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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva problematikou RNA katalyzy, konkrétné¢ pak samo-§t€épenim
nukleolytickych ribozymt (nazyvanych také malé ribozymy). V teoretické casti
popisujeme strukturu RNA, historii objevu enzymatické funkce molekuly RNA a metody
jejiho zkoumani a nakonec jednotlivé RNA enzymy — tzv. ribozymy. Neopomenuli jsme
zminit ani v mnoha ohledech ptevratnou teorii RNA svéta. V praktické ¢asti jsme se
zaméfili na bioinformatickou analyzu krystalografickych struktur ribozymda, konkrétné
na vybrané parametry dinukleotidu aktivniho mista (epsilon a zeta dihedraly, in-line
attack uhel, pseudorotace a amplituda ribdzy). Potizend méteni byla nésledn¢ statisticky

zpracovana, abychom mohli diskutovat vliv inhibice na konformaci aktivniho mista.
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ABSTRACT

This thesis deals with RNA catalysis, especially with self-cleavage of nucleolytic
ribozymes (also called small ribozymes). In the theoretical part, we describe the structure
of RNA, the history of the discovery of the enzymatic functions of RNA molecules and
methods of their investigation and in conclusion we describe each type of RNA enzymes,
which are called ribozymes. We did not forget to mention the theory of the RNA world,
revolutionary in many ways. In the practical part, we focused on bioinformatics analysis
of crystallographic structures of ribozymes, specifically on selected parameters in
dinucleotide of active site (epsilon and zeta dihedral, in-line attack angle and ribose
amplitude and pseudorotation). Measurements which we have taken were subsequently
statistically processed for the purpose of discussing the effect of inhibition on the

conformation of the active site.
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1 UVOD

Ze sttedni Skoly zna vétSina lidi molekulu RNA pouze jako jakéhosi prostiednika
umoziujiciho na ribozomech realizovat geneticky kod DNA do formy proteint, jako
stavebni slozku ribozomt a ptipadné nekteti veédi, ze existuji také RNA viry. Bézn¢ se
zde nehovoii o jinych funkcich této informa¢ni molekuly a veSkeré ucivo se vétSinou

omezuje na proces transkripce a translace. Problematika RNA je vSak mnohem slozitéjsi

a vytvari jeden velky obor, kterému by ¢lovék mohl bezesporu zasvétit cely sviij zivot.

Vedle schopnosti RNA pusobit jako informaéni molekula je zde také dalsi
vlastnost této pomérmné variabilni struktury, a tou je enzymaticka funkce. Retézce RNA
jsou schopné podstoupit $tépeni hned ne€kolika zplisoby a my se v nasi praci zamétujeme
specialné na jeden, oznaovany jako samo-§tépeni (angl. self-cleavage). Skupina RNA
enzymi — tzv. ribozymi — se schopnosti specificky $tépit svij fetézec na dvé casti,
ptipadné ho opét zligovat, se nazyva nukleolytické ribozymy nebo téz malé ribozymy.
Tzv. samo-§tépeni, které podstupuji, je charakterizovano jako substituce nukleofilni
bimolekularni (Sn2), pii které atakuje kyslik aktivované 2'-OH skupiny ribozy blizky
fosfor, aktivni misto nasledné piejde do tranzitniho stavu, ktery vyusti v izomeraci fosfatu
na 2'-3'-cyklicky fosfat na jednom nukleotidu a tedy i rozstépeni fetézce za vzniku
terminalni 5'-OH skupiny druhého, opoustéjiciho nukleotidu. Pfi tomto procesu se

uplatituje obecna acidobazicka katalyza.

Biologicky vyznam nukleolytickych ribozymt je velice dilezity, nebot” vyuziti
RNA katalyzy na tomto principu je soucasti replikacniho cyklu nékterych virt, viroid
a RNA satelit, dale se uplatituje pfi regulaci genové exprese a to jak pfirozené
u n€kterych organismt, tak i druhotné v rukou clovéka jako souséast specialnich
biomedicinskych terapii a neméné zajimavy je i podil samo-§tépeni RNA na mechanismu
toxicity olova. Tyto souvislosti a mnohé dalsi jsou rozebirany v na$i praci, jejiz
praktickym vystupem je piehled jednotlivych nukleolytickych ribozymi, ktery neni
v ¢eském jazyce doposud dobte zpracovany, a ddle také méfeni a statistika aktivnich mist

konkrétnich struktur.



2 TEORETICKA CAST

2.1 SROVNANI PRIMARNI STRUKTURY RNA A DNA

Primarni struktura ribonukleové kyseliny (RNA) je stejné jako u Kkyseliny
deoxyribonukleové (DNA) tvotfena konkrétni sekvenci nukleotidt (angl. j. €. nucleotide,
zkratka — nt). Nukleové kyseliny obecné jsou sloZené z purinové (adenin — A, guanin —
G) nebo pyrimidinové (thymin — T, cytosin — C, uracil — U) baze vazané N-glykosidickou
vazbou na pentdzu v misté€ prvniho uhliku C1' a takto vzniklé nukleosidy jsou ptes uhliky

C3'a C5' vzajemne propojené fosfodiesterovymi vazbami zbytku od kyseliny fosforecné.
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Obr. 1: Derivaty purinu a pyrimidinu — dusikaté bdze nukleovych kyselin: purinové bdze adenin
(A) a guanin (G), pyrimidinové badze cytosin (C), thymin (T) a uracil (U)



Nukleotidy jsou tedy tvorené dusikatou bazi, pentézou a estericky vazanym
fosfatem. Samotnd baze a pentdéza davaji dohromady slouceninu zvanou nukleosid.
V DNA jsou stavebnimi jednotkami deoxyribonukleotidy skladajici se z adeninu,
guaninu, thyminu nebo cytosinu a pentdzou je 2'-deoxy-p-D-ribdza. V piipadé RNA se
jedna o ribonukleotidy se zasadnim rozdilem ve struktute pentdzy, nebot’ zde je obsazena
B-D-ribéza, ktera je 2'-hydroxylovanym analogem deoxyribozy. Nepfitomnost 2'-OH
skupiny pentdézy v DNA ji ¢ini mnohem odolngjsi vici bazické hydrolyze, které RNA

naopak podléha ochotnéji.

HO OH
© HO o OH Obr. 2: Pentdza -
heterocyklickd péti¢lennd
molekula cukru s kyslikovym
OH OH  OH heteroatomem
B-D-ribdza

2-deoxy-B-D-ribdza

Polynukleotidovy fetézec se sestava z nukleotidi spojenych prostfednictvim
fosfatu (dale znaceny jako P). Kondenzace v polymer probiha vzdy ve sméru 5'—3', coz
znamena tvorbu vazby mezi fosfatem na C5' pfipojujiciho se nukleotidu a OH skupinou
na C3' posledniho nukleotidu v prodluzujicim se fetézci, ¢imz vznika 3',5'-fosfodiester
(C5'-P-C3'). Fosfatové skupiny jsou kyselé a za fyziologického pH délaji z fetézci RNA
a DNA ve své podstaté polyanionty, jejichz naboj je dilezity pfi vytvareni sekundarnich
struktur nukleovych kyselin a u DNA navic zprostfedkuje reverzibilni vazbu na bazické

proteiny histony.
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RNA DNA
o + fosfat , + fosfat
D‘;f;';:ta B-D-rib6za + 2 fosfaty 2 'dfi‘:)’i,)tf'D' +2 fosfaty
+ 3 fosfaty + 3 fosfaty
ribonukleosid ribonukleotid deoxyribonukleosid deoxyribonukleotid
Adenosinmonofostat Deoxyadenosinmonofosfat
(AMP) (dAMP)
Adenin Adenosin Adenosindifosfat Deoxyadenosin Deoxyadenosindifosfat
P (A) (ADP) (dA) (dADP)
U Adenosintrifosfat Deoxyadenosintrifosfat
R (ATP) (dATP)
| Guanosinmonofosfat Deoxyguanosinmonofostat
N (GMP) (dGMP)
Guanin Guanosin Guanosindifosfat Deoxyguanosin Deoxyguanosindifosfat
(©)) (GDP) (dG) (dGDP)
Guanosintrifosfat Deoxyguanosintrifosfat
(GTP) (dGTP)
Thymidinmonofostat Deoxythymidinmonofosfat
(TMP) (dTMP)
Thymin Thymidin Thymidindifosfat Deoxythymidin Deoxythymidindifosfat
(T) (TDP) (dT) (dTDP)
p Thymidinfosfat Deoxythymidintrifosfat
v (TTP) (dTTP)
R Cytidinmonofosfat Deoxycytidinmonofosfat
I (CMP) (dCMP)
M| Cytosin Cytidin Cytidindifosfat Deoxycytidin Deoxycytidindifosfat
| ©) (CDP) (dC) (dCDP)
D Cytidintrifosfat Deoxycytidintrifosfat
| (CTP) (dCTP)
N Uridinmonofosfat Deoxyuridinmonofosfat
(UMP) (dUMP)
Uracil Uridin Uridindifosfat Deoxyuridin Deoxyuridindifosfat
(9)) (UDP) (du) (dUDP)
Uridintrifosfat Deoxyuridintrifosfat
(UTP) (dUTP)
Tabulka 1: Prehled sloZek nukleovych kyselin a jejich derivati

Dal$im zésadnim rozdilem mezi t€émito informacnimi molekulami je nahrada

thyminu za uracil béhem transkripce. V RNA je tedy misto nukleosidu deoxythymidinu

zastoupen uridin. Chargaffova pravidla, ktera obecné plati pro slozeni bazi v DNA, lze

aplikovat pouze v piipadé dsRNA, ktera se nachazi u nékterych viri (z lidskych patogenti

se jedna o rotavirus, seadornavirus a coltivirus) [33,34,35]. Dusikaté baze jsou nepolarni,

a tudiz se hydrofobnim ptlisobenim nataceji do centra struktury.




Konformace molekuly je jeji konkrétni struktura dand moznosti rotace atomu
kolem vazeb, které v ramci této molekuly vytvaii. Je dllezité nezaménovat tento pojem
s terminem konfigurace, ktery se také vztahuje na zménu ve struktufe molekuly, avSak
jeji podstatou je jiné usporadani atomarnich vazeb v ramci molekul o stejném atomarnim

slozeni.

— CHAIN
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Obr. 4: Znaceni atomd, dihedrdli a dalsich parametri v ribonukleotidu [41]

Dulezitym parametrem zéasadné ovliviiujicim sekundarni strukturu nukleovych
kyselin je tzv. pseudorotace cukerného kruhu. Jednotlivé uhliky péticlenného cyklu maji
navazané rizné substituenty, které se snazi zaujmout energeticky vyhodnou vzijemnou
pozici, a tim dochazi ke sterickému pnuti cyklu. V nukleovych kyselinach mohou nastat
v zasadé dva preferované piipady konformace pentozy, C3'-endo a C2'-endo, které
popisuji pozici uhlikit C3' a C2' vzhledem k roviné tvotené atomy C1', O4' a C4'. Jestlize
cyklus zaujima konformaci C3'-endo, atom C3' se spolecné s atomy C5' a N dusikatého
heterocyklu nachazi ve shodném poloprostoru ohrani¢eném rovinou C1', O4' a C4'.
V ptipadé konformace C2'-endo ve spolecném poloprostoru lezi atomy C2' a dale C5'
a N. Uvedené rozlozeni atomll nukleotidu vyznamné ovlivituje vzdalenost mezi atomy
fosforu v cukr-fosfatovém fetézci. Pti konformaci pentdzy C3'-endo je vzdalenost fosfori
fostatové skupiny navazané pres uhlik C3' a fosfatové skupiny navazané ptes uhlik C5'

rovna 5,9 A. Konformace C2'-endo oddali fosfory na vzdalenost 7 A.



a) b)

C2'-endo C3-endo
P
\
o 2
o Base
5 OH
F’G
Extended RNA Compact RNA (favored)
Obr. 5: Pseudorotace 8-D-ribozy [upraveno podle 41]:

a) C2'-endo, kdy jsou fosfaty vice vzddleny, neZ je tomu pfi C3'-endo

b) C3'-endo, kdy jsou fosfaty bliZe, nezZ je tomu u C2'-endo

Atomy N-glykosidické vazby mezi pentézou a purinovou bdzi nemohou kviili
sterickym zabranam plné& rotovat, proto miiZze byt N-glykosidicka vazba bud’ synklinalni,
nebo antiklinalni. Pokud je konformace glykosidické vazby synklinalni, nachazeji se
atomy C2 a N3 pyrimidinovych bazi nebo atomy C6, N2 a C1 purinovych bazi nad
pentézovym cyklem. Jsou-li baze orientovany opacné, a zminéné atomy se tak
nenachdzeji nad cyklem, N-glykosidickd vazba je antiklindlni. Obecné& plati, Ze
pseudorotace furandézového cyklu C3'-endo upiednostiiuje antiklinalni konformaci a C2'-

endo zase konformaci synklinalni.



Obr. 6:

2.2 SEKUNDARNI STRUKTURA RNA

Vyznamny rozdil mezi obéma informa¢nimi molekulami povétSinou nastava v jejich
sekundarnich strukturach. Zatimco DNA je slozena ze dvou antiparalelnich vlaken a ve
svém pfirozeném stavu zaujima formu dvousroubovice — duplexu s konformaci
levotocivé Z-DNA a pravotocivych A-DNA a nejcastéji vyskytované B-DNA. Béhem
specifickych pochodii metabolismu nukleovych kyselin nebo v oblasti urcitych sekvenci
se mohou vyskytnout méné typické sekundarni struktury DNA (napt. G-tetrada). Jak
Vv ptipadé DNA, tak i RNA jednou z pfi¢in konkrétni sekundarni struktury je iontova sila
daného prostiedi. Tonty mohou participovat na elektrostatické stabilizaci zapornych

naboji nukleotidovych fetézcu.

Kanonické a nekanonické pdrovani. Takzvané Watson-Crickovo (kanonické)
a non-Watson-Crickovo (nekanonické) parovani jsou dva zpusoby, kterymi mohou pary
bazi (angl. base pairs, zkratka — bp) interagovat skrze vodikové mustky. V oblasti neshody
parovani bazi se mize nachédzet naptiklad rozpoznévaci misto pro urcité ionty, malé
molekuly nebo proteiny. Nekanonické parovani se také vyznamné podili na utvatreni

sekundarni struktury RNA a tim padem i jeji funkce [32].

o-H
H hd H
Watson-Crick o R NE(NHL"O Rﬂ_ﬁ,‘.u" o
R . N
H ...y C
{ t(N“H'NM R N HN'H NJ G-U Wobble G-U Reverse Wobble
"Twooo H N, W o A

N
Reverse Watson-Crick
N N ‘H---N C/ H _H...N?-‘(-:/‘ H
H = H_ N N
L A b

H H
HN~H*'°»|/\1H Hog v Oy N / "‘ﬁ" HN, "
A nY N ‘( N==(
/ "N-H Yy R H
NJLH 0 A-C Reverse Hoogsteen A-C Reverse Wobble
R
A-U Hoogsteen A-U Reverse Hoogsteen

zusoby pdrovani nukleovych badzi [42]

Kanonické (Watson-Crickovo) a nekanonické (non-Watson-Crickovo: wobble a Hoogsteen)



Sekundéarni struktura RNA neméd vyznam pouze termodynamicky, nybrz
muze poskytnout transferovi RNA (tRNA), se kterou jsou obeznameni jiz studenti
sttednich sSkol. Pravé pro pochopeni katalyzy nukleolytickych ribozyma je znalost
sekundarni struktury RNA naprosto stézejni. RNA musi zaujmout spravnou sekundarni
strukturu, aby se dostala do katalyticky aktivni konformace, ve které mtze zapo¢nout
Stépeni. Katalyticky aktivni konformace ribozymu obsahuje residua okolo aktivniho
mista orientovand tak, ze muze dojit k rozStépeni cukr-fosfatové kostry obecnou
acidobazickou katalyzou. V aktivnim misté se v takovém piipadé vyskytuje akceptor
protonu Vv blizkosti 2'-OH skupiny rib6ézy a donor protonu u opoustéjiciho negativné
nabitého kysliku v terminalnim postaveni vi¢i cyklizujicimu se fosfatu. Spravna
sekundérni (pfipadné tercidlni) struktura tedy umozni protonovy transfer v aktivnim misté
ribozymu a jeji vyznam je nepostradatelny zvlasté tam, kde jako obecna kyselina a zdsada
vystupuji nukleotidy RNA fetézce, které byvaji v primarni struktufe zpravidla vzdalené
od dinukleotidu aktivniho mista. Prave tohle je ptipad malych samo-§tépicich ribozymi,

proto bude sekundarni struktura pfedmétem popisu jejich jednotlivych zéstupc.

