03’,
C-P-03’-C3).

d) Watson-Crickovské parovani bazi (viz. graf B8): v hybridnim duplexu DNA.RNA
bylo stabilni s vyjimkou terminalniho paru R163-D164. Ke konci simulace se rozpadnul
1 druhy terminélni par R155-D172.

e) Sugar Puckering (viz. graf C8) v RNA vlakn¢ vykazoval atypické chovani (tj.
preference konformace C3’-endo) pouze u terminalniho residua R155. A to od
okamziku kdy zde doslo k naruseni Watson-Crickovského parovéani bazi. Naproti tomu
v DNA vlakné bylo naruSeni sugar-puckeringu pozorovano spise u vnitinich residui (v
tomto ptipad¢€ Slo o realizaci konformace C3‘-endo namisto obvyklé konformace C2’-
endo). Jednalo se o residua D170 a D171 lezici mezi vazebnymi misty pro DNA s
residui Trp93 a Thr49. Tedy o residua identicka s témi, u nichZ bylo naruseni sugar
puckeringu pozorovano i v predchozich molekularné-dynamickych simulacich. To
znamena, Ze atypické chovani deoxyribos zde ziistalo zachovéano i po vneseni chemické
modifikace do této ¢asti patete nukleové kyseliny.
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f) Interakce DNA-RNase H (viz. graf D8) se realizovala zejména ve dvou vazebnych
mistech. Na stabilizaci se podilela v prvnim vazebném misté zejména residua Trp93,
Ser101. Dale pak residuum Thr49 ve druhém vazebném misté, s nimz interagovala
chemicky modifikovana internukleotidova spojka. V tomto vazebném misté byla téz
velmi vyznamna interakce s residui Argd7, Asnl08. Na rozdil od téméf vSech
ptedchozich simulaci (s vyjimkou MD _7) byly tentokrat tyto interakce velmi stabilni
(viz. obr. 3.15 a).

g) Interakce RNA-RNase H (viz. graf E8) se odehrava piedevs§im v oblasti aktivniho
mista. Kromé toho byla zaznamenana vyznamna interakce s residui Met80, Glu54,
Argl46 a Serl8. To znamena, ze i RNA vlakno bylo stabilizovano pomérné efektivné i
ptes provedenou chemickou modifikaci v DNA vlakné.

h) Interakce v aktivnim misté (viz. graf F8): Je ziejmé, Zze vzajemna vzdalenost mezi
hoi¢ikovymi ionty v pribéhu MD simulace oscilovala. lont B b&hem téchto fluktuaci
opakované ztracel a obnovoval kontakt se Stipanou fosfodiesterovou spojkou podobné
jako v simulaci MD_6. V blizkosti $tipané spojky se béhem simulace vystiidalo nékolik
molekul vody:

WAT 175 0-0.42 ns
WAT 189 0.42-9.75 ns
WAT 6698 0.893-1.198 ns
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jednou jednotkou RNasy H a modifikovanou spojkou typu 3CP5 mezi residui G169 a
T170 DNA vlakna - simulace 9.
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3.11 MD_9: 1x RNase H + (dN.rN), / FF5 / 3CP5

a) Simulovany systém: V molekularné-dynamické simulaci MD 9 sestaval simulovany
systém (obr. 3.14) z jedné kopie enzymu RNase H, na niz byla navazéana jedna
dvousrobovice DNA:RNA o délce 9 part bazi - r(CGACACCUG).d(GCT-5PC3-
GTGGAC). V aktivnim mist¢ enzymu RNase H se nachazely dva hoicikové ionty.
RNA vlékno bylo piirozené, neneslo chemické modifikace. Do DNA vlédkna byla na
pozici D169-D170 vloZena chemicky modifikovana internukleotidova spojka typu C3’-
03’-C-P-05’-C5’. Po zahrnuti vodni obéalky do simulovaného systému sestaval tento z
28745 atomi. Délka vysledné molekularné-dynamické simulace byla 10 ns.

b) Silové pole: Vzhledem Kk vysledkim, které byly ziskany pii molekularné-
dynamickych simulacich komplexti enzymu RNase H a pfirozenych nukleovych kyselin
v pfedchozich kapitolach, bylo v molekularné-dynamické simulaci MD 9 pouzito
silové pole [38] do néhoz byly doplnény silové konstanty tak, aby bylo mozné provadét
molekularné-dynamické simulace nukleovych kyselin s chemicky modifikovanymi
internukleotidovymi spojkami typu C3’-03°-C-P-O5°-C5’.

¢) Internukleotidové spojky (viz. graf A9) preferovaly jinou nez piirozenou -g-g
konformaci pouze ojedinéle. V ptipadé RNA véakna se to tykalo residua R155 (u kterého
doslo k naruseni Watson-Crickovského parovani bazi). V ptipadé DNA vlakna nebyl
zaznamenan piechod do atypické konformace. Modifikovand internukleotidova spojka
preferovala po témét celou dobu simulace (s vyjimkou jejiho tivodu) konformaci tgg
(definovanou dle konformacnich preferenci torznich thla: C5’-05’-P-C, O5’-P-C-0O3°,
P-C-03’-C3’).

d) Watson-Crickovské parovani bazi (viz. graf B9): v hybridnim duplexu DNA.RNA
bylo stabilni s vyjimkou terminalniho paru R155-D172.

e) Sugar Puckering (viz. graf C9) v RNA vlakné vykazoval atypické chovani (tj.
preference konformace C3’-endo) pouze u termindlnich residui R155 a R163. Naproti
tomu v DNA vlakné bylo naruSeni sugar-puckeringu pozorovano spise u vnitinich
residui (v tomto piipadé Slo o realizaci konformace C3‘-endo namisto obvyklé
konformace C2’-endo). Jednalo se o residua D170 a D171 lezici mezi vazebnymi misty
pro DNA s residui Trp93 a Thr49. Tedy o residua identicka s témi, u nichz bylo
naruseni sugar puckeringu pozorovano i v piedchozich molekuldrné-dynamickych
simulacich. To znamend, Ze atypické chovani deoxyribos zde zistalo zachovédno 1 po
vneseni chemické modifikace do této Casti patefe nukleové kyseliny.

f) Interakce DNA-RNase H (viz. graf D9) se realizovala zejména ve dvou vazebnych
mistech. Na stabilizaci se podilela v prvnim vazebném misté zejména residua Trp93,
Ser101. Dale pak residuum Thr49 a Asnl9 ve druhém vazebném misté, s nimz
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interagovala chemicky modifikovana internukleotidova spojka. Oproti piedchozi
simulaci (s biologicky aktivni variantou fosfonatové spojky) Vtomto ptipadé
(biologicky neaktivni varianty fosfonatové spojky) byl béhem simulace ztracen kontakt
s residuem Arg47 (viz. obr. 3.15 b).

