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Seznam zkratek

A99SB-D silové pole Amber [1]

aa-tRNA aminoacylovand tRNA

fM-tRNA tRNA nesouci formylmetioninovou skupinu

BPTI inhibitor trypsinu hovéziho pankreatu (z angl. bovine pancreatic trypsin inhibitor)
C36M silové pole CHARMM [2]

CD cirkularni dichroismus

CMAP kolektivni soutadnice popisujici kontakty

cryo-EM kryogenni elektronova mikroskopie

DNA deoxyribonukleova kyselina

DSSP definice sekunddrni struktury proteinu

eRF1 eukaryoticky release factor 1

GIGO odpad jako vstup, odpad jako vystup (z angl. garbage in, garbage out)

IDP vnitiné nestrukturovany protein (z angl. intrinsically disordered protein)

LJ Lennard-Jones

MD molekulova dynamika

metaD metadynamika

mRNA messengerova ribonukleova kyselina

MSM Markoviv stavovy model

NMR nukledrni magneticka rezonance

PBC periodické okrajové podminky (z angl. periodic boundary conditions)

PC hlavni komponenta (z angl. principal component)

PCA analyza hlavnich komponent (z angl. principal component analysis)

PCR regrese hlavnich komponent (z angl. principal component regression)

PDB proteinova databanka

PDF peptidova deformylaza

PMF potencial sttedni sily (z angl. potential of mean force)

RF release faktor

RMSD odmocnina stfedni kvadratické odchylky (z angl. root mean square deviation)
RMSF odmocnina stiedni kvadratické fluktuace (z angl. root mean square fluctuation)
RNA ribonukleova kyselina
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rRNA ribozomalni RNA

r-protein ribozomadlni protein

SRN Spolkova republika Némecko

tRNA transferovd RNA

US umbrella sampling

USA Spojené staty americké (z angl. United States of America)
VemP Vibrio-export monitoring peptide

VemP11 VemP zkraceny na 11 rezidui

VSCHT Vysok4 $kola chemicko-technologické



Predmluva

Mym oblibenym slovnim obratem, ktery pouzivam v popularné nauc¢nych a nékdy i od-
bornych textech, je ,zivot, jak jej zname*“. Obvykle doplnuji, Ze takovy zivot je zalozeny
na biomolekulach. Zaroven tim ale pfipoustim, Ze nelze vyloudit existenci Zivota stoji-
ciho na jinych principech. Ten zatim nezname. Z tohoto pohledu jsou biomolekuly pro
soucasné védce a védkyné stézejni objekty, které ma smysl studovat.

Redukcionismus pristupuje k védéni na zdkladé predpokladu, Ze celek 1ze pochopit jeho
rozloZenim na casti a jejich naslednym studiem. V mnoha ohledech takto funguje i sou-
¢asnd prirodovéda, tedy védni oblasti biologie, chemie, fyziky a jejich riznych piekryva
a odnozi. Lidé se zaobiraji atomy a molekulami, jdou-li hloubéji do mikrokosmu, tak
tfeba gluony nebo kvarky. Stejné i ja jsem posledni roky hledal odpovédi na ptirodo-
védné otazky studiem jednotlivosti a tato habilitaéni prace mé usili shrnuje. Zivot, nebo
alespon nékteré jeho aspekty, 1ze pochopit studiem atomt. Doufdm. Myslel si to i R. Fey-
nman, kdyz prohlasil ,Everything that living things do can be understood in terms of
the jigglings and wigglings of atoms.*

Kromé predstaveni zdsadnich vysledki a zavérti mého vyzkumu, jeZ jsou pottebné k aspé-
$né habilitaci na ¢eské vysoké Skole, je také mym cilem zpfistupnit badani budoucim
studenttim a studentkdm, ktef{ projevi zajem o pocitacové simulace. Ty totiz reprezen-
tuji mij hlavni pracovni rdmec. Timto chci objasnit, pro¢ jsem se do psani pustil ve své
maters$tiné (a velmi pravdépodobné i matefstiné budoucich studentt a studentek) a ni-
koli mezinarodné, anglicky. Je to projevem mé snahy snizovat bariéry k védéni, kterd
s cizojazy¢nym textem vznika, byt pozoruji u nejmladsi generace studentstva, Ze to je
bariéra docela mala. Anglickd literatura je jisté pln4 dostupnych a moznd' i lep$ich text@i

o pocitacovych simulacich (bio)molekul, nez je tento.

Text popisuje pilite mé védecké prace poslednich asi 5 let, ¢asto ale toto obdobi presa-
huje. Vzdyt svou prvni atomistickou simulaci jsem provedl jako bakalarsky student dru-
hého ro¢niku. Jednalo se o komplex dvanactimeru DNA s 4’,6-diamidin-2-fenylindolem,

fluorescenc¢nim barvivem znadmym jako DAPI. Navzdory tomu jsem se pak zevrubnéji

INeskromné si dovolim pochybovat, nebot’ Predmluva je jedna z prvnich pasazi mé habilitaéni préce,
kterou pisu, a kvalitu budouciho textu nyni nemohu zhodnotit.
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vénoval kvantové chemii a k simulacim se fadné vratil az po ukonceni doktorského stu-
dia pti svych dvou stazich v Némecku. Nejprve v Jiilichu, kde jsem pomoci molekular-
nich simulaci studoval interakce halogenovanych sloucenin s RNA. Studium to bylo spise
netspésné, nebot’ védeckych cild, kterych jsem si vyty¢il, jsem nedosdhl. Pfiroda prosté
nefungovala tak, jak jsem si predstavoval. I tak to byla hodnotna lekce, mozna diky které
jsem se posunul do Géttingenu, kde jsem se pocitacovym simulacim zacal vénovat, jak
se tika, na plny uvazek.

Mnoho z toho, o ¢em zde pisu, by nebylo mozné, kdybych kolem sebe nemél rodinu, pta-
tele a kolegy, ktefi mi to umoznili a kterym srde¢né dékuji. Dékuji také tém studentkam a
studentfim VSCHT Praha, se kterymi mam potésen{ spolupracovat. Pfe¢tenim rané verze
textu pomohli najit a opravit mnoho pteklept a chyb.



Kapitola 1
Uvod

Biopolymery, jako jsou proteiny nebo nukleové kyseliny, se ticastni drtivé vétSiny biolo-
gickych déji. Kromé biopolymert v Zivych organizmech vystupuji stovky typti mensich
molekul jako kofaktory enzym, metabolity nebo hormony. Spole¢né tvofi nesmirné slo-

zitou sit chemickych reakei, kterou nazyvdme Zzivotem.

Z relativné malého mnozstvi stavebnich jednotek (monomertl) lze postavit nes¢etné po-
lymerd. Napt. ze 4 typt nukleotidu zaloZenych na adeninu, thyminu, cytosinu a guaninu
Ize sestavit f4dové 10°0 riiznych DNA o délce 100 parii nukleotidd, co je skute¢né astro-
nomické mnozstvi. Lidskd DNA oviem obsahuje ptiblizné 3° parti nukleotidd. Teoretick
rozmanitost proteinového svéta je jesté vétsi, nebot’ stavebnich kament — aminokyseli-
novych zbytkd — existuje ptiblizné 20. Proteint o sekven¢ni délce 100 rezidui teoreticky
existuje 1013, Pouze malé mnoZstvi z nich se ale v mikrosvété Zivych organizmii sku-
tecné nachazi. Proto existuji prisné regulované metabolické drahy, které zajist'uji nejen
syntézu biomolekul, ale i jejich transport, modifikaci, vzajemnou interakci nebo degra-
daci.

Predklddand préce se zamétuje na syntézu bilkovin. Ta je mezi riznymi organizmy a
napric zivotnimi fdzemi vybraného organizmu znacné konzervovand. Proteiny jsou v Zi-
vych organizmech syntetizovany vyhradné na ribozomech, coz jsou velké biomolekulové
komplexy, nebo — v zdvislosti na tom, kdo o nich hovoti — malé organely.

Ribozomy byly objeveny pomoci elektronové mikroskopie v 50. letech 20. stoleti Ge-
orgem E. Paladem jako malé ¢édsticové slozky cytoplazmy [3]. Nézev ribozom se zacal
pouzivat o nékolik let pozdéji. Ze se jedna o komplexy ribonukleové kyseliny (RNA) a
proteind, bylo zifejmé velice brzy po jejich objevu, stejné jako bylo brzy jasné, ze ribo-
zomy jsou zodpovédné za proteosyntézu, tzv. translaci.

Podle centralntho dogmatu molekuldrni biologie je proteosyntéza poslednim krokem

exprese genetické informace, béhem které je DNA transkribovana RNA polymerazou do
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50S

30S

Obrazek 1.1: Bakterialni ribozom s velkou 50S podjednotkou v odstinech modré a malou 30S
podjednotkou v odstinech ¢ervené. Tmavsi odstiny znaci ribozomalni proteiny, svétlejsi odstiny
jsou rRNA. Atomy vodiku jsou znazornény bile. Vytvoreno z cryo-EM struktury E. coli ribozomu
s rozliSenim 2.9 A (PDB 5AFI [7]). Upraveno z Ref. 8.

messengerové RNA (mRNA). mRNA je na ribozomech nasledné (nebo uz béhem tran-
skripce) translatovana na proteiny. Slozitost transla¢niho aparatu ale zhusta presahuje
sdéleni z predeslé véty. Mnoha okolnostem vzniku proteint jiz rozumime, zaroven ale

vime, Zze v naSem chapani funkce ribozomu existuje mnoho bilych mist.

Ribozom plni mnoho rozmanitych tkoli. Na ribozomu nejde jen o prostou katalyzu
tvorby peptidovych vazeb mezi aminokyselinovymi zbytky. Pfesto i ta sama o sobé pred-
stavuje spletitou soustavu déjti [4]. Ribozom hraje zdsadni roli v regulaci proteosyntézy
[5], podili se na ¢asoprostorovém cileni proteint a skrze synchronizaci s externimi ne-
ribozomélnimi procesy md souvislost s mnozstvim patofyziologickych stavi [6].

Ribozom se skladd z nékolika vldken ribozomdlni RNA (rRNA) a asi 50 ribozomal-
nich proteinti (r-proteint), které jsou organizovany do dvou ribozomaélnich podjednotek
(Obr. 1.1). Pfesny pocet molekul rRNA a r-proteint je pro tfi domény Zzivota (bakterie,
archea neboli staruse a eukaryota) rozdilny. Jednodussi organizmy maji ribozomy mensi
a proporcné bohats$i na rRNA nez slozitéjsi organizmy. Specializované ribozomy napf. né-
kterych plastidi mohou byt sekven¢né a strukturné velmi specifické [9]. Organizace do
dvou podjednotek je vSak konzervovana.

Napfti¢ riznymi ribozomy je mald ribozomdlni podjednotka zodpovédna za ¢teni gene-
tické informace docasné ulozené v mRNA. Jedna po druhé se do ribozomu vdZou amino-
acylované transferové RNA (tRNA) a aminokyselinové zbytky se propojuji peptidovymi
vazbami (Obr. 1.2). Mala ribozomalni podjednotka zajistuje spravné razeni tRNA. Velka
podjednotka katalyzuje chemické reakce rodiciho se proteinu, které jsou dvé. Zaprvé jde
o reakci vzniku peptidové vazby mezi aminoacylovanou tRNA v tzv. A misté ribozomu
a tRNA nesouci rodici se protein v tzv. P misté. V kazdém proteinu vznikd nékolik de-
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Obrazek 1.2: Schéma bakteridlni translace rozdélené do Ctyt logickych fazi: iniciace, elongace,
terminace a recyklace. Pfepracovano z Ref. 10 na zdkladé znamych ribozomaélnich struktur shr-
nutych v Ref. 4. Vyznam zkratek: aa-tRNA = aminoacylovana tRNA, fM-tRNA = tRNA nesouci
formylmethioniovou skupinu, IF = iniciac¢ni faktor, EF = elongac¢ni faktor, RF = release factor,
RRF = ribozomadlni recyklacni faktor, GTP = guanosintrifosfat.

sitek az stovek peptidovych vazeb. Po pfipojeni posledniho aminokyselinového zbytku
do rodiciho se proteinu ribozom katalyzuje rozstépeni vazby mezi tRNA v P misté a
kompletnim proteinem, ktery se tim z ribozomu uvolnuje.

Struktura bakteridlniho ribozomu byla na atomdrni drovni rozieSena rentgenovou krys-
talografii na prelomu milénia [11-13]. Védecké skupiny vedené Adou Yonath, Venkim
Ramakrishnanem a Thomasem Steitzem ur¢ily nezavisle na sobé atomdrni slozeni velké
a malé ribozomalni podjednotky. Urceni atomdrni struktury ribozomu otevielo novou
éru studia ribozomu, za coZz byli vedouci skupin v roce 2009 odménéni Nobelovou cenou
za chemii. Zasadni bylo napt. zjisténi, Ze aktivni misto velké ribozomalni podjednotky je
tvotreno vyhradné rRNA a katalyza vzniku peptidovych vazeb tedy lokdlné probihd bez
prispéni r-proteina [11].

Struktura ribozomu je, stejné jako u jinych (bio)molekul, proménliva. Konformacni zmény
ribozomu spojené s translaci probihaji na Siroké casové Skdle od pikosekund (napt.
vznik peptidové vazby) po sekundy (napt. kotransla¢ni baleni proteinti). Experimen-
talné urtené struktury ribozomu potom reprezentuji konformacni stavy, primérované
po dobu trvani experimentu. V posledni dekadeé se stézejni experimentalni technikou pro
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studium struktury ribozomu stala kryogenni elektronova mikroskopie (cryo-EM) [14],
ktera z hlediska prostorového rozliseni aktualné dosahla kvalit rentgenové krystalogra-
fie: Fromm et al. ohldsili ur¢eni struktury bakteridlniho ribozomu s primérnym rozlise-
nim 1,55 A [15]. Experimenty s explicitnim ¢asovym rozli$enim jsou pro ribozom zatim

malo dostupné, ale zietelné predstavuji smér, kterym se bude vyzkum ubirat [16].

Vhodnym néstrojem pro studium dynamiky ribozomu, a ostatné i jinych biomolekul a
jejich komplexd, jsou pocita¢ové simulace. V této préci se vénuji klasickym molekuldrné
dynamickym (MD) simulacim. Peclivéji je popisuji v kapitole 2.5 Produké¢ni simulace /
sbér dat. Shrnuti simulaci ribozomu je také dostupné ve dvou soubornych ¢lancich, na
kterych jsem se podilel [8, 10].

MD simulace generuji statisticky soubor biomolekuldrnich konformaci. Déje se tak ob-
vykle (ale ne vyhradné) numerickou integraci Newtonovych pohybovych rovnic. Takové
simulace poskytuji trajektorii, tedy ¢asovou zavislost kartézskych souradnic jednotlivych
atomu. Aparat statistické mechaniky potom umoznuje mikroskopické informace o ato-
mech interpretovat v terminech makroskopického svéta a vypocitat veli¢iny jako rela-

tivni Gibbsova energie nebo rychlostni konstanta.

Od pionyrskych MD simulaci lennard-jonesovskych tekutin [17] prosly simula¢ni tech-
niky dlouhym vyvojem. Prvni simulace biomolekuly, proteinu BPTI (z angl. bovine pan-
creatic trypsin inhibitor), byla z dnesniho pohledu provedena velmi aproximativnimi al-
goritmy [18]; simula¢ni model napf. nepopisoval vodné prostfedi proteinu. Prace vsak
poukazala na podstatny, v té dobé prehlizeny, fakt, ze proteiny jsou dynamické objekty.
Otéazka ,Jak se biomolekuly pohybuji,“ se stala naprosto relevantni. Tvrzeni, Ze funkce
biomolekuly je ddna jeji strukturou, musela byt revidovana a dynamika biomolekul se
dostala do popredi [19, 20]. Stoji za zminku, Ze mimoiadné ispéchy zaznamenaly MD
simulace pfi studiu baleni proteint [21, 22], interakci proteint s nizkomolekuldrnimi
latkami [23, 24] ¢i pfenosu vody a ionth membranovymi kanaly [25, 26].

Jak se zvySoval vykon pocitatl a efektivita simula¢nich programu, rostly také ¢asové
$kaly simulaci, ptipadné velikosti simulovanych systémt. Prvni MD simulace komplet-
niho ribozomu byla provedena v roce 2003 v Los Alamos National Laboratory, USA pod
vedenim K. Sanbonmatsu [27]. Jeji védecka skupina se zamértila na kriticky krok deko-
dovani mRNA, a to tzv. akomodaci tRNA ze stavu A/T do stavu A/A. Simulace byly
provedeny na Q Machine, druhém nejvykonnéjsim superpocitaci svéta té doby s vyko-
nem 20 teraFLOPS. Dobovy prinos pro pokrok v simulacich mélo také nobelovské urceni
atomarni struktury obou ribozomalnich podjednotek o nékolik let dtive.