Anglické vyrazy se staly 1 v ¢eské odborné literatufe, ktera se zabyva strukturou
RNA, jiz zabehnutymi terminy a ¢eskych ekvivalenti se uZiva ziidkakdy. V nasi praci se
proto budeme casto drzet anglické terminologie, nebot’ to je to nejcastéjsi, s ¢im se Ctenar

bézné setka.



A. Single-stranded region (jednofetézcova oblast) — SSRNA

Jedna se o oblasti RNA, které nemaji zddnym zptsobem sparované baze. Diky

tomu dochazi k tvorbé méné uspotradanych sekundarnich struktur.

B. Double-stranded region (dvouvlaknova oblast) — dSRNA

Stem (kmen). Oblast, kde jsou vSechny

baze sparované a vytvaii diky tomu duplex, se GuRiex

single-stranded
region

nazyva kmen (angl. stem).

Obr. 7:

C. Loop (smycka) dsRNA a ssRNA segmenty [35]
Internal loop (interni smycka). Pokud jsou oblasti dSRNA pteruseny neparujicimi
nukleotidy z kazdého vlakna, nazyva se tato konformace interni smycka (internal nebo
interior loop). Mize byt tvofena pouze jednim parem nukleotidi (tzv. neshoda, ang.
mismatch — nekanonicky par) nebo vice nukleotidy, které mohou byt zastoupeny v obou
fetézcich stejnym poctem (symetrickd interni smycka), nebo poctem rozdilnym

(asymetrickd interni smycka).

L2 LD

Obr. 8: Vnitini smycky [35]

Zleva: neshoda (jeden nt), symetrickad vnitini smycka (stejny pocet nt po
strandch), asymetricka vnitini smycka (rozdilny pocet nt po strandch)



Bulge loop (boule, vydut). Jestlize jsou sparované
fetézce preruseny sekvenci jednoho z nich skladajici se
Z nukleotidl bez svych komplementarnich protéjsku v fetézci
druhém, tvoii takova sekvence smycku oznaCovanou jako
vydut' neboli boule (bulge). Nekomplementarni segment
tohoto fetézce se v sekundarni struktuie vychlipi a po jeho
ukonceni v misté nasledné komplementarni Casti se fetézce
opét sparuji, aniz by v druhém z nich vznikla v tomto useku
nesparovand oblast. Jedna se tedy o preruseni parovani
v kmenu pouze na jedné strané. Bouli muze tvofit jeden nebo
vice nukleotidli. Rozdil mezi neshodou (viz vySe) a bouli
0 jednom nukleotidu je v tom, Ze neshoda se tyka paru bazi,
zatimco boule pouze jedné strany fetézce, kde se v protéjSim
misté nenachazi zadn4 jind baze, a onen jeden nukleotid se

proto jevi jakoby navic.

Multi-branched loop (rozvétvena smycka) neboli
helical junction. V misté, kde se setkavaji nejcastéji ti (three-
way junction), popiipadé i vice kment, vznika rozvétvena

smy¢ka (multi-branched loop).

bulge

Obr. 9: Boule [35]

Vychdzi pouze z jedné

strany kmene a v jejim
misté na protéjsi strané
retézce nejsou Zddné nt.

5 3!

Multi-branched loop
Obr. 10:

Rozveétvend smycka [35]

D. Hairpin loop (vlasenka) neboli stem-loop (koncova smycka)

Vlasenkovou strukturu tvoii jedno vlakno RNA s rlizné dokonalou palindromovou

sekvenci, ktera je pferuSena nukleotidy bez své komplementarni ¢asti v primarni struktute

vlasenky. To ma za nasledek vytvoreni kmene se smyckou na jeho konci. Kmen vznikne

spojenim palindromové sekvence do podoby Sroubovice a na jeho konci se vytvofi

smycka ze zbylé primarni struktury bez své komplementarni ¢asti. Stabilita vlasenkového

kmene je ovlivnéna jeho délkou a zvySuje se s mirou komplementarity jeho bazi, poctem

paru G-C, n-r interakcemi (tzv. stacking), naopak stabilita klesa s neshodami v parovani

a s po¢tem vyduti, které nejsou z hlediska soudrznosti obou fetézct ptilis akceptovatelné

a pouze u dlouhého kmene mohou byt vyraznéjsi vyduté tolerovany. Hairpinova smycka

na konci kmene mtlize v ramci tercidlni struktury dale interagovat s jinymi oblastmi RNA.
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Z pohledu stability struktury vlasenky je
optimalni délka smycky 4-8 nt. Velice
Castym zakoncenim  dvousroubovic RNA je
tetranukleotidova vldsenka nazyvand tetraloop.
Podle druhu nukleotidti, které ji tvofi, je mozné
tetraloop klasifikovat do tfi rodin a to: CUYG,
UNCG a GNRA (N = purin nebo pyrimidin;
R =purin; Y = pyrimidin). Obecnym znakem
tetraloop je to, ze druhy a tfeti nukleotid se vytaceji
vn¢ z RNA fetézce, coz umozni vytvoreni vodikové
vazby mezi prvnim a ¢tvrtym nukleotidem, casto
nekanonického charakteru. Vysledkem toho je
celkové stabilngjsi konformace zaroven potencial
druhého a ttetiho nukleotidu interagovat s okolnimi

strukturami.

2.3 TERCIALNI STRUKTURA RNA

Tercialni usporadani urCuje prostorové rozlozeni celé molekuly RNA, jeji 3D strukturu
a tvoii ho vzajemné interakce struktur sekundarnich. Casto se zde uplatiiuji kationty kovi
(hlavné Na*a Mg?") jako stabilizaéni prvky, které kompenzuji negativné nabité cukr-
fosfatové kostry molekuly RNA tak, ze tlumi elektrostatické repulzni sily mezi
negativnimi néboji fetércl, které by jinak nedovolily vzniknout pottebné tercidlni
struktufe. Slozité prostorové uspoiradani RNA slouzi predevsim k jeji stabilizaci a miva

také funkcéni vyznam. Napiiklad u zminované tRNA zaujima tercidlni struktura

charakteristicky tvar pismene ,,L*.

11

hairpinloop

hairpin stem

Obr. 11: Vidsenka [35]

Tzv. hairpin je reprezentovdn
smyckou na konci kmene.



Pseudoknot (pseudouzel)

Jeden fetézec RNA se ve svém prub¢hu staci, vytvari smycku a jeho sekvence
pokracuje v opacném sméru a komplementarn¢ se paruje v kmen, na jehoz konci se opét
RNA stoci za vytvoreni smycky druhé, pokracuje v jednoietézcové podobé opaénym
smérem k prvni smycCce, s jejiz urcitou ¢asti vytvoii komplementéarni oblast. Tak vznikaji
dva kmeny (obecné oznacované jako S1 a S2) spojené ssRNA tvotici dvé smycky. Tento
utvar se nazyva pseudouzel a vyskytuje se napiiklad, co se tyce vSeobecné znaméjsich
RNA struktur, v telomerazové RNA komponenté (TERC) nebo také v RNazé P. Pro
piedstavu jednodussi vysvétleni struktury pseudouzlu je nejspis vznik komplementarniho
parovani mezi vlasenkovou smyckou a ¢asti ssSRNA navazujici na vlasenkovy kmen,
pficemz mezi takto nové vzniklou komplementarni oblasti a vlasenkovym kmenem se
nachdzi nesparovany region vytvarejici jednu ze dvou smycek pseudouzlu. Oba vzniklé
kmeny jsou Casto stabilizovany koaxialnim stohovanim a kontakty smycka-kmen, béhem
kterych dochdzi k ukladani ssSRNA smycky do Zlabkd kmenii. Stohovani mezi dvéma
kmeny pseudouzlu vytvoii souvislou Sroubovici, kde se v misté spojeni kment uplatiiuji

n-1 interakce.

DSSR v1.2.1 (x3dna.org)
H-type pseudoknot (1ymo)
from human telomerase RNA

Loop#1 lies in the
major groove of
Stem#2

Stem#2

Obr. 12:

Pseudouzel haipinového
typu lidské telomerdzové
RNA komponenty (hTERC)

Stem#1

Ze schématu tercidlni
struktury je patrné
Stem#2 . s .
Stem#1 stohovadni mezi kmeny
a kontakty smycka-kmen

Loop#1
GGG CUGUUUUUCUCGCUGACUUUCAGCCC -A-A-A-GU-CAGCA
[ | | I | | | [ | | | | |
1

| | I
<} 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 47
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Hairpin-bulge contact

Jedna se o strukturu tvofenou kontaktem vlasenkové smycky a boule, kde se mezi

sebou paruji ssSRNA segmenty téchto dvou sekundarnich struktur.
Kissing hairpins (spojené vlasenky)

Spojené vlasenky se vytvori, pokud jsou obé smycky vlasenek alespon castecné

:

/

S~ \] G II[]// ~ /,,.-.(/(
T il i A
/lb\‘/_/‘ R ——&\XX/W/’ E

komplementarni.

A. B. C.

Obr. 13: Tercidlni struktura RNA [26]:

A: psedoknot, B: kissing hairpins, C: hairpin-bulge contact

Loop-helix contact (kontakt smycka-kmen)

Stabilizujici kontakt mezi kmenem a smyckou hraje zdsadni roli obzvlasté
Vv pseudouzlu. JestliZe se jedna o pseudouzel typu hairpin, jeho smycky jsou umistény ve
velkych a malych Zlabcich kmeni této struktury, coZ ji €ini velice kompaktni. Typicky
kontakt smycka-kmen je tzv. trojita interakce bazi, pti které dojde k vytvoteni specifické
vodikové vazby (uplatnéni Hoogsteenova parovani) na dva Watson-Crickovsky
sparované nukleotidy kmenu. Miize k ni dochazet jak v malém, tak i velkém zlabku.
Nejcastéjsi je ptipad Hoogsteenova vodikového mustku mezi pyrimidinem prvni smycky
a purinem z nukleotidového paru druhého kmene ve velkém zlabku: Us(A-U) nebo
C*+(G-C) [25].
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2.4  OBJEV RNA ENZYMU

Jiz v roce 1967 Carl Woese ve své knize The Genetic Code zvefejnil prvni mySlenky
podporujici teorii, Ze zivot vzeSel primarné skrze ribonukleovou kyselinu [8]. Dalsim
rokem piibyla prace, ve které Francis Crick a Leslie Orgel konstatovali, ze RNA by mohla
mit také katalytickou funkci, tedy ze by byla schopna kompletn¢ zastat Glohu proteinti
i DNA [3]. Francis Crick tvrdil, Ze RNA musela byt prvni molekulou nesouci genetickou
informaci a zaroven ze byla schopna katalyzovat svou vlastni replikaci. To vSechno vSak
byly zatim jen teoretické tivahy odvozené z chemického sloZzeni RNA a variability jejich

sekundarnich struktur.

Skutec¢né dikazy o existenci RNA enzymi pfinesla aZ prace chemika Thomase
Roberta Cecha a molekularniho biologa Sidney Altmana. Thomas R. Cech studoval
metabolismus nukleovych kyselin se zamétfenim na sestfih pre-rRNA. Jako modelovy
organismus si vybral prvoka Tetrahymena thermophila, ze kterého se svymi studenty
mohl ziskat dostatek RNA. Navzdory mnohym opakovanim se jim vSak nedatilo izolovat
RNA v neporuSeném stavu, pokazdé byla jiz fragmentovana. Mysleli si, Ze enzymy pro
sestith musi byt vazany tésné k RNA, a proto se jim nedafi je separovat. Kdyz stale
nenachdzeli Zadny protein, postupné si uvédomovali, Ze RNA musi vykazovat
autokatalytickou funkci sama o sobé&. Roku 1982 publikovala skupina v ¢ele s Thomasem
R. Cechem ¢lanek, kde zvetejnila vysledky svého badani, které dokazuji, Ze sama RNA

katalyzuje vlastni sestfih. Byli prvni védeckou skupinou, ktera ptinesla tato zjisténi [3,4].

Skupina profesora Altmana se zabyvala enzymem ribonukledzou P ziskanou
z bakterie Escherichia coli. Jedna se o ribonukleoprotein umoziujici vystépeni
prekurzorové RNA z primarniho transkriptu tRNA, jinymi slovy se jednd o enzym
ucastnici se zrani tRNA [5,6]. Domnivali se, Ze molekuly RNA se do vzorku dostavaji
v disledku nedokonalého vyizolovani tohoto enzymu. Poté, co se v§ak podatilo rozdélit
RN4ézu P na jeji podjednotky, bylo zjiSténo, Ze enzymatickou aktivitu vykazuje ta ¢ast
heterodimeru tvofena ribonukleovou kyselinou a ne protein, jak se podle dosavadnich
poznatkli ocekavalo [3,4]. Katalyticka aktivita samotné RNA byla sice slabsi nez
v dimeru s proteinem, avsak proteinova podjednotka nebyla schopna provést vystépeni
prekurzorové RNA. Obéma védcim byla roku 1989 za objev katalytické funkce RNA

udélena Nobelova cena za chemii [7].
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Pro potadek je tfeba uvést, ze ne vsechny ribonukledzy P jsou schopné fungovat
po rozdéleni na svou ribonukleovou a proteinovou ¢ast. Tohle mtizeme pozorovat pouze
u bakteridlnich a nékterych archedlnich RNaz P, zatimco eukaryotni RNazy P a velka
vétsina archeédlnich RNaz P, jejichz proteinové podjednotky jsou mnohem vétsi, ztraci po

rozdéleni na monomery katalytickou funkci [6,16].

25 TEORIE RNA SVETA

Objev autokatalytické aktivity RNA znamenal naprosty pievrat v dosavadnim
paradigmatu a dal by se oznacit za jisty milnik v biologickych védach. RNA, které jiz
bylo znamo né¢kolik druhi, ptibyla k variabilit¢ dal§i nové znama funkce — enzymaticka
funkce. Dusledkem zjisténi mohla byt nova teorie o pivodu zivota, ktera jiz nemusi
zahrnovat DNA jako informa¢ni molekulu a proteiny jako enzymy do tsttedni role. Byly
tedy potvrzeny predpovédi C. Woese, F. Cricka, R. Orgela a dalSich, které se tykaly pravé
RNA katalyzy. Ribozymy mohly byt prvnim systéme schopnym vlastni reprodukce [1].
Pivod Zivota se mohl tedy zakladat pouze na bazi RNA, ktera méla schopnost
autoreprodukce a byla nositelkou dédi¢né informace zaroven. Spojeni ,,svét RNA* bylo
poprvé pouzito roku 1986 molekuldrnim biologem Waltrem Gilbertem z Harvardské
univerzity[2]. Zatimco DNA nemuze existovat bez proteint, protoze neni mozné, aby se
bez nich replikovala, stejné tak budou téZko existovat proteiny, pro jejichz syntézu je
nutny ptredpis zapsany v DNA. Jestlize existoval RNA svét, tak obé tyto funkce zastavala
jedna molekula a problém s tim, co bylo dfive, zda DNA nebo proteiny, je vyfesen. Podle
teorie RNA svéta, ktery mél existovat zhruba pied 3,5 miliardami let, byla u biologickych
systému pozdé€ji béhem evoluce preferovana DNA a proteiny z n¢kolika davodda. Pro
pferod RNA svéta ve svét DNA postaveny na principech, jaké funguji v soucasné
biologii, byly hlavni tfi enzymy, a to: ribonukleotid reduktdza, thymidylat syntaza
areverzni transkriptiza. Vznik DNA mohl probéhnout pravé pomoci enzymi
ribonukleotid reduktazy, kterd katalyzuje syntézu 2'-deoxyribonukleotidli, a reverzni
transkriptazy, kterd umozni ptepis RNA na DNA. Thymidylat syntdza katalyzuje pfenos
methylenové skupiny na deoxyuridin monofosfat, ¢imz vznika deoxythymidin
monofosfat. Diky tomuto enzymu mohl byt uracil vyskytujici se v RNA nahrazen

thyminem obsazenym v DNA. Pomoci téchto evolu¢nich kroku se docililo vzniku
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chemicky stabiln&jsi DNA, coz je nezbytné pro pfenos a uchovani dédicné informace
Vv pritbéhu jednotlivych generaci organismti. VEtsi stabilita je dana pravé chybéjicim 2'-
hydroxylem u deoxyribozy, kde diky tomu mohou atomy v deoxyribézovém kruhu
zaujmout takovou pseudorotaci, tzv. pucker, ktera stericky umozni vytvofit rozsifené
dvousroubovice, dale je diky tomu zabranéno potencidlnimu rozstépeni fetézce bazickou
hydrolyzou nebo nukleofilnim atakem aktivovaného hydroxylu [19,20]. Pfitomnost 2'-
OH skupiny u ribézy v RNA v8ak udava jedine¢né chemické vlastnosti
ribonukleotidového fetézce, které jsou pro jeho funkce klicové. Proteiny jsou pro
soucasné i minulé zivotni formy nezastupitelné strukturni a funkéni jednotky, které RNA
z hlediska jejich strukturni funkce nemize nahradit. Oproti DNA maji
polyaminokyselinové a polyribonukleotidové fetézce rozmanitéj§i moznosti vytvareni
terciarnich struktur, které mohou udavat pravé enzymové vlastnosti molekuly. Proteiny
maji znatelné¢ vice moznosti katalytické aktivity, zatimco ribozymy maji vyrazné
omezenéjsi repertodr moznych enzymatickych reakci. Je to dano predev§im vétSim
poctem moznych stavebnich jednotek aminokyselinovych fetézcli oproti Ctyfem

nukleotidim RNA.