g) Interakce RNA-RNase H (viz. graf E9) se odehrava piedevsim v oblasti aktivniho
mista. Kromé toho byla zaznamenana vyznamna interakce s residui Met80, Glu54,
Argl46. To znamend, ze RNA vlakno bylo stabilizovdno pomérné efektivné i pres
provedenou chemickou modifikaci.

h) Interakce v aktivnim misté (viz. graf F9): Je ziejmé, Ze vzajemna vzdalenost mezi
hoi¢ikovymi ionty v pribéhu MD simulace opét oscilovala (i kdyz méné nez
v pfedchozi simulaci). Iont 2 béhem téchto fluktuaci opakované ztracel a obnovoval
kontakt se Stipanou fosfodiesterovou spojkou. Molekula vody s potadovym ¢islem 189
byla po celou dobu simulace v pozici umoziiujici atak Stipané vazby.
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Obrazek 3.15: Trp-DNA vazebné misto — vazba na modifikovanou spojku. a) 3PC5
internukleotidova spojka se stabiln¢ vaze k Thr49, Asnl08, Argd7. b) 3CP5
internukleotidova spojka ztraci béhem simulace kontakt s Arg47.
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3.12 Zavér

V ramci diplomové prace bylo provedeno celkem devét molekuldrné-dynamickych
simulaci. V pfipad¢ simulaci 1-3 a 4-7 (tedy u komplexti enzymu RNase H a pfirozené
nukleové kyseliny) jsem se primarné zajimal o konformaéni preference
internukleotidovych spojek s ohledem na intenzivni interakci cukrfosfatové pateie
senzymem. Dale pak o disledky vazby jedné/dvou jednotek enzymu RNase H
k duplexu DNA:RNA.

Je ziejmé, ze internukleotidové spojky interagujici s Thr-DNA vazebnymi misty
tj. D330 a D323 v simulacich 1-3, resp. D179 v simulacich 4-7 se po celou dobu
nachazely v atypické konformaci —gg. Interakce s Thr-DNA vazebny mistem, kde hraje
dale dilezitou roli Arg47 residuum, tedy vedla k tomu, Ze pfislu$na internukleotidova
spojka preferovala systematicky jinou nez pfirozenou konformaci. To znamena, Ze
obavy pramenici z toho, ze korekce provedené v silovych polich FF3, FF4 by mohly
vést k tomu, Ze prirozena konformace internukleotidové spojky se bude realizovat i tam,
kde nema, se zde nenaplnily.

V piipadé navazani druhé kopie enzymu RNase H (simulace 1-3) byly atypické
konformace preferované také u dalsich internukleotidovych spojek (tedy nejen D323 ale
I D322 a D321). Zajimavé je, ze po odstranéni druhé kopie enzymu RNase H (simulace
4-7) doslo k cCastecné relaxaci této oblasti v simulacich 4-5 nikoliv vSak 6-7. To
znamena, ze ani 5 ns dlouha molekularné-dynamicka simulace nemusi stacit na zotaveni
z kontaktu s enzymem. Nicméné silova pole FF3 a FF4, kterd né&jakym zptsobem
podnécuji pfechod internukleotidové spojky do piirozené konformace -g-g (simulace 4-

V piipadé RNA vlakna byl ptechod internukleotidovych spojek do atypickych
konformaci markantni u simulaci 1 a 6, kde bylo pouzit¢ silové pole FF2
s redukovanymi bariérami oddé€lujicimi jednotlivé konformery. Na delSich casovych
Skalach by bylo tedy mozné ocekavat podobné jevy i v ptipadé origindlniho silového
pole FF1. Jednalo se zejména o celou oblast R308-R312 (tedy o mista interakce RNA
vlakna s prvni kopii enzymu RNase H) a o internukleotidové spojky R316 a R318
v misté interakce s druhou kopii enzymu RNase H. V ostatnich simulacich (2, 3, 4, 5, 7)
preferovala jinou nez pfirozenou konformaci internukleotidova spojka R311
bezprostiedné sousedici se Stipanou internukleotidovou spojkou. To miiZze mit zasadni
vyznam pro katalyticky mechanismus, nebot’ internukleotidova spojka R311 se podili
na stabilizaci molekuly vody atakujici Stipanou internukleotidovou spojku.
V simulacich 4-7, ztejm¢ v diisledku relaxace po odstranéni druhé kopie enzymu RNase
H, byl pozorovan konformacni ptechod téZ u spojek R162 ¢i R163.

Jako extrémné citliva na pouzité silové pole se ukazala zejména oblast aktivniho
mista, kde u internukleotidovych spojek R310 a R311 bylo pozorovano nékolik
kombinaci jejich konformerd. Stipana internukleotidova spojka se nachazela ve svém
energetickém minimu -g-g v simulacich 2, 3, 4, 5 (tj. v simulacich kde byla v silovém
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poli provedena korekce ve prospéch konformace -g-g) a po vétSinu simulace 7 (nikoliv
vsak v simulacich 1 a 6). Na druhou stranu v ptipad¢ simulace 4 se zfejmé naplnila
obava ztoho, ze by pfirozena konformace internukleotidové spojky mohla byt
ptestabilizovand. Internukleotidovéa spojka R311 (bezprostiedné sousedici se Stipanou
spojkou R310) piesla do konformace -g-g a interagovala poté piimo s hotfc¢ikovym
iontem B v aktivnim mistg.

Watson-Crickovské parovani bazi bylo ve vSech simulacich nad oc¢ekavani
stabilni (S vyjimkou terminalnich part bazi v simulacich 1,4,5). Jisté napéti projevované
nejCastéji naruSenim stability jedné z vodikovych vazeb stabilizujicich par bazi bylo
ziejmé v oblasti aktivniho mista a to zejména Vv simulacich se dvéma jednotkami
enzymu RNase H.