Atomistické MD simulace ribozomu jsou i dnes vypocetné extrémné narocné, a to ze tfi
hlavnich davodu:

1. ribozom je velky,



2. vyzna¢né déje maji $iroky rozsah charakteristickych ¢ast,

3. ribozom je chemicky heterogenni.

Ribozom o velikosti 20-25 nm je pro bézné pocitace stédle ptili§ velké sousto. Pracovni
stanice s moderni grafickou kartou vyprodukuje priblizné 2-5 ns trajektorie kompletniho
ribozomu v explicitnim vodném prostredi za den. Pro nékteré otdzky ohledné translace
tato ¢asovd $kdla mize sta¢it, mnohem zajimavé;jsi déje se ale na ribozomu odehrévaji
asi 1000x pomaleji. Ty lze studovat na superpocitacich. Je také mozné ,obétovat“ ato-
marni rozliSeni a simulace ribozomu tzv. zhrubit [28]. Naroc¢né je také zajistit dostate¢né
kvalitni simulacni parametry, zejména interak¢ni potencial, ktery musi spravné popiso-

vat RNA, proteiny i solvent.

Predkladanou habilita¢ni praci jsem uspotadal okolo dvou hlavnich kapitol. Kapitola 2
Metody je uréena zejména studentkdm a studenttim. Popisuji v ni simulaéni techniky
pro studium ribozomu vcetné nékterych technickych zalezitosti. Soustfedim se na ato-
mistické MD simulace, okrajové zminuji i pokrocilé techniky jako napf. simulace vytezu
ribozomu. Snazim se tim usnadnit si praci pti seznamovani budoucich studentt se si-
mulacemi a nejde mi jen o to, aby zvladli technickou stranku véci. Pottebuji je seznamit
i s obecnéjsi koncepci. Celkové doufam, Ze tim zvyS$im uziteCnost textu, do jehoz psani
vkladam dusili. Habilita¢nich praci jsem ve své kariéfe mnoho necetl a umim si predsta-
vit, Ze v tom nejsem vyjimkou. Hrozi tak, Ze se maj text ptida k tém, které nikdo necetl.
Kapitola 3 Vysledky a diskuze sméfuje primarné na komisi a ¢leny akademické obce.
Popisuji v ni projekty, jenz vedly k novym znalostem o fungovéni ribozomu a které tvoti
tézisté mého védeckého prinosu poslednich let. U kazdého projektu jsou uvedeny spo-
lupracovnici pripadné spolupracujici skupiny, nebot’ MD simulace jsou obvykle soucasti
Sirstho spektra védeckych metod. U jiz publikovanych vysledki a zavéra se snazim byt
stru¢néjsi a odkazuji na recenzované prace. U projektt, které zatim publikované nejsou,
uvadim informaci vice tak, aby je komise mohla sama kriticky zhodnotit. Stru¢né for-
muluji i smér, kterym se kazdy z projektu dal ubira.



Kapitola 1. Uvod




Kapitola 2

Metody

V této kapitole se vénuji obecnéjSimu popisu atomistickych MD simulaci. Pri psani ka-
pitoly mam na pameéti predevsim studentstvo technickych, pfirodnich pripadné i 1ékat-
skych véd. Vénuji se jakési struktufe simula¢nich projektti, proto nékteré pasaze mohou
plsobit az banélné. Konkrétni algoritmy nechdvdm az na pér vyjimek troufale stranou,
nebot je o nich skvéle pojedndno napft. v ¢esky psaném skriptu I. Nezbedy, J. Kolafy a
M. Kotrly Uvod do molekuldrnich simulaci — Metody Monte Carlo a molekuldrni dynamiky
(Univerzita Karlova, 2002). Publiku se zdjmem o peclivejsi teoreticky rozbor pocitaco-
vych simulaci mohu oteviené doporucit anglicky psanou knihu A. R. Leache Molecular
Modelling: Principles and Applications (Pearson Education, 2001) nebo knihu M. E. Tuc-
kermanna Statistical Mechanics: Theory And Molecular Simulation (Oxford University
Press 2010). Z nedavnych literdrnich po¢ind zminim ¢ldnky v ¢asopisu Living Journal
of Computational Molecular Science. Casopis se snaz{ ménit stavajici paradigma védec-
kého publikovani a umozinuje pomoci modernich softwarovych technologii aktualizovat
pribézné jiz publikované ¢lanky s tim, jak se méni uroven lidského poznani o daném
tématu. Vyzdvihl bych praci Browna et al. o zakladech molekuldrnich simulaci [29], J. A.
Lemkula o simulacich v programovém baliku GROMACS [30, 31] a A. Grossfielda et al.
o kvantifikaci chyb v simula¢nich projektech [32].

Simulac¢ni projekty uvedené v kapitole 3 Vysledky a diskuze byly z velké ¢asti provedeny
v programovém baliku GROMACS. Napric¢ kapitolou proto nékdy uvadim priklady, jak
jednotlivé metodologické tkony v GROMACSu provést. Alternativami baliku GROMACS
jsou napt. NAMD, Amber, nebo CHARMM.

V této kapitole se také soustredim na obecné;jsi simulac¢ni strategie, které jsou typické pro
studium ribozomu, ptipadné pro jiné velké simula¢ni systémy. Takové pracovni protokoly
je v literatute obtizné dohledat a od dobré praxe pro malé systémy se mohou lisit.


https://www.gromacs.org/
https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/
http://ambermd.org/
https://www.charmm.org/
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vstupni posun uloZeni
konformace atomU souradnic
/ Aa'idych 10° krokd

108 krat
vypocet aktualizace
sil rychlosti

Obrazek 2.1: Schéma molekularné dynamickych simulaci. Vstupni konformace slouzi k poca-
tetnimu vypoctu meziatomovych sil, z Newtonovych zdkonu jsou sily pfepocteny na zrychleni
a upraveny rychlosti atomt, atomy jsou posunuty ve sméru sil. V pravidelnych intervalech jsou
aktudlni soutadnice (pfipadné i rychlosti ¢i jind data) ulozeny pro pozdé&jsi analyzu.

7
e

2.1 Struktura simulac¢nich projektu

Schematické zndzornéni atomistickych simulaci, o kterych zde pojedndvam, je na Obr. 2.1.
MD simulacemi mam na mysli sady algoritmu, které iterativné vzorkuji konformacni pro-
stor biomolekul a tim produkuji trajektorii biomolekuly, tj. zavislost kartézskych sourad-
nic na ¢ase. VSe je zaloZeno na myslence, Ze studiem trajektorii miZeme pochopit fungo-
véani biomolekul. Problém mtzZeme ptirovnat k tikolu pochopit fungovani automobilu na
zakladé pozorovani, z ¢eho se automobil sklada (karoserie, Srouby, lanka, hadicky, atp.)
a jaké vnitini pohyby vykonava. Rota¢ni pohyb kol, translace vélc v motoru, stahovani
oken, pohyb stéra¢t — véechny tyto pohyby automobil vykondvd, avsak jejich vyznam
pro transport osob a ndkladu napt. mezi Prahou a Osoblazskym vybézkem se lisi. I v pii-
padé biomolekul se dulezitost riznych konformac¢nich zmén pro funkci biomolekuly lisi
a MD simulace toto mohou objasnit.

V MD simulacich jde o numerické reSeni Newtonovych pohybovych rovnic pro sadu
atomd. Pro poéateéni konfiguraci simula¢niho systému je z interakéniho potencidlu spoc-
tena sila pusobici na kazdy atom, ze sily je vypocteno zrychleni a aktualizovdn vektor
rychlosti kazdého atomu. Atomy jsou nasledné v prostoru posunuty o kousek odpovida-
jici ¢asovému kroku v fadu femtosekund. Pro novou konfiguraci je opét spoctena sila,
nové rychlosti a nové kartézské souradnice. Béhem simulace dojde k takovému vypo-
¢tu adové 108krat, piitemsz jsou vystupni data (kartézské soutadnice, rychlosti, atp.)
uchovavany pro pozdéjsi analyzu piiblizné kazdych 10 az 10° krokd (Obr. 2.1).

Je zfejmé, Ze vypocet sil musi byt vypocetné nenarocny, aby Slo vygenerovat dostatecné
dlouhé trajektorie, které zachyti konformacni prechody spojené s biochemickymi déji.
Interakeni potencidl je pro biomolekuly obycejné zalozen na harmonické aproximaci
vazebnych sil. Nevazebné interakce jsou obvykle popsdny bodovymi nédboji a Lennard-
Jonesovym (LJ) potencidlem.

Typicky simula¢ni projekt se sklada z nékolika logickych Casti, jak je znazornéno na
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Obréazek 2.2: Obecné schéma simula¢niho projektu.

Obr. 2.2.

stavba simulovaného systému
pripravné a ekvilibra¢ni simulace

produkéni simulace / sbér dat

W

analyza simulacnich dat

Kazdé césti se nize vénuji podrobnéji. Razeni zhruba odpovida casovému uspotadani,
pritemz po stavbé simulovaného systému se projekt muize vétvit do nékolik nezavislych
ramen. Analyzy mohou byt také provazany s produkénimi simulacemi a zajistovat tak

zpétnou vazbu pro adaptivni rozsitovani produk¢nich simulaci.

2.2 Vstupni data

K praktickému provedeni atomistické simulace jsou potieba tii druhy vstupnich infor-
maci: i) souradnice studovaného systému, ii) parametry interak¢niho potencialu, iii) pa-

rametry simulace.

Pocatecni souradnice studovaného systému a zejména rozpusSténé latky (biomolekuly)
predstavuji vstupni data, jeZ mohou znac¢né ovlivnit kvalitu vyslednych MD simulaci (ve
smyslu konceptu GIGO'). Lze je ziskat z biofyzikalnich experimentt, jako je rentgenova
krystalografie nebo cryo-EM. Pro ribozom existuji stovky strukturnich modelt s atomar-
nim rozliSenim uloZené v PDB (z angl. Protein Data Bank, https://www.rcsb.org/). K dis-
pozici jsou modely ribozomu z raznych bakterii i ribozomt vy$$ich organizmi véetné
organeldrnich ribozomt. Experimenty zachycuji ribozom v rtiznych funkénich a konfor-
macnich stavech, proto lze simula¢nimu projektu vybrat strukturu ribozomu na miru.
Pfipadné mohou byt simulace rtiznych strukturnich model podstatou strategie pro ob-
jasnéni prislusné védecké otazky, jako u studie translokace tRNA ribozomem [33].

1z angl. garbage in, garbage out


https://www.rcsb.org/
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Pfi vybéru startovni konformace je tfeba se vénovat faktu, ze rizné ¢asti ribozomu by-
vaji experimentélné ,viditelné“ s riznou presnosti. Struktury nékterych flexibilnich r-
proteinfi na povrchu ribozomu nemusi byt v daném modelu k dispozici viibec. Casto se
jednd napt. o protein bS1 nebo uL3. V této souvislosti je potfeba zminit, Ze v posledni
dobé mohou pro MD simulace dspésné slouzit i modely ziskané z hlubokych neurono-
vych siti, jako je AlphaFold2 [34] nebo RossetaFold [35].

Balik GROMACS pouzivd pro strukturni informace vlastni gro format. Pro ribozom je
vyhodou, ze GROMACS umi zpracovat i format typu pdb, ktery umoziiuje snadnéji pra-
covat s mnohoslozkovymi systémy skrze identifikator chain nebo segid.?

Vyznamnou vstupni informaci je interakcni potencidl, neboli silové pole. Napt. pro vazbu
C—C popsanou harmonicky E = %kcc(d —dcc)? jsou potfeba dva parametry: rovnovazna
délka vazby d.. a silova konstanta kcc. Takto je tfeba mit pfed simulaci k dispozici
knihovnu parovych parametra (vazeb), tfisttedovych interakei (thla), étytstfedovych
interakci (torzi) i atomdarnich parametra (elektricky ndboj, LJ parametry). Obvykle se

parametry urcuji z experimentélnich tidaji nebo pomoci kvantové chemickych vypocta.

Silova pole biomolekul predstavuji oblast vyzkumu, ktera se intenzivné rozviji od 80. let
20. stoleti a prosla si vzestupy i pady. Napf. silova pole pro strukturované proteiny jsou
dnes velmi kvalitni [36], coz nelze tvrdit o silovych polich pro tzv. vnitiné nestrukturo-
vané proteiny (IDPs z angl. intrinsically disordered proteins). Napt. Rauscher et al. uka-
zali, ze konformacni soubor IDPs je silné zavisly na pouzitém silovém poli [37]. Znac-
ného pokroku dosahla i silova pole pro nukleové kyseliny, byt okolo roku 2007 musela
projit vyznamnou revizi, kdyZ bylo pozorovano, Ze pro simulacni ¢asy v fadu stovek ns
dochézi k chybnému rozplétani helikdlnich struktur. Revidované parametry patere DNA
a pozdéji RNA takové chovani opravily [38, 39].

Ribozom je chemicky heterogenni systém, proto je potreba sada vyvazenych interakc-
nich parametri pro r-proteiny (ty jsou vét$inou strukturované), kanonické nukleotidy
rRNA a solvent, tedy vodu a ionty. Ribozom a tRNA navic obsahuji asi 100 typt neka-
nonickych nukleotidd, jako je napf. pseudouridin nebo N6-methyladenosin, jejichZ pa-
rametry jsou taktéZ potfeba. K dispozici jsou v silovych polich Amber [40] a CHARMM
[41]. Pokud jsou soucasti simulovaného systému dalsi nekanonické molekuly, napf. flu-
orescencni znaCky nebo antibiotika, ziskava se jejich silové pole parametrizaci tzv. na
zakazku na zdkladé GAFF [42], CGenFF [43], ¢i OpenMM [44].

Celkové lze konstatovat, ze pro atomistické MD simulace ribozomu prakticky existuji jen
dvé sady interak¢nich parametri: jedna je zaloZend na silovych polich z rodiny Amber
[45] a druhd z rodiny CHARMM [46]. Jejich pouziti neni obycejné striktné racionalizo-
vano a podléhd tradicim vyzkumné skupiny, ptipadné dobré praxi dolozené v literatute

*Manuél pdb formétu je dostupny na https://www.wwpdb.org/documentation/file-format-
content/format33/v3.3.html.


https://www.wwpdb.org/documentation/file-format-content/format33/v3.3.html
https://www.wwpdb.org/documentation/file-format-content/format33/v3.3.html
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o predeslych projektech. Je bézné, ze validace probihd na mensich simula¢nich mode-

lech, ptipadné kfizmo srovnanim vice silovych poli.

V baliku GROMACS jsou interakcni parametry systému uloZeny v souborech top a itp
v pracovnim adresdfi nebo instala¢nich adresétich baliku. Jedna se o rozsdhlé soubory,
pro solvatovany ribozom jde o pfiblizné 3 miliony fddkd. Protoze jsou soubory v texto-
vém lidsky ¢itelném formétu, jsou snadno editovatelné a daji se tak uzptisobit specific-
kym dceltim.

Tretim druhem vstupnich informaci jsou parametry MD simulace. Sem patfi teplota pri-
padné i tlak systému, pocet integra¢nich krokd, délka kroku, frekvence uklddani dat
pro pozdéjsi analyzu, atp. Patfi sem také parametry mnoha algoritmt, které se zavadi
pro zvySeni efektivity simulace. Jsou to napt. cut-off vzdélenosti, parametry tzv. hleddni
sousedu (neighbour search), parametry algoritmu fixujici délky vazeb. Balik GROMACS
tyto parametry obsahuje v souboru typu mdp .

2.3 Stavba simulovaného systému

Experimentalni struktury deponované v PDB nelze pro atomistické simulace pouzit ptimo.
Struktury jsou casto nekompletni, chybi napt. flexibilni ¢asti biomolekul nebo postranni

fetézce proteinu. Krystalografické a cryo-EM struktury také obyc¢ejné neobsahuji vodi-

kové atomy, jejichZ elektronova hustota je ptili§ nizkd, aby byla pfi typickém rozliSeni

2-3 A méfitelnd. Experimentdlni data neobsahuji ani strukturni informace o okolnim

prostiedi. Proto je potfeba simulovany systém nejprve sestavit, tedy pfipravit vstupni

strukturni data tak, aby mohla béhem simulace reprezentovat fyzikalni realitu.

Ke kompletaci biomolekul existuji specializované programy, napt. Pymol, VMD nebo Mo-
deller. Simulac¢ni baliky obsahuji programy, které zkompletovanym biomolekuldm opatti
vodiky podle standardizovanych knihoven. Zde se vyuziva faktu, ze biopomlymery se
skladaji pouze z nékolika typt monomernich jednotek. V baliku GROMACS k tomu slouzi
gmx pdb2gmx.

U velkych biomolekulovych komplexd, jako je ribozom, existuje mnoho otdzek, které se
tykaji prostorové omezenych oblasti. MiiZe se jednat napf. o studium pohybu aminokyse-
linového zbytku tRNA v A misté ribozomu a jeho interakce s rodicim se peptidem, nebo
o parovéani nukleotidi v dekédovacim centru malé ribozomélni podjednotky. Simulovat
cely ribozom pak muze byt neefektivni, Ize-li opravnéné predpokladat, ze vzddlené ¢ésti
ribozomu se studovaného mista netykaji. V takovém pripadé lze simulovat pouze vyiez
ribozomu, jak je naznaceno na Obr. 2.3A.