Katalytické schopnosti RNA jsou pfedmétem intenzivniho vyzkumu na mnoha
svétovych pracovistich, co je vSak stdle zahalené rouSkou tajemstvi, je kompletni
mechanismus replikace RNA v hypotetickém svété¢ RNA. Vyzkum ztézuje hlavné fakt,
Ze dnesni biologické systémy, kdyz bereme v tivahu spravnost hypotézy, béhem evoluce
nahradily zptsoby replikace, které staly pii vzniku zivota, efektivnéj$imi mechanismy
zahrnujicimi proteinové enzymy. Odkazy RNA svéta mohou byt studovany pouze na
ptedpokladanych reliktech svéta RNA, které ndm vSak v této oblasti poskytuji nanejvys
nepfimé dedukce. Existuje n€kolik teorii, jakym zplisobem mohla replikace probihat.
Jednou z moznosti, ktera vylucuje enzymy, je templatem fizend polymeracni reakce, pii
které dochazi ke kondenzaci chemicky aktivovanych ribonukleotidl v polymerni fetézec.
Syntéza je fizena a stabilizovana komplementaritou k jiz existujicimu fetézci, tzv.
templatu. Tento zptsob replikace by vSak byl pomaly a nachylny k chybovosti, coz je pro
pienos genetické informace zdsadni komplikaci. Naskyta se otazka, zda nebyla templatem
fizend polymeraéni reakce béhem evoluce postupné nahrazena dimyslnéjSim

mechanismem, a to pravé ribozymy [18].
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Z dnesnich poznatkli vyplyva, Ze nejvice pravdépodobnym zpisobem replikace
pomoci ribozymi se jevi takovy, jak ho zname u replikaz. Replikaza je z hlediska své
funkce RNA-dependentni RNA polymeraza. Soucasné polymerazy vyuzivaji jako zdroj
energie pro polymeracni reakci Stépeni vazby nukleosid-5'-trifosfatii pri¢emz vznika
anorganicky difosfat a nukleotid se fosfatem ptipoji jako dalsi ¢lanek nukleotidového
fetézce. Stejny mechanizmus se predpoklada i u ribozymovych RNA replikdz v RNA
sveté. Takovou hypotetickou RNA replikazu by tvoril RNA enzym, skrze jehoz aktivni
misto by prochazel jednofetézcovy RNA templat ke kterému by se na zakladé
komplementarity bazi v aktivnim misté dosyntetizovalo dcefiné vlakno. Na konci
polymerizacni reakce by stala dvousroubovice RNA, ktera by se hned vzapéti rozpadla
na dv€ samostatna vldkna. Jedno z vlaken, piivodni templat, mize byt znovu replikovano
a druhé, dcefiné vldkno, se stdva diky spravné konformaci terciarni struktury novou
replikazou [18]. Zadny takovy v piirodé se vyskytujici ribozym nebyl doposud objeven.
In vitro selekce a evoluce RNA vSak umoznila nékolika védeckym skupinam ziskat
ribozymy schopné katalyzovat tuto reakci. Vubec prvni takto vytvofeny synteticky
ribozym byl RNA ligaza L1, kterou objevili a popsali Dr. Michael Robertson
a Dr. Andrew Ellington.

Existuje vSak né€kolik nezanedbatelnych problémil spojenych s moznosti vzniku
RNA svéta. Je proto mozné, Ze RNA svét koexistoval s jinymi mechanismy, které taktéz

staly u zrodu Zivota na Zemi, nebo mozna viibec neexistoval.
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2.6 PRINCIPY KATALYTICKEHO STEPENI
NUKLEOLYTICKYCH RIBOZYMU

Béhem acidobazické katalyzy dochazi k pienosu protont (tzv. protonovému transferu)
v pfechodném stavu, kdy pravé protony pifenasené béhem téchto reakci jsou onim
katalyzatorem. Muze se zdat prekvapujicim, ze pfenos nékolika protonti sehrava tak
obrovskou roli v reakcich mnohem vétsiho méfitka a miize v nami popisovaném piipadé
vést ke Stépeni ribonukleotidového fetézce. Piestoze v bunkdch funguji dimysiné
pufracni systémy a pH je pfisn¢ stfezeno okolo neutralni hodnoty, acidobazicka katalyza
je ve svété enzyml pomérné Castd, avSak lze fict, ze jesSté Castéj$im jevem je prave
protonovy transfer v jejich molekulach. Aby mohlo k t¢émto jeviim dochazet, je zapotiebi
spravné konformace rezudui, kterd nastavi vhodné disocia¢ni konstanty. Existuji dva
druhy acidobazické katalyzy, specificka a obecna. B&hem specifické acidobazické
katalyzy umozni pribéh reakce volné ionty HzO", oxonium, nebo (OH)", hydroxidovy
anion. Pfi obecné acidobazické katalyze tvoti zasadu i bazi konkrétni Castice. Protonovy
transfer je zprostfedkovan bezprostfedni vyménou kationti H* mezi konkrétni bazi
a konkrétni kyselinou piimo v aktivnim misté enzymu, oproti tomu u specifické
acidobazické katalyzy se jedna o prostou difuzi volnych H3O" a (OH)" iontii do aktivniho
mista. Obecnou acidobazickou katalyzu samo-§tépici reakce v dinukleotidu aktivniho
mista malych (tzn. nukleolytickych) ribozymt lze popsat jako odevzdani protonu 2'-OH
skupiny nukleotidu nad $tipanym fosfatem obecné bazi s volnym elektronovym parem
(tzn. Lewisova baze), ¢imz je aktivovana nukleofilita kysliku vuéi fosforu v jeho
blizkosti. Nukleofilnim atakem systém piejde do ptechodného neboli tranzitniho stavu.
Na druhé stran€ aktivniho mista enzymu obecné kyselina pfedstavovana elektronové
deficitni ¢astici (tzn. kladné nabitou protonizovanou elektrofilni ¢astici) poskytne proton
S'-kysliku z druhého nukleotidu, ktery ma behem tranzitniho stavu oslabenou
fosfoesterovou vazbu na centralni fosfat v aktivnim misté. Protonovy transfer zahrnuje
oslabeni vazeb kyslik—vodik v 2'-OH skupiné za soucasného vznikani nové vazby obecna
Lewisova baze—proton a oslabeni vazby obecna kyselina—proton za vznikani nové vazby
mezi proton—opoustéjici 5'-kyslik. V celém fetézci zaniku a vzniku vazeb se stiidaji ze
strany obecné bdze az po obecnou kyselinu ¢astice s nadbytkem elektronii a Céstice
s jejich nedostatkem. Pfechodné rovnovazné poméry v elektronovém rozlozeni nastanou
béhem tranzitniho stavu. ZjednoduSen¢ si lze také ptedstavit pohyb protond jednim

smérem a pohyb elektron smérem opacnym.
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Nukleolytické ribozymy katalyzuji intramolekuldrni mistné specifické Stépeni
vlastni ribdzo-fosfatové kostry a ptipadné i reverzni reakei, tedy jeji ligaci. Samostépeni
probiha na zakladé¢ mechanizmu obdobného RNaze A, kdy dochdzi ke ¢tyfem reakénim
kroklim: spravna prostorova orientace komponentl aktivniho mista (i), aktivace
nukleofilu (ii), stabilizace pirechodného stavu (iii) a protonace opoustejici skupiny (iv)

[17]. Umoznéni $té€peni a jeho nasledna rychlost jsou dany praveé témito parametry reakce.

Jesté jednou se podivejme do aktivniho mista na prubéh samo-Stépeni.
Nukleazovou aktivitu zahaji nukleofilni atak Lewisovou bazi aktivované 2'-OH skupiny
na sp® hybridizovany fosfor navazany ptes kyslik na C3' v blizkosti nukleofilu, kterym se
stal kyslik aktivované hydroxylové skupiny. Béhem piechodného stavu fosfor zaujme
geometrii trigondlni bipyramidy (sp3d) a tvoii vazbu s péti kysliky, cely komplex je
stabilizovéan konkrétnimi vnéjSimi Ciniteli podle typu reakce (nejcastéji ionty kovl, okolni
baze a jejich interakce). Jak je patrné, jedna se o mechanismus bimolekularni substituce
nukleofilni Sn2(P), pti které je 2'-kyslik, fosfor a 5'-kyslik v jedné linii, podle které se
nukleofilni atak oznacuje jako ,,in line*. Na druhé stran¢ je 5'-kysliku pfedan proton
obecnou kyselinou za soucasného pieruseni vazby na fosfor, ¢imz je tato fosfoesterova
vazba rozstépena a s ni tedy 1 RNA fetézec. Vysledkem této reakce bohaté na elektronovy
pfenos je 2'.3-cyklicky diester fosfatu a 5'-OH skupina na nésledujicim, tedy 3'-
proximalnim, nukleotidu opoustéjiciho fetézce. V podstaté se tedy jednd vyhradné

0 spontanni transesterifikaci nebo také jinymi slovy izomeraci 3',5'-fosfodiesteru.

5" RNA 5'RNA 5' RNA
wwv [ —# AT
Base Base Base
o) 0
OH ) le)
L SS SN —_— A2
O:lID—O F{““O /P\\
-0
0 o o OH @
Base Base Base
o] o o}
O OH C|> OH O OH
v — W|W - wlw
3’ RNA 3'RNA 3 RNA
Obr. 14: Schéma katalytického stépeni nukleolytickych ribozymu [30]
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Praktickym vyuzitim téchto teoretickych znalosti mlizeme ziskat krystalické
struktury piivodnich nebo mutantnich ribozymu v riznych fazich samostépici reakce nebo
struktury prubéh reakce mimikujici. Studuje se také vliv pritomnosti iontii riznych kovt
a jejich vazebna specifita, zjiStuje se minimalni katalyticky aktivni délka
ribonukleotidového fetézce, vytvareji se trans-acting verze ribozymi, provadéji se
obmény obecné kyseliny a obecné baze, chemicky se modifikuji ribonukleotidy, zkouma
se vliv pH a ionizace, pomoci poc¢itacovych simulaci se modeluje protonovy transfer nebo
enzymova dynamika. Obecn¢ feceno, hlavnim predmétem zajmu praktickych pfistupti ve
vyzkumu RNA katalyzy je provést co nejSetrnéjs$i zptisob inhibice reakce tak, aby bylo
mozné poridit krystalovou strukturu, ktera nam poda co nejméné zkreslenou informaci
0 struktufe aktivniho mista, a tedy i 0 nejpravdépodobné&jsim pribéhu samostépeni, ktery
je u dané struktury studovan piedev§im pomoci vypocetnich metod v pocitacovych

simulacich.
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2.7 METODY ZKOUMANI RIBOZYMU

V této Casti se budeme veénovat metodam vyzkumu ribozymu. Jednd se o metody
popisujici strukturu, fuknci a vlastnosti ribozymi. Zabyvame se pouze vybranymi
metodami, nebot’ obsdhnout celou Skalu experimentalnich a teoretickych zplsobtli

komplexniho studia RNA katalyzy je nad ramec této prace.

2.7.1 Experimentalni metody vyzkumu

2.7.1.1 Klonované cDNA verze RNA motivu a technika mistem iizené
mutageneze

Jednim ze zpusobu, jak ziskat dostatek RNA pro vyzkum, je transkripce z klonovanych
cDNA verzi pozadované RNA. Zkoumany RNA motiv je mozné in Vvitro reverzné
transkribovat do podoby kodujici DNA, ktera je nasledné vlozena do plazmidovych
vektorli a namnoZena bakteriemi, ze kterych je poté mozné zpétné izolovat dostatecné
mnozstvi CONA a funkénim promotorem umoznit piepsani na RNA [21,23]. Pii této
metodé¢ se také provadi technika mistem fizené mutageneze, ktera dovoluje vnaset mutace
na konkrétni mista sekvence DNA a zjistit tak miru konzervovanosti nukleotida

prepsaného RNA motivu ribozymu, ptipadné nukleotidy pro autokatalyzu kli¢ové [22,23].

2.7.1.2 Krystalografie s ndslednou analyzou pomoci elektromagnetického
zaient

Pro ziskani prostorového usporadani atomit v molekule je mnohdy vhodné pouzit metodu
krystalizace zkoumané latky a nasledné prozareni krystalu vhodnym typem zatfeni
(fotony, elektrony, neutrony) s uritou energii. Experimentalni metoda zabyvajici se
komplexné¢ takovou analyzou se nazyva krystalografie. Studuje atomarni strukturu

krystall na zaklad¢ jejich interakci s urcitym typem zatrenim.
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2.7.1.2.1 Rentgenova strukturni analyza

Experimentalni analytickd metoda zalozena na principu difrakce monochromatického
svazku rentgenovych paprski prochazejiciho krystalem se nazyva rentgenova (RTG)
strukturni analyza nebo také rentgenova difrakéni (XRD) analyza ¢i rentgenova
difraktometrie. Jedna se o v praxi velice rozsifenou piistrojovou metodu, ktera nabizi
mnoho moznosti a poskytuje znacné mnozstvi tdajii o zkoumaném vzorku, ktery navic
po ukonceni analyzy ziistane zachovan. Je mozné ji rozdé¢lit na krystalografii malych
a velkych molekul, kde je pomyslnou délici hranici molekula o 1 000 atomech vyjma téch
vodikovych. Dalsi rozdil v RTG strukturnich analyzdch spociva v charakteru
zkoumaného vzorku. Je mozné se zabyvat ¢istym monokrystalem nebo polykrystalem.
V piipadé¢ hojného zastoupeni malych molekul ve vzorku nebo pevného vzorku
polykrystalického se pouzivana metoda vymezuje jako praskova RTG strukturni analyza
a vyuziva RTG zéfeni diskrétni vinové délky dané materidlem anody rentgenové lampy.
V nasi praci se blize zamé&fime na monokrystalovou RTG difraktometrii, protoze ta ma
velky vyznam pro ziskavani statickych dat o struktufe ribozymu. V oblasti vyzkumu
biomakromolekul se méfeni musi provadét za snizené teploty (tzv. kryoprotekce), aby

nedoslo k radiacnimu poSkozeni vzorku, a zafeni byva ¢asto synchrotronové.

7w

Pomoci RTG strukturni analyzy miiZzeme zjistit parametry krystalové mftizky,
napt. velikost elementarni bunky, délku vazeb mezi atomy a také Uhly mezi témito
vazbami nebo mikrodeformace krystalové miizky. Jsme schopni identifikovat, jaké

strukturni faze se ve vzorku vyskytuji a v jakém poctu

Zateni dopadajici na vzorek, oznaCované jako primarni, postupné prochazi jeho
jednotlivymi vrstvami a interakci elektronovych obalt ¢astic (atomy, molekuly, ionty) se
svazkem zafeni dochazi k elastickému rozptylu a zafeni je difraktovano do mnoha smért.
Elektrony jednotlivych ozafenych atomi jsou rozkmitany na stejnou frekvenci, jakou ma
dopadajici RTG zafeni, ¢imz se stanou zdrojem zafeni sekundarniho o stejné vinové
délce. Zareni tedy neztraci energii, jednotlivé viny mohou byt vici sobé v rizné fazi
a podstupuji interferenci, na jejimz konci ze vzorku vychazi soubor difraktovanych vin.
Zateni vychdzejici ze vzorku ma pozménény smér a pro danou strukturu vytvari
charakteristicky difrak¢ni obraz, coz je soubor jednotlivych difrak¢énich stop, které

vypovidaji o prostorovém rozlozeni difraktovanych vin a zpétné tedy i 0 poloze atomi
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Vv krystalové miizce. Ve 2D zobrazeni difrakéniho obrazu na fotografickém filmu lze
pozorovat usporadani interferen¢nich maxim do tzv. difrakéni linie, kterd odpovida

souboru rovnobéznych rovin v krystalické mtizce vzorku.