Narus$eni konformacnich preferenci ribos (tj. preference konformace C2’-endo
namisto C3’-endo) a deoxyribos (tj. preference konformace C3’-endo namisto C2’-
endo) v duplexu DNA:RNA m¢lo velmi podobny pribéh ve vSech molekularné-
dynamickych simulacich bez ohledu na pouzité silové pole. V RNA vlaknech se
objevovalo u termindlnich residui. V DNA vléknech pak u residui v DNA vazebnych
mistech (tj. D332 a D331 popt. D325 a D324 v simulacich 1-3, D181 a D180
v simulacich 4-7).
residua Trp93 a Serl01 v prvnim DNA vazebném misté a Thr49 ve druhém vazebném
misté (a jim obdobna residua v piipadé pfitomnosti druhé jednotky enzymu RNase H
v simulovaném systému). Tyto interakce byly ve vétsiné€ ptipadt pIné stabilni. Velky
vyznam ma i interakce s residui Asn108 a Arg47. Zde aminokyselina interaguje stfidavé
se dvéma sousednimi internukleotidovymi spojkami (Asnl08) popt. vice zpusoby
s jednou internukleotidovou spojkou (Arg4d7). V piipadé¢ simulace 7 byla interakce
s residuem Arg47 obzvlaste stabilni. V ptipadé RNA vlakna bylo monitorovano celkem
7 residui — Met80, His128, Glu207, Cysl6, Argl46, Serl8, Arg2l (a jim analogicka
residua v druhé jednotce enzymu RNase H). V riznych simulacich byla vyznamnéjsi
interakce stim ¢i onim residuem, nicméné jasné vyprofilovana vazebnd mista jako
v piipadé DNA vldkna zde nejsou. Z hlediska RNA vldkna je tedy rozhodné
nejdulezitési interakce s hof¢ikovymi ionty v aktivnim misté. Relativné nejstabilné;si
byly interakce enzymu s RNA vldknem v simulaci 7.

Pokud jde o uspotfadani aktivniho mista, kvantitativné byly vyhodnoceny
vzdalenosti mezi hot¢ikovymi ionty A a B, atomy s nimi interagujicich aminoskupin a
fosfodiesterovych spojek. Geometrie aktivniho mista byla optimélni po celou dobu
v simulacich 2, 4 a 5. V simulaci 1 na pocatku a konci simulace. V simulaci 7 po
vétsinu simulace kromé pocatecni faze. V simulaci 3 a 6 byla geometrie aktivniho mista
narusena. Souvisi to zejména z konformaénimi preferencemi internukleotidové spojky
R310. Ovlivnéna byla zejména interakce s residuem Glu54. Pokud jde o pfitomnost
molekuly vody vV pozici umoziujici atakovat Stipanou fosfodiesterovou spojku,
zajimavy byl markantni rozdil mezi simulacemi se dvéma a jednou jednotkou enzymu
RNase H. V piipadé¢ simulaci se dvéma jednotkami enzymu RNase H se na pozici
umoziujici atak vétSinou prostiidalo béhem simulace vétsi mnoZstvi molekul vody.
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Naopak v pfipad¢ simulaci s jednim enzymem RNase H pieckala v této pozici celou
dobu simulace tieba i jedna jedina molekula vody. Lze tedy spekulovat, zda usporadani
pozorované v krystalu (dvé jednotky enzymu RNase H) nema inhibi¢ni tc¢inek.

V piipadé molekularné-dynamickych simulaci 8 a 9 jsem se primarné zajimal o vazbu
modifikované internukleotidové spojky do Thr-DNA vazebného mista. Proved| jsem
rafinaci silového pole tak, aby rozdil mezi relativnimi energiemi riznych konformera
modifikované spojky v ab initio a klasickém vypoctu byl méné nez lkcal/mol. Pro
nemodifikované internukleotidové spojky jsem na zakladé zkuSenosti ziskanych pfii
provadéni simulaci 1-7 zvolil silové pole FF1, které bylo ptedtim pouzito v simulaci 7.
Ukézalo se totiZ, Ze na Casovych Skalach do 10 ns se pfipadné artefakty, které by toto
silové pole mohlo zpusobit nesta¢i projevit. Nehrozi zde ani artefakty opa¢ného druhu,
jako v ptipadé spojky R311 v simulaci 4. K mému rozhodnuti ptispélo i to, Ze interakce
mezi enzymem a vlakny nukleové kyseliny v simulaci 7 se zdala byt relativné
nejstabilngjsi (i kdyz mohlo jit o nahodu).

Biologicky aktivni varianta modifikované internukleotidové spojky v simulaci 8
optimaln¢ interagovala s Arg47 residuem (evidentné lépe nez ve vétSiné molekularné-
dynamickych simulaci s pfirozenou internukleotidovou spojkou). Po celou dobu
simulace trvajici 10 ns zde existovaly dvé vodikové vazby poutajici oba nepatetové
kysliky fosfonatové skupiny (obr. 3.15a). Naproti tomu biologicky neaktivni
modifikovana internukleotidova spojka v simulaci 9 brzy ztratila s residuem Arg47
kontakt (obr. 3.15b).

Je tfeba zminit, Ze ,,optimalni* interakce biologicky aktivni varianty fosfonatové
spojky (simulace 8) s residuem Arg47 vedla k vyraznéjsi destabilizaci aktivniho mista
(projevované oscilacemi v poloze hoicikového iontu B) nez kterd byla pozorovédna
v simulaci 9 s biologicky neaktivni variantou spojky. Je zde né€kolik moznych vykladi.
Pozorovana destabilizace aktivniho mista nemusi mit nutné inhibi¢ni efekt, naopak by
mohla podnitit atak molekuly vody na Stipanou internukleotidovou spojku. Na druhou
stranu, i pokud by tato destabilizace inhibi¢ni efekt méla, muze to potad byt v souladu
s experimentalnimi daty. Modifikovand vldkna byla biologicky aktivni pouze pokud
Vv nich alternovaly modifikované a pfirozené internukleotidové spojky. Tj. vzdjemna
konfigurace nukleové kyseliny a enzymu ve zde prezentované simulaci muze
zachycovat mezifazi, kdy enzym vldkno RNA piestipnout nedokaze, pokud se neposune
o jednu pozici vpravo nebo vlevo. Podstatné vSak je, ze biologicky aktivni varianta
internukleotidové spojky dokaze i béhem tohoto mezikroku efektivné interagovat s Thr-
DNA vazebnym mistem resp. s residuem Arg47.
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Graf Al: Torzni thly C3’-03’—P-05’ (¢ervena) a 03-P —05’—
C5’ (zelena), RNA fetézec, simulace MD_1.
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Graf A2: Torzni thly C3’-03’—P-05’ (¢ervena) a O3’—P —
05°-C5’ (zelena), DNA fetézec, simulace MD_2.
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Graf A5: Torzni thly C3°-03’—P-05" (Cervend) a O3’-P —05°-C5’ (zelend), simulace MD _5.
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Graf A6: Torzni thly C3°-03°-P-05’ (ervena) a O3’-P -05°-C5’
(zelend), RNA fetézec, simulace MD_6.
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Graf A6: Torzni uhly C3°-03°-P-05" (¢ervena) a O3’—P —
05°-C5’ (zelena), DNA fetézec, simulace MD_6.
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Graf A7: Torzni uhly C3°-03°—P-05’ (¢ervena) a 03’-P —-05’-C5’
(zelend), RNA fetézec, simulace MD_7.
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Graf B4: Watson — Crickovy vodikové vazby mezi bazemi nukleové
kyseliny, simulace MD_4, baze R155 — D182 az R164 — D173.
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Graf B4: Watson — Crickovy vodikové vazby mezi bazemi nukleové
kyseliny, simulace MD_4, baze R165 — D172 az R168 — D169.
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Graf B5: Watson — Crickovy vodikové vazby mezi bazemi nukleové
kyseliny, simulace MD_5, baze R155 — D182 az R164 — D173.
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Graf B5: Watson — Crickovy vodikové vazby mezi bazemi nukleové
kyseliny, simulace MD_5, baze R165 — D172 az R168 — D169.
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Graf B7: Watson — Crickovy vodikové vazby mezi bazemi nukleové
kyseliny, simulace MD_7, baze R165 — D172 az R168 — D169.