Pii sestaveni vyiezu je potieba se vyporadat s nékolika technickymi omezenimi:

* AC je mozné simulovat i nekompletni monomerni jednotky, napf. pouze cukr-


https://pymol.org
https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
https://salilab.org/modeller/
https://salilab.org/modeller/
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Obréazek 2.3: Vyiez ribozomu zahrnujici ribozomdlni tunel. A) Vertikdlni prufez bakteridlniho
ribozomu s malou 30S podjednotkou vyznacenou tmaveé, velkou 50S podjednotkou svétle a vy-
fezem modfe. B) Vytez ribozomu s Cervené vyznacenou casti podléhajici pozi¢nim omezenim
(tj. slupkou). C) Korela¢ni diagram odmocniny stfednich kvadratickych fluktuaci (RMSE sekce
2.6.1 Zékladni analyzy) nevodikovych atomt z 300 ns dlouhych MD simulaci vyfezu a celého
ribozomu pro ¢ast podléhajici pozi¢nim omezenim (slupka) a pro zbytek vytezu (stied). Refe-
renéni hodnoty ze simulaci celého ribozomu jsou uvedeny na svislé ose. D) Casovéd zavislost
odmocniny sttedni kvadratické odchylky souradnic (RMSD) pro slupku a stied vyfezu, pocitand
pro vSechny tézké atomy vzhledem k soutadnicim v cryo-EM struktufe (PDB 5AFI [7]).
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fosfatovou patei bez nukleobaze, je vyhodnéjsi do vytezu zahrnout cela rezidua.
Simula¢ni program je potom rozezna ve své knihovné a uzivatel/ka se tak vyhne
pracné parametrizaci nestandardnich rezidui.

* Odstranéni vzdalenych ¢asti vede k rozdéleni dlouhych fetézct (napf. rRNA) na
kratsi podle toho, jak se ve vyrezu vyskytuji. Je simula¢né vyhodné fetézce o délce

jedné monomerni jednotky vynechat, nebot se v knihovnach rezidui standardné
nevyskytuji.

* Qdstranénim vzdalenych casti dojde k naruSeni ptirozené chemické a strukturni
celistvosti biomolekulového komplexu. Oblasti na okraji vyfezu je proto potfeba
fixovat pomoci tzv. pozitnich omezeni (angl. position restraints). To jsou oby-
¢ejné harmonické potencialy, které udrzuji jednotlivé atomy blizko referen¢nich
pozic v absolutnim soufadném systému. Vede to k vytvoreni jakési vnéjsi slupky
(Obr. 2.3B), kterd vyrez udrzuje strukturné stabilni. Popis struktury a dynamiky

v

vnitini ¢asti vyrezu bez pozi¢nich omezeni je potom realistiCtéjsi.

Pozi¢ni omezeni vyzaduji referen¢ni strukturu. Vhodné je pouzité experimentalni struk-
tury, z niZ byl systém postaven. Hodnoty silovych konstant k, se voli v fadu stovek az
tisicti kJmol~! nm™2. Pokud je k dispozici MD simulace kompletniho ribozomu, Ize kpr

vypocitat z fluktuaci atomovych pozic jako

_RT
Pt RMSF?’

kde R je univerzalni plynova konstanta, T je termodynamicka teplota a RMSF je odmoc-

(2.1

nina stiedni kvadratické fluktuace atomu (z angl. root-mean-square fluctuation).

Pii sestavovani vytezu zahrnujicitho ribozomalni tunel jsme zkoumali, jaky vliv maji chy-
béjici rezidua na strukturu a dynamiku studované casti uvnitt vyfrezu. Zaveér, ze vnitini
cast vytezu se chova srovnatelné jako stejna ¢ast v simulaci celého ribozomu, plyne z od-
mocniny stfedni kvadratické odchylky souradnic (RMSD) a RMSE RMSD nevodikovych
atomt dosdhla béhem 400 ns dlouhé simulace stabilnich hodnot okolo 0,15 nm pro
cast bez pozicnich omezeni (Obr. 2.3D). Korelac¢ni koeficient R pro RMSF ¢asti vyrezu
bez pozi¢nich omezeni mél hodnotu 0,75 (Obr. 2.3C), coZ je srovnatelné s korela¢nim
koeficientem mezi hodnotami RMSF ziskanymi ze dvou nezdvislych MD simulaci kom-
pletniho ribozomu (mezi 0,7 a 0,8). Stfedni kvadraticka odchylka RMSF z vytezu a
RMSF z celého ribozomu pro atomy bez pozi¢nich omezeni (tj. ,,odchylka z odchylek®)
byla 0,046 nm, coz je opét srovnatelné s hodnotou pro dvé nezavislé simulace celého
ribozomu (okolo 0,035 nm).

Pro MD simulace biomolekul vCetné ribozomu se bézné vyuziva tzv. periodickych okra-
jovych podminek (PBC, z angl. periodic boundary conditions). PBC byly zavedeny pro
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simulace homogennich kondenzovanych fazi, kde nabidly méné artefaktii, nez simulace
malych kapalnych klastrti nebo simulace v tzv. odraznych okrajovych podminkéch (angl.
bounce-back boundary conditions). PBC byly pouzity i v projektech prezentovanych poz-
déji v této préaci.

Aby byla konformacni dynamika ribozomu realistickd, je nutné modelovat i vodné pro-
sttedi ribozomu. Jednoduché modely pouzivaji implicitni popis solvatace [47]. Studie
v této praci pouzivaly explicitni popis, kdy je studovana biomolekula obalena velkym
mnozstvim molekul vody. Model vody byvéa spjaty s biomolekulovym silovym polem.
Obycejné se pouzivaji tiistredové modely TIP3P [48] nebo SPC/E [49]. Solvataci v ba-
liku GROMACS zajistuje program gmx solvate, jehoZz vstupem je periodicky box s bi-
omolekulou.

V posledni fazi ptipravy simulovaného systému je potfeba nastavit iontové podminky
simulace. V dusledku nabitych fosfatovych ¢asti rRNA a/nebo kyselych a bazickych po-
strannich fetézcl nékterych aminokyselin je solvatovany simula¢ni box elektricky na-
bity. Box s bakteridlnim ribozomem mé naboj piiblizné 3500 e. Cést tohoto néboje je
kompenzovana hoteCnatymi ionty, které byvaji soucasti experimentalnich struktur a je
vhodné je pouzit tak, jak jsou k dispozici. Neutralizace se zaji$tuje piidavkem K* iontti
pripadné CI™, pokud je naboj rozpusténé latky kladny. Pro realisti¢téjsi popis rozpouste-
dla se zaroven zavadi prebyte¢na (angl. excess) koncentrace dal$ich iontd, které repre-
zentuji prostredi uvniti buniky nebo experimentalni podminky. V ptfipadé ribozomu se
pouzivaji K¥, Na™ a Mg?" kationty doplnéné Cl~ anionty. Db4 se zejména na spravny
popis experimentalni iontové sily prostredi. Technicky se ionty do systému ptidavaji po-
moci programu gmx genion, ktery funguje tak, ze piislusny pocet ndhodné zvolenych
molekul vody nahradi ionty. Pro pfesnéjsi umisténi iontt lze spocitat elektrostaticky po-
tencial a ionty umistit do lokdlnich minim nebo maxim. V ptipadé ribozomu je to ale
vypocet naro¢ny, a proto se nepraktikuje. Realistickd poloha iontl se potom zaji$tuje

ekvilibra¢nimi simulacemi.

2.4 Pripravné faze neboli ekvilibrace

Periodicky box se solvatovanym ribozomem nelze pro MD simulace pouzit ptimo. Bé-
hem stavby simulac¢niho systému je totiz casté, ze nékteré meziatomové kontakty, ob-
vykle mezi molekulami vody v 1. solvatacni vrstvé a biomolekulou, jsou velmi blizko
sebe. Systém se tak nachdzi ve stavu s vysokou potencidlni energii. MiZe se jednat napf.
o coulombickou repulzi zptisobenou souhlasné nabitymi atomy blizko sebe. Numerickd
integrace Newtonovych pohybovych rovnic by z tohoto bodu vedla k numerické nesta-
bilité simulace a nasledné ,havarii“, kdy by byl program s chybou ukoncen. Proto je
potteba pomoci sady kratkych simulaci pripravit systém pro sbér dat (Obr. 2.2).
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Energie, jako funkce kartézskych soutadnic atom, se numericky minimalizuje algoritmy
zaloZenymi na sestupu ve sméru gradientu energie. Nalezeni globalniho minima energie
neni pro vysokodimenzionalni systém, jako je ribozom, mozné. Neni to ale pro potieby
MD simulace potteba, nebot je postacujici minimalizaci odstranit pouze stupné volnosti
s nejvyssi energii.

Vzorkovani konformacniho prostoru systému probihd postupné. Nejprve jsou z Max-
wellova-Boltzmannova rozdéleni vygenerovany pocatecni rychlosti a systém je uveden
na cilovou teplotu, oby¢ejné 300 K nebo 310 K. Mtze byt vyhodné nejprve ohtdt vodu
a poté az cely simula¢ni box. Soutadnice rozpusténé latky byvaji v takovém pripadé
udrzovany pomoci harmonickych pozi¢nich omezeni, aby v dasledku velkych sil nebyla
pocatecni konformace biomolekuly piilis narusena. Algoritmus pro udrzeni konstantni
teploty — termostat — 1ze také pouzit oddélené pro biomolekulu a pro solvent, a udrzovat
teplotu biomolekuly nizko, napf. na 10 K. Nasledné je dosazeno rovnovazného tlaku
1 bar pouzitim algoritmu pro konstantni tlak — barostatu.

Pozi¢ni omezeni biomolekuly 1ze po ohfati rozpoustédla uvolnit ndhle. Pro velké systémy,
jako je ribozom, je vyhodné je uvoltiovat postupné tim, ze se silova konstanta v pribé-
hu simulace snizuje k nule. Integra¢ni krok ekvilibracnich simulaci byva 1-2 fs. Délka
simulaci byva kratka, v fadu desitek ps az ns.

2.5 Produkeni simulace / sbér dat

Produkeni simulaci nazyvame findlni simulaci, jejiz data pouZijeme pro ovérovani hy-
potéz a formulovani zavért. Oproti ekvilibraénim simulacim byvé produkéni simulace
delsi (az 1000x) a né€které algoritmy mohou byt pouzity odlisné. Lze napf. prodlou-
zit integracni krok, nebot’ po ekvilibraci je systém vice numericky stabilni. S vyuzitim
algoritma jako hydrogen mass repartitioning [50] nebo virtual sites [51] lze Newtonovy
rovnice integrovat s krokem 4-5 fs. Provazani systému s termostatem a barostatem muze
byt méné€ intenzivni, nebot ekvilibracni simulace teplotu a tlak nastavuji, zatimco pro-
dukeni simulace je ,jen“ udrzuje. Vysledkem produk¢ni simulace je trajektorie, v pro-
gramu GROMACS soubor typu xtc a energetické veli¢iny v souboru typu edr.

JelikoZ je pro simulace ¢as omezenym zdrojem,® existuji snahy vylepsit vzorkovani kon-
formacniho prostoru. Trividlnim postupem je simulovat mnoho krat$ich simulaci na-
misto jedné dlouhé. Je potieba zajistit nezavislost jednotlivych trajektorii napt. pouzitim
rozdilnych pocate¢nich konformaci biomolekuly a/nebo rtuznych poc¢ateénich rychlosti.
Postup aplikoval napt. projekt Folding@home, ktery vyuZzivé spofi¢e obrazovek poéita¢t
v domacnostech po celém svété [52, 53]. Omezeni takové strategie si uvédomime pti

predstavé extrémniho pfipadu mnoha simulaci dlouhych jeden simula¢ni krok. Je evi-

3A nejen pro né! Viz Ctyfi tisice tydnt od O. Burkemana


https://foldingathome.org
https://www.databazeknih.cz/knihy/ctyri-tisice-tydnu-494823
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dentni, ze minimdlni délka simulace je dana rychlosti déje, ktery studujeme. Postupu
bylo pouzito v nékolika projektech popsanych v kapitole 3 Vysledky a diskuze, kdy ty-
picka délka jednotlivych simulaci byla n€kolik stovek ns. Podobné bylo napf. pouZzito
tisice krat$ich simulaci (v priméru 5 ns nebo 12,5 ns) ke studiu aktivace membréno-
vého receptoru [24]. Stoji také za zminku, Ze zavéry formulované na zdkladé vysledka
z jedné simulace mohou byt chybné. Gapsys a de Groot neddvno zpochybnili [54] vy-
sledky védecké skupiny M. Karpluse, mj. nositele Nobelovy ceny za chemii za rok 2013,
ktera popsala zavislost konformac¢niho chovani hemoglobinu na velikosti simulacniho
boxu [55-57].

Velkou skupinou metod pro vylepsené vzorkovani konformacniho prostoru jsou metody
zalozené na upraveé interakéniho potencidlu, shrnuté napt. v Ref. 58-60. Patfi sem napt.
umbrella sampling simulace [61], fizené MD simulace [62], nebo metadynamika [63].
Jejich podstatou je cilené ovlivnéni silového pole systému tak, aby simulace preferentné

Vv

vzorkovala oblasti konformacniho prostoru s vyssi energii.

2.6 Analyzy

MD simulace produkuji velké mnozstvi dat a soubort. V jednom z ptedeslych projektt
jsme studovali relaxaci vody v zavislosti na poloze naboje ve vlakné DNA [64]. JelikoZ je
relaxace rychld, v fadu desitek femtosekund az pikosekund, uchovavali jsme soufadnice
systému s vysokou frekvenci, coz vedlo k vygenerovani fadové terabytu dat za den.

V ptipadé projektt popsanych v této praci slouzila voda pouze jako model prostiedi,
ve kterém se biomolekuly pohybuji. Samotny pohyb molekul vody nebyl pro védecké
otazky podstatny.* Pro pozdéj$i analyzu jsme tedy uchovévali pouze kartézské soutad-
nice biomolekul.

Pii pouziti periodickych okrajovych podminek je casto potieba odstranit z trajektorie
periodické preskoky (Obr. 2.4). Jsou to artefakty vizualizace, kdy se biomolekula zdan-
livé rozpadne do nékolika ¢asti podle toho, ve kterém periodickém obraze simulace se
pravé nachdzi. Analyza takovych trajektorii by poskytla fadné vysledky, ale implemen-
tace analytickych ndstroju by se tim zbyte¢né komplikovala. K odstranéni periodickych
pteskokd slouzi program gmx trjconv s pfepina¢em -pbc.

Zjednodusené lze fici, Ze z MD simulaci nés zajimé nékolik typt vysledka: sttedni hod-
noty, fluktuace, trendy a relaxace rtznych veli¢in. Sousttedime se na né v zdvislosti
na tom, zda studujeme termodynamiku rovnovazného stavu systému, nebo kinetiku
urcitého déje. Napt. bychom mohli chtit porovnat simula¢ni modely s experimentdalni

strukturou urcenou pomoci rentgenové krystalografie. Experimentalni model reprezen-

4V souvislosti s ribozomem se vlastnostmi vody zabyval napf. Lucent etal. [65].
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Obrazek 2.4: A) Ribozom v periodickém boxu bez o$etfenych periodickych pfeskoki. B) Ribozom
s oSetfenymi periodickymi preskoky. Barevna $kala reprezentuje Cisla rezidui od cervené pres
Sedou k modré.

tuje souborovy prumér konformaci, neboli ¢asovy pramér ptes dobu trvani experimentu.
Davé proto smysl spocitat stredni hodnoty kartézskych soutadnic atomt v MD simulaci.
Fluktuace popisuji rovnovaznou dynamiku. Napf. fluktuace kartézskych souradnic lze

porovnat s teplotnimi faktory (B-faktory) krystalografickych méfeni.

2.6.1 Zakladni analyzy

Pro simulace biomolekul je vhodné sledovat urcitou ,sadu* veli¢in pokazdé, nezavisle
na tom, jestli pfimo souvisi se studovanou otazkou/hypotézou. Alespori takové je sub-

jektivni doporuceni, které ddvadm studentkdm a studentum pii simula¢nich projektech.

Nejprve je vhodné spocitat sttedni hodnotu teploty, tlaku a hustoty a jejich drift. V pro-
sttedi GROMACS to lze provést jednoduSe analyzou edr souboru pomoci programu gmx
energy. NPT statisticky soubor by mél vykazovat hodnoty nastavené v parametrech si-
mulace a nulovy drift. Ten je pocitan linedrnim fitem na data a reportovany jako rozdil
fitu na zac¢atku a na konci simulace.