Grafickym vystupem RTG strukturni analyzy je tzv. difraktogram, kde kazdy pik
znazornuje polohu a intenzitu difrakce, coz jsou analyticky hodnotné informace. Poloha
zavisi na velikosti, tvaru a atomarnim uspofadani elementarni bunky a intenzita je dana
interakci rentgenovych paprsku s elektrony v elementarni bunice. Z poloh difrakci se
stanovy rozmér elementarni buiiky a z jejich intenzit je mozné vycist teplotné-vibracni
parametry a pozice atomtl. Tvar pikti vypovida o fyzikalnich vlastnostech materialu. Vzor
rentgenové difrakce zaznamenany na fotografickém filmu lze vnimat jako analogii
k ,,otisku prstu konkrétniho krystalu. Kvalita difraktogramu zavisi na ¢istoté vzorku,
tedy na mite dokonalosti jeho krystalické struktury. Vnitini symetrické usporadani musi
byt co nejvyssi, abychom mohli obdrzet kvalitni zdznam struktury. Difraktogram tedy

odrazi uspotadani castic v elementarni bunice a fyzikalni vlastnosti vzorku

2.7.1.2.2 Infracervena spektrometrie

Jednd se o nedestruktivni analytickou metodu, kterd vyuZziva energii fotonl
z infraCervené ¢asti spektra elektromagnetického zéafeni k tomu, aby u zkoumaného
vzorku zvysila pohyby atomt kolem svych vazeb. Dochazi tedy interakci zkoumané latky
infraCerveného zafeni, kterd mize mit dvoji charakter: bud'to dojde k pohlceni fotonu
(absorpéni IR spektrometrie), anebo K jeho vyzareni (emisni IR spektrometrie). Pti tomto
procesu nedochazi k excitaci elektront, pro kterou neni energie dostatecna, zato dojde ke
zméné vibra¢niho (a v pfipadé plynné faze i rotaéniho) stavu molekuly, nebot’ vazba
atomli v molekulach neni statickd, ale osciluje kolem rovnovazné polohy a pfijetim
energie dopadajiciho IR zafeni se pohyby tohoto druhu zvyrazni. Zakladni vibra¢ni stav
molekuly je ovlivnén hmotnosti atomli vazbu v molekule sdilejicich a dale silou této

vazhy.
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Dle druhu pouzitého IR zafeni muizeme spektrometrii dale rozdé€lit na tii
podskupiny a to blizkou, stiedni a dalekou (déleni na zaklad¢é vlnoc¢tu). Zmétenim
hodnot zmény vibra¢nich energii studovaného vzorku, které obdrzime ve formé
tzv. infraCerveného spektra, pak miizeme odvodit jeho chemické slozeni a geometrické
usporadani atomu. Z principu této metody vyplyva, ze pro jeji spravnou interpretaci je

nutné zabyvat se kvantové-mechanickym pojetim [26, 27].

2.7.1.2.3 Ramanova spektrometrie

Stejné jako IR spektrometrie také Ramanova spektrometrie vyuziva interakce zafeni
a zkoumané hmoty, ob¢ techniky se fadi mezi elektromagnetické spektrometrie a v praxi
jsou Casto kombinovany, nebot’ data ziskand kazdou z téchto metod zvlast' se cCasto
vzajemné dopliiuji. Ramanovo spektrum je z hlediska pikt jednodussi nez IR spektrum.
Pt#i Ramanové spektrometrii je vzorek prosvicen laserovy paprskem, ktery bud’to
vzorkem projde (vétSina zéafeni), anebo reaguje se vzorkem tak, Ze jsou fotony
absorbovany, elasticky rozptyleny nebo neelasticky rozptyleny. Interakce fotont
s molekulami vzorku mize mit troji charakter. Elasticky rozptyl nastava, kdyz dopadajici
zafeni excituje elektron na virtudlni energetickou hladinu a nasledny pfechod elektronu
zpét do zakladniho stavu je doprovazen vyzaienim fotonu stejné vinové délky, jako mél
foton excitujici, a to libovolnym smérem — tento jev se nazyva Rayleightiv rozptyl
a z hlediska analyzy neni nositelem informace o slozeni vzorku (i). Dale mize dojit
k Ramanovu rozptylu (ozna¢ovanému téz jako Ramantv jev), na némz je zaloZen princip
této analytické metody, nebot’ pii ném dojde ke zméné energie fotontl, ze které je mozné
zjistit slozeni vzorku. Béhem Ramanova jevu, ktery je ve své podstaté¢ neelastickym
optickym rozptylem, si dopadajici foton laserového paprsku a elektron ze vzorku ptedaji
energii a z pohledu klasické fyziky dochazi ke zméné dipoélového momentu béhem
vibra¢niho pohybu molekuly. Foton interaguje s elektronem, ktery byl budto jiz
Vv excitovaném, nebo v zakladnim stavu. Pfi pfedani kvanta energie elektronu v zakladnim
stavu dochazi v tomto piipadé také k jeho excitaci, avsak nasledna deexcitace se
neuskutecni zpét do stavu zdkladniho, nybrz do hladiny energeticky bohatsi
(tzv. Stokesuv rozptyl), pfi¢emz je vyzaien foton s nizsi energii tedy i frekvenci, nez mél
foton dopadajici (ii). Oproti tomu béhem anti-Stokesova rozptylu jsou vyzaieny fotony
s vyssi energii a frekvenci, nez mélo dopadajici zafeni, protoze elektron v ptvodné

excitovaném stavu piesel do nizsi energetické hladiny a energeticky rozdil mezi témito
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hladinami byl pfedan emitovanému fotonu (iii). Jednoduse feceno Stokesiv rozptyl
nastava, kdyZz ma emitovany foton niz$i energii (tzn. také frekvenci), nez m¢l foton
absorbovany, a anti-Stokestv rozptyl nastava, kdyz ma emitovany foton vyssi energii
(tzn. také frekvenci), nez mél foton absorbovany — jedna se o opacny stav, jak uz
naznacuje piedpona anti. Ramanovo spektrum, tedy graficky zdznam analyzy
(osa x — vinoCet, osay - transmitance), poskytuje informace o vibrac¢nich pfipadné
rota¢nich pohybech molekul a obsahuje Stokesovy a anti-Stokesovy piky symetricky
rozlozené podle elastického Rayleighova rozptylu. Casto se mé¥i pouze linie Stokesova
rozptylu a vzdy je nutné odfiltrovat Rayleightiv rozptyl, jehoz intenzita je zhruba 10°-
10%2krat vys$si neZ intenzita Ramanova rozptylu. Posun frekvenci fotoni Ramanova
rozptylu ve srovnani s frekvencemi fotonii laserového paprsku nam podava informaci
0 rozdilech jednotlivych kvantovych hladin molekul ve vzorku, diky ¢emuZz je mozné

urcit jeho slozeni.

2.7.2 Teoretické metody vyzkumu

2.7.2.1 Strukturni databdze — RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB)

Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB) si klade za cil spolupraci
ve vyzkumu na poli strukturni biologie vytvofenim on-line databaze veskerych ziskanych
3D struktur biomakromolekul a jejich sekvenci. Na serveru http://www.rcsb.org/ se
nachdzi informace o biologickych strukturach, jako jsou napt. proteiny nebo nukleové
kyseliny. Z této stranky Cerpaji jak studenti, tak i odborni pracovnici, jelikoz tato databaze
nabizi podklad pro zkoumani a zjistovani zakladi fungovani biomakromolekul ve formé

jejich publikovanych struktur.
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Z webové stranky Celosvétové proteinové banky (angl. Worldwide Protein Data
Bank, zkratka — wwPDB, web http://www.rcsb.org/pdb/) lze nahrat molekuly do
PyMOLu pomoci ¢tyfmistného kodu uvedeného u kazdé struktury (na obr. 16 oznaceno
pod ¢islem 1) a v tomto programu muizete se strukturou pracovat. Na webové strance PDB
se Ize i bez nutnosti mit nainstalovany PyMOL podivat, jak vypada schéma molekuly
(obr. 16, cislo 2) nebo dokonce jeji 3D podoba, se kterou vSak mizeme pracovat pouze
omezené. U kazdé molekuly je napsana anotace, jelikoz kazda struktura je spojena
s védeckym ¢lankem, ve kterém byla publikovana. Pod ¢islem 3 jsou na obr. 16 oznac¢eny
informace o citaci paivodni prace. Cislo 4 na obr. 16 oznaéuje zakladni popis kvality
a ptuvodu molekuly (nazev a typ molekuly; strukturni podrobnosti; organismu, ze kterého
byla struktura ziskana; genetické informace; odkazy a dalsi). K dané struktufe byvaji
Casto pfidruzeny vedle primarni citace také kody odkazujici na ptibuzné struktury, které
se Casto vztahuji k jednomu vyzkumu. Tyto struktury se v piipadé ribozymi mnohdy
lisily pfedevsim zptisobem inhibice a my jsme je ¢asto porovnavali na zaklad¢ rozdilnych

hodnot dihedralti v aktivnim misté, jak se mlizete docist v praktické Casti.

2.7.2.2 Molekularné dynamické a kvantové mechanické studie

Jelikoz v jedné molekule muize byt nékolik tisic atomi, bylo potfeba vymyslet
matematicky model, ktery by byl schopen pracovat s takovym obrovskym mnozstvim dat
za pirimétene kratkou dobu. Proto se zacal pouZivat matematicky model, ve kterém se
atomy zacaly uvazovat jako sféry, které maji polomér ziskany z méteni nebo teorie, kterd
je pro vypocet pouzita. (Z uvedeného vyplyva, ze se protony a elektrony jako jednotlivé
Castice ve vypoctech vibec nezohlednuji.) Dale se vazby mezi jednotlivymi atomy

povazuji ze svého principu za pruZiny.

Pro pocitani s molekulami taky musime pfeddefinovat jejich vlastnosti, coz
znamena, ze musime uvazovat, jaké interakce mezi sebou budou realizovat. Z toho
vyplyva, ze z interakci mezi jednotlivymi sférami a pruzinami jsme schopni ziskat

usporadani atomt a jejich energii.
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Silové pole. Co se energie tyce, je dana konformaci molekuly, pficemz rozdil
energi mezi jednotlivymi uspofadanimi neni dulezity ve své absolutni hodnoté, ale z
hlediska poméri téchto energii. Mechanickou energi molekuly nam dava nasledujici

rovnice:

Energie = Protahovaci energie + Ohybaci energie + Torzni energie + Energie nevazebnich
interakci

Tato rovnice spolecné s daty, ktera jsou potieba pro popsani chovani riznych

druhil atomt a vazeb, se nazyva silové pole.

Protahovaci energie. Vzrah vyjadiujici tuto energii je zaloZzen na Hookové
rovnici. Oznacuje velikost energie molekuly oproti jejimu idealnimu stavu. Rovnice

vypadé nasledovné:

Tento vztah s¢ita v§echny ¢tvercové vzdalenosti mezi idealni délkou vazby ro, kdy

je energie nejnizsi, a skute¢nou délkou vazby r. Parametr ky definuje tuhost vazby.

Ohybaci energie. Zde je opét popsano, jakou energii maji molekuly, kdyz se

vychyluji z ideéalniho stavu, tentokrat se vSak jedna o thly:
= ko(0- 6,
Ohly

kde ko je parametr tuhosti tthlu, @ je realny uhel a G idealni thel.

Torzni energie. Vztah pro tuto energii zahrnuje zputsob, jakym je molekula
natoCena. Je to energie, kterou musime pfidat k energii nevazebnych interakci, ohybaci
a protahovaci, abychom dostali celkovou energii molekuly. Zahrnuje zptisob jakym je

molekula nato¢ena.

E= z A[1 + cos(nt — D)]

Torza
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Parametr A, n a @ jsou parametry rovnice urcujici jeji periodu a amplidu

pii thlu 7. Parametr n nam urcuje typ symetrie molekuly.

Nevazebné energie. Zahrnuji vsechny mozné nevazebné energie, které jsou mozné
mezi atomy i a j. Jedna se v zasadé o dvé hlavni interakce, van der Waalsovy sily (prvni

Cast rovnice) a elektrostaticka interakce (druha ¢ast rovnice).

—Ai; | B q:9;
EZZZ 1;;® +r--12+z T
i j Y Y i 1 Y

A a B uréuji, jaky je pomér mezi atomy vytvatejicimi van der Waalsovu silu. Cast

rovnice pro energii elektrostatickou je zaloZzena na Coulombové zakoné, kde ¢ je naboj

a rijje vzdalenost mezi atomy.

2.71.2.2.1 Molekularni dynamika

Na rozdil od predeslé kapitoly se zde nebudeme zabyvat vnitini energii molekuly, ale

energii, kterou disponuje molekula diky pohybu.

Pro popsani dynamiky molekuly jsou dalezité dvé véci. Termodynamika popisuje
fidici sily, které urcuji reakci a zplisobuji pohyb, a tudiZ i rozdil mezi jednotlivymi
energetickymi stavy béhem reakce. Mechanismus, diky kterému pohyb nastane, je
vyjadien pomoci kinetiky, ktera nam popisuje, co se déje béhem piechodu z jednoho

stavu do druhého.
Sila, ktera zapti¢ini pohyb molekuly, se vypocita lehce z Newtonovy rovnice:

Fi =m;a;

Simulace pohybu molekuly i se potom vytvari tak, ze vypocitame periodickou silu
(klasicky 1072 sekundy) piisobici na kazdy atom, pficemz se vyuziva vypoétu sily za

pomoci derivaci, kdy po¢itame zménu energie a pozice daného atomu i:

dE
LT dTi
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Nakonec hlavni vztah vyuzivany v simulacich:

dZTi _ dE

m; ——= -
¢ dtz d')"i

Energie se pfi reakci vypocitd dvéma metodami. Prvni je pouzitim molekularni
mechaniky a druha metoda vyuziva kvantovou mechaniku. Molekularni mechaniku lze
pouzit v ptipadé, Zze nedochazi k velkym zménam v molekule, vypocty jsou proto
jednodusi, nez pii pouziti kvantové mechaniky, kterou lze pouzit i pfi velkych zménéch
molekuly béhem reakce, ale vypocty byvaji narocné nebo nespocitatelné za normalnich

okolnosti.

2.71.2.3 Chemicky software — PyMOL

PyMOL je open-source graficky systém umoziujici teoretické prohlizeni a zkoumani
molekul zaloZzeny na programovacim jazyku Python, vyvinut a vydan Warrenem
DeLanoem v roce 2000, ktery se narodil v Pensilvanii a byl velice angazovan, co se tyce
programi pro védeckou praci. S pomoci PyMOLu mtizeme zkoumat detailni strukturu
biomakromolekul, v nasem piipadé ribozymi. Program obsahuje i urcité moznosti
vypoctu pro dopocet struktury, napiiklad Poisson-Boltzmannovych rovnic nebo vypocty
pro geometrii struktury — v této praci jsme této moznosti vyuzili pro vypocet dihedrala
a in-line attack hld, se kterymi jsme nasledné statisticky pracovali. Porovnavali jsme
spoustu struktur, ob¢as i vice molekul odvozenych z jednoho krystalu, ale aktivni misto
bylo mnohdy riizn€ inhibovano, takZe se namétené hodnoty vice nebo méné liily a diky
funkci pair fit jsme mohli vzajemné porovnat deformace molekul. Také jsme byli schopni

generovat obrazky ve vysokém rozliseni.
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Na obr. 17 Ize vidét nahranou strukturu hairpin ribozymu v PyMOLu. Uprostied
struktury je oznacené a zvyraznéné aktivni misto dvou ribozymd, jeden je zobrazen
a druhy je skryty. V pravé Casti je vidét sloupec s nahranymi strukturami a provedena
méréni. Radek nahote robrazuje sekvenci rezidui a slouzi k snadnému a pichlednému

oznadeni bazi v molekule.