R155-D172 H41_06 R155-D172 N3-H1 R155-D172 O2-H21 D160-D167 H41-06 D160-D167 N3-H1 D160-167 O2-H21

9 9 9 9 9 9
8 8 8 8 8 8 s
7 7 T7 7 =7 s -
] ] ol 6 5 6 Sef .
25 25 25 25 g 5 251 s
o 4 < 4 o 4 o 4 T 4 o 4 -
g3 i g3 ga g3 g3 =3t .
) R ) e g2 e it A
1 1 1 1 1 1F —
0 0 0 0 0 0
0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 éas (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 Eas (ns) 10
9 R156-D171 H1-N3 9 R156-D171 H21-02 g R156-D171 O8-H41 g D161-D166 H41-06 o R161-D166 N3-H1 g R161-D166 02-H21
8 4 8 - 8 8 8+ 1 8 I 1
7r 1 Z7r 1 7 <7 T7r 1 x7r 1
el 1 Zsf 1 =6 =6 Z6f 1 Zst 1
S 4 1 S 4 1 S 4 S 4 S 4 4 sS4t 4
gar g 1 g3 g3 gar 1 §3t ,
§2.L b L L o gz §2 22 gzu L " gz ) ol
1+ . 1k 1 1 1 1F . 1F -
0 0 0 0 0 0
0 &as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10 0 cas (ns) 10 0 Cas (ns) 10 Q tas (ns) 10 0 ¢tas (ns) 10
9 R157-D170 9 R157-D170 N1-H3 9 D162-D165 H3-N1 9 D162-165 O4-HB1
8 8 4 8 8 r A
7 T 7F . <7 TT7r 4
=6 Z6F . E 6 ; 6 F s
85 gs5f - g5 gs5r .
o 4 S 4 E 2 4 g 4r A
g3 g3 : g3 g3 4
B3 [ TR T — 82 B
1 1F B 1 1
0 0 0 0
0 tas (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10 0 &as (ns) 10
9 R158-D169 H41-06 9 R158-D169 N3-H1 9 R158-D169 O2-H21 9 R163-D164 H1-N3 9 E163-D164 H21-02 9 R163-D164 O6-H41
8 8 1 8 1 8 8 8
7 I7F 1 7 . 7 z7 7
=6 =6 4 Z6F 4 % 6 z 6 :..‘; ]
85 85t 1 &st - g s g5 85
34 54t 1 B4t 1 5 4 54 54
@ g T 5| | g5l ] g3 |3 g3
B3 0 PE— B D foitbiisbbbiniossisionai g2 B3 g2
1 1F 1 1F s 1 1 1
0 0 0 0 0 0
0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 €as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10
9 R158-D168 H61-04 9 R158-168 N1-H3
8 8 .
T 7 7 q
= 6 = 6F 1
€5 g st -
o 4 S 4 1
g3t gaf ]
g2 SRR L e
1 1+ 1
o] 0
0 &as (ns) 10

Graf B8: Watson — Crickovy vodikové vazby mezi bazemi nukleové
kyseliny, simulace MD_8, baze R155 — D172 az R163 — D164.
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Graf B9: Watson — Crickovy vodikové vazby mezi bazemi nukleové
kyseliny, simulace MD_9, baze R155 — D172 az R163 — D164.
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Graf C1: Puckering RNA vlakna, simulace MD_1.
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Graf C3: Puckering RNA vlakna simulace MD_3.

200
150

100

-50
-100
-150
-200

200
150
100

50

-50

-100
-150
-200

200

Puckering R308

&as (ns)
Puckering R311

&as (ns)
Puckering R314

tas (ns)
Puckering R317

-50
-100
-150
-200

thel P (deg)

200

uhel P (deg)

uhel P (deg)

100
50

-50
-100
-150
-200

thel P (deg)

-50

ahel P (deg)

-150

Puckering D333

0 ¢as (ns) 10
Puckering D330

0 &as (ns) 10
Puckering D327

i ]

0 &as (ns) 10

Puckering D324

0 gas (ns)
Puckering D321

200 £

Graf C3: Puckering DNA vlékna, simulace MD_3.

0 &as (ns)

uhel P (deg) uhel P (deg) uhel P (deg) uhel P (deg)

uhel P (deg)

150
100
50

-50
-100
-150
-200

200
150
100

50

-50

-100
-150
-200

150

100 4

50

-50

-100
-150 f;
-200

200
150
100

-50

100 F
150 |
-200

0

0

0

0

50 F

Puckering D332

€as (ns) 10
Puckering D329

m&l

¢as (ns) 10
Puckering D326

as (ns) 10
Puckering D323

Gas (ns) 10
Puckering D320

€as (ns) 10

thel P (deg)

tihel P (deg)

-100
-150 |
-200 E

thel P (deg)

uhel P (deg)

50

Puckering D331

200

&as (ns)
Puckering D328

150 g ¢

0

0

&as (ns)
Puckering D325

&as (ns)
Puckering D322




Puckering R155

Puckering R156

Uhel P (deg)

dhel P (deg)

Uhel P (deg)

Uhel P (deg)

200
150
100

-50

-100
-150
-200

200
150
100

-50
-100
-150
-200

200

200 F 200 F
150 8 150
= & 100 |
) ks
o o
T 50 1 @ S0f
5100 4 S-00f
-150 = -180 |
-200 E E -200 E
0 ¢as (ns) 5 0 ¢as (ns)
Puckering R158 Puckering R159
200 200 F
150 150
= 100 5 100 |
g 50 g sof
a 0 a 0
' S0 1 @ 50
S -100 = S -100
-150 = -1580 |
-200 E £ -200 E
0 ¢as (ns) 5 0 ¢as (ns)
Puckering R161 Puckering R162
200 F 200 F
g &
B -1
o o
g g
. S -
-150 | o -
-200 k&
0 tas (ns) 5 0 tas (ns)
Puckering R164 Puckering R165
200 F 3
150 | B
% 100 | 1 5
g % g
o O o
© -50 °
S -100 5 -
-150
-200
0 éas (ns) 5 0 éas (ns)
Puckering R167 Puckering R168
200 F
=l =l
) ks
o o
s ]
S -100 | 1 5-
-150 | 4
-200 E E
0 éas (ns) 5
Graf C4: Puckering RNA vlakna simulace MD_4.