Konforma¢ni dynamiku biomolekuly 1ze popsat odmocninou stfedni kvadratické od-
chylky poloh atomt, RMSD (z angl. root-mean-square deviation). RMSD predstavuje
zobecnénou vzdalenost dvou sad atomu, napf. referen¢ni struktury a snimku z MD tra-
jektorie, vypoctenou jako

N,
]- - - -
RMSD = F2|ri—ri,ref|2, (2.2)
a i

kde r; je polohovy vektor i-tého atomu, r; ¢ je jeho referenc¢ni hodnota a soucet jde ptes
pocet atomt N,. Vyznam ma RMSD az po odstranéni celkové translace a rotace biomole-
kuly tzv. superpozici dvou struktur. B€Zné se vykresluje RMSD jako funkce simula¢niho
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casu. Jako referencni se bézné bere pocatecni konformace biomolekuly, coz byva obvykle
struktura pochazejici z néjakého experimentu. V rovnovazné simulaci by se RMSD méla
po urcitém case ustalit. Pro proteinovou patet je typickou hodnotou, na které se RMSD
ustdli, 1,5-2,5 A, pro patet celého ribozomu (nebo atomy C, a P) hodnota 4-6 A.

Informaci o dynamice rtiznych ¢dsti biomolekuly ziskdme napt. pomoci odmocniny stied-
nich kvadratickych fluktuaci atoma, RMSF (z angl. root-mean-square fluctuation). Jedna
se o veli¢inu, ktera popisuje smérodatnou odchylku polohy i-tého atomu vypoctenou
jako

Ny
1 Z > >
RMSF1 = ]Tf (ri,f — (ri>f )2, (23)
f

kde 7; ; je polohovy vektor i-t¢ho atomu v f-tém snimku trajektorie, (-); znadi stfedn{
hodnotu pies snimky simulace a soucet jde pfes pocet snimki trajektorie Ny. RMSF se
vynasi do grafti jako funkce éisel atomd. P¥i vypoétu RMSF se tise predpoklada®, Ze hus-
tota pravdépodobnosti polohy vybraného atomu je normadlni (gaussovskd). To ale casto
neni splnéno. Muzeme si predstavit smycku ur¢ité biomolekuly, kterd se mtze vysky-
tovat ve dvou konformacnich stavech. Hustoty pravdépodobnosti poloh atomt smycky
by v takovém ptipadé byly bimodalni, ¢imz by predpoklad normality nebyl splnén. Veli-
¢ina RMSF jako kvalitativni métitko flexibility by i v takovém ptipadé ziejmeé poslouzila
spolehlive.

Velikost biomolekuly Ize charakterizovat gyratnim polomérem R, . Ten pfedstavuje vzda-
biomolekuly, kterd by méla stejny moment setrvacnosti jako biomolekula. R, se vypocita
podle

2.4

Vev v

kde i-ty atom ma hmotnost m; a |7;| je jeho vzdalenost od tézisté biomolekuly. Soucet
jde ptes celkovy pocet atomu N,. Gyrac¢ni polomér predstavuje vhodnou charakteristiku

pro molekuly, u nichz se ocekava promeénliva velikost, napt. IDPs.

RMSD, RMSF i R, jsou pfiklady tzv. kolektivnich soufadnic. Jedna se o veliciny, které
jsou funkei kartézskych soufadnic atomt a sniZuji dimenzionalitu problému: namisto
3N,-rozmérného vektoru popisuje konformaci jedno ¢islo (napt. R,). Nalezeni vhodnych
kolektivnich soufadnic pro popis dynamiky systému pfedstavuje jednu z rozhodujicich
vyzev pro zodpovézeni studovanych védeckych otdzek [66, 67].

Sangl. tacit assumption
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2.6.2 Analyza sekundarni struktury

Struktura proteind je hierarchickd, rozliSujeme tedy primérni, sekunddrni, terciarni a
kvarterni strukturu. Primarni struktura proteinu je nutnou vstupni informaci do MD
simulaci a neni potfeba ji v simulacich analyzovat — je neménnd. Motivy sekundarni
struktury jsou klicové pro zdkladni koncepty proteinové chemie, jako jsou proteinové
domény nebo rodiny folda [68]. Sekundarni struktura pocate¢ni konformace je zndma,
ale muze se v pribéhu MD simulace v dusledku termédlnich pohybti a konformacnich

prechodt ménit.

Existuje nékolik klasifikdtorti sekundarni struktury, mezi popularni patii DSSP [69],
STRIDE [70], nebo z novéjsich napt. DISICL [71]. V nékterych projektech popsanych
v této praci zamétenych na kratké peptidy jsme pouzivali klasifikator DSSP zaloZeny na
analyze vodikovych vazeb proteinové patete. DSSP rozlisuje 7 strukturnich motivt (uva-
dim zde jejich anglické nazvy): a-helix, 3/10-helix, m-helix, p-strand, p-bridge, turn,
bend. Osmym DSSP motivem je coil, tedy ¢dst proteinu bez sekundarni struktury.

Analyzu sekunddrni struktury DSSP lze provést napt. programem gmx do_dssp, ktery
se odkazuje na externi DSSP program. Ten lze ziskat zdarma online. Vystupem DSSP je
Klasifikace kazdé aminokyseliny do jedné z osmi kategorii pro kazdy snimek trajektorie.
Pro typickou MD simulaci typického proteinu je DSSP klasifikace zna¢né neptrehledna a
je nutné ji dale zpracovat, napf. vhodné prumérovat nebo vytvorit histogramy.

2.6.3 Analyza hlavnich komponent

Atomistické MD simulace jsou mnohorozmérny problém. Smysluplné charakterizovat
takova data je hlavnim tkolem védkyn a védcl v oboru. Populdrnim statistickym néastro-
jem pro zpracovani mnohorozmérnych dat je tzv. analyza hlavnich komponent, PCA
(z angl. principal component analysis). Tu lze s tispéchem aplikovat i na MD simulace
biomolekul [72]. Detailni popis PCA lze nalézt v uéebnicich statistiky. Sikovny tvod
nabizi Ref. 73, aplikace na biomolekuldrni MD simulace shrnuje napt. Stein etal. [74].
Zde se omezim na tsporny popis PCA. Dvourozmérny piipad je vysvétleny na Obr. 2.5.

Pro jednoduchost si predstavme sbaleny protein napf. o délce 100 rezidui, jehoz terciar-
ni struktura je dobte definovana (Obr. 2.6). Fluktuace struktury v prubéhu MD simulace
jsou malé az na jednu vyjimku — smycku feknéme o 10 reziduich, ktera fluktuuje vic
nez zbytek proteinu. Jeji fluktuace jsou navic spojené (korelované) s pohybem N-konce
proteinu. Chtéli bychom objektivné identifikovat pohyb této smycky, napt. jednoznacné
rici, kterd rezidua se pohybuji vice, ptipadné pohyb kvantifikovat. Z Obr. 2.6C lze dovo-
dit, ze pro (velkou) fluktuaci smycky nebude (mala) fluktuace rezidua na opacné strané
proteinu dulezitd. Zaroven je také zfejmé, ze celkové fluktuace proteinu budou déany
predevsim fluktuaci smycky. PCA umoznuje identifikovat kolektivni souradnice, které
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Obrazek 2.5: Uvazujme data ve dvou rozmérech x; a x,, coZ mohou byt napt. néjaké dvé ptimo
méfené veliCiny. Jejich hodnoty jsou vyneseny v grafu A. Rozsah dat ve sméru x; je od 1 do 4 (Cer-
ven€), ve sméru x, od 1 do 3,5 (modfe). Rozsahy jsou tedy priblizné stejné. Jenze z rozmisténi
bodt v grafu A jde vidét, Ze data maji ,tvar“ elipsy a daly by se tedy najit jiné dva charakteris-
tické sméry, zndzornéné Sipkami, které by data popisovaly vhodné&ji. Nové rozmeéry jsou linearni
kombinaci ptivodnich x; a x,. PCA poskytuje rozvojové koeficienty a—d takové, Ze je rozsah dat
(pfesnéji variance) v danych rozmérech maximalizovany. Transformovana data jsou v grafu B.
Jde vidét, Ze rozsah v horizontalnim sméru (zelen€) je mnohem vétsi nez ve vertikalnim (oran-
zové). Pro kazdy bod bychom proto mohli vynechat informaci o hodnoté ¢ x; +d - x,. Podstatné
informace o datech by pfesto zlstaly zachovény.

malo fluktuuji, a odfiltrovat je z dalSich analyz.

Konformaci proteinu lze popsat vektorem k (jako konformace).

k=(x].’y].’ZIJXZJyZJzZJxSJ"‘JZNH)) (2'5)

kde x;, y;, 2; jsou kartézské soutradnice i-tého atomu. Vektor kmé 3N, prvkt a v pribéhu
simulace se méni. Kazdy snimek trajektorie je reprezentovan jednim bodem v tomto
3N,-rozmérném prostoru. Podstatou PCA je sestrojeni kovarian¢ni matice C a jeji ma-
tematické zpracovani. Uéelem je najit ortogonalni bazové vektory PCs (z angl. princi-

pal components) takové, aby maximalizovaly mnohorozmérnou varianci ptuvodnich dat

o

Obrazek 2.6: Modelovy protein znaceny barevnou $kdlou od ¢ervené na N-konci k modré na C-
konci. A) Tercidrni struktura proteinu je dobfe definovand. Protein se skldd4 ze étyf a-helixd. B)
N-konec a smycka spojujici helix-3 a helix-4 vykazuji vysoké fluktuace. C) Reziduum na opacné
strané proteinu (zluty kruh) se smyckou a N-koncem neinteraguje.
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(Obr. 2.5).
Obecna kovarianc¢ni matice se konstruuje z N-rozmérného vektoru souradnic
X = (x1,Xx,X3,...,Xy) ajeji prvky c;; jsou definovény jako
cij = {(x; — (Xi>)(xj - (Xj))), (2.6)

kde (-) zna¢i stfedni hodnotu. Diagondlni ¢leny, kde i = j, jsou variance jednotlivych
prvki vektoru X. Stfedni hodnoty se pocitaji pres statisticky soubor, v ptipadé simulaci
tedy pres snimky trajektorie. Diagonalizaci C ziskdme N vlastnich ¢isel a N vlastnich
vektortt (PC). Kazdému PC pfislusi jedno vlastni ¢islo, které charakterizuje dilezitost

vektoru pro popis celkové variance.

PCA lze proto vnimat jako transformaci puvodnich souradnic do novych soufadnic, pfi-
¢emz nové souradnice jsou sefazené podle klesajici dilezitosti pro popis fluktuaci v
systému. Prvni bazovy vektor PC1 reprezentuje nejvyznamnéjsi pohyb biomolekuly. Je
dobré zminit, Ze biologickd relevance takového pohybu neni garantovana. Biomolekula
napf. nemusi redlné vykonavat pohyb v PC1, ale ve sméru, ktery je kombinaci vice PCs.

2.6.4 Analyzy Sité na miru

Velkd rozmanitost biomolekuldrniho svéta neumoznuje nalézt univerzdlni sadu analy-
tickych ndstroju a strategii. Je to tikol védkyn a védct, aby nasli vhodné metriky pro
pochopeni biomolekuldrni dynamiky. Rada analyz proto proto vznika soubéZné s pro-
jektem, béhem toho, jak se vyjasnuji ruznad zdkouti problému, hodnoty méfeni nebo
simulac¢ni vysledky.

Mezi aktualni ptistupy k analyze simulaci patti Markovovské stavové modely [75], né-
stroje adaptivnich simulaci [76, 77], techniky zaloZené na strojovém uceni [78, 79],
jejich vzajemné kombinace, apod. Nékteré z nich byly pouZity i u projekti popsanych
v této praci.
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Kapitola 3

Vysledky a diskuze

V této kapitole shrnuji nékolik projektti z poslednich asi 5 let, v nichz jsem hrél viadéi roli
a které se tykaji otazek o ribozomu. K jejich zodpovézeni vyznamné prispély atomistické
MD simulace. Studentky a studenti podilejici se na vyzkumu zpracovavali své bakalatské,

diplomové, nebo dizertaéni prace pod mym vedenim na VSCHT Praha.

Neékolik védeckych publikaci souvisejicich s projekty proslo recenznim fizenim. Jedna se
o praci v Chemickych listech, kde na populdrné-nau¢né trovni popisuji translaci a zava-
dim koncept tii etap elongace proteinu [80], praci v Nucleic Acids Research o translac-
nim uvéznéni VemP [81], praci v recenznim fizeni v Biophysical Journal o allosterickém
ptsobeni peptidové deformyldzy na povrchu ribozomu [82] a dvou soubornych textech
v Current Opinion in Structural Biology [ 10] a Annual Reviews in Biophysics [8]. JelikoZ
jsou prace dostupné online diky Open Access modelu, v ptipadé allosterie jako preprint,
rozhodl jsem se jejich plné texty k habilita¢ni praci neprikladat jako ptilohu, a¢ to byva
zvykem.

Projekty, které zatim recenznim fizenim neprosly, popisuji pecliveji. Jednd se tedy o nové
védecké poznatky ve smyslu § 72 odst. 3 zdkona o vysokych skolach. Bez vyjimky pla-
nuji jejich odesldni k recenznimu fizeni v nékterém z védeckych ¢asopisti o biofyzice,
molekuldrni biologii, fyzikdlni chemii, apod., jakmile to situace umozni. Zejména sekce
3.2 Dekédovani nestandardniho genetického kédu a 3.4 Konformacni preference frag-
mentt ribozomdlnich proteinti jsou tzce propojené s praci experimentdlnich skupin a

jejich postup neni plné v mé rezii.

3.1 Translac¢ni uvéznéni peptidu VemP

Vznik peptidovych vazeb mezi aminokyselinovymi zbytky probiha v katalytickém centru
uvnitf velké ribozomalni podjednotky. Z katalytického centra vede na povrch ribozomu


https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.04.20.488877v2
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Obrazek 3.1: A) Schéma ribozomalniho tunelu ve velké ribozomalni podjednotce. Srafovana
plocha zna¢i rRNA, modfe jsou vybarveny r-proteiny, které u bakterii zasahuji do tunelu a spolu-
vytvati jeho stény. Rodici se protein je zndzornén uvnitt tunelu cerné. Hvézdicka znaci vazebné
misto makrolidovych antibiotik. B) Tfi etapy elongace rodiciho se proteinu. Modte je znazor-
néna velka ribozomalni podjednotka 50S, ¢ervené mala podjednotka 30S, Sedé jsou tRNA v A a
P mistech ribozomu. Upraveno z Ref. 80.

asi 10 nm dlouhy tunel, kterym rodici se protein opousti ribozom (Obr. 3.1A). Existence
tunelu vyplynula v 60. letech 20. stoleti z experimentdi, které naznacovaly, Ze ¢4st ro-
diciho se proteinu je chrdnéna pted plisobenim hydrolytickych enzymu [83]. Cryo-EM
struktury ptitomnost tunelu ve velké podjednotce prokazaly [84].

Po objasnéni atomarni struktury velké podjednotky [11] se predpokladalo, ze tunel fun-
guje pouze jako pasivni prostor [85]. Ve skutec¢nosti ale tunel tvoii vysoce funkéni pro-
sttedi, které s rodicim se proteinem specificky interaguje [86]. Napt. se do ribozomalniho
tunelu vaze vyznamnd tfida klinicky pouzivanych antibiotik [87] (Obr. 3.1A). Poméry
uvnitt tunelu ovliviuji rychlost, s jakou se rodici se protein prodluzuje [88]. Za urcitych
okolnosti mtize dojit k tzv. translaénimu uvéznéni (angl. translational arrest [89, 90])!.
V katalytickém misté ribozomu nemtuZze béhem uvéznéni dojit k vytvoreni nové pepti-
dové vazby (divody mohou byt rizné), zdroven vsak nemuze byt ribozom recyklovan,
nebot’ rodici se protein nebyl jeSté z ribozomu uvolnén, coZ je nutny piedpoklad pro
zahdjeni recyklace [91].

3.1.1 VemP v tunelu a mimo néj

Béhem své postdoktorské staZe na Ustavu Maxe Plancka pro biofyzikdln{ chemii v Gottin-
genu (SRN) jsem se zacal zabyvat peptidem VemP (z angl. Vibrio export-monitoring pep-
tide), ktery translaéni uvéznéni zpusobuje u druhu bakterie rodu Vibrio Zijici v brakic-
kych vodéch. Transla¢ni uvéznéni slouzi bakterii k regulaci exportu proteint skrz mem-
brénu ven z builky, zméni-li se koncentrace Na% iontd ve vnéj$im prostiedi. Mechanis-
mus plsobeni VemP navrzeny Ischii etal. je fascinujici a ukazuje, jak vyznamné muze

AR

mit transla¢ni uvéznéni ribozomu fyziologické tic¢inky [92].