Obr. 17: PyMOL

V PyMOLu je mozné pomoci Pythonu vytvofit vlastni funkci, kterou mizeme
nahrat pomoci konzole zobrazené na spodni strané obrazku. My jsme pouzivali takto
napsanou funkci na méteni puckeru u aktivniho mista. Struktury nahrané v PyMOLu

jsme Cerpali z RCSB protein data bank.
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2.8 DELENI RIBOZYMU

V piirodé se vyskytujici RNA senzymatickou aktivitou muzeme rozdé¢lit do dvou
hlavnich skupin liSicich se prtibéhem Stépeni ribonukleotidového fetézce. Jsou to tzv.
velké ribozymy (large ribozymes) a malé samo-$tépici ribozymy nazyvané téz
nukleolytické ribozymy (small self-cleaving ribozymes / nucleolytic ribozymes). Velké
ribozymy se $tépi pomoci externiho nukleofilniho ataku a vyuzivaji pfi tom vétSinou dva
ionty hydratovaného kovu, ¢asto Mg?*. Jeden hydratovany hofeénaty ion je koordinovan
na utoCici nukleofil a druhy na opoustéjici skupinu. Dvojmocné hotfecnaté ionty maji
nékolik funkci, mezi které patii aktivace nukleofilu, stabilizace vysoce zaporné nabitého
prechodného stavu béhem Stépeni ribdzofosfatové kostry a neutralizace naboja
koncovych skupin. Obé skupiny ribozymu se lisi také produktem, ktery vznika jejich
Stépenim. Produkt Stépeni velkych ribozymil je RNA s volnym 3’-hydroxylem a 5’-
fosfatem na druhém konci. Oproti tomu u malych ribozymt se fetézec rozstépi na dveé

mensi RNA, z nichz jedna nese 2,3 -cyklicky fosfat a druha 5’-hydroxyl.

2.9 MALE SAMO-STEPICI RIBOZYMY

V soucasnosti zname Sest malych samo-§tépicich ribozymu. Jejich strukturu, funkci,
pribcéh autokatalytického Stépeni a dal§i zajimavosti popisujeme v prakcické cCasti
spolecné s provedenou analyzou aktivnich mist dostupnych struktur dané¢ho ribozymu ze

strukturni databaze RCSB PDB.
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2.10 VYUZITI NUKLEOLYTICKYCH RIBOZYMU

Nabizi se nékolik oblasti, ve kterych by bylo mozné vyuzit RNA katalyzy. Ribozymy by
naptiklad mohly poslouzit pro mapovani funkce gent a bylo by mozné uplatnit je v 1écbé
nebo prevenci virovych onemocnéni, pii které by ve své trans-acting formé cilily
patogenni RNA viru. Stépenim mRNA v buiikich by mohly regulovat mnozstvi
genového produktu a wupravovat duasledky disregulované exprese. Z hlediska
terapeutického vyuziti ribozymt jsou nejvice diskutovand zavaznd onemocnéni, jako je
rakovina, AIDS nebo Alzheimerova-Fischerova choroba — v této oblasti jiz néjakou dobu
probihd vyzkum in vivo, ktery pfinasi zajimavé vysledky. Dtfive nebylo u nékterych
ribozymi zcela jasné, zda pozorovana autokatalyza RNA fetézce probiha také in vivo
nebo zda je pouze vysledkem zménénych podminek béhem a po izolaci RNA, a tedy mé-
li pozorované samo-$tépeni vibec néjaky biologicky vyznam. Bylo vSak na mnoha
ptikladech prokazano, ze ribozymy efektivné plni svou funkci také v intracelularnim

prostiedi [39].
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Prirozené nukleolytické ribozymy

Na tomto misté¢ uvadime ribozymy vyskytujici se v zivych systémech — tedy takové,

jejichz motiv nebyl pfipraven uméle.

3.1.1 glmS ribozym

Nazev gImS ribozymu nas odkazuje na
syntézu  glukosamin-6-fosfatu  (GICN6P),
ktera je katalyzovana enzymem GIcNG6P
syntazou se zkratkou glmS (oznaceni genu
a jeho transkriptu pak glmS). Ve struktute 5'-
nepiekladané oblasti (5'UTR) mRNA kodujici
tento enzym midzeme najit pravé glmS
ribozym. Tento ribozym je zaroven také
ribospinatem (ang. riboswitch) GIcNGP
syntazy. Pro uskutecnéni RNA katalyzy je
nutné navazani GICN6P jako kofaktoru
umoznujiciho samostépeni — zde se projevuji
tzv. aptamerové vlastnosti RNA, tedy obecné
popsano schopnost oligonukleotidu
specificky rozpoznavat a véazat pomoci
slabych vazebnych interakci nej€astéji malé

molekuly ligandu na zakladé¢ svého

Obr. 18 GImS ribozym (2GCS),
zelené zvyraznény
horecnaté kationty

prostorového uspotadani, coz probiha soucasné se zménou konformace nukleotidového

fetézce. Navazani kofaktoru GICNGP v tomto ptipadé indukuje spravnou konformaci pro

in-line attack thel a za aptamerovou konforma¢ni zménu mizeme povazovat nanejvys

vysledné samostépeni.
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Reziduum G40, které se nachazi v blizkosti aktivniho mista, konkrétn¢ 2'-OH
skupiny A-1, se dle molekularné¢ dynamickych studii podili na stabilizaci in-line
konformace nukleofilu nebo na elektrostatické stabilizaci tranzitniho stavu. V mutantnich
strukturach s tranzici G40A téméf nenastava snizeni pKa aminoskupiny ani zvySeni pKa
fosfatu po vstupu GICNGP do aktivniho mista, k ¢emuz vsak v pfirozené form¢ ribozymu
vyznamné dochazi. Tento druh mutace inaktivuje S$tépeni ribozymu V pfitomnosti
GIcNG6P, diky ¢emuz mohou byt pofizeny krystaly ribozymu s navazenym piirozenym
kofaktorem v aktivnim misté. Zména pKa aminové skupiny je piiblizné dvakrat vétsi nez
zména pKa fosfatu [37]. Dale je dulezité neopomenout také nukleotid G635, ktery nejspis
zastava dulezitou ulohu ve véci spravného navazani kofaktoru do aktivniho mista,
stabilizuje totiz vodikovy mustek mezi hydroxylem uhliku C1 cukerného kruhu GICN6P
a fosfatovym pro-Rp kyslikem (O2P kyslik nevytvaiejici esterovou vazbu) aktivniho
mista, ¢imz je v dusledku posilena také interakce mezi protonizovanou aminovou
skupinou a opoustéjicim kyslikem G1 $tipané¢ho dinukleotidu. Vyzkum nasvédcuje také
tomu, ze pro-Rp kyslik plisobi jako obecna baze, cemuz napomdhaji zminené interakce
[36]. Rekognici molekuly GICNGP zprostfedkuje koordinace ionti Mg?* na fosfatové

skupiny v blizkosti aktivniho mista a specificka interakce cukerného kruhu GICN6P

s nukleovymi bazemi (viz také obr. 16).

Obr. 19

Aktivni misto g/imS ribozymu s navazanym
GIcN6P (PDB ID: 2275, rozlideni 1,70 A),
naznaceny nasledujici slabé vazebné
interakce:

N1z G1 - fosfat z GIcN6P (2,7 A)

N2 z GIcN6P — opoustéjici 05' G1 (3,1 A)
01 z GIcN6P — pro-Rp kyslik G1 (2,7 A)
01z GIcN6P — N1z G65 (3,3 A)

N2 z G65 — pro-Rp kyslik G1 (2,9 A)
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Cely komplex aktivniho mista gImS ribozym-GIcNG6P je stabilizovan ptitomnymi
hofe¢natymi ionty, které se vSak $t€peni nijak neucastni [9]. Teoreticky je mozné, aby
aminoskupina molekuly GIcN6P vystupovala jako obecna baze, nebo za vhodnych
podminek ve svém protonizovaném stavu pusobila jako obecna kyselina. Nicmén¢ uloha
amino skupiny jako obecné baze je znemoznéna predevsim velkou vzdalenosti od 2"-OH
skupiny A-1. Teoretickymi vypocty bylo zjisténo a také experimentalné prokazano, ze
aminoskupina je protonizovana —(NHs)™ apisobi tedy b&hem S§tépeni jako obecna
kyselina. V ptipad¢ navazani glukédza-6-fosfatu (Glc-6-P), u kterého je amino skupina
nahrazena hydroxy skupinou, je samo-stépeni glmS ribozymu inhibovano a vazba Glc-6-
P na ribozym je nezavisld na pfiméfené zméné pH. Podobné, pokud se navéaze
glukosamin, ktery nemé na uhliku C6 ptipojeny fosfat, aktivuje ribozym slabéji, nebot’
nedojde ke stabilizaénim interakcim mezi fosfatovou skupinou a Mg?* ionty a cely
komplex je tedy méné staly. Koordina¢ni vazbou Mg?* iontii na fosfat se méni také jeho
hodnota pKa, coz znesnadiiuje protonace této skupiny. Navazani kofaktoru je snaZzsi
Vv piipad¢ pln€ deprotonizovaného fosfatu s nabojem 2— oproti ¢aste¢né protonizovanému
fosfatu s nabojem 1- [36]. Se snizujici se koncentraci Mg?* iontii se snizuje také aktivita
gImS ribozymu v ptitomnosti GICN6P. Studie in silico dale prokazuji pokles pKa amino
skupiny ligandu pii vstupu do aktivniho mista, coz usnadituje bezprostfedni uvolnéni
protonu. Jestlize GIcN6P neni v reakci zahrnuty vibec, $tépeni glmS ribozymu je asi
10%krat pomalejsi nez s navdzanym kofaktorem. Z vyse uvedeného vyplyva dileZitost
amino skupiny a fosfatu v kofaktoru GICNGP, pficemz amino skupina ve své
protonizované formé —(NHs)", ktera zajist'uje pevnéjsi vazbu GICN6P, odevzdava proton
5-kysliku za vzniku terminalni 5'-OH skupiny po samostépeni a fosfat je nezbytny ke
stabilizaci komplexu ribozym-kofaktor. Navic za pouziti substratového analoga Glc-6-P
muzeme sledovat pH nezavislou vazbu na ribozym a také byla zjiSténa na pH zavisla

vazba GICNG6P, ktera je dana pravé ptitomnosti amino skupiny a ne fosfatu.
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Rozstépeni gImS ribozymu ma za nasledek degradaci mRNA kodujici GICNGP
syntazu, konkrétné se rozstépi ta cast mRNA, kterd je sté€Zejni pro zahajeni proteosyntézy.
Jedna se tedy o down regulaci, kdy glmS ribozym-ribospina¢ reaguje na koncentraci
kone¢ného metabolitu, kterym je glukosamin-6-fosfat. V piipadé zvySeni koncentrace
GIcN6P je dostupnych vice kofaktorti glmS ribozymu, dochazi k ¢etnéjsim degradacim
MRNA, a tim se syntéza samotného GIcN6P v dusledku snizi — jedna se tedy o negativni
zpétnou vazbu. Ribospina¢ piedstavovany @ImS ribozymem se lisi od béznych
ribospinaci také tim, Ze navazani ligandu nezptsobuje obvyklé rozsahlé konformacni
zmény, ale v tomto piipadé zastava GICNGP funkci katalytického kofaktoru samostépici
reakce. Funkce ligandu jako allosterického aktivatoru byla vyloucena rentgenostrukturni

analyzou krystalt ribozymu pied a po samostépeni a konstruktd mimikujicich tranzitni

stav [10, 37].

Glukosamin-6-fosfat je prekurzorem pro vystavbu bunééné stény grampozitivnich
bakterii, proto se gImS ribozym jevi jako potencialni cil antibiotické 1é¢by. Existuji také
spekulace, Ze podobné aptamerové vlastnosti ribozymi mohly sehrat roli ve vyvoji RNA
svéta smérem k modernéjSimu svétu s proteiny. V ptipadé glmS ribozymu byla zjisténa
jeho aktivace regioselektivni vazbou L-serinu jako kofaktoru. Pokud by byl pomysiny
primordidlni ribozym schopen vazat aminokyselinovy ligand kovalentné, napf.
Vv disledku evolu¢niho tlaku na vyssi variabilitu, mohlo by se jednat o jakési pocatky

aminoacylace RNA a prvni kroky k translaci [38].
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3.1.2 glmS ribozym — méreni

Vyse popsanou teorii ohledné ribozymu jsme aplikovali na vytvoteni databaze znamych
konkrétnich vyfeSenych struktur nukleolytickych ribozymt z databaze PDB. Zaméfili
jsme se na nasledujici parametry dinukleotidu aktivniho mista: pseudorotace a amplituda
ribozy, epsilon a zeta dihedraly a in-line attack thel (IAA). Tyto parametry jsme po
zméfeni zaznamenali do tabulky s rozliSenim zkoumanych struktur a PDB identifika¢nimi
¢isly (PDB ID), pod kterymi je mozné dané struktury jednoduSe nahrat do PyMOLu.
Zapsané jsou také puckery pro obé strany Stipané¢ho fosfatu. Posledni sloupec slouZzi pro
poznamky ke konkrétni struktufe (napf. zplsob inhibice, chemické modifikace, snaha
0 napodobeni n¢kterého z krokli samo-§tépeni nebo ligandy). Vysledkem je tabulka, ktera
zaznamenava rizné uspotradani molekul s rozlicnym zplsobem inhibice, bodovy graf pro
epsilon a zeta dihedraly, histogramy kazdého z nich zvlast’ a také histogramy pro IAA.
IAA, epsilon a zeta dihedraly jsou uvedeny pouze u struktur, ve kterych bylo mozné je

zm¢étit. Obdobné schéma zaznamenavani dat bylo vyuzito i v ptipadé dalSich ribozymii.

U gImS ribozymu jsme se zabyvali dvaceti dvéma strukturami, ptficemz jsme
V patndcti pfipadech nemohli mérit IAA, kviili zplisobu inhibice (viz tabulka 2). Jelikoz
vSak byly mezi proméfovanymi strukturami také krystaly se C¢tyfmi molekulami,
u kterych bylo mozné tento uhel méfit ve vSech Ctyfech aktivnich mistech, dostali jsme

obsahlou tabulku 2.
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PDB Rozlj§eni II-:A Epsjlon Ze;ta Pucker z 03" | Pucker z O5' Poznémka o inhibici aj.
ID [A] [°] [°] [°] strany strany
AMEG 31 \ \ \ \ C3'-endoAl Roz3tépeno s C5'-(P0O4)%, trojty
R R R L e
2HO6 o ) ) ) ) ) morgﬁéi;cr?s;thsaE:u]%:’o%/_é(lzllg/l ES)
2HO7 2,9 158,7 | 124,2 | 212 C3'-exo AO C3'-exo A1l Glc6P
2HOZ 2,7 \ 181,5 |134,3| C2"-endo A0 | C3"-exo A1l Deoxyribéza, Glc6P
2HOX 2,3 \ 190,6 [155,1| C2'-endo AO | C2'-endo A1l Bez GIcN6P, C2'-NH,
oHow| 24 \ \ \ \ \ Rozétépeno s C5'-OH, MES
2HOS 2,35 \ 177,6 |146,1| C3'-exo A-1 [ C2'-endo A1l Deoxyribéza, bez GIcN6P
26ev | 21 \ \ \ | C2-endo AD | C2endo A1) gy ctapeno s volnym C5'-OH, MES
2GCS 2,1 \ 190,3 |157,2| C2'-endo AO | C2-endo A1 C2'-NH,, bez GIcN6P
3B4A 2,7 155,8| 192,3 |149,9|C2'-endo A-1| C3'-exo A1l G40A, obsahuje GIcN6P
3paB | 27 \ \ \ | C4-exo A-1 | C3exo Al | Gaoa 2'5' linkage, obsahuje GICNGP
3B4C 3 \ \ \ |C3-endo A-1|C2-endo A1 2'5' linkage, obsahuje GIcN6P
2774 2,2 \ 179,3 |144,8 | C2'-endo A-1| C3"-exo A1l Deoxyribéza, Glc6P
2775 1,7 \ 181,7 | 141 | C2-endo A-1|C2-endo A1l Deoxyribdza, obsahuje GIcN6P
158,7| 188,1 [109,7| C2'-endo EO | C2'-endo E1
3cs | 1 171,3| 188,6 |130,4| C2-endo GO | C2-endo G 1 C2-0-Me, bez GIcN6P
145,5| 194,1 | 92,2 | C2"-endo HO | C2'-endo H 1
174,8| 169 |[138,4| C2'-endo GO [C2'-endo G1
sceT | 174,3] 178,3 [132,7| C2-endo FO | C2-endo F1| 2 O-Me, GA0A, obsahuje GlcN6P
151,4| 171,5 [101,3| C2'-endo EO | C3'-exo E1
\ \ \ \ \
\ \ \ \ \ o . :
3G95 2,85 Rozs$tépeno s volnym C5'-OH, jedno
\ \ \ \ \ AS obsahuje GIcN6P
\ \ \ \ \
166,2 | 148,6 [173,8| Cl'-exo HO | C3'-exo H1
301 174,4| 144 |[172,3| C2'-endo GO | C3'-exo G 1 C2'-0-Me, jedno AS obsahuje
366 154,9| 166,7 |167,7| Cl-exo EO | C3“-exo E1 manosamin-6-fosfat (MaN6P)
166,6| 136,2 |177,5| C2'-endo FO | C3'-exo F1
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\ \ \ \ \
\ \ \ \ \ . . :
3G9C 2,9 Rozstépeno s volnym C5'-OH, jedno
\ \ \ \ \ AS obsahuje GIcN6P
\ \ \ \ \
173,1| 185,2 |131,9| C2'-endo HO | C2-endo H 1
175,2| 180,9 | 134 | C2-endo GO | C2-endo G 1
e | A% 171,3| 169,5 |134,5| C2endo FO | C2-endo F 1 €2-0-Me, Glc6P
133,4| 205,1 | 73,9 | C2"-endo EO | C2"-endo E 1
165,7 | 190,6 |120,9| C2'-endo EO | C2'-endo E 1
142,7| 177,5 [142,7| C2'-endo FO | C2'-endo F1
Nz | 168,4| 180 |141,5| C2endo GO |C2-endo G 1 €2-0-Me, obsahuje GICNEP
164,4| 185,8 |135,9| C2-endo |C2-endo H1
Tabulka 2 Analyza dinukleotidi aktivnich mist zkoumanych gimS ribozymda

Do bodového grafu 1 jsou zapsana méfeni epsilon a zeta dihedrali. Mzeme si
povSimnout, Ze se ndm pozorovani shlukla do skupiny. Cervéna pozorovani znaci, Ze

Vv dané struktuZe nebylo mozné zméfit IAA.