Puckering R157

0 &as (ns) 5

Puckering R160

0 &as (ns) 5
Puckering R163

0 tas (ns) 5
Puckering R166

0 &as (ns) 5

uhel P (deg) uhel P (deg)

tihel P (deg)

ahel P (deg)

Graf C4: Puckering DNA vlékna, simulace MD_4.

uhel P (deg)

-150
-200

0

Puckering D182

&as (ns)
Puckering D179

&as (ns)
Puckering D176

&as (ns)
Puckering D173

5

gas (ns)
Puckering D170

S R A

&as (ns)

dhel P (deg) uhel P (deg) uhel P (deg) uhel P (deg)

uhel P (deg)

-100 ¢ B
-150 P
-200 & E|

-100
-150
-200

-100 1
-150 _ Sl e 7
-200 B d

-100 |
-150 [
-200 &

Puckering D181

0 €as (ns) 5

Puckering D178

200

150
100
50

-50

0 ¢as (ns) 5
Puckering D175

0 ¢as (ns) 5
Puckering D172
150

100
50

50 F 4

0 Gas (ns) 5
Puckering D169
200 F . .. .
150 i
100 8
50 o

-50 F

0 €as (ns)

tihel P (deg)

uhel P (deg)

thel P (deg)

thel P (deg)

Puckering D180

&as (ns) 5
Puckering D177

e e R et AL

&as (ns) 5
Puckering D174

&as (ns) 5
Puckering D171




Puckering R155

Puckering R156

Uhel P (deg)

dhel P (deg)

Uhel P (deg)

Uhel P (deg)

200
150
100

50 f

-50

-100
-150
-200

200
150
100

-50

-100
-150
-200

200

200 200
150 150
5 100 |- = 100
£ 50 £ 50
o 0 B o 0
% -50 s -50
5 -100 5 -100
150 - Wi -1s0
-200 E -200
0 ¢as (ns) 5 ¢as (ns)
Puckering R158 Puckering R159
200 200
150 150
S 100 S 100
£ 50 £ 50
o 0 o O
K -50 E -50
S -100 S -100
-150 -150
-200 -200
0 ¢as (ns) 5 ¢as (ns)
Puckering R161 Puckering R162
200 F
g &
S ke
o o
g g
. S -
-150 | B -
-200 E
0 ¢as (ns) 5 tas (ns)
Puckering R164 Puckering R165
200 F
150
5 100 &
8 50 f i s
o O o
s -50 g
5 -100 5 -
-150
-200
0 éas (ns) 5 éas (ns)
Puckering R167 Puckering R168
200 F -
150
= 100 &
8 50 fg 3
o O o
@ -50 °
5 -100 5 -
-150
-200
0 éas (ns) 5
Graf C5: Puckering RNA vlakna, simulace MD_5.
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Graf C6: Puckering RNA vlakna, simulace MD_6.
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Graf C8: Puckering RNA vlakna simulace s C3’-03’-CH, -P-05°-C5’
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Graf C8: Puckering DNA vlakna,simulace s s C3’-03’-CH,
-P-05’-C5’ fosfonatovou modifikaci v pozici D169.
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Graf C9: Puckering DNA vlakna,simulace C3’- O - PO, -
CH; - O - C5’ fosfonatovou modifikaci v pozici D169.
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Graf D1: Vazba prvni domény RNase H na DNA fetézec nukleové
kyseliny, simulace MD_1.
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Graf D1: Vazba druhé domény RNase H na DNA fetézec
nukleové kyseliny, simulace MD_1.
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Graf D2: Vazba prvni domény RNase H na DNA fetézec nukleové

kyseliny, simulace MD_2.
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Graf A2: Vazba druhé domény RNase H na DNA fetézec
nukleové kyseliny, simulace MD_2.
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Graf D3: Vazba prvni domény RNase H na DNA fetézec nukleové
kyseliny, simulace MD_3.
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Graf D3: Vazba druhé domény RNase H na DNA fetézec
nukleové kyseliny, simulace MD_3.
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Graf D4: Vazba RNase H na DNA fetézec nukleové kyseliny, simulace
MD_4.
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Graf D5: Vazba RNase H na DNA fetézec nukleové kyseliny,
simulace MD_5.
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Graf D6: Vazba RNase H na DNA fetézec nukleové kyseliny, simulace
MD_6.
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Graf D7: Vazba RNase H na DNA fetézec nukleové kyseliny,
simulace MD_7.
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Graf D8: Vazba RNase H na DNA fetézec nukleové kyseliny, simulace Graf D9: Vazba RNase H na DNA fetézec nukleové kyseliny,
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simulace MD_7.



Met80(H) - R158(02) His128(HE2) - R159(01) Met80(H) - R158(02") His128(HE2) - R159(01)