1esky ekvivalent jsem zavedl v Ref. 80
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Obrazek 3.2: A) Struktura peptidu VemP uvniti ribozomalniho tunelu za stavu transla¢niho uvéz-
néni. a-helixy jsou znazornény modrie a Cerven€, nukleotidy v katalytickém centru ribozomu
souvisejici s translacnim uvéznénim jsou zluté a zelené. B) Schéma prodluzovani rodiciho se
proteinu. Protein se prodluzuje az do chvile, nez kotva (zelené kolecko) zacne interagovat se
casti stény tunelu (droven se zelenou hvézdou). Poté je elongace zpomalena, coz vede k tvorbé
a-helixu, jenZ pro délku modelového proteinu 6 aminokyselinovych zbytka (6AK) zptisobi v ka-
talytickém misté (KM) transla¢ni uvéznéni. C) Schéma moznych profild Gibbsovy energie G jako
funkce zobecnéné konformaéni soutadnice X. V pribéhu prodluZovéni se méni profil G ve pro-
spéch a-helikalni konformace, coz vede k transla¢nimu uvéznéni. Upraveno z Ref. 81.

Cryo-EM struktura komplexu ribozom-VemP odhalila, Ze VemP zaujima v ribozomalnim
tunelu znac¢né kompaktni konformaci [93]. Béhem transla¢niho uvéznéni tvori VemP
dva a-helixy propojené smyckou ve tvaru S (Obr. 3.2A). Pritomnost vnitfniho a-helixu
v katalytickém misté byla oznacena jako ptic¢ina transla¢niho uvéznéni [93]. Davody,
které k tomu vedou, zustaly neobjasnény.

Se skupinami v Gottingenu (SRN) a Tempe (Arizona, USA) jsme si poloZili otazku, pro¢
VemP zaujimd konformaci, ktera vede k translacnimu uvéznéni. Preference VemP tvo-
fit a-helixy maze byt zakédovana v primérni struktute (tj. sekvenci rezidui), a-helixy
mohou byt indukovany prostfedim tunelu specifickymi interakcemi, nebo nespecificky
(napf. permitivitou prosttedi), pfipadné kombinaci vice faktoru.

Provedli jsme MD simulace kompletniho E. coli ribozomu s VemP v tunelu a MD simulace
VemP mimo ribozom ve vodném prosttedi. Zdroven jsme vyuzili algoritma predikujicich
motivy sekunddrni struktury z primarni struktury peptidu a spektroskopie cirkularniho
dichroismu (CD) VemP ve vodé a vodnych roztocich 2,2,2-trifluorethanolu, jez mély
napodobovat nekteré vlastnosti prostredi uvnitt tunelu. Kombinaci simulacnich a ex-
perimentalnich technik jsme ukazali, Ze preference tvofit a-helix mimo ribozom je pro
VemP velmi nizka [81]. To podpofilo zavér, ze sekundarni struktura je indukovana ribo-
zomalnim tunelem.
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Atomistické MD simulace ribozomu také naznacily, ze ¢ast smycky VemP propojujici oba
a-helixy vykazuje nizkou strukturni dynamiku (dle RMSF jednotlivych rezidui). Navrhli
jsme proto model translacniho uvéznéni VemP (Obr. 3.2B), ve kterém ¢dst smycky slouzi
jako kotva, kterd specifickymi interakcemi mezi VemP a sténami tunelu zpomaluje posun

VemP tunelem a umoznuje tvorbu vnitiniho a-helixu, jez vede k uvéznéni.

3.1.2 VemPl11

Kromé simulaci VemP o plné délce odpovidajici cryo-EM strukture (36 rezidui) [93],
jsme provedli MD simulace zkrdceného VemP o délce 11 rezidui (VemP11), tedy vnitf-
niho a-helixu (Obr. 3.2A). Pfedchozi biochemické experimenty ukdzaly, ze zkracené va-
rianty VemP maji niz$i schopnost zptisobovat transla¢ni uvéznéni — varianta o 19 rezi-
duich vykazovala 10 % efektivitu oproti VemP o plné délce [93]. O zkoumaném VemP11
jsme proto predpokladali, Ze transla¢ni uvéznéni nezptisobuje. Zajimalo nas, jakym zpu-
sobem probiha rozbalovani VemP11 v tunelu a zda-li je rozbaleni spojeno s uvolnénim
nukleotidi U2506 a U2585. Ty se nachdzi v katalytickém centru ribozomu a hraji hlavni
roli v mechanizmu transla¢niho uvéznéni. Dle Su et al. indukuje vnitini a-helix konfor-
macni zménu U2506 a U2585, kterd je nekompatibilni s vazbou aminoacylované tRNA
do A mista ribozomu.

Béhem osmi nezavislych 1,5 us dlouhych simulaci komplexu ribozom-VemP11 ke kom-
pletnimu rozbaleni nedoslo. Pouze v jednom piipadé se helicita VemP11 sniZzila z 65 %
na priblizné 30% (Obr. 3.3A) [81]. Délka VemP11 d, definovana jako Z-slozka vzda-
lenosti tézisté N-koncového rezidua a tézisté skupiny C-koncového rezidua VemP11 a
tf 3’-termindlnich nukleotida P-tRNA, vykazovala nejpravdépodobnéjsi hodnotu okolo
2,3 A. Deldi VemP11 se v simulacich v tunelu vyskytoval velmi ztidka (Obr. 3.3B). MD
simulace i CD spektroskopie jednoznac¢né ukazaly, ze VemP11 ve vodném prostiedi a-

helix netvori [81].

Ve zkoumani konformacnich preferenci VemP11 jsme proto pokracovali, nebot se zddlo,
Ze uvniti tunelu existuje bariéra Gibbsovy energie, kterd zpomaluje pfechod VemP11
z helikdlni do rozpletené konformace. Podstata takové bariéry nebyla znama.

Se studentkou 1. Svecovou jsme se v rdmci jeji bakalatské prace zabyvali MD simula-
cemi VemP11 v ribozomdlnim tunelu [94]. Oproti predeslym MD simulacim bylo pro-
stiedi ribozomu modelovano redukovaneé: ribozomalni tunel byl z ribozomu ,,vytiznut*
a na okrajich zafixovan (viz sekce 2.3 Stavba simulovaného systému). To vedlo k dra-
matickému snizeni vypocetnich nérok a moznosti studovat rozbalovani VemP10 po-
moci fizenych MD simulaci a metodou umbrella sampling (US) [61, 95]. Rizené MD i
US simulace byly provedeny v nativni implementaci baliku GROMACS za vyuziti kolek-
tivni soutadnice d odpovidajici délce VemP11 a tif nukleotidu tRNA, ptiblizné v rozsahu
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Obréazek 3.3: Charakteristiky VemP11 ze simulaci ribozom-VemP11 [81]. Data z 8 nezavislych
simulaci jsou $edé, jejich primér ¢erné. A) Helicita jako funkce simula¢niho ¢asu t. B) Hustota

Vvey

pravdépodobnosti p vzdédlenosti tézist C- a N-konce VemP11.

2,2-4,5 nm. JelikoZ se v cryo-EM struktute komplexu ribozom-VemP vyskytuje nukleotid
U2506 v katalytickém misté ve dvou stejné populovanych konformacich, oznacenych A
a B (Obr. 3.2A), zaméfili jsme se ve studiu i na vyznam pocatec¢ni konformace U2506 na

rozbalovani VemP11.

Studentka provedla simulace 32 umbrella oken kazdé o délce 150 ns. PoCatec¢ni konfor-
mace VemP11 byly vybrany ze 100 ns dlouhé fizené MD simulace, béhem niz se VemP11
rozpletl. Silovd konstanta umbrella oken byla zkusmo optimalizovdna vzhledem k pfe-
kryvu histogramu studované soufadnice mezi jednotlivymi okny. Pro produkéni simulace
byla pouzita hodnota 5000 kJ mol~!. Prvni a posledni okno bylo prodlouZeno na délku
1 us. Silové pole a nastaveni simulaci odpovidalo predeslému simulacnimu protokolu
s tim rozdilem, Ze nebyl simulovan cely ribozom, ale pouze jeho vytez obsahujici tunel

a jeho okoli.

V daném simula¢nim modelu se VemP11 béhem fizené MD simulace rozbaloval postupné
od N-konce smérem k C-konci, o ¢emz vypovidaji také reprezentativni struktury pro jed-
notlivd umbrella okna na Obr. 3.4. Naznacuje to, Ze sila, kterd ptisobi na N-konec VemP11
se obtizné prenasi smérem ke katalytickému centru. To je v souladu s predchozimi fize-
nymi MD simulacemi kompletniho VemP [96].

Dle algoritmu DSSP se helikdlni charakter peptidu kompletné ztratil priblizné ve 14. um-
brella okné, co? odpovida délce VemP11 asi 3,2 A. To je zfejmé ze z4vislosti procentu-
alniho zastoupeni a-helixu (helicity) VemP11 na umbrella okné na Obr. 3.5. Ztrata he-
licity nebyla v simulacich zdvisla na pocédtec¢ni konformaci U2506. Zaroven je evidentni
(Obr. 3.4), Ze snizeni helicity neni korelovdno s natazenim peptidu.

Potencial stiedni sily (PME, z angl. potential of mean force) odpovida zavislosti Gibbsovy
energie (simulace poskytly izobaricko-izotermicky statisticky soubor) na vybrané kolek-
tivni soutadnici. Profil PMF na Obr. 3.5B ukazuje, Ze uvniti tunelu je rozpleteni VemP11
charakterizované kolektivni souradnici d energeticky nevyhodné pro obé pocatec¢ni kon-
formace U2506.
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Obrazek 3.4: Schéma rozbalovani VemP11 béhem umbrella sampling simulaci. Cisla odpovidaji
umbrella okné. Modfe je znazornén systém s U2506-A, Cervené s U2506-B. Prevzato z bakalarské
préce 1. Svecové [94].
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Obrazek 3.5: Umbrella sampling MD simulace VemP11 uvnitf ribozomdlniho tunelu pro dvé star-
tovni konformace nukleotidu U2506 u C-konce VemP11. A) Procentudln{ zastoupeni a-helikaln{
konformace jako funkce umbrella okna. Linky znazornuji stfedni hodnoty pfes simulacni ¢as
umbrella okna (150 ns), plochy odpovidaji smérodatné odchylce. B) Potencial stfedni sily (PME
z angl. potential of mean force) jako funkce délky VemP11 d, tedy Z-slozky vzdélenosti téZist
rezidui na C- a N-konci peptidu.
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Patrny je ale vliv U2506 na tvar PMF; zatimco pro systém s pocatecni konformaci U2506-
A vykazuje PMF bariéry pro rozbaleni dvé (pro d okolo 2,4 A a 3,0 A), u systému s U2506-
B je bariéra pouze jedna (3,0 A). Zajimavy je rozdil pro malé délky peptidu. Pro U2506-A
vykazuje PMF o 40 kJ mol~! hlub$ minimum oproti systému U2506-B. Systém U2506-B
ma kiivku PMF prakticky plochou a# do délky d =3A. Rozdil v potateénich konfor-
macich nukleotidu U2506 m4 tedy vyznam pro stabilizaci konformace s malou délkou
VemP11.

Profil PMF pro U2506-B zarovei naznacuje, Ze natazeni VemP11 je v soutadnici d ener-
geticky malo ndrocné a za teploty systému 310 K by meélo byt dostupné. To souhlasi s po-
zorovanim v simulacich VemP11 v kompletnim ribozomu (Obr. 3.3), kde VemP11 zistava
ochotné v helik4lni konformaci a jeho délka d se pohybuje v rozmezi do 3 A. Dal$i na-
tazeni VemP11 je energeticky nevyhodné nezavisle na konformaci U2506, pricemz z US

simulaci plyne, Ze bariéra Gibbsovy energie ma vysku 80-100 kJmol~! (Obr. 3.5B).

Dynamika VemP11 probiha na mnohorozmérné plose Gibbsovy energie. A¢koliv PMF do
3A pro U2506-B nevykazuje bariéru pro rozbaleni v souradnici d, neni vylouceno, zZe
v jiné soutradnici takova bariéra existuje. Vzhledem ke konformac¢nimu chovani VemP11
uvnitf tunelu je pravdépodobné, Ze bariéru je nutné popsat v jinych kolektivnich sou-

tadnicich.

3.1.3 Metadynamika mutanti VemP11

Abychom lépe prozkoumali piedpokladanou mnohorozmérnou energetickou bariéru roz-
pleteni VemP11 v ribozomalnim tunelu, provedli jsme dodate¢né simulace za vyuziti me-
tadynamiky (metaD) [63]. Simulace byly sou¢asti tréninku PhD studentky M. Cernekové
a byly provedeny se srovnatelnym nastavenim jako predeslé US simulace, t.j. s vyuzitim
vytezu tunelu a jeho okoli. MetaD byla provedena pomoci komunitné vyvijené knihovny
Plumed [97, 98] propojené s balikem GROMACS.

Simulovali jsme nékolik systému s VemP11. Kromé dvou A a B startovnich konformaci
nukleotidu U2506 jsme simulovali VemP11 s kladné nabitym N-koncem a s N-koncem
bez néboje, tj. nesoucim acetylovou skupinu. Pro kazdy systém jsme provedli tii neza-
vislé metaD simulace liSici se pocate¢nimi rychlostmi, pfi¢emz ekvilibra¢ni simulace bé-
Zely pokazdé s jinymi pocatec¢nimi rychlostmi. Startovni konformace VemP11 pochézela
vzdy z cryo-EM [93].

VVev

MetaD pouzivaly dvé kolektivni soutadnice. Z-slozku vzdalenosti tézist z US simulaci
jsme nahradili obecnéj$im gyracnim polomérem R, ktery umoznuje doddvat energii i
do stupnt volnosti, které souvisi se $itkou VemP11. R, jsme kombinovali s tzv. CMAP
souradnici, ktera charakterizuje meziatomové kontakty.

Prvni metaD jsme provedli s CMAP popisujici intramolekularni vodikové vazby VemP11,
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Obrazek 3.6: Metadynamika VemP11. Data reprezentuji 12 simulaci (3 nezavislé simulace pro
kazdy ze 4 systémt). A) Gyra¢ni polomér R, VemP11 jako funkce simula¢niho ¢asu t. B) Pro-
centudlni zastoupeni rezidui VemP11 v helikalni konformaci jako funkce simula¢niho casu t.

abychom ovéfili, nakolik brani rozpleteni a-helixu. Vzhledem k predeslym CD experi-
mentum a MD simulacim komplexu ribozom-VemP11 jsme ocekévali, Ze pro stabilizaci
helikalni struktury velkou roli hrat nebudou. Dalsi sadu metaD simulaci jsem provedli
s CMAP pro intermolekularni interakce. Vizualni inspekci a resSersi dostupné literatury
jsme vybrali dvé interakce, které jsme ovliviiovali dodatecnym potencidlem. Jednalo se
o interakce G2505-Val151 a C2610-Tyr150.

Obr. 3.6 demonstruje rozdil mezi MetaD s intramolekularnimi a intermolekularnimi CMAP
soufadnicemi. Horn{ panely ukazuji vyvoj R, ve 12 simulacich nékolika systémti s VemP11
(nelze je proto primérovat). MetaD s intramolekuldrni CMAP (vodikové vazby) vyka-
zuje pomalej$i nartst R, av pozdéjsich fazich simulaci také nizsi vzorkované hodnoty R,
oproti metaD s intermolekularni CMAP (kontakty tunel-VemP11). Dolni panely Obr. 3.6
ukazuji procentualni zastoupeni helikalnich reziduji (dle DSSP) jako funkci simula¢niho
casu. NaruSeni intramolekuldrnich vodikovych vazeb vedlo ve vétsiné simulaci ke sni-
Zeni helicity z pocatec¢nich 50 % na uroven 10-30%. a-helix VemP11 se tak rozpletl
pouze Caste¢né. Oproti tomu naru$eni dvou intermolekuldrnich kontakt mezi tunelem
a VemP11 vedlo ve vSech 12 simulacich ke kompletni ztraté a-helikdlni konformace dle
DSSP Je potreba zminit, ze v téchto simulacich byly intramolekuldrni vodikové vazby

popsany standardnim zpusobem, nebyly tedy naru$eny dodate¢nym potencidlem.

MetaD simulace potvrzuji hypotézu, Ze VemP11 je stabilizovan zejména nekovalentnimi
vazbami se sténami tunelu, zatimco intramolekularni vodikové vazby ptispivaji méneé.
Kvantifikace téchto piispévki predev$im z hlediska Gibbsovy energie je na$im tkolem
v nasledné praci. Zaroven sestavujeme systémy, kde budou interakce VemP11 naruseny
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nikoli pfidanym potencidlem, ale bodovymi mutacemi.

Mimo to se se studentem J. Cikhartem v ramci jeho diplomové prace vénujeme studiu
rtzné dlouhych analogti VemP jak byly studovéany v Ref. [81] pomoci CD spektroskopie.
Pomoci simulaci ve vodnych roztocich 2,2,2-trifluorethanolu bychom chtéli vysvétlit mo-
lekularni podstatu konformac¢niho chovani peptidd v rozpoustédle.