Pozorovani jsou roztazena pies celou osu y, kterd znac¢i hodnoty pro zeta dihedral.
Muzete si toho pov§imnout i v histogramu 1, kde je vSak hlavni koncentrace pozorvani

okolo 140°. Pro epsilon dihedral je ptevladajici oblast okolo hodny 190°.

Pro struktury, kde bylo mozno zméftit IAA, je pfilozen histogram 3, jenZ ukazuje,

ze jednotlivé IAA jsou nejvice nakupeny v okoli 170°-180°.
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3.1.3 Ribozym viru hepatitidy delta (HDV ribozym)

Prvni struktura tohoto ribozymu byla
vyfeSena v roce 1998. Jednalo se o HDV
ribozym v rozstépeném stavu, ale tato
struktura byla nasledovana publikacemi
dalsich, jiz nerozstépenych struktur, riznych
mutantl nebo jinych variant s rozlicnymi
ionty [13]. HDV ribozym je soucasti
nekodujici RNA lidského patogenu — viru
hepatitidy delta (jinak také D), ktery byl
objeven jiz vroce 1980 v biopsiich jaterni
tkan¢  pacienti  chronicky nakazenych
hepatitidou B. Tehdy byl v jadrech

infikovanych hepatocytd nalezen novy

antigen anasledné oznacen pismenem delta.

Geneticka informace infekéni ¢astice HDV je Obr. 20 HDV ribozym (3NKB),

tvofena cirkuldrni jednofetézcovou negativni zefe’l’e zuyrazneny
horecnaté kationty,

virovou RNA 0 necelych 1 700 nukleotidech Cervené tecky

. , , . . ( ji kyslik
a 70 % bazi je sparovanych. Virus hepatitidy predstavuji kysliky z vod

delta je jediny zastupce rodu Deltavirus,

primér infekéni partikule ¢ini 38 nm.

Zname jeho 7 genotypti liSicich se geografickym vyskytem a patogenitou, protoze
je vSak HDV satelitem viru hepatitidy B, je jejich vyskyt obecné vzajemné provazan.
Sekvence HDV s autokatalytickou aktivitou — tedy HDV ribozym — je dlouha asi 85-95
bazi v zavislosti na polarité a konkrétnim slozeni nukleotidi [14]. Jedna se o jediny
zivo€iSny virus s cirkularni RNA, nebot’ tento typ virGt je normalné rostlinnym
patogenem, a také o doposud jediny zndmy ribozym, ktery pro svou existenci vyzaduje
lidsky patogen — virus hepatitidy B [11]. HDV je sam o sob¢ defektnim virem, a aby se
mohl rozmnozit, je tedy nutna koinfekce s HBV nebo superinfekce HDV na ¢lovéka jiz
primarné napadené¢ho HBV. Inkubac¢ni doba je mimo jiné zavisla pravé na druhu infekce.

Koinfekce mivd mirnéj$i prabéh a probiha vétsSinou ve dvou fazich, zatimco superinfekce
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je spojena s nahlym zhorSenim jaternich funkci a vede k rychlejSimu nastupu jak
akutnich, tak i chronickych projevi hepatitidy, nez pii samotné infekci HBV. Infekce

HDV mtize byt proto zvIast nebezpecna pro lidi trpici chronickou hepatitidou B.

Genetickda informace HDV je replikovana takzvanym ,rolling circle*
mechanismem pomoci RNA dependentnich RNA polymeraz hostitelské bunky. Tomuto
zpusobu replikace nasvédcuji hned dva poznatky a to, Zze v napadené buiice je mozné
detekovat multimerni RNA (i) a schopnost téchto RNA samo-§tépit se na jednotlivé
monomery pravé pomoci HDV ribozymu (ii). Jak jiz bylo naznaceno, infekce neni
uskutecnitelnd bez HBV povrchového antigenu (HBsAg). Genom HDV je spojeny
s antigenem hepatitidy D (HDAQ), coz je jediny protein kddovanym timto virem, a diky
tomuto spojeni je HDV RNA stabilnéj$i. Tento komplex tvofi nukleokapsidu HDV
[15,24]. HDAg je koédovan antigenomovou sekvenci konzervovanym otevienym ¢tecim
ramcem (ORF). V HDV RNA se vyskytuje vice ORF, jejichz uloha vSak neni znama

vyjma vySe zminéného.

Jistou podobnost, ktera se tyka struktury RNA a zplsobu jeji replikace, 1ze najit
mezi HDV a rostlinnymi patogeny viroidy nebo virusoidy, moZna je zde i néjaka
fylogenetickd ptibuznost. Pfirozend forma HDV, viroidl i1 virusoidii je tvofena
nedokonalou dvousroubovici. Tato sekundarni struktura je dana velkym zastoupeni
kanonickych pari bazi mezi obéma polovinami cyklické molekuly RNA, které jsou vSak
misty pierusovany kratkymi sekvencemi bazi nesparovanych. Je to zptisobeno tim, ze obé
poloviny RNA obsahuji nedokonalé invertované repetice, coz znamena, ze nékteré
ribonukleotidy v téchto ¢astech jsou vzajemné zrcadloveé uspotradané sekvence. To ma za
nasledek, ze sekundarni struktura neni vétvend a v elektronovém mikroskopu se jevi jako
ty¢inka. Oba patogenni agens, tak i HDV vyuzZivaji pfi rozmnozovani autokatalytického
Stépeni multimernich produktii replikace na své monomerni ¢asti, které se poté stavaji
novymi patogeny [23]. Samotny HDV se rozmnozuje mechanismem ,,double rolling
circle”. Béhem replikace viru v hostitelské burice vznika antigenomova multimerni RNA,
ta se rozStépi ptisobenim HDV ribozymu a nasledné dalsi replikaci vznika opét genomova

RNA, ktera je patogenni.
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HDV ribozym vykazuje ze vSech v ptirod¢ se vyskytujicich ribozymu nejvyssi
rychlost samo-stépici reakce. Ke katalytickému $té€peni pfispiva jak cytosin C75 jako
obecna kyselina, tak hydratované hotec¢naté kationty jako obecna baze [12]. K provedeni
krystalografie nerozstépen¢ho ribozymu je nutné samo-St€peni inhibovat. V piipadé
HDYV ribozymu se Casto vyuzivd bodové mutace C75U (tranzice). V takto mutovaném
HDV chybi protonovana aminoskupina cytosinu 75, kterd nese katalyticky vyznam
obecné kyseliny, ¢imz je samo-Stépeni znemoznéno. Dal§i moznosti inhibice této reakce
je napodobeni funkce dvojmocného kovu v aktivnim misté jeho nahrazenim hexaamin-
kobaltitym kationtem [Co(NHs)s]**, ktery svym prostorovym uspoiadanim efektivné

zastoupi hydratovany Mg?*, avsak $tépeni znemozni.
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3.1.4 Ribozym viru hepatitidy delta (HDV ribozym) — méieni

Poté, co jsme analyzovali Sestnact struktur, jsme u péti z nich nemohli provést méteni, ve
vétSing piipadi z diivodu predesiého rostépeni RNA fetézce. U nerozstépenych struktur

bylo mozné vzdy méfit hodnoty v aktivnim miste.

PDB |Rozliseni| IAA |Epsilon| Zeta Pucker a Pucker a

ID [A] [°] [’ [°]1 | reziduumz O3 | reziduum z O5 Pozndmka o inhibici aj.

APRF 2,39 82,6 | 239,3 | 285,8 | C3'-endo B 100 | C3'-endo B 101

4PR6 2,3 \ \ \ \ C3'-endo B 101 Roz$tépeno

20IH 2,4 123,2| 177,2 | 53,2 |C3'-endo B 100 | C3'-endo B 101

053] 29 [1205] 173,7 | 563 [C3"-endo B 100 |C3-endo B 101

1DRZ 2,3 \ \ \ \ C3'-endo B 101 Rozstépeno

3NKB 1,92 \ \ \ \ C3'-endo A2 Rozstépeno

15)3 2,2 119,4| 163 60,4 |C3'-endo R100 |C3'-endo R 101

15)4 2,7 114,5| 162,1 | 57,3 |C3'-endo R 100 |C3'-endo R 101

1SJF 2,75 |101,6| 198,9 | 22,9 |C3'-endo B 100 |C3'-endo B 101

1VBX 2,7 115,7| 162 59,4 | C3'-endo B 100 | C3'-endo B 101

vy | 29 |1116] 1675 | 50,1 |C3"-endo B 100 |C3"-endo B 101

1VBZ 2,8 101,2| 193 21,2 | C3'-endo B 100 | C3'-endo B 101

1VCO 2,5 124,5| 170,9 | 62,8 |C3'-endo B 100 | C3'-endo B 101

1VC5 3,4 \ \ \ \ C3'-endo B 101 Roz$tépeno

1VC6 2,8 \ \ \ \ C3'-endo B 101 Roz$tépeno

1VC7 2,45 |103,3| 168,6 | 53,6 |C3'-endo B 100 | C3'-endo B 101

Tabulka 3 Analyza dinukleotidi aktivnich mist zkoumanych HDV ribozym{

V bodovém grafu 2 Ize vidét jeden shluk kombinaci epsilon a zeta dihedrald.
Odlehlé hodnoty jsou zpuisobeny odlisnym prolomenim v thlu P-O5-C5'. U struktury

4PRF jsme zaznamenali velice atypickou konformaci aktivniho mista.
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IAA (histogram 6) se zde pohybuje hlavné kolem 120°, pfi¢emz jedno pozorovani
u stuktury 4PRF se dostalo az pod hodnotu 90°. Epsilon dihedral (histogram 4) se nejvice
vyskytuje v okoli 170° a zeta (histogram 5) okolo 60°, pii¢emz, jak bylo napsano vyse,

struktura 4PRF ma ob¢ hodnoty mimo.

HDV ribozym - zeta dihedral
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Histogram 5  Zeta dihedrdly v aktivnich mistech zkoumanych HDV ribozymu
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Histogram 6  In-line attack uhly z aktivnich mist zkoumanych HDV ribozym(
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3.15 Hammerhead ribozym

RNA motiv. hammerhead ribozymu
(HHR) je nejmensi sekvenci
nukleolytickych ribozymi vibec.
Hned po intronech prvni skupiny
a RNaze P nasledoval objev tohoto RNA
enzymu, ktery ucinil George Bruening
vroce 1986, prvni krystalograficka
struktura byla ziskana v roce 1994. Tento
prvni HHR byl identifikovan v sekvenci
pozitivniho  fetézce satelitni RNA

Tobacco ringspot  viru.  Minimalni

strukturu tvoii tfi kmeny, které jsou . 54 Vidsenkovy ribozym (IMME)

V misté svého spoje Vysoce konzervované,

pravé zde se nachdzi aktivni misto, a dva z nich se U€astni tercialni interakce nezbytné
pro katalyzu. Ptesto, Ze byl piivodné objeven pouze u rostlinnych viri, je dnes znamo, Ze
se vyskytuje také v genomech fylogeneticky vzdalenych organismd. Pro svou
jednoduchost je povazovan za piiklad konvergentni evoluce na molekularni Grovni
poskytujici moznost uskutecnit samo-stépeni malych sekvenci RNA. Dokonce nékteré z
lidskych mRNA vykazuji katalytickou aktivitu po vzoru hammerhead ribozymu.
Hammerhead ribozym byl prvnim ribozymem vykrystalizovanym v biologicky aktivni

formé [25, 32].

Stépeni HHR nevyzaduje piitomnost kofaktoru, pfesto probiha za fyziologickych
hodnot koncentrace Mg?* iontt, aviak tercialni interakce mezi dvéma kmeny je z hlediska
funkce nezbytna. Vétsina HHR piasobi jako cis-acting enzymy, ale byly nalezeny
| ptirodni trans-acting formy. Dokonce byl v oocytech zastupct rodu Triturus (néktefi
Colci) objeven trans-acting HHR jako soucast riboproteinového komplexu se schopnosti
stépit molekuly RNA, coz dokazuje funkci ribozymut pusobit v buiikach ve spojeni
S proteiny jako plnohodnotné enzymy piimo zasahujici do regulace RNA[35]. Mimo to
byl u ¢olka zelenavého (Notophthalmus viridescens) také nalazen prvni genomovy HHR,

a to HHR prvniho typu pfitomny v tandemovych sekvencich transkriptu satelitni DNA
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(1987) [36]. Obdobné struktury byly pozdé&ji objeveny Vv transkriptech DNA
satelitu 2 (sat2) i u jinych obojzivelnikd. Podobnost s HHR c¢olkli vykazuje stejny
ribozym ptitomny v karafiatech ve struktuie cirkuldrni RNA o délce 275 nt zvané
carnation small viroid-like RNA (CarSV RNA) a dale v retroviroidnich elementech
tandemovych opakovani DNA. Také krevnic¢ky (Schistosoma) a konikci Dolichopoda
pfedstavuji zastupce s genomovym HHR, opét ve formé transkriptu DNA satelitu.
Stépeni RNA pomoci HHR je dale vyuzivano napiiklad rostlinnymi viroidy a RNA
setelity rostlinnych virti, kde zajistuje vznik infek¢nich jednotek z multimerni sekvence
vznikajici replikaci valivé kruznice (angl. rolling circle replication), Co se tyce savcu
vsetné Cloveéka, mizeme tento motiv najit v nepiekladanych oblastech RNA (UTR).
Napfiiklad u hlodavct se ribozym nachazi v 3'UTR genu Clec2 (C-type lectin domain

family 2). Byla zaznamenana sav¢i genomova forma HHR s potencidlem trans-§tépeni

[33].

B C 1
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Obr. 22: Motiv hammerhead ribozymu (HHR), sSipka oznacuje aktivni misto, B: MinimdlIni

struktura HHR, A: Jednotlivé typy HHR (I-11l) s vyznacenou tercidlni interakci
smycka-smycka mezi smyckami L1 z kmene | a L2 z kmene Il [33]

Existuje ji§ né€kolik mozZnosti, jak by bylo mozné vyuzit katalyzu RNA
zprostiedkovanou HHR. Odzkousenym prikladem je kontrola RNA replikace rostlinnych
patogeni [34]. Potencial HHR lze aplikovat také v 1éébé nemoci jako je napf.