9 9 9 9
8 8 8 = 8
<7 <7 =7r 1 =7
=6 =6 o 6 . = 6
85 g5 85t 4 €5
[= [= (= c
S 4 S 4 S 4 . G 4
ga g3 g3 1 T3
g2 g2 g2 Y RPN B2
1 1 1+ L 1
0 0 0 0
0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10
o GIUSHOE?) - R159(HO'2) o GIUSHOE!) - DI5Y(HO'2) g _Cys16(0) - R160(HO'2) o GIUB4(0E2) - R159(HO'2) g GUS4(OE1) - D159(HO2) g _Cyst6(0) - R160(HO'2)
8 8 I 8 8 . 8 . 8
7 T 7F 7 7t 1 z7F 1 =7
38 38l 3¢ Zer 1 Fer 1 3¢
o o H [=3 Q - - Q - - Q
5 4 5 4 5 4 & 4 b o g4 1 &4
g3 g3 g3 g3 1 8t 1 ¥
g2 g2 g2 St g2 Y g
1+ 1 1 1+ e 1F i 1
0 0 0 0 0 0
0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10
o Arg146(HH12) - R161(02) 0 Arg146(HH12) - R161(01) o Arg146(HH12) - R161(02) o Arg146(HH12) - R161(01)
8 8 8 e 8+ L
7 7 T 4 gT7r .
‘.ﬁ‘ 6 E‘ 6 ‘%’ 6 s ‘%’ 6 s
o5 o 5 o 5 — o 5 1
5 4 5 4 §al 1 §af -
a 3 o 3 a 3 o 3 .
B2 ¥ B2 B2
1 1 1 1 .
0 0 o} 0
0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10
g Sert8(H) - R162(01) o _Ser8iHG) - R162(01) g _SeriB(HG) - R162(05) g SeriB(H) - R162(01) g _Ser1&(HE) - R162(01) g _Ser1B(HG) - R162(05)
8 8 4 8 8 8 L 8
7 7 7 z7 =7 1 7
‘.‘:n,’ 6 ‘.g 6 ‘.‘:n,’ 6 ‘.;”’ 6 ‘.%’ 6 ‘.;”’ 6
o 5 o5 o 5 o b5 o 5 o b5
5 4 g 4 5 4 & 4 & 4 & 4
@ g T 5 g5 ] = 3 g 3 o 3
B2 B2 B2l ] B2 B2 Bal -
1 1 1+ 4 1 1 . 1+ .
0 0 0 [’} 0 0
0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10 0 éas (ns) 10
o Ag21(HH12)-R161(02baze) o JAra21(HH22) - D165(03) g Arg21(HH22) - D165(04) Jrg21(HH12) - R161(02 baze) g Ar021(HH22) - D166(03) g A21(HH22) - D166(04)
8 8 8 1 8 8 8
£7 z7 7 1 =7 27 27
=6 =6 = 6F . =6 ) =6
85 85 85t g &5 g5 &5
5 4 g 4 5 4t - & 4 & 4 & 4
g3 g3 gar . g3 g3 E3
g g Sat 4 ) S )
1 1 1+ 4 1 1 1
] 0 ] 0 0 0
0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10 0 ¢as (ns) 10 ] éas (ns) 10
Graf E8: Vazba RNase H na RNA fetézec nukleové kyseliny, simulace Graf E9: Vazba RNase H na RNA fetézec nukleové kyseliny,
s C3’- 0 - PO; - CH, - O - C5’ fosfonatovou modifikaci v pozici D169. simulace s C3’- O - CH, - PO, - O - C5’ fosfonatovou

modifikaci v pozici D169.



Asp142(01) - Mg2 Asp142(02) - Mg2 Asp13(01) - Mg2 Asp295(01) - Mg3 Asp295(02) - Mg3 Asp166(02) - Mg3

8 8 8 8 8 8
7+ g 7E - 7+ g 7E - 7+ g 7k e
86T 1 <67 1 8T 1 <6 1 =87 1 <87 1
g5 1 7 5[ . g 5[ 1 7 5 1 g 5[ N 7 5 1
g4l 1 4 e w——— 2 4| 1 24t 1 2 4 peeitierivimenin | 1
I3t 1 Sat 1 a3t - |3t 1 a3t 1 Ssat -
Hop 82l 4§ g B o e “  Hal 4 H o e e
1+ E 1k - 1F E 1k - 1+ g 1E E
0 0 0 0 0 0
0 &as (ns) 10 ] &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10
a Asp13(01) - Mgt %sn?&(Ol}-MgW (mut Asp78Asn) Agn?E(NDE}-Mm (mut Asp78Asn) s Asp166(01) - Mg3 Aé‘.nESHOH-MgS (mut Asp78Asn) A%n231(NDZ)-Mg3 (mut Asp78Asn)
7+ e 7E - 7+ e 7E - 7E g 7k
T 6 1 <61 1 <6 4 <6 1 <6 1 <61
g5 1 7 5 1 g 5[ 1 7 5 1 g 5 1 7 5[
g4l 1 g4t 1 2 4 ey 24l 1 24} 1 24
g3t 1 Sat 1 a3t - |3t 1 @3t 1 Ssat -
o2 e Hof : 4 §af 1 Hop b H 5 | St 4 Hoaol 1
1+ E 1k - 1F E 1k - 1+ g 1E E
0 0 0 0 0 0
0 &as (ns) 10 ] &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10
a Glu54(01) - Mgt s Glu54(02) - Mg1 8 R311(01) - Mgt s Glu207(01) - Mg3 a Glu207(02) - Mg3 8 R318(0O1P) - Mg3
7r E Tr - 7+ E 7 7 g 7F g
T 6 1 <61 1 <6 4 6 6 1 <61 1
B35 1 a5 q B35 1 3 5 35 @ 5 q
@ 3 F @ 3 F - @ 3 @ 3 @ 3 F e @ 3 F -
T 5 besistnsiesmmsoend  F L i gzyh-u__...um g ol 1 Boh 4
1k g 1t 8 1 g 1 1k g 1k g
0 0 0 0 0 0
0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10
1 - -
s R311(01) - Mg2 s Mg1 - Mg2
7F g 7
E 1 =68
% 51 5 % 5
TR
@ 3 ~ @ 3
ol e
1+ g 1
0 0
0 ¢as (ns) 10 0 tas (ns) 10
. . o 2+ . . , , , . . o 2+ . . ,
Graf F1: Kontakty iontd Mg~ s DDED motivem aktivniho mista prvni Graf F1: Kontakty iontt Mg~ s DDED motivem aktivniho

domény RNase H, simulace MD 1. mista druhé domény RNase H, simulace MD_1.