3.2 Dekddovani nestandardniho genetického kédu

Mala ribozomalni podjednotka je zodpovédna za cteni genetického kddu docasné ulo-
Zeného v mRNA. Kazda trojice nukleotidi na mRNA (kodon) je rozpoznédvéna trojici
nukleotidi na aminoacylované tRNA (antikodon), kterd se véze do ribozomu. Tim je
definovéan geneticky kdd, tedy sada pravidel, podle nichz se sekvence nukleotidd v mRNA
preklada do sekvence rodiciho se proteinu.

Nékteré kodony maji specialni vyznam. Napt. kodon AUG bézné slouZzi jako start ko-
don na zacatku prekladané sekvence. V bakteriich jsou tii kanonické terminac¢ni kodony
UAA, UAG, UGA, které naopak signalizuji konec translace (oznacuji se také jako stop ko-
dony). Ty nejsou rozpoznavany tRNA, ale specializovanymi proteiny, tzv. release faktory
(RF). RF rozpoznava stop kodon v mRNA a v katalytickém misté ribozomu umoznuje
hydrolyzu vazby mezi tRNA v P misté a rodicim se proteinem.

Geneticky kdéd je napti¢ organizmy relativné konzervovany, avsak existuji rozdily. Ty-
picka je napt. zména kdédu v translacnim apardtu mitochondrii, kde kodon UGA, v ja-
derném genomu pieklddany jako stop kodon, je v mitochondriich obratlovci preklddan
jako tryptofan. Jedna se o tzv. stop-to-sense zaménu, poprvé objevenou v lidskych mi-
tochondriich na konci 70. let 20. stoleti [99]. Od té doby bylo shromédzdéno mnoho
nestandardnich pfifazeni, nejen typu stop-to-sense, které jsou nejCastéjsi, ale i sense-
to-stop a sense-to-sense [ 100]. Variace genetického kédu jsou shromaZzdovany na webu
Narodniho centra pro biotechnologické informace v USA.

Ve spolupréci se skupinou M. Elidse z Ostravské univerzity jsme se zaméfili na geneticky
kéd nedavno objeveného jednobunécného eukaryotického organizmu ze skupiny bici-
kovci. Jelikoz se jednd o studii dosud nepublikovanou, nemohu sdilet tchvatné detaily
ohledné biologického kontextu. Proto se zamérim pouze na aspekt dekdédovani mRNA,
ktery jsme studovali pomoci MD simulaci.

Bitikovec pomoci kanonického stop kodonu UAG kéduje glutamin a zbylé dva stop ko-
dony vyuzivd standardné. Molekuldrni mechanismus této zdmény neni zndm. Rozpo-
znavani kanonickych stop kodont v eukaryotickych organizmech zaji$tuje jediny RF
oznacovany eRF1 (na rozdil od bakterii, kde jsou RF dva). Biochemické experimenty a
cryo-EM struktury ukdzaly, Ze za rozpoznani termina¢nich kodont jsou na eRF1 zodpo-
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Obrazek 3.7: A) N-terminalni doména eRF1 se tfemi sekven¢né konzervovanymi motivy (TAS-
NIKS $edé, GTS zelené a YxCxxxF oranzové) zodpovédnymi za spravné rozpoznani kodonu (rt-
zové, hnédé a modre). Sekven¢ni odchylky mezi eRF1 bic¢ikovce a savce jsou vyznaceny kulic¢-
kami. B) Rez eukaryotickym ribozomem s malou 40S podjednotkou tmavé a velkou 60S podjed-
notkou svétle. Vybér atomt pouZitych v MD simulacich dekddovaciho centra je oznaten modre.
Pfipraveno z cryo-EM modelu komplexu savéiho ribozomu s eRF1 (PDB 3JAG [102]). C) Priitez
kulovym simulaénim modelem. Cervené jsou oznateny &4sti podléhajici silnym poziénim ome-
zenim, ruzové ¢asti se slabymi pozi¢nimi omezenimi. Ostatni ¢4sti se pohybovaly bez pozi¢nich
omezeni. Zelené je eRF1, zluté mRNA.

védné tii konzervované motivy: T53ASNIKS, G, TF a Y150xCxxxF [101, 102] (Obr. 3.7).
U eRF1 bi¢ikovce jsme v téchto motivech identifikovali jedinou nekonzervativni mutaci
oproti lidskému eRF1, a to v motivu TASNIKS, kde prvni serin je nahrazen valinem.
V motivu YxCxxxF jsou tfi kriticka rezidua zachovana, ale z ostatnich rezidui vykazuji
tfi konzervativni mutaci, konkrétné L121M, N124S a K125H. Mimo tyto tii motivy vy-
kazuji sekvence savtiho eRF1 a eRF1 bicikovce nékolik dalsich odliSnosti. MD simulace
jsme vyuzili k otestovani hypotézy, ze eRF1 bi¢ikovce ma diky mutacim ke kodonu UAG
nizsi afinitu nez savéi eRF1.

Vytvotili jsme atomistické modely komplexu ribozomu a obou variant eRF1. Kazdy kom-
plex obsahoval mRNA s jednim z kodontt UAA, UAG a UGA. Ke stavbé komplexu jsme vy-
uzili cryo-EM model savéiho ribozomu a eRF1 s rozliSenim 3,5—3,82\ (PDB 3JAG, 3JAH,
3JAI [102]). eRF1 bicikovce jsme vytvotili bodovymi mutacemi savéiho eRF1 pomoci
programu Open Pymol s implicitnimi kritérii pro orientace postrannich fetézct. Pro jed-
noduchost jsme nezavadéli mutace do rRNA, nebot’ nejblizs$i nekonzervovany nukleotid
se nachdzel 1,2 nm od dekédovaciho centra. Diky lokalnimu charakteru dekédovaciho
centra a studovaného procesu jsme pro snizeni vypocetnich narokt simulovali pouze
kulovy vytez eukaryotického ribozomu zahrnujici rezidua velké i malé podjednotky do
vzdalenosti 4,0nm od atomu C5 z druhého nukleotidu kodonu (Obr. 3.7). Rezidua ve
vzdalenosti vétsi nez 2,8 nm od atomu C5 podléhala pozi¢nim omezenim se silovou
konstantou 500 kJmol™! nm™2. Rezidua ve vzdalenosti 3,4 nm od atomu C5 podléhala
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UAA UAG UGA

Obrazek 3.8: Konformac¢ni soubory eRF1 a kodonu. Kazdy model odpovid4 struktufe priméro-
vané pres poslednich 150 ns kazdé trajektorie.

dodate¢nym pozi¢nim omezenim se silovou konstantou 9500 kJ mol~! nm~2. Véetné sol-
ventu a iontu obsahoval simula¢ni systém asi 85000 atomu.

Pouzili jsme interakcni potencidl z rodiny Amber, stejny, jako byl pouzit v ostatnich si-
mulacich ribozomu diskutovanych v této praci. Simulacemi jsme generovali NpT sta-
tisticky soubor pfi teploté 300K a tlaku 1 bar s pouzitim v-rescale termostatu [103] a
Parrinellova a Rahmannova barostatu [104]. Pro kazdy eRF1 (sav¢i a bic¢ikovce) jsme
provedli 8 nezdvislych simulaci li$icich se v po¢ate¢nich rychlostech atomu. Pro analyzy
jsme vyuzili poslednich 150 ns z celkem 300 ns dlouhych trajektorii. Primérovanim kar-
tézskych soutadnic jsme pro kazdou trajektorii ziskali strukturni model dekédovaciho
centra ribozomu.

Inspekce strukturnich model z jednotlivych trajektorii ukdzala, ze variabilita dekddo-
vactho centra se pro jednotlivé kodony lisi a vzrista v fadé UAA, UGA, UAG (Obr. 3.8).
Kodon UAA je strukturné nejrigidné;jsi, ale konformacni soubory eRF1 savce a bi¢ikovce
se nelisi. Kodon UAG vykazuje nejvyssi variabilitu v obou variantdch eRF1.

Simulace UAG kodonu odhalily rozdil, ktery podporuje hypotézu snizené afinity eRF1 bi-
¢ikovce oproti UAG kodonu oproti savéimu. Na zakladé cryo-EM struktury Brown et al.
uvedli [102], Ze pro sprdvné rozpozndni tieti pozice kodonu (sav¢iho) je stézejni vo-
dikova vazba mezi Thr32 eRF1 a aminoskupinou guaninu v UAG. MD simulace vSak
naznacuji, Ze tato vodikova vazba je v dekddovacim centru s eRF1 bic¢ikovce narusena
(Obr. 3.9). Median vzdalenosti Thr32-Gua(3) v sav¢im dekédovacim centru, jak je na-
znaceno na Obr. 3.9A, je 4,0 A, zatimco u bi¢ikovee jeto 5,6 A. Toto oslabeni interakce
je spojeno s konforma¢ni zménou smy¢ky pobliz motivu Go¢TS. Z hlediska téchto zmén
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Obrazek 3.9: Interakce eRF1 s kodonem. A) Detail interakce Thr32 s tfetim nukleotidem kodonu
UAG pro eRF1 savce (modie) a bi¢ikovce (¢ervené). Rozdil v konformacich smycek obsahujicich
GTS a TASNIKS motivy pro dva eRF1 je naznacen Sipkami. Dvé nekonzervovana rezidua jsou
vyznacena zluté. Helixy H2 a H3 jsou oznaceny podle jejich potadi v N-termindlni doméné eRF1.
Jednd se o modely ziskané priimérovanim pres poslednich 150 ns vSech 8 nezdvislych trajektorii.
B) Vzdalenost mezi Thr32 a Gua(3) vypoctend z 8 nezavislych trajektorii. P-hodnota pro nulovou
hypotézu, Ze mediany jsou identické, je 0,00060 s vylouc¢enim jednoho odlehlého vysledku pro
savci komplex.

muze byt vyznamnd i mutace rezidua 29 pobliZ motivu, kterym je u savc nebo bi¢ikovet
se standardnim genetickym kddem nenabity Asn nebo Ser. U studovaného bicikovce se
stop-to-sense zménou genetického kddu je to Asp, jehoz postranni fetézec nese zaporny
néboj, coz dle nagich simulaci vede k posunu smy¢ky asi o 2 A.

Bodova mutace serinu na valin v TASNIKS motivu je z pohledu guaninu v UAG loka-
lizovana na zadni strané helixu 2 (Obr. 3.9A). PfestoZze pfimo neovliviiuje interakci s
uracilem v pozici 1 na kodonu, miiZe mit souvislost s posunem celého motivu o 1,5A
v dekddovacim centrum bi¢ikovce oproti savéimu, jak naznacuji simulace. Z toho usuzu-
jeme, Ze tyto dvé konformacni zmény oslabuji interakci eRF1 s UAG kodonem v pripadé
bicikovce.

Presnéjsi vypocty jsou prakticky proveditelné. Napt. Lind et al. studovali rozpoznani ter-
minacnich kodont v mitochondriich [105]. Kromé simula¢ni strategie pouZzité nami (po-
rovnavani nezdvislych trajektorii) vypoditali i relativni Gibbsovy energie pro rizné kom-
plexy mitochondridlnich RF a kodond. Vzhledem k rozsahu nasi studie vybraného biéi-
kovce a jejimu biologickém zaméfeni jsme se spokojili s kvalitativnimi zdvéry podloze-

nymi strukturnimi tvahami.

3.3 Allostericky prenos signdlu ribozomem

Funkci ribozomu neni pouze katalyzovat vznik peptidovych vazeb. Ribozom je vyznam-
nym ¢initelem v koordinaci procest ptidruzenych k translaci. Napf. v bakteriich je trans-
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lace na ribozomech tzce spjata s transkripci DNA do mRNA. Proto je ribozom casove i
prostorové synchronizovan s RNA polymerazou. Takovy biomolekulovy komplex, ktery
zpracovava DNA a produkuje protein, je oznacovan jako expresom. Dle aktualnich cryo-
EM modeld je v expresomu nékolik ribozomélnich protein malé ribozomélni podjed-

notky vyznamné zapojeno do interakce s polymerazou [106, 107].

Ribozom také slouzi jako logicky uzel pro kotranslacni a posttransla¢ni modifikace rodi-
cich se proteinti [5]. VAZe se na néj fada transla¢nich faktort, které ovliviiuji smétovani
zrozeného proteind. Patii sem napt. signal rozpoznévajici ¢astice (SRP z angl. signal reco-
gnition particle), diky niz jsou membranové proteiny navadény béhem translace ptimo
do membrany. Vzhledem k velikosti ribozomu pfesahujici 20 nm vyvstava otazka, jak
jsou tyto interakce koordinovany.

Na povrch velké ribozomalni podjednotky se také vaze tzv. peptidova deformyldza (PDF),
enzym, ktery v bakteriich a n€kterych organelach eukaryot odstranuje z N-konce rodi-
ctho se proteinu signalni formylovou skupinu. Bingel-Erlenmeyer et al. [108] pomoci bi-
ochemickych experimentt a cryo-EM ukazali, Ze PDF tiidy I se na ribozom vaze pomoci
C-termindlniho a-helixu PDE ktery interaguje s r-proteinem ul.22. Tento protein m4, po-
dobné jako i jiné r-proteiny, specifickou konstrukci. Globularni doména uL22 na povrchu
ribozomu je propojena s prodlouzenou smyckou, ktera sahd do nitra velké podjednotky.
Spitka prodlouZent tvoti ¢4st ribozomalniho tunelu, a je tak v kontaktu s kazdym rodicim
se proteinem, ktery tunelem projde. A projdou jim vSechny!

Polozili jsme si otdzku, zda-li je informace o vazbé PDF prendsena do nitra velké ri-
bozomdlni podjednotky. Nabizela se hypotéza, Ze by takovy prenos mohl allostericky
zprostiedkovavat r-protein uL22. Pomoci MD simulaci kompletniho ribozomu jsme se
pokusili hypotézu ovéfit. Studie byla soucdsti bakalarské prace H. McGratha [109] a
PhD tréninku M. Cernekové. Vysledky a z4véry studie jsou ve formé preprintu dostupné

online [82] a prace je v recenznim fizeni.

Studovany systém je na Obr. 3.10A. Atomarneé rozliSena struktura komplexu ribozom—
PDF potiebna pro MD simulace nebyla dostupnd. Proto jsme ji sestavili z atomistickych
modeld jednotlivych sou¢asti komplexu, a to E. coli ribozomu (PDB 5AFI [7]), komplexu
ribozomu s C-termindlnim helixem PDF (PDB 4V5B [108]) a kompletni izolované PDF
(PDB 2AI8 [110]). Provedli jsme 4 nezdvislé atomistické MD simulace ozna¢ené PDF+,
kazdou o délce 1040 ns. Abychom ur¢ili vliv PDF na konformac¢ni chovani ribozomu, pro-
vedli jsme pro srovnani také 4 nezavislé simulace ribozomu bez PDF (oznacené PDF-).
MD simulace vyuzivaly pro ribozom béZny aparat algoritm@ uvedenych v sekci 2 Metody
vcetneé silového pole z rodiny Amber.

Cryo-EM struktura reportujici o interakci PDF a ribozomu byla zaloZzena na zkraceném
modelu PDE ktery obsahoval pouze C-termindlni a-helix. Nase simulace jsou tak prvnim

zdrojem informaci o interakci kompletni PDF s ribozomem na atomarni tirovni.
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Obrazek 3.10: A) Komplex ribozomu s peptidovou deformylazou (PDF) pouzity pro MD simu-
lace. Sedé jsou oznateny velk4 50S podjednotka, mal4 30S podjednotka, modte PDF a ostatnimi
barvami r-proteiny v blizkosti interak¢niho rozhrani. B) Vizualizace prvnich t¥i hlavnich kompo-
nent (PC) ze tif ortogondlnich pohledd.

Simulace ukézaly, Ze kontakt mezi PDF a ribozomem neni pouze skrze C-termindlni
a-helix, nybrz i ¢asti katalytické domény. Analyzou soutadnic PDF jsme prokazali, Ze
PDF vykondva na povrchu ribozomu rozsahly pohyb na ¢asovych skaldch pod 1 us
(Obr. 3.10B). Analyza hlavnich komponent odhalila, Ze vzdjemny pohyb PDF a ribo-
zomu lze popsat nékolika madlo kolektivnimi souradnicemi. Prvni 3 hlavni komponenty
popisuji 92 % celkovych fluktuaci kartézskych souradnic PDE

Analyzy experimentdlnich modelt uL.22 a modelt ziskanych z MD simulaci shodné na-
znacily, ze PDF ovliviiuje strukturu dvou ¢asti uL22: povrchové smycky, kterd je soucdsti
rozhrani ribozom-PDE a $picky prodlouzeni ul.22, ktera saha do tunelu a od PDF je
vzdalena priblizné 5 nm. Tento nelokalni strukturni efekt jsme dale studovali metodami
pokrocilé statistické analyzy.