Alzheimerova choroba [37].
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3.16

Zde jsme pométovali osmnact struktur, z toho jeden krystal obsahoval tii molekuly a dalsi
dvé. Ve dvou piipadech jsme nemohli provést méfeni, jelikoz struktura jiz byla

rozStépena. U krystalu se tfemi ribozymy byla odstranéna OH skupina tc¢astnici se IAA

Hammerhead ribozym — méieni

(v grafu zaznaménany jako ¢ervené body).
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Bodovy graf 3 Epsilon a zeta dihedrdly v aktivnich mistech zkoumanych

V grafu jsou zaznamendny body ve tfech rtiznych barvach. Modré pro pozorovani,
kdy jsme méfili IAA. Tti Cervené body jsou pro ID 1HMH, kde byly tii struktury pod
jednim ID, ale ani u jedné jsme kvili chybéjici C2'-OH skupiné¢ nemohli méfit IAA.
V tomto bodovém grafu jako v jediném uvadime i tfeti druh bodi, a to pro minimal HHR,

které jsou popsany vySe. Velky vyskyt téchto struktur nam vytvofil druhy peak

hammerhead ribozym{

V histogramu pro zeta dihedral.
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PDBID | Rozliseni | IAA | Epsilon | Zeta , Pucker z O5' Poznamka o inhibici
o o o R Pucker z 0O3' strany .
[A] [°] [°] [°] strany aj.
Fluores- . . o
1RMN 84,4 216 225,8 C3'-endo A44 C3'-endo A 45 Deoxyribéza
cence
1HMH 2,6 \ 209,1 | 284,8 C3'-endo B 11 C4'-exo B 170 Deoxyribdza
\ 222,2 | 256,4 C4'-exo D11 C4'-exo D 170
\ 232,8 | 255,8 C3'-endo F11 C3'-endo F 170
1MME 3,1 76,8 | 225,5 | 285,1 C3'-endo B11 C2'-exo B 170
68 205,3 | 291,5 C3'-endo D11 C3'-endo D 170
299D 3 56,9 | 186,7 | 305,1 C3'-endo B 11 C3'-endo B 170
300D 3 60 191,9 | 305,7 C3'-endo B 11 C3'-endo B 170
301D 3 74,9 | 221,3 | 268,5 C3'-endo B 11 C2'-exo B 170
359D 2,9 104,9 | 160,9 | 284,9 C3'-endo B 11 C3'-endo B 170 Rozstépeno
379D 3,1 \ \ \ \ C3'-endo B 170
488D 3,1 99,4 | 269,5 | 286,7 C3'-endo D11 C2'-exo D170
1NYI 2,85 59,5 298 | 197,9 C2'-exo B 120 C3'-endo B 121 Modifikace fosfatu
1Q29 3 81,6 | 123,5 69 C4'-exo B 120 C2'-exo B 121
2QUS 2,4 172,2 | 180,2 | 137,8 C2'-endo B 12 C3'-endo B 13 Modifikace fosfatu
2quw | 22 \ \ \ \ \ C2'-0-Me
37D4 2,2 168,2 | 192,1 | 129,9 | 40.89 C2'-endo B6 C3'-endo B7 C2'-0-Me
37D5 2,2 165,4 | 194,1 | 134,9 | 38.71 C2'-endo B6 C3'-endo B7 C2'-0-Me
37p8 1,55 156,6 208,9 | 131,6 | 36.36 C2'-endo B6 | (~3.ando B7 C2'-0-Me
2080 | 2 | 152 | 2082 | 1357 (2-endo B6 C3'endo B7 C2'-0-Me
Tabulka 4 Analyza dinukleotidt aktivnich mist zkoumanych hammerhead ribozym{i
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Histogram 7  In-line attack uhly v aktivnich mistech zkoumanych
hammerhead ribozym{i

Pokud pomoci histogramii prozkoumame epsilon dihedral (histogram 8), zjistime,
Ze se nejcastéji vyskytuje kolem 200° az 220°. Zeta dihedral (histogram 9) se potom
nachdzi nejvice kolem hodnot 140° a 300°. Jak bylo fe¢eno vySe, druhy peak okolo

hodnoty 300° je pravé zpisoben minimal HHR, tudiz za vice relevatni shluk povazujeme

hodnoty v blizkosti 140°.
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Histogram 8  Epsilon dihedrdly v aktivnich mistech zkoumanych
hammerhead ribozymi
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Histogram 9  Zeta dihedrdly v aktivnich mistech zkoumanych
hammerhead ribozym{
Obr. 23 Zobrazeni ,,dvojitého” aktivniho mista: cytosin s volnou 2'-hydroxy
skupinou a 2'-3'-cyklickym fosfatem, modifikaci aktivniho mista
naznaceny konformacni zmény spojené se stépenim RNA retézce
Obr. 24

2'-3'-cyklicky fosfat v aktivnim misté struktury 1Q29, modifikace
nadbytecnym kyslikem je v zdkrytu ribozy
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3.1.7 Vlasenkovy ribozym (hairpin ribozyme)

Vlasenkovy ribozym muzeme nalézt
v satelitech  rostlinnych  vird. Jeho
katalyticka aktivita nevyzaduje kovové
ionty a zahrnuje jak S$tépeni, tak
i reverzni  reakci, ligaci fetézcu.
Oba d¢je jsou dulezité pro replikacni
mechanismus valivé kruznice RNA, ve
kterych  se  motiv  vlasenkového
ribozymu vyskytuje. Na tomto misté

katalyzuje ribozym Stépeni

multimernich produkti replikace na

Obr. 25 Vldsenkovy ribozym (1X9K)

krat§i az monomerni useky, jejichz

Konce jsou poté zligovany, ¢imz se vytvoii kruznicovy utvar schopny stabilizace
v kompaktni strukturu s funkei koinfekéni &astice. Oproti HHR probiha v piipadé
vlasenkového ribozymu ochotnéji ligace, zatimco HHR vykazuje vyrazné vyssi

nukleazovou aktivitu.

Sekvence vlasenkového ribozymu byla poprvé objevena v negativnim fetézci
setelitni RNA Tobacco ringspot viru. Minimalni strukturu tohoto RNA enzymu
ptredstavuji ctyii kmeny H1 az H4, interni smycka A mezi kmeny H1 a H2, ktera obsahuje
aktivni misto S nezbytnym G1, a nakonec interni smycka B mezi kmeny H3 a H4.
Substituce nukleotidi v helikalnich oblastech jsou pifi zachovani komplementarity
z hlediska aktivity vlasenkového ribozymu bez negativnich dopadu, avsak G11 je pro
Stépeni nezbytny. Délka jednotlivych kmend miize mit také dopad $tépeni. Napiiklad
Vv pfipad€ prodlouzeni kmene H2 ze Ctyf na pét parh bazi jiz nedochézi ke §tépeni, délka
kmene H2 a H3 ovliviiuje vzdalenost mezi smyckami A a B, a tim padem 1 jejich
nezbytnou tercialni interakci, a délka kmend H1 a H4 je z hlediska katalyzy irelevantni.
Presto existuje ur€ity interval délky kmene H1 a H4, ve kterém dosahuje ribozym

maximalni aktivity: u kmene H1 je to od dvou alespont do dvaceti sedmi parti bazi
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a U kmene H4 se jedna o dvacet pét part bazi. Vétsina nukleotidii ve smyckach nemtize
byt nahrazena, protoze se podili na tercidlni loop-loop interakci a také pfimo na katalyze,
napf. formou stabilizace tranzitniho stavu. Krystalografické struktury a mutageneze
prokazaly, ze reziduum G8 plsobi jako obecna baze a A38 jako obecna kyselina. Prave
A38 se nachazi ve smycce B, coz je jeden z divodul, pro¢ Sté€peni vyzaduje kontakt
smycky A a B — donor protonu musi byt v dostatecné blizkosti opoustéjictho OS5'.
Nukledzova aktivita ribozymu zapocata spravnou konformaci G8 a A38 v aktivnim misté¢
Stipaného dinukleotidu se dosti podoba schématu katalyzy proteinovym enzymem
rinonukledzou A, kde se podobné konformace obecné acidobazické katalyzy ucastni
aminokyseliny histidin na obou stranach aktivniho mista [40,41]. Pro vytvoteni krystalu
nerozstépeného ribozymu se na tomto misté vyuZziva nejcastéji tranzice GS8A a A38G,
transverze A38C, ptipadné zdména A38 za purin a jeho derivaty (viz tabulka 5), Casté
jsou také methoxy-inhibice nukleofilu a tranzice U39C, ktera také snizuje aktivitu

ribozymu.

3.1.8 Vlasenkovy ribozym (hairpin ribozyme) — méieni

Mg¢feni vlasenkového ribozymu (tabulka 6) zahrnovalo nejvétsi mnozstvi struktur, a to
celkem ctyficet jedna. V nékterych z nich nebylo moZné provést statistiku vybranych

udaju aktivniho mista z divodu vyrazné inhibice.
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PDB |RozliSeni| IAA |Epsilon| Zeta Pucker z O3' Pucker z O5' L s .
D Al ] ] ] strany strany Poznamka o inhibici aj.

Dok | 265 | 1512 1882 | 159,1 | C2"endo A5 C3-exo A6 2"O-Me

xoc | 219 |159,9] 161,3 | 1739 | C2-endo A5 C3-exo A6 C2-0-Me, U39C

ok | 317 | 1469 1738 | 1659 | O4-endo A6 | C2-endo A5 U39C

2021 2,5 |159,9| 181,8 | 157,2 | C2-endo A5 C3'-exo A6 C2'-0-Me, U39(P1P) — propyl
linker

270 | 22 A ) Cendo As | R ekehe fostiny

2p7E | 205 |\ \ \ \ C2-endo A5 U39C, 2',3'-vanadat

2p7f | 235 |\ | \ \ C2-endo A6 U39C, 2'5' linkage

>OUE | 205 | 1551 164,5 | 1786 | C2-endo A-1 | C3-exo Al U3SC, C2-0-Me

rp | 24 | 10871952 | 1569 | C3-exo AS C2endo A6 | \30c GBDAP (2,6-diaminopurin)

Bcz | 24 \ | 2026 | 1795 | C2-endo AS C3-exo A6 | peoxyriboza, G8I (inosin), U39C

ey | 27 |1124] 2061 | 1638 | C3-exo AS C2-endo A6 U39C, GBAP (2-aminopurin)

7pv | 24 | 929 | 2348 | 2192 | O4-exo A5 C2-endo A6 U3C, G8A

1767 | 233 |1163 202,8 | 191,1 | C2"endo A5 C3-exo A6 C2-0-Me, GBI, U39C

17er | 205 | 1572 159,8 | 1812 | C2-endo A5 C3-exo A6 C2-O-Me, U390

1ZEX 2,38 95,6 | 218,7 | 197,9 C3'-endo A5 C4'-exo A6 G8U, U39C

acep | 264 \ \ \ C2'-endo A-1 C2-endo A1 | 2xStipany fosfat, C2'-O-Me, A38P
- purin

4GeR | 283 \ \ \ \ C2'-endo A6 2'5' linkage, G8l, U39C

ages | 284 \ \ \ \ C2'-endo A6 2'5' linkage, A38P, U39C

sgav| 265 | 1358|1992 | 172,7 | C2-endo A5 | C2'-endo A6 C2'-0-Me, A3SC, U38C

3CR1 2,25 85,9 | 198,8 85,9 C3'-endo A5 C2'-endo A6 C2'-O-Me, A38C, U39C

3pBK | 270 \ \ \ \ C2'-endo A6 2'5' linkage, A38C, U39C

3l | 235 \ \ \ C2'-endo A5 C3'-exo A6 2x Stipany fosfat, C2-0-Me,

A38AP, U39C

391 | 275 \ \ \ \ C2'-endo A6 2'5' linkage, A38AP, U39C

spss | 225 | 152,6| 189,3 | 1584 | C2-endo A5 C3-exo A6 C2"-0-Me, A3BDAP, U39C

3Bs5F | 27 \ \ \ \ C2'-endo A6 2'5' linkage, A38DAP, U39C

3B5A 2,35 166,4 | 185 140,6 C2'-endo A5 C2'-endo A6 C2'-0-Me, A38G, U39C

3p5g | 265 \ \ \ \ C2'-endo A6 2'5' linkage, A38G, U39C

IMsk| 24 | 1694 122,8 | 203,1 | C2-endo D12 | C3-exo D13 2" OMe
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3GS1 2,85 94,3 | 242,8 220 C3'-endo A-1 C3'-exo A1l U39C
3GS5 2,75 \ \ \ \ C3'-endo A5 U39C, ro.zét(l“epeno bfez 2'3'-
cyklického fosfatu
3Gsg | 285 \ \ \ \ C2-endo A6 2'5' linkage, U39C
2,9 164,2 | 132,3 | 163,4 | C3-exo A-1 C3-exo Al C2'-0-Me, A9(1DP) (N1-deaza-
312Q .
adenosin), U39C
3R | 28 \ \ \ \ C3-exo A6 2'5' linkage, A9(1DP), U39C
3u | 28 \ \ \ \ O4'-endo A6 2'5' linkage, ALO(1DP), U39C
\ \ \ O4'-endo D 12 C2'-endo D 13 2' 3'-vanadat
imMs0| 22
\ \ \ O4'-endo A 12 C2'-endo A 13
\ \ \ \ C3'-exo D 12 Roz3tépeno bez 2',3'-cyklického
1M5P 2,6 fosfatu
\ \ \ \ C3-exo A 12
\ \ \ \ \ Rozstépeno: 2',3"-cyklicky fosfat
imsy| 24
\ \ \ \ \
INPY 2,65 124,4 | 238,4 | 156,1 C2'-endo A5 C2'-endo A6 C2'-NH,, U39C
3cqs | 28 \ \ \ \ C2'-endo A6 2'5' linkage, U39C
Tabulka 6 Analyza dinukleotidt aktivnich mist zkoumanych vidsenkovych ribozymu
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Bodovy graf 4 nize nam opét ukazuje kombinace epsilon a zeta dihedralii. Vyjma

jednoho ptipadu, ktery je v grafu zaznacen ¢ervené, bylo mozné méfit TAA.

350 , ;e
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Bodovy graf 4 Epsilon a zeta dihedrdly v aktivnich mistech zkoumanych vidsenkovych ribozym{

Ve dvaceti jedna piipadech bylo moZzno provést méfeni IAA, pro kterd zde
uvadime také histogram 10, na némz si lze povSimnout, Ze dominanté se hodnoty

vyskytuji okolo 160°. Nejvétsi IAA se vyskytl u struktury 2NPZ.

Vlasenkovy ribozym — IAA

Cetnost

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
IAA

Histogram 10 In-line attack uhly z aktivnich mist zkoumanych vidsenkovych ribozym(
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Vlasenkovy ribozym — epsilon dihedral
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Histogram 11 Epsilon dihedrdly v aktivnich mistech zkoumanych vldsenkovych ribozymd

Hodnoty epsilon dihedralt (histogram 11) se pohybuji nejvyraznéji okolo hodnot
185°-220°, ale vyskytly se i pfipady, kdy tento dihedral byl vyrazné¢ nizsi (az 125°) nebo
naopak dosahoval i hodnot vyssich, avSak ne tak markantnich (maximalni namétena

hodnota 242,8°).

Vlasenkovy ribozym - zeta dihedral

Cetnost
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Histogram 12 Zeta dihedrdly v aktivnich mistech zkoumanych vidsenkovych ribozymi

Zeta dihedral (histogram 12) mél potom nejvétsi zastoupeni pro thly pohybujici
se okolo 160°—180°. Zde se vyskytlo jedno pozorovani s thlem 90°, coz znaci, ze inhibice

u této struktury (3CR1) vyrazné zdeformovala aktivni misto.
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Obr. 26

Vliv pseudorotace furandzového cyklu na vzddlenost nukleofilu a velikost
in-line attack uhlu:

Obrazky a), b) a c) ukazuji vzajemné se prekryvajici aktivni mista
vlasenkovych ribozym( z krystal s PDB ID 3BBM a 3CR1 zrlznych dahld
pohledu.