Asp142(01) - Mg2 Asp142(02) - Mg2 Asp13(01) - Mg2 Asp295(01) - Mg3 Asp295(02) - Mg3 Asp166(02) - Mg3

8 8 8 8 8 8
7+ g 7E - 7+ g 7E - 7+ g 7k e
86T 1 <67 1 8T 1 <6 1 =87 1 <87 1
g5 1 7 5 " g 5[ 1 7 5 1 g 5L 1 7 5[ 1
2 a4t 1 2 4 et S 4| " 24t 4 24 2 4 [t
g3 1 §or 1 g3t b 3l 4 saf 1 I3t J
Hop 82l 4 Ea . 4 Hop 4 Hoal {1 Eaf 1
1+ E 1k - 1F E 1k - 1+ g 1E E
0 0 0 0 0 0
0 &as (ns) 10 ] &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10
a Asp13(01) - Mgt %sn?&(Ol}-MgW (mut Asp78Asn) Agn?E(NDE}-Mm (mut Asp78Asn) s Asp166(01) - Mg3 Aé‘.nESHOH-MgB (mut Asp78Asn) A%n231(NDZ)-Mg3 (mut Asp78Asn)
7+ e 7E - 7+ e 7E - 7E g 7k -
86y 1 <67 1 8T 1 <6F 1 =87 1 <87 1
g5 1 7 5 1 g 5[ 1 7 5 1 g 5 1 7 5[ 1
24l 1 g4l 1 £ 4 [ty 24l 1 24 12 4 [
g3t 1 Sat 1 g3l - |3l 1 a3t 1 Ssat -
Hop " Hof 4 Eoaf 1 82 § oo e 4 Hoaol 1
1+ E 1k - 1F E 1k - 1+ g 1E E
0 0 0 0 0 0
0 &as (ns) 10 ] &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10
a Glu54(01) - Mgt s Glu54(02) - Mg1 8 R311(01) - Mgt s Glu207(01) - Mg3 a Glu207(02) - Mg3 8 R318(0O1P) - Mg3
7r E Tr - 7+ E Tr - 7 7F E
T 6 1 <61 1 <6 4 <6 1 <6 <6 1
B35 1 a5 q B35 1 3 5 35 @ 5 q
T 3 1 T 8 b T30 Lol L g 3r 1 =3 Ech "
gk doste] T 5 bt { [t Bl 1 % 8 5 o —
1k g 1t 8 1 g 1t . 1 1k g
0 0 0 0 0 0
0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10
1 - -
s R311(01) - Mg2 s Mg1 - Mg2
7F g 7 g
Z6[ 1 =8r 1
B 5 1 ®oF
g 4 é 4
© 3 W@ 3 -
B2 ¥} 1
1 1 1
0 0
0 ¢as (ns) 10 0 tas (ns) 10
. . o 2+ - . , , , . . o 2+ - . , ,
Graf F2: Kontakty iontd Mg~ s DDED motivem aktivniho mista prvni Graf F2: Kontakty iontd Mg~ s DDED motivem aktivniho mista

domény RNase H, simulace MD 2. druhé domény RNase H, simulace MD 2.



vzdalenost (A)

vzddlenost (A) vzddlenost (A)
o= MNWhHEOO~N®© o= MNWhHEOO~N®©

o= MNWeEOO @

vzdalenost (A)

o= MNWeEOO~®

Asp142(01) - Mg2

Asp142(02) - Mg2

Asp13(01) - Mg2

8 8
- 4 7k 4 7+ 4
- - g 6 | - @ 6 -
+ - 2 5 - z 5+ 4
L 4 24 4 2af 4
i 1 =50 1 250 ]
T S H e
- 4 Haof 4 g 1
L 4 1k 4 1L 4
0 0
0 as (ns) 10 Q ¢as (ns) 10 0 Cas (ns) 10
Asp13(01) - Mg1 %sn?E(Ol}- Mg1 (mut Asp78Asn) Agn?E(NDE} - Mg1 (mut Asp78Asn)
- 4 7+ 4 7k 4
- - g 6 | - @ 6 -
+ - 2 51 - z 5+ 4
- 1 2at 4 24 1
I 1 g/ ] g [e——
|srststiannntiradtay
oo et i g o i g oL i
L 4 1k 4 1L 1
0 0
0 as (ns) 10 Q ¢as (ns) 10 0 Cas (ns) 10
Glu54(01) - Mg1 s Glu54(02) - Mg1 8 R311(01) - Mgt
L 4 7L 4 7k 4
- - g 6 | - g 6 -
- . ﬁ 5 - - ﬁ 5 - .
L 4 é 4L 4 g Fys 4
L 4 o 3k 4 s 3 4
rten e etsnsdienton s s s s s
: ] Ek 1 . ]
L 4 1k 4 1k 4
0 0
0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10
R311(01) - Mg2 s Mg1 - Mg2
L 4 7k 4
- 4 L6 4
- X 4 % 5 F 4
L 4 = 3 4
P 4 T’g_" oL 4
L 4 1k 4
0
0 ¢as (ns) 10 0 tas (ns) 10

domény RNase H, simulace MD 3.

Graf F3: Kontakty ionti Mg®* s DDED motivem aktivniho mista prvni

vzdalenost (A) vzdalenost (A)

vzdalenost (A)

Asp295(01) - Mg3

Asp295(02) - Mg3

Asp166(02) - Mg3

8 8 8
7 . 7F g 7+ B
6 1 6 1 <68 g
5F B 5 B @ 5 B
4l 12 . (e o | .
3l 1 &3t 1 3Sal J

s e sty [mesmmtannalnmnlis
2 e 4 Eaf { Hop 1
1F b 1F b 1F b
0 0 0

Q ¢as (ns) 10 0 Cas (ns) 10 0 &as (ns) 10
s Asp166(01) - Mg3 Aé‘.n231(01) - Mg3 (mut Asp78Asn) A%n231(NDZ) - Mg3 (mut Asp78Asn)
7 . 7F g 7+ B
6 1 I 1 =<6 g
5F B e 5 B e 5 B
af {1 Eaf { B 4 v
3l 4 @3t 1 sl _

=
2 4§ g peesdesdesieid 1 B oot 1
1 8 1F 8 1F g
0 0 0

Q ¢as (ns) 10 0 Cas (ns) 10 0 &as (ns) 10
s Glu207(01) - Mg3 a Glu207(02) - Mg3 8 R318(0O1P) - Mg3
7 e 7t g 7F -
6 1 6 1 =<6 -
4 . g 4t . é 4 B
3 4 ®maf 4 @3t -
5 1 ¥t I e T
1 g 1F g 1 b g
0 0 0

0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10 0 &as (ns) 10

Graf A3: Kontakty ionti Mg?" s DDED motivem aktivniho
mista druhé domény RNase H, simulace MD_3.



Asp142(01) - Mg2

Asp142(02) - Mg2

Asp13(01) - Mg2

vzdélenost (A)
o= MNWhHEOO~N®©
T
L
vzdalenost (A)
O =N WsE OO~ ®©
!

vzdalenost (A)

[SEE SN RN

0 das (ns) 5 ]

(7]

Asp13(O1} - Mgt

tas (ns)

n78(01) - Mg1 (mut Asp78Asn)

Agn?E(NDE} - Mg1 (mut Asp78Asn)

0

das (ns)

5

vzdélenost (A)
o= MNWhHEOO~N®©
T
L
vzdalenost (A)
O =W E OO~ P
T

vzddlenost (A)

(SR SN

7

Ladkasdi i |

0 das (ns) 5 ]

Glu54(01) - Mgt

&as (ns)

Glu54(02) - Mg1

das (ns)

R160(01) - Mgt

5

vzdalenost (A)

vzdalenost (A)
o= NWkoo~N®©
T
I
vzdalenost (A)

(=R I N
T

0 &as (ns) 5 0

R160(01) - Mg2

&as (ns)

Mg1 - Mg2

vzdalenost (A)
o= NWwkoo~ o
T
1
vzdalenost (A)

L= I LR )

0 ¢as (ns) 5 0

Graf F4: Kontakty iontii Mg®* s DDED motivem aktivniho mista

RNase H, simulace MD_4.