Pomoci regrese hlavnich komponent (PCR, z angl. principle component regression), kterd
je jakymsi rozsifenim PCA a v kontextu biomolekul byla dfive oznacena jako Functional
Mode Analysis [111], jsme vytvotili klasifikator pfitomnosti PDF na povrchu ribozomu.
Ke klasifikaci jsme pouzili rizné ¢asti ribozomu s predpokladem, Ze ¢&sti poskytujici
spolehlivou klasifikaci jsou peptidovou deformyldzou piimo ovliviiovany.

Kromé trividlniho vysledku, Ze pritomnost PDF dobte koreluje se strukturou povrchové
smy¢ky ve vazebném misté PDE umoznila PCR odhalit nékolik podstatnych faktt. Pro-
kézali jsme, Ze pro spolehlivou predikci pfitomnosti PDF je nutné zahrnout postranni
retézce ulL22; patet uL22 poskytovala slabou predikci. Zaroven jsme ukazali, Ze dobrou
predikci poskytuje i Spicka ul.22 v tunelu a rRNA v jejim nejblizsim okoli.
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Obrazek 3.11: Pienos allosterického signalu mezi vazebnym mistem peptidové deformylazy
(PDF) na povrchu ribozomu a nitrem ribozomu. Atomy, které jsou z hlediska PCR klasifikatoru
nejvice citlivé na pfitomnost/absenci PDF na povrchu ribozomu, jsou vyznaceny zluté (na uL22)
nebo riZové (na rRNA).

Nejlépe pritomnost PDF predikoval rozsahly vybér rezidui zahrnujici uL22 vcetné po-
strannich fetézct a rRNA tvotici povrch ribozomdlniho tunelu (Obr. 3.11). Na zdkladé
analyzy vystupti PCR jsme navrhli, Ze pfenos allosterického signalu mezi vazebnym mis-
tem PDF na povrchu a nitrem ribozomu probiha skrze rRNA nukleotidy pobliz C-konce
PDE

MD simulace a strukturni analyzy experimentdlnich dat tedy naznacily, ze vazba PDF
ovliviiuje strukturu a dynamiky vnitinich ¢asti ribozomu. Fyziologicky vyznam vsak neni
ziejmy. Predeslé biochemické experimenty ukazaly, Ze asocia¢ni konstanta PDF neni za-
visla na transla¢nim statusu ribozomu; PDF se vaZe stejné silné nezavisle na tom, jestli je
v tunelu pritomny rodici se protein nebo ne [112]. Lze spekulovat, Ze nelokalni zmény
v ribozomdlnim tunelu mohou ovliviiovat prichod rodiciho se proteinu z katalytického
mista ven z ribozomu. JelikoZ r-protein ulL22 tvori nejuzsi misto tunelu, mohou mit i
malé zmény v jeho dynamice vyznam pro kinetiku transportu rodiciho se peptidu, a to
zejména v nejranéjsi fazi elongace (Obr. 3.1B), kdy se N-konec rodictho se peptidu stile
nachazi uvnitt tunelu. V pozdéjsich fazich je totiz translokace proteinu tunelem tizena
silou, kterou generuje kotransla¢ni baleni vné ribozomu [113].

Projekt rozvijime dvéma sméry. PfiSlo ndm zajimavé, ze PDF tfidy I se vaze na povrch
ribozomu pomoci C-termindlniho a-helixu. Jak se vdZou jiné t¥idy PDF zistava neobjas-
néno. Béhem Stredoskolské odborné ¢innosti se J. Kubitek vénoval zkoumani variability
peptidovych deformylaz [114]. Pomoci PCA proteinové databdze definoval 5 klastrti a v
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kazdém klastru nasel vhodného reprezentanta pro dalsi vyzkum. Spole¢né se student-
kou bakalatského programu A. Hradkovou se nyni vénuji popisu konformac¢niho chovani
C-terminalnich ¢éasti PDF ve vodném prostiedi (mimo ribozom), a to jak v pritomnosti
katalytické domény PDE tak bez ni. Od MD simulaci si slibujeme lepsi pochopeni va-
zebnych moznosti ostatnich ttid PDE Druhym smérem je rozvoj algoritmi pro popis
dalokodosahové allosterie, kterému se v ramci diplomové prace vénuje H. McGrath.
Chtéli bychom vyuzit algoritmy strojového uceni pro védecké problémy podobné vazbé
ribozom-PDE

3.4 Konformacni preference fragmentti ribozomalnich proteini

Ribozom, jako slozity nukleoproteinovy komplex, formovala evoluce na zakladé plejady
okolnosti. Predpoklada se, Ze evoluc¢né starsi ribozomy byly jesté jednodussi nez soucas-
né bakterialni. Odpovida to i trendu ve slozitosti modernich ribozomt, kdy eukaryotické

ribozomy jsou sloZzitéjs$i nez prokaryotické.

Bokov et al. formulovali model evoluce ribozomu, tzv. Accretion model. Sklada se ze 6 ca-
sovych fazi pro bakteridlni ribozom a dvé dalsi ptidava pro eukaryoticky ribozom [115].
Absolutni stafi fazi neni znamo az na fazi VI, o které se predpoklada, Ze nastala pred asi
3,9 miliardami let [116]. V prvnich dvou fazich byl ptedchlidce moderniho ribozomu
proteint prosty a prvni proteinové ¢dsti se zabudovaly az ve fazi I1I [117]. I katalytické
misto velké podjednotky moderniho ribozomu je naptic¢ taxonomickymi jednotkami silné

konzervované a skldda se pouze z rRNA [11].

Na zdkladé euklidovské vzdalenosti fragmentt r-proteinti od nitra ribozomu lze urcit
jejich stari. Kovacs et al. vyuzili Accretion model a obohatili jej o r-proteiny. Pfedpokla-
dali, Ze moment zaclenéni fragmentu r-proteinu do praptfedka ribozomu se shoduje se
stafim rRNA, se kterou fragment interaguje. Rozdélili fragmenty r-proteinti podle jejich
stari do fazi III-VI [117].

Dtsledkem toho je, ze moderni r-proteiny jsou slozené z nékolika evolu¢né rtizné starych
domén. Evolu¢né mlada globuldrni doména je exponovana na povrchu ribozomu a do
nitra zasahuji evoluc¢né star$i smycky nebo vybézky. Nékteré vybézky maji dobte defino-
vanou sekundarni strukturu, napt. vybézek uL22 tvori f-list, uL.2 ma kratkou a-helikalni
cast, jiné jsou neusporadané (napt. uL3). Principy, podle kterych probihala po¢ate¢ni se-
lekce fragmentu r-proteind, v§ak nejsou znamy.

Se skupinou K. Hlouchové z vyzkumného tstavu BIOCEV jsme se zamérili na otazku,
jakym zpusobem probihal prvotni kontakt mezi proteinovymi fragmenty s prapiedkem
ribozomu slozenym pouze z RNA. Vybrali jsme nékolik r-proteinti s charakteristickymi
strukturnimi motivy a studovali jejich konformacni chovani. Jejich struktury z moder-
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Obrazek 3.12: Vybrané r-proteiny a jejich fragmenty studované pomoci atomistickych MD si-
mulaci zvyraznéné zelené. Struktury odpovidaji ribozomu bakterie T. thermophilus, PDB 7MD7
[118]

fragment rezidua  sekvence pocet +/-°
ul2 219-241 PHVRG AAMNP VDHPH GGGEG RAP 2/2
ul.3 136-153 RHPGS IGNRK TPGRV YKG 5/0
ul13 71-86 IYTRY SGYPG GLKKI P 3/0
ul22 82-99 LKRVL PRARG RADII KKR 7/1

Tabulka 3.1: Primérni struktury fragmentii vybranych r-proteinti. Cislovani odpovid4 bakterii T.
thermophilus. * znadi pocet kladné a zdporné nabitych postrannich fetézct.

niho bakteridlniho ribozomu (T. thermophilus, PDB 7MD7 [118]) jsou uvedené na Obr. 3.12
a sekvence v Tab. 3.1. Pro nékteré r-proteiny existuji i experimentalné urcené struktury
mimo ribozom (napt. pro ul22, PDB 1BXE [119]). Pomoci atomistickych MD simulaci
jsme se pokusili objasnit, jestli evolu¢né staré fragmenty maji vnitini preferenci, tj. na
urovni sekvence rezidui, vyskytovat se v konformacich, jaké zaujimaji v modernim ribo-
zomu. Nebo bychom mohli naopak tvrdit, Ze jejich struktura v ribozomu je plné indu-
kovana prostiedim a interakcemi s rRNA.

Na projektu jsme pracovali se studentem P. Linhartem, ktery se v ramci své bakalarské
prace zaméril na fragment r-proteinu ulL22 [120]. Pfi ptipravé na diplomovou praci
nasledné rozsifil sadu proteint a na zdkladé zkuSenosti s uL22 aktualizoval simula¢ni
protokol. K nékterym fragmenttim jsme méli k dispozici data z nukledrni magnetické
rezonance (NMR), a to chemické posuny vybranych atomt a vystupy programu TALOS-
N [121, 122, 122]. Ten poskytuje odhady dihedrdlnich tihla ¢ a ) a na jejich zdkladé
Kklasifikuje sekundarni strukturu rezidui do tii kategorii: helix, extended a coil.

Simulace jsme provedli pomoci dvou silovych poli optimalizovanych pro popis rovno-
vahy strukturovany-nestrukturovany protein, konkrétné CHARMMS36m ze skupiny A. D.
MacKerella [2] a A99SB-disp ze skupiny D. E. Shawa [1]. Ocekavali jsme, Ze se frag-
menty budou chovat jako IDPs. NasvédCuje tomu napt. vysoké zastoupeni rezidui s ba-
zickymi a kyselymi postrannimi fetézci typické pro IDPs. Termindlni rezidua byla mo-
delovana jako nabitd, tedy se skupinami —NH;r a —COO™. Modely vody byly pouzity
v souladu s parametrizaci jednotlivych silovych poli. CHARMM36m jsme kombinovali
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Obrazek 3.13: 32 pocatecnich konformaci fragmentu ul22 vygenerovanych MD simulaci
v plynné fazi pti teploté 500 K. A) Proteinova patef. B) Proteinova patei a nevodikové atomy.

s tiisttedovym modelem vody TIP3P [48], zatimco A99SB-disp se ¢tytstiredovy modelem
odvozenym od TIP4P-D [123].

Pro zlepseni vzorkovani konformac¢niho prostoru a pro dekorelaci pocate¢nich podminek
jsme nejprve pro kazdy fragment vygenerovali 32 pocate¢nich konformaci (pro ilustraci
ulL22 na Obr. 3.13). Konformace pochdzely z 65ns dlouhé MD simulace v plynné fazi
provedené pti 500K z pln€ natazené konformace peptidu. Prvni nanosekunda byla vyu-
zita k ekvilibraci. Nasledné byly konformace ukladany kazdé 2 ns. Kazdou konformaci,
takto vygenerovanou v plynné fazi, jsme vlozili do periodického boxu tvaru rhombic-
kého dvanactisténu a solvatovali explicitnimi molekulami vody. Iontové podminky jsme
nastavili tak, aby iontova sila roztoku NaCl odpovidala NMR méfenim, coz vedlo ke
koncentraci NaCl 38 mmol dm 2.

Produkéni simulace probéhly pfi konstantni teploté 300K a tlaku 1 bar s pouzitim Bus-
siho termostatu [ 103] a Parrinellova-Rahmanova barostatu [ 104]. Délka kazdé trajekto-
rie byla 330 ns. Pro kazdy fragment jsme tedy ziskali konformacni soubor ekvivalentn{
10,56 s, ktery jsme analyzovali. Simulace béZely na superpocitaci Karolina ve vypocet-
nim centru IT4Innovations v Ostrave.

Sesbirané vysledky slouZily ke tfem hlavnim ucelim. Zaprvé jsme chtéli porovnat cho-
vani fragmentt ve vodném prosttedi a v ribozomu a hledat pfipadné evolu¢ni implikace.
Zadruhé, NMR méfeni poskytla referencni data pro MD simulace, coz umoznilo zhodno-
tit simula¢ni protokol a porovnat kvalitu silovych poli. Zatteti jsme chtéli porovnat silova
pole i pro veli¢iny, pro které nemame referen¢ni data. Rada studif totiz ukézala, Ze popis
nestrukturovanych proteint mtize byt na silovém poli silné zavisly [37, 124, 125].

Sbalovani fragment{ jsme sledovali pomoci gyratniho poloméru R,. Jeho hustoty prav-
dépodobnosti ziskané z usekd trajektorii mezi 130 a 330 ns jsou na Obr. 3.14. Z hlediska
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Obrdzek 3.14: Hustota pravdépodobnosti p pro gyra¢ni polomér R, pocitany pomoci silového
pole A99SB-D [1] (modfe) a C36M [2] (Cervené). Linky reprezentuji stfedni hodnotu ptes 32
nezavislych simulaci, barevna plocha reprezentuje smérodatnou odchylku. Pro konstrukei p byly
pouzity useky trajektorii v rozmezi 130-330 ns.

R, byl nejméné sbaleny ul.22, coZ lze vysvétlit nejvy$$im poctem nabitych postrannich
fetézcl mezi sadou studovanych fragmentt. Vicestavové chovéni lze vypozorovat u uL3
a uL13. Pro R, jsme pozorovali velmi dobrou shodu obou silovych poli, a to zejména
u fragmentt ul.2 a uL13.

Sekundarni strukturu jsme v MD simulacich kvantifikovali algoritmem DSSP [69]. Hlav-
nim zévérem je, ze vSechny studované fragmenty r-proteint se chovaji jako nestruktu-
rované, pricemz nejméné strukturovany je ulL22. Termindlni ¢asti fragmentt vykazuji
méné sekundarni struktury nez centralni ¢asti. Je to ziejmé z Obr 3.15A, ktery ukazuje
procento simula¢niho ¢asu, ve kterém byla jednotliva rezidua klasifikovana jako nestruk-
turovand (DSSP tfida coil). Pro konstrukce profild byly pouzity dseky trajektorii mezi
130 a 330 ns. Vzhledem k silovym polim jsou tyto zavéry robustni, nebot’ profily se pro
obé silova pole shoduji kvantitativné pro vétsinu rezidui.

Daéle jsme kvantifikovali procento simulac¢niho ¢asu v helikdlni a extended konformaci
dle TALOS-N Klasifikace (Obr. 3.15BC). Pro potieby srovndni osmi tfid DSSP s algorit-
mem TALOS-N, ktery definuje tfidy pouze tfi, jsme za helikalni povazovali DSSP tiidy
a-helix a 3/10-helix, a za extended p-strand a B-bridge. VSechny fragmenty vykazovaly
nizké zastoupeni jak helikalni, tak extended konformace, a to v NMR méfenich i MD
simulacich. Vyjimku tvoii uL22, u néhoz bylo okoli rezidua 14 na zakladé NMR dat kla-
sifikovano jako docasné (40 %) helikalni a okoli rezidua 5 do¢asné (70 %) v extended
konformaci. Vysledky MD simulaci vSak pro uL22 ukazuji niz$i podil sekundarni struk-
tury, obvykle méné nez 20 %.

Chtéli jsme lépe porozumét konformaénimu chovani fragmentt a zdanlivému nesouladu
Kklasifikace sekunddarnich struktur nékterych rezidui mezi NMR a MD simulacemi. Proto
jsme se zaméfili na dihedrdlni hly ¢ a 1 proteinové patefe. V MD simulacich je 1ze
spocitat ptimo z kartézskych soutadnic. TALOS-N uhly pocitd z chemickych posuni a
nasledné z Ghla vyvozuje sekundarni strukturu.
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Obrazek 3.15: Profily sekundérni struktury dle algoritmu DSSB zaloZeném na simula¢nich datech
v silovém poli A99SB-D [1] (modfe) nebo C36M [2] (¢ervené), a algoritmu TALOS-N z NMR
experimentt (¢erné). Body reprezentuji sttedni hodnotu pfes 32 nezdvislych simulaci, barevna
plocha reprezentuje smérodatnou odchylku, linky byly ptidany pro ptehlednost. Pro konstrukci
profilti byly pouZity useky trajektorii v rozmezi 130-330 ns.
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Porovnali jsme hodnoty ihlti v MD simulacich s hodnotami vypoc¢tenymi z NMR chemic-
kych posunu. Pro ilustraci, Obr. 3.16 ukazuje hodnoty dihedrélnich dhla ¢ pro jednotliva
rezidua fragmentu ulL2 (mimo terminalnich). Z hlediska MD simulaci se jedna o hustoty
pravdépodobnosti potitané z tisekdt 32 nezavislych trajektorii mezi 130 a 330 ns. Z he-
diska NMR jde o hustoty pravdépodobnosti aproximované Gaussovou funkci, kde ma-
ximum je v hodnoté “PHI” spoctené algoritmem TALOS-N a polosiika odpovida odhadu
chyby “DPHI,” kterou TALOS-N pro kazdé reziduum také uvadi. Kvalita NMR vystuptu
neni stejnd: TALOS-N rozliSuje 4 tridy spolehlivosti, sestupné Strong, Generous, Dyn a
Warn. Ty jsou v Obr. 3.16 rozliSeny barevné. Obrazek také obsahuje informace o konfor-

maci peptidu nalezené v ribozomu (PDB 7MD7 [118]).