3BBM (uhliky hnédé) s konformaci C2'-endo, 02'—P: 3,1 A (d), IAA 135,8° (e)

3CR1 (uhliky béZové) s konformaci C3'-endo, O2'-P: 3,4 A (d), IAA 85,9° (e)
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3.1.9 Twister ribozym

Oznaceni twister ribozym zahrnuje rozsahlou
skupinu asi 2 700 zastupci malé, avSak
komplexni sekvence, ktera se obecné¢ sklada
ze tfi kmena spojenych interni smyckou
a zakoncenych smyckou terminalni. Pro
katalytickou aktivitu je stézejni pritomnost
dvou pseudouzli v tercidlni struktufe
molekuly, které stabilizuji jeji strukturu.
V centru téchto dvou pseudouzli se nachazi
aktivni misto. Adenin dinukleotidu aktivniho
mista a katalyticky vyznamny guanin, ktery
tvoii interakci Watson-Crickovou hranou se
Stipanym fosfatem, jsou siln€ konzervované.
Mezi piirozené se vyskytujicimi

nukleolytickymi ribozymy dosahuje

Obr. 27

Twister ribozym (401J1),
zvyzaznény horecnaté
kationty

katalyticka aktivita twisteru vysoké rychlosti. Pfi vyzkumu tohoto ribozymu bylo velkou

mérou vyuzito prace bioinformatikd, ktery prizkumem znadmych sekvenci RNA objevili

vetsinu zastupcet skupiny twisteru. Tento ribozym byl objeven védci z University of Yale

v roce 2014, nazev ,twister mu byl udélen na zakladé¢ podobnosti s egyptskym

hieroglyfem svinutého lana (angl.. twisted flax). MliZeme jej nalézt jak u bakteridlnich,

tak 1 eukaryotickych organismd.

Podrobné schéma katalyzy twister ribozymu nebylo dosud objasnéno.
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3.1.10 Twister ribozym — méfeni

Jelikoz twister ribozym byl objeven teprve nedavno, mohli jsme analyzovat pouze pét

struktur (tabulka 7), kde navic ani jednou nebylo mozné zméfit IAA, a to ve vSech

ptipadech kvili deoxy-inhibici. Sledovany soubor struktur se nam vSak rozsitil, nebot’

vétsina krystalti obsahovala vice molekul.

PDB Rozliéem’ IA.,A Epsjlon Ze;ta Pucker z 03' Pucker z O5' Poznadmka o inhibici aj.
ID [A] [°1 [°] [°1 strany strany

ARGE 2,89 \ 60,2 180,3 C3'-endo A5 C2'-endo A6 Deoxyriboza
\ 46,9 | 177,3 C3'-endo B5 C2'-endo B6 Deoxyribéza
\ 93,4 | 1314 C2'-exo C5 C2'-endo C6 Deoxyribdza

ARGF 3,20 \ 72,3 172,2 C3'-endo A5 C2'-endo A6 Deoxyrib6za
\ 85,7 | 169,7 C2'-exo B5 C2'-endo B6 Deoxyribéza
\ 68,5 | 218,1 C2'-exo C5 C2'-endo C6 Deoxyribéza

aQb| 3,10 \ 81,1 150 C3'-exo A5 C3'-exo A6 Deoxyrib6za
\ | 1137 | 233 C3-exo C5 C3-exo C6 Deoxyribéza
\ 123,1 | 80,4 C3'-exo ES5 C3'-exo E6 Deoxyribéza
\ 70,6 | 111,7 C2'-exo G5 C3'-exo G6 Deoxyribéza

AQH| 3,88 \ 171,7 | 25,2 O4'-exo A9 Cl'-exo A 10 Deoxyribéza
\ 186,1 | 33,1 Cl'-endo C9 O4'-endo C10 Deoxyribéza
\ | 2498 | 303 C2-exo E9 Cl-exo E 10 Deoxyribdza

40II 2,30 \ \ \ C2'-endo A6 C2'-endo A7 Deoxyribdza

Tabulka 7 Analyza dinukleotidi aktivnich mist zkoumanych twister ribozym(
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Pozorovani (bodovy graf 5) ndm vytvotila jeden shluk, ktery ma pon¢kud vétsi
rozptyl. Celkové jsou naméfend data u tohoto ribozymu rozporuplna. Struktury se od sebe
Casto lii. V piipadé zeta dihedralu se dokonce na histogramu 12 nevyskytla ani jedna
Cetnost vyssi jak 1. Nemtizeme zde ani hovofit o vy$sim vyskytu kolem hodnoty 180°
vzdy v dasledku méfeni vice podobnych ribozymi v rdmci jednoho krystalu. U epsilon
dihedralu je mozné konstatovat obdobné tvzreni, jelikoZ zde nemizeme najit zadny
vyrazn€j$i datovy shluk. Tento ribozym uvadime tedy spiSe pro zajimavost, nez pro jeho

vypovidajici hodnotu.

Twister ribozym
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Bodovy graf 5 Epsilon a zeta dihedrdly v aktivnich mistech zkoumanych twister ribozymdu
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Twister ribozym — epsilon dihedral
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Histogram 13  Epsilon dihedrdly v aktivnich mistech zkoumanych twister ribozymu

Obr. 28 TFi twister ribozymy
v krystalu struktury
4RGE

Twister ribozym — zeta dihedral

4
3
-l
(%]
£2
[J]
0
1
0

O O O O O O OO OO O OO0 oo o o o o

N < O 00 O N < W0 O N < U 0 O N < O

I 1 4 N N N N ANTMHY NN

Dihedral

Histogram 14 Zeta dihedrdly v aktivnich mistech zkoumanych twister ribozymd

65



3.1.11 Varkud satelit ribozym (VS ribozym)

VS ribozym je soucasti RNA varkud satelitu (VS)
a jedna se o nejveétsi znamy nukleolyticky ribozym
nalezeny v pfirod¢, ktery se vSak od této skupiny
malych ribozymid v mnoha vécech odliSuje
a disponuje jedinenymi vlastnostmi. Samotnd VS
RNA je dlouhé nekddujici sekvence, satelitni RNA,
ktera se mnachdzi v mitochondriich nékterych
zastupctt kmene houby Neurospora, predevsim se
jedna o varkud-1C, a mezi jednotlivymi zastupci
neurospor se pienasi pomoci horizontalniho
genového transferu. VS RNA vznika pfepisem

z plazmidové DNA v mitochondriich neurospor

Obr. 29: VS ribozym (2MIS),
zvyzarnény horecnaté
kationty

pomoci mitochondridlni RNA polymerazy. Jedna se tedy o jednofetézcovou RNA

komplementarni k smysluplnému fetézci varkud plazmidu, kterd obsahuje katalytickou

doménu. Primarni transkript pfedstavuje multimerni sekvenci, kterd je pomoci VS

ribozymu rozs§tépena na monomery, které podstoupi ligacni reagci, vysledkem cehoz je

cirkularni RNA slozena z 881 nukleotidil, coZ je prevazujici forma VS RNA. Aktivita VS

ribozymu spociva tedy jak ve $t€peni, tak i nasledné ligaci RNA fetézce. VS DNA koduje

také plazmidovou reverzni transkriptazu, ktera prepiSe VS RNA do cDNA verze. Jeji

promotor se nachazi pfimo naproti aktivniho mista VS ribozymu.
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Obr. 30: Schdma sekundadrni struktury VS ribozymu, A: Struktura nativni cis-acting formy

enzymu, aktivni misto GeA vyznaceno Sipkou, komplementdrni pdrovani
tripletd haipinové smycky cdsti kmene Ib a kmene V vyznaceno prerusovanou
Cdrou, B: Rozpojeni kmene | a ll, zelené substrdt s Sipkou vyznacenym aktivnim
mistem, C: Katalyticky dileZitd interni smycka nachdzejici se v tercidlni
strukture v blizkosti Sipaného fosfatu [31]

Trans-acting VS ribozym se sklada z péti kmenti, kreré mezi sebou vytvaii dvé
spojeni tii kmend, a to spojeni 2-3-6 a 3-4-5 (tzn. dv¢é three-way juction, jedno mezi
kmeny II, 1l a VI —J236 — a druhé mezi kmeny III, IV a V — J345). Aktivni misto se
nachazi v interni smySce helixu I mezi guaninem a adeninem. Kmen I obsahujici
katalytickou doménu je v pfipadé trans-acting VS ribozymu oddélen od samotné¢ho
enzymu a je pro né&j substratem (viz obr. 21). V cis-acting podob¢ je kmen I piipojen svou
¢asti Ia ke kmenu II ttemi nukleotidy. Pro uskutenéni Stépeni je zcela nezbytna typicka
tercidlni struktura molekuly, ¢imz se VS ribozym také odliSuje od ostatnich
nukleolytickych ribozymi a svym zpisobem pfipomina ribozymy RNazu P nebo introny
skupiny I. Nezbytna tercidlni interakce zahrnuje kontakt smycka-smycka mezi GUC
tripletem vlasenky kmene I a tripletem GAC vlasenky kmene V (viz obr. 20, ¢ast A),
komplementarni parovani téchto tripletd zptsobi konformacni zmény substratu a spusti
tak jeho Stépeni, proto je zména sekvence téchto koncovych smycek spojena se znatelnou

ztratou aktivity enzymu. Pro spravnou funkci VS ribozymu jsou dale nezbytné tyto
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strukturni parametry: nativni délka kment III a V, spojeni tii kmend J236 a J345
a pfitomnost boule v kmenu II a asymetrické vnitini smycky v kmenu VI. Pravé tato
smycka obsahuje katalyticky vyznamny A730, ktery se v tercialni struktuie dostava do

kontaktu se Stipanym fosfatem, a piedpoklada se proto jeho ucast na pritbehu Stépeni.

g oo

G A T T

031:br. Trans-acting VS ribozym [31]

3.1.12 Varkud satelit ribozym (VS ribozym) — méreni

VétSina publikovanych struktur VS ribozymu neobsahovala aktivni misto, nybrz se
jednalo hlavné o vlasenku kmene V. M¢éfeni v tomto piipadé tedy nemélo smysl

v disledku nedostate¢ného zastoupeni krystalti obsahujicich aktivni misto.

68



3.2  Umélé nukleolytické ribozymy

3.2.1 Leadzyme

Jak jiz znazvu tohoto ribozymu vyplyvd, bude mit tako struktura co docinéni
s olovnatymi kationty (ang. lead — olovo). Puvodni objev byl u¢inén pomoci in vitro
selekéni techniky za pouziti tRNA katalyzujici dvoukrokovou reakci Stépeni 2',3'-
fosfodiesterové vazby v piitomnosti Mg?* a Pb%" iontd. Vybér vychozi RNA nebyl
nahodny, nybrz byl zaloZen na pozorovanich Krystalovych struktur kvasni¢né tRNA-Phe
derivatizované Pb?" ionty, kde bylo zaznamenano mistné specifické $tépeni mezi
nukleotidy U(17) a G(18) v D-smyc¢ce zplsobené vazbou kationtl ve tiech mistech této
oblasti, coz dalo impulz pro vyvoj ribozymu, ktery ke katalyze vyzaduje prave tyto ionty
[27, 28]. Obdoba syntetického konstruktu vyselektovaného v roce 1992 ve své ptirodni
form¢ byla vsak poté nalezena v nékterych organismech [29]. Leadzyme tudiz stoji na
pomezi umélych a pfirodnich ribozymi, ale vzhledem k jeho objevu byva fazen

K umélym ribozymtim.

Samostépeni leadzyme je katalyzované Pb?" ionty, bez kterych se nemiiZe obejit,
proto byva tento ribozym klasifikovan jako metaloribozym. Dals$i zvlastnosti leadzyme
je, ze po rozStépeni cukr-fosfatové kostry, jak je typické pro nukleolytické ribozymy,
nastane hydrolyza 2',3'-fosfodiesterové vazby, coz se odrazi v charakteru aktivniho mista,
které musi netypicky projit dvéma tranzitnimi stavy. Obecné se diky své kratké sekvenci
motiv leadzyme vyskytuje ve struktufe pomérné mnoha RNA, a proto je dosti
pravdépodobné, Ze $tépeni jejich sekvence v piitomnosti Pb2* iontll je zasadnim
mechanismem toxicity olova. Jednim takovym pfipadem je sav¢i ribozomalni 5S RNA,
jeji D-smycka totiz obsahuje sekvenci aktivniho mista leadzyme podobnou té, kterou

nachazime u zminéné kvasni¢né tRNA-Phe [41].

69



3.3 Srovnani naSich méreni s celou RNA databazi

Na bodovém grafu ptfilozeném v této kapitole jsou zaznaCeny tisice bodu. Kazdy mensi
modry bod znac¢i konformaci epsilon a zeta dihedrali v RNA strukturach publikovanych
v NDB. Vyrazny shluk, ktery Ize v grafu vidét, je svym zptisobem velky informac¢ni Sum,
jelikoz toto shluknuti mnoha bodti neznaci, ze téchto struktur je v ptirodé tolik oproti
ostatnim, nybrz ze bylo vytvoifeno tolik krystald spadajicich do této skupiny.
Krystalografové se soustiedili na struktury této skupiny RNA, protoZe na pocatcich
rentgenostrukturni analyzy bylo nejjednodussich vytvorit krystal stabilnich RNA motivii,
tudiz PDB obsahuje opravdu nespoceté mnozstvi téchto struktur, takze v histogramech
mame vyrazny velky peak. Z toho vyplyva, Ze bychom neméli srovnavat velikosti
jednotlivych mensich peaku s velkym, ale méli bychom je brat jako ukazatele, Ze v této
podobé se mista v RNA vyskytuji. Do této jiz diive pracovniky Katedry fyzikalni chemie
Univerzity Palackého potizené databaze, o které miizeme tvrdit, Ze je do jisté miry starsi,
jsme zanesli pro porovnani naSe pozorovani. Podle legendy 1ze rozpoznat o jakou skupinu

ribozymu, které jsme méfili, se jedna.

Muzeme si povSimnout nékolika zajimavych véci. Twister ribozym, jehoz
struktura se vyfteSila az v roce 2014, se odchyluje od jakéhokoliv jiného shluku i od
pavodni strukturni databaze. Hairpin ribozym se drZi v prostied grafu jak pro epsilon, tak
I zeta dihedral, ostatni ribozymy az na HDV se také drzi okolo vysSich hodnot zety,
zatimco HDV se jako jediny shlukuje u malého zeta dihedralu. Jak jiz diive bylo napsano,
pozorovani, ktera u HHR maji vysoky zeta dihedral, jsou minimal HHR, ale ostatni

struktury se drzi ve vétSim shluku nasich pozorovani okolo zety rovné 180°.
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Srovnani nasich méreni
s celkovou RNA databizi v NDB
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Bodovy graf 6: Porovndni nasich méreni epsilon a zeta dihedrdld v aktivnich mistech

nukleolytickych ribozymi s celkovou databdzi RNA na NDB

Tento graf nam tedy mtize slouzit ke dvéma ucelim. Prvni srovnava celou RNA
databazi s nukleolytickymi ribozymy a ukazuje rozdily mezi jejich druhy. DalSim Gcelem
je celkové porovnani nasich méfeni a vizualizace dat, které maji ukazat, jak se nékteré
rodiny ribozymt podobaji konformaci epsilon a zeta dihedrald, zatimco jiné se prave

naopak vyrazn¢ odchyluji od podoby aktivniho mista jiného ribozymu.
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V této praci jsme se vénovali zdkladnim otazkdm RNA katalyzy nukleolytickych
ribozymu. Stru¢né jsme popsali doposud znamé ribozymy spadajici do této skupiny
a zabyvali jsme se otazkami jejich strukturnich vlastnosti a funkéniho vyznamu. Bylo
nutné naucit se pracovat s pouzivanym chemickym a statistickym softwarem, ale také
doplnit si znalosti z oblasti molekularni biologie a chemie na vyssi uroven nez byla ta,
které dosahovaly pfedtim. V praktické Casti jsme pomoci zdkladni statistiky diskutovali
konformaci aktivniho mista nativnich a inhibovanych struktur a také jsme méfili zékladni
uhly chemickych vazeb kolem Stipaného fosfatu. V koneéném dusledku jsme tedy
provedli statistickou analyzu struktur publikovanych na RCSB PDB téchto ribozymii:
glmS, HDV, hammerhead, vlasenkovy ribozym a twister. V bodovych grafech, kde jsme
zanaSeli méfeni epsilon a zeta dihedralu, jsme pro vétsinu konformaci obdrzeli kompaktni
datovy shluk, coz znaci, ze se dané strukutury budou nachazet s velkou pravdépodobnosti
v téchto oblastech. Dosli jsme tedy k zavéru, ze aktivni misto kazdého ribozymu mé svoje
do jisté miry stalé charakteristické parametry, které vyzaduje pro svoji katalyzu. Ukézali
jsme také, pro¢ se nam vyskytuji pfi méfeni odlehlé hodnoty, a to ptimo na konkrétnich
piikladech. V praci jsou uvedeny i tabulky, ve kterych jsou zapsany vSechny naméfené
hodnoty pro vyse zminéné ribozymy, a to v€etné puckeru S ozna¢enim rezidua pro obé
strany Stipaného fosfatu, coZ mlze slouzit pro dalsi vyzkumniky na poli problematiky

nukleolytickych ribozymi.
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