&as (ns)

[V A N I R -]

(=1

&as (ns)

Asp142(01) - Mg2

Asp142(02) - Mg2

Asp13(01) - Mg2

8 8 8
7E - 7+ g 7k e
<6 1 =87 1 <87 1
7 5 1 g 5[ N 7 5 1
2 4L 4 2 4 P f Py 2 41 4
|3t 1 &3t 1 Ssat -
Hop 4 Haf { Hoap :
1F b 1F b 1F b
0 0 0
Q &as (ns) 5 0 gas (ns) 5 0 &as (ns) 5
s Asp13(01) - Mgl %sn?S(OH - Mgl (mut Asp78Asn) AgnTS(NDZ) - Mgl (mut Asp78Asn)
7E - 7E g 7k -
<6F 1 =87 1 <87 1
7 5 1 g 5 B 7 5 B
24t 4 E2at E E4WMWW
g3t 1 &3l 1S3t ]
Hof 4 Hoaf : 4 Hoaol 1
1F b 1F b 1F b
0 0 0
Q tas (ns) 5 0 das (ns) 5 0 &as (ns) 5
s Glus4(01) - Mg1 a Glu54(02) - Mgt 8 R160(01) - Mgt
7F - 7r g 7F g
<6F 1 =8¢ 1 <87 1
a5 1 B35 1 @ 5 1
@ 3| - © 3 b @ 3 (T PP ) wl
Bl Aok 4 Eop 4 4 o
1r b 1F B 1F
0 0 0
0 &as (ns) 5 0 &as (ns) 5 0 &as (ns) 5
s R160(01) - Mg2 s Ma1 - Mg2
7F 8 7F s
T 6l 1 z6f 1
@ 5 1 B5F l "
o [=]
I | 5
o) r = 0 o -
B 5 P N wi %[ i
1 1 1 1
0 0

0 &as (ns) 5

Graf F5: Kontakty iontii Mg®* s DDED motivem aktivniho mista

RNase H, simulace MD_5.

¢as (ns)



vzdalenost (A)

vzddlenost (A) vzddlenost (A)
o= MNWhHEOO~N®© o= MNWhHEOO~N®©

o= MNWeEOO @

vzdalenost (A)

o= MNWeEOO~®
T

Asp142(01) - Mg2

Asp142(02) - Mg2

Asp13(01) - Mg2

8 8
- 4 7k 4 7+ 4
- - g 6 | - @ 6 -
+ - g 5+ i . - § 5+ 4
L i E 4 [remimm R g4t i
L 4 @ 3 ) 4 T 3k 4
L. e o g ik ] 33 b - sinbbudoah “
L 4 1k 4 1k 4
0 0
0 das (ns) 5 ] tas (ns) 5 0 das (ns) 5
Asp13(01) - Mgt %sn?E(Ol}- Mg1 (mut Asp78Asn) Agn?E(NDE} - Mg1 (mut Asp78Asn)
- 4 7+ 4 7k 4
- - g 6 | - @ 6 -
+ - 2 51 - z 5+ 4
L 1 g4t 4 2a WW
i 1 25l 12,0 i
- bl " g pyt 4 33 oL ]
L 4 1k 4 1k 4
0 0
0 das (ns) 5 ] &as (ns) 5 0 das (ns) 5
Glu54(01) - Mgt s Glu54(02) - Mg1 8 R160(01) - Mgt
L 4 A 4 7L 4
- - g 6 | - @ 6 -
- . ﬁ 5 - - ﬁ 5 - .
L 4 é 4k 4 g 4t 4
L 4 o 3k 4 T 3
= T’:\.‘) 5 [ L " Al: Ty} o iy A
L i 1L 4 1k i
0 0
0 &as (ns) 5 0 &as (ns) 5 0 &as (ns) 5
R160(01) - Mg2 . Mg1 - Mg2
L i 7k 4
- 4 z 6 4
- < 3 5F
mﬂm T
3 ‘ = 3f -
t T’g_" oL 4
L i 1L 4
0

0 ¢as (ns) 5

RNase H, simulace MD_6.

o

&as (ns) 5

Graf F6: Kontakty ionti Mg®* s DDED motivem aktivniho mista

vzdalenost (A)

vzdalenost (A) vzdalenost (A)
(=R VI R N (=R VI R N

(=R I N

vzdalenost (A)

L= I LR )
T

Asp142(01) - Mg2

Asp142(02) - Mg2

Asp13(01) - Mg2

8 8
7+ g 7 e
86T 1 <8 1
g 5[ N 7 5 1
I e - T |
g3l {1 s .
“ Bal {1 B2 “
1+ g 1 E
0 0
&as (ns) 0 gas (ns) 5 &as (ns)
Asp13(01) - Mgl %sn?S(OH - Mgl (mut Asp78Asn) AgnTS(NDZ) - Mgl (mut Asp78Asn)
7E g 7 -
8T 1 <8 1
g 5 B 7 5 b
g4l 12 4 PVt
I3t 1 93 -
§ 5 oottt 5 ]
1+ g 1 E
0 0
tas (ns) 0 das (ns) 5 &as (ns) 5
Glus4(01) - Mg1 a Glu54(02) - Mgt 8 R160(01) - Mgt
7r g 7 g
<6 1 <8 4
B35 1 3 5 1
g3, TV o =3 PTI— FrPRIw T
Bop 4 o
1k g 1
0 0
&as (ns) 0 &as (ns) 5 &as (ns) 5
R160(01) - Mg2 . Mg1 - Mg2
7 i
zer 1
3 5 -
3i[ il
T 3tk 1
LY ]
1k i
0
tas (ns) 0 ¢as (ns) 5

Graf F7: Kontakty iontii Mg®* s DDED motivem aktivniho mista
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Graf F8: Kontakty iontd Mg~ s DDED motivem aktivniho mista Graf F9: Kontakty iontd Mg~ s DDED motivem aktivniho mista
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modifikaci v pozici D169. fosfonatovou modifikaci v pozici D169.
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