Je zfejmé, ze v ul.2 jsou pro vétsinu rezidui MD simulace v souladu s NMR méfenimi.
Hodnoty ¢ pro rezidua Asn-9, Pro-10, Asp-12, His-13 a Pro-14, jejichz odhady TALOS-N
Klasifikoval jako spolehlivé (Strong nebo Generous), kvantitativné odpovidaji hodnotam
z MD simulaci. Zaroven data naznacuji, Ze hustoty pravdépodobnosti thld ve vodném
prostiedi odpovidaji hodnotdm nalezenym v ribozomu. Poznatek je platny zejména pro
Lvnitin{“ rezidua, tj. ta, kterd jsou daleko od konct peptidu. V tomto ohledu tedy sek-
vencné stredni cast strukturné ,pasuje“ do prostiedi ribozomu a zda se, ze ribozom
populace thlu ¢ vyrazné neméni.

Analyza jednotlivych rezidui demonstrovand na fragmentu ulL2 také potvrzuje nestruk-
turovany charakter peptidu. Mnoho rezidui ma hustoty pravdépodobnosti tthlu ¢ vice-
modalni (napt. Gly-5, Met-8, nebo Arg-21). Poukazuje to zdroven na fakt, ze prumé-
rovani téchto thll pfes simulaéni trajektorie je nevhodné a mohlo by vést k chybnym
zavérum. Napf. Gly-20 vykazuje dvé maxima okolo 80° a -80° se stiedni hodnotou v 0°,
coZ by naznacovalo neshodu s tthlem 70° nalezenym v prostfedi ribozomu. Ve skutec-
nosti se tihel ¢ pohybuje v okoli této hodnoty asi 50 % simulac¢niho casu.

Je zfejmé, Ze porovnani provedenych NMR experimentti a MD simulaci neni ptimocaré
a nesoulad Klasifikace sekundarnich struktur je jen zdanlivy. Techniky negeneruji veli-
¢iny, které by byly ptimo porovnatelné, jak je naznaceno na Obr. 3.17, proto je bud’ ze
strany NMR, nebo MD simulaci potfeba kompromisu. NMR chemické posuny jsou po-
moci TALOS-N ptepocteny na thly ¢ a 1 a klasifikovany do tf{ motivii sekundérnich
struktur. MD simulace generuji kartézské souradnice, z nichz Ize tihly vypocitat ptimo.
Ze simulaci Ize klasifikovat sekundarni struktury analyzou vodikovych vazeb v DSSP
Bylo by v principu mozné pouzit totoznou klasifikaci jako TALOS-N a klasifikovat dle ¢
a . Z MD simulaci 1ze také vypocitat chemické posuny nékterou z empirickych metod.
Napt. skupina M. Vendruscola vytvotila algoritmus CamShift [126], ktery je na zdkladé
empiricky definovanych souvislosti mezi chemickymi posuny a meziatomovymi vzda-
lenostmi schopen pocitat chemické posuny ze zndme konformace proteinu. Jelikoz je

definovéana i derivace (zobecnénd sila) vztahu chemicky posun-vzdalenost, je mozné
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Obrazek 3.16: Torzni thel ¢ pro rezidua fragmentu ulL2. Modré plochy reprezentuji hustoty
pravdépodobnosti vypoétené z tseki vSech nezavislych trajektorii mezi 130 a 330 ns s pouzitim
silového pole A99SB-D. Linky byly konstruovany z vysledkt algoritmu TALOS-N, kdy stfedni
hodnota odpovida hodnoté ,PHI“ a variance je odvozena z odhady chyby ,DPHI“. Barva linky
odpovida Klasifikaci spolehlivosti vysledku, kterou TALOS-N uvadi v sestupném poradi: Strong,
Generous, Dyn a Warn. Sipky zna¢i hodnoty tihlu nalezené v ribozomu bakterie T. thermophilus
(PDB 7MD7 [118]).
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Obrézek 3.17: Srovnéni veli¢in méfenych nukledrni magnetickou rezonanci (NMR) a vystupt
MD simulaci.

CamShift pouZit v pribéhu MD simulace ke kalibraci silového pole [127].

Ve studiu fragmentt r-proteint déle pokracujeme. Prvotni porovnani chemickych po-
sunt vypocéitanych algoritmem CamShift naznacuje, ze budeme schopni kalibrovat kon-
formacni statistické soubory, aby lépe reprezentovaly NMR data. Jelikoz je prostredi
ribozomu kvili rRNA péteti silné elektricky nabité, nabizi se také moznost zamérit se na
vliv iontového prosttedi peptidi na jejich konformaéni preference.

3.5 Dynamika nejuzsiho mista v tunelu bakteridlniho ribo-

zomu

Kazdy protein v zivém organizmu je syntetizovan na ribozomu a opusti jej tunelem ve
velké ribozomalni podjednotce. Fyzikalné chemické a geometrické parametry tunelu
jsou proménlivé. Méni se od katalytického mista smérem Kk usti, ale také v duasledku ter-
maélnich fluktuaci a konformacnich pohybti. Napt. Petrone et al. na zdkladé MD simulaci
ukazali [128], Ze kratké postranni fetézce aminokyselin (jako methan pro Ala, acetat
pro Asp), vykazuji rozdilné Gibbsovy energie na rtznych mistech tunelu. Predikovali
bariéru Gibbsovy energie v koncové c¢asti tunelu blizko usti pro transport aminokyse-
likovych zbytkd. Dao Duc etal. analyzovali struktury ribozomélniho tunelu v nékolika
organizmech [129]. Ukdzali, ze tunely vy$$ich organizma jsou v priméru uz$i nez tunely
bakterii.

Nejuz$im mistem bakteridlniho ribozomu je ztZeni tvotené smyckami r-proteinti uL4 a
uL22. Polomér zuzeni je asi 0,4 nm [129]. V eukaryotickych ribozomech existuje druhé
zuzeni, asi o 2 nm vzdalenéjsi od katalytického mista nez prvni ztizeni, které muze byt
jeSté uzsi nez prvni ztzeni.

ZuzZeni tvorené $pi¢kami proteint ul4 a ulL22 je sekven¢né i strukturné konzervované.
Pfitom jeho funkce, neni zndma. Obsahuje mnoho bazickych postrannich fetézct, coz by
mohlo naznacovat, Ze bude citlivé na sekvenci rodiciho se peptidu. Na zakladé bioche-
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Obrazek 3.18: Schéma simulovaného systému v kontextu bakteridlniho ribozomu. Mala ribo-
zomalni podjednotka 30S je tmaveé, velkd ribozomdlni podjednotka je svétle, simulovany vytez
modre. R-proteiny ul4 (zelen€) a uL22 (zluté) tvorici zizeni jsou zobrazeny pro prehlednost
celé, ale v simulaci byly ofezany, jak je naznaceno teCkovane.

mickych analyz regulacniho peptidu SecM, ktery zpiisobuje transla¢ni uvéznéni [80],
dosli Nakatogawa a Ito k zavéru, Ze zdzeni slouZzi jako rozliSovaci brana (v orig. discri-
minating gate) [130]. Dal$im zkoumdanim ale bylo prokdzano, i na zakladé MD simulaci,
Ze mechanismus transla¢niho uvéznéni SecM spociva v sekvencné zavislych konformac-
nich zméndch katalytického centra [131, 132]. V blizkosti ztizeni se také vaze vyznamna
trida tzv. makrolidovych antibiotik, které allostericky inhibuji katalytické misto ribo-
zomu [133, 134]. ZiZeni tunelu mize mit také vliv na kotransla¢ni baleni a kolaps
nékterych domén rodiciho se proteinu [135].

Se studentkou T. Svatoriovou jsme se v ramci jeji diplomové prace zaméftili na studium
zuzeni tunelu v ribozomu bakterie E. coli [136]. Provedli jsme MD simulace kulového

vytezu okoli ztizZeni a sestavili Markovovsky stavovy model dynamiky ztzeni.

K simulacim jsme vybrali rezidua ve vzdéalenosti mensi nez 3,5nm od ul4:Gly64 a
ulL22:Arg92 (Obr. 3.18). Do vzdélenosti 2,5 nm byla rezidua volné pohybliva, za touto
vzdalenosti byl systém fixovan pozi¢nimi omezenimi se silovymi konstantami 2000 kJ mol~! nm™2.
Simula¢ni protokol byl stejny jako v ptipadé dekéddovaciho centra nebo VemP (sekce 3.1
a 3.2). Strucné, pouzili jsme silové pole z rodiny Amber, generovali NpT statisticky sou-
bor pfi teploté 300K a tlaku 1 bar a provedli jsme 8 nezavislych simulaci, kazdou o délce
1,5 ps. Startovni konformace systému jsme vygenerovali kratkou NVT simulaci pti 400 K
a s rozdilnymi poc¢ate¢nimi rychlostmi. Pro ucely analyz byly $pi¢ky r-proteint defino-
vany jako rezidua 60-69 v ulL4 a 86-94 v uL22.

Nejprve jsme analyzovali $ffku ztZeni jako funkci simulaéniho ¢asu. Sitka byla defi-
novana jako vzdélenost d tézist $picek proteint uL4 a uL22. K analyzdm jsme pouzili
useky trajektorii mezi 500 a 1500 ns. PMF reprezentuje fez plochou Gibbsovy energie ve

vybrané soufadnici, zde vzhledem ke vzddlenosti tézist $pic¢ek r-proteind. Hustoty prav-
dépodobnosti p pro vzdalenosti tézist’ d jsou uvedené na Obr. 3.19A. Data z jednotlivych
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proteint uL4 a uL22. A) Hustoty pravdépodobnosti p vzdélenosti d vypoctené z 8 nezdvislych
MD simulaci (modré plochy) a z agregovanych dat. B) Potencidl stiedni sily (PMF) jako funkce
vzdalenosti tézist d.

trajektorii se sice prekryvaji, ale nejpravdépodobnéjsi hodnoty jsou v Sirokém rozsahu
od asi 1,5nm do 1,8 nm.

PMF zkonstruovany z histogramu dat agregovanych ze vSech trajektorii tak vykazuje $i-
ze $picky ul4 a ul44 se mohou pohybovat v relativné Sirokém rozmezi; priblizit je-
jich tézisté bliz nez na 1,4 nm ale vyzaduje pirekonat bariéru Gibbsovu energii vyssi nez
10kJ/mol. Jedna se spi$ o kvalitativni vysledek, nebot pravé ve vysokoenergetickych
oblastech vzorkuji MD simulace konformacni prostor mdlo a PMF je zatizena vysokou
chybou. Re$eni nabizi metody rozéifeného vzorkovani, jako je umbrella sampling nebo
metadynamika. Zaroven je tfeba poznamenat, Ze tvar PMF pro prazdny tunel nemusi
byt pro translaci a postup rodictho se proteinu tunelem rozhodujici. S kazdou ptidanou
aminokyselinou se totiz hyperplocha Gibbsovy energie méni, a bylo by proto zajimavé
se v budoucnu soustfedit i na tunely s rodicim se proteinem.

Globdlné nejnizsi vzdédlenost libovolnych dvou atomt z obou $pi¢ek byla 0,26 nm. Pres-
toze se jednalo o kratkodoby kontakt, mtize byt zajimavé vysvétlit okolnosti, za kterych
knému doslo. Dlouhodobéjsi ptiblizeni obou $picek, které by mohlo mit fyziologické
dtsledky, jsme v$ak nepozorovali.

Dynamiku ztzeni jsme chtéli popsat v terminech nékolika mdalo proménnych, idedlné
s pfimym propojenim ke strukturnim informacim. Vhodnym ramcem pro popis takovych
systému nabizi Markovovské stavové modely (MSM) [75, 137]. MSM reprezentuji dyna-
miku systému jako preskoky mezi diskrétnimi stavy. Pfeskoky jsou tzv. bez paméti, coz
znamena, Ze pravdépodobnost preskoku ze stavu A do stavu B nezdvisi na stavu, ktery
predchazel A. Pro popis biomolekul byl vytvoren rozsahly ekosystém teoretickych kon-
ceptt, knihoven a nastroji [138-141], coZ zna¢né usnadnuje aplikaci MSM na konkrétni
problémy. My jsme vyuZili balik PYEMMA [140]. Stavy byly definovany pomoci kolek-
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Obrézek 3.20: MSM dynamiky zuZzeni. Velikost kruh@ odpovidad populaci stavi. Pravdépodob-
nosti prechodi jsou uvedené u $ipek, tuénéji je uvedena pravdépodobnost setrvani v aktudlnim
stavu. Molekulové modely Spicek barevné souhlasi s barvou stavu. Vlevo je vzdy $picka ul4,
vpravo uL22. Pfepracovano z diplomové prace T. Svatoniové [136].

tivnich souradnic TICA (z angl. time-lagged independent component analysis) [142, 143].

TICA transformuji kartézské souradnice tak, Ze maximalizuji autokorelace, ¢imz repre-
zentuji pomalé dé€je, které ale nemusi nutné vykazovat vysokou varianci.

MSM pro dynamiku $pic¢ek je na Obr. 3.20. Zhrubenim modelu jsme identifikovali 6 stavii
oznacenych barvami svétle modrd, rizovd, oranzovd, fialovd, zlutd, zelené (v poradi
Kklesajici populace). Vysledny model ma tii hlavni vlastnosti: i) modelu dominuje jeden
stav (svétle modry), ii) pfechody mezi stavy jsou mélo pravdépodobné a iii) az na vy-
jimku pfechodu mezi zelenym a fialovym stavem ptrechody vzdy zahrnuji centralni svétle
modry stav. Z hlediska MSM je tedy konformacni dynamika $picek pomala.

Projekt dale rozvijime dvéma hlavnimi sméry. Chtéli bychom kvantifikovat odchylky PMF
souvisejici s vyfezem. Sbér referenc¢nich dat ze simulaci celého ribozomu je vypocetné
naro¢ny a v tuto chvili pfesahuje nase technické moznosti. Proto simulujeme vytezy ruz-
nych velikosti a budeme sledovat konvergenci fyzikalnich ptipadné i strukturni veli¢in.
Déle pomoci umbrella sampling simulaci lépe vzorkujeme konformace zizeni pro rtizné
vzdalenosti tézist a vypocteme presnéjsi PME Planujeme to provést nejen pro prazdny
tunel jako v diplomové praci T. Svatonové, ale také pro komplexy s rodicim se peptidem.
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Zaver

Cinnost ribozomu pfedstavuje vyznamny prvek v metabolismu Zivych organizm. Pied-
kladana habilitacni prace méla za tikol prezentovat vybrané projekty, ve kterych jsem
v poslednich asi 5 letech hral vadéi roli a které s ribozomem dzce souvisely.

Metodologicky byla ma prace zaméfena na pocitacové simulace, predevsim ty s ato-
marnim rozliSenim, proto jim bylo v textu vénovano proporcné vice mista nez biologii
ribozomu. Argumentoval jsem, ze ribozom je pro simulace stdle velkou vyzvou, a to
zejména kvili své velikosti a ¢asovym $kdlam déju, kterych se ti¢astni. Snazil jsem se
ukazat, pro jaké otazky tykajici se ribozomu mohou atomistické simulace najit uplatnéni.
Jesté $irsi kontext nabizi souhrnné ¢lanky jinych skupin [144-146] a ty, na kterych jsem
se sam podilel [8, 10, 80].

Vétsina zde prezentovanych projektd se naddle rozviji a to i diky védkynim a védctm,
se kterymi mam potéSeni spolupracovat. Dalsi simulace bud’ planujeme, nebo jiZ prova-
dime. Fascinujici fungovani ribozomu a jeho casti stale nabizi dalsi otazky. A jak to ve
védé byvd, jedna zodpovézend otdzka generuje mnoho dalsich, jenZ je treba zodpovédét.

MD simulace se béhem dekad rozvoje staly etablovanou védeckou technikou. Stéle Cas-
téji dochazi k jejich propojovani s experimentalnimi technikami jako je cryo-EM nebo
NMR, ale i s novymi teoretickymi pristupy v cele se strojovym ucenim a kvantovou che-
mii. O¢ekdvam proto, ze MD simulace budou schopné atakovat stdle vétsi mnozstvi otd-
zek, jejichz rtznorodost bude také rast. Nemyslim, zZe by mélo dojit k ttlumu MD si-
mulaci z néjakych raciondlnich diivoda. Atomy a molekuly se totiz budou pohybovat i
naddle, a proto i naddle bude potteba teoreticky rdmec pro popis jejich chovani, ktery
simulace a statistickd mechanika mohou nabidnout. MdZe se ov$em stdt, Ze MD simu-
lace postihne to, co se déje jinde ve spolecnosti; Ze vyjdou z mody. Tahle ma obava je
podlozend dvéma postiehy. Mdda je nevyzpytatelna a z védy jako takové se stdle vice

stava show pro netrpélivé.
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