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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva studiem dvou nekanonickych konformert patefe DNA,
které jsou relativné Casto zastoupeny v komplexech DNA s proteiny. Celkové jsem se
zaméfila na Ctyfi zastupce protein-DNA komplext, ktefi ve své strukture obsahuji alesporn
jeden takovyto nekanonicky konformer. Ovétuji zde jejich stabilitu a chovani v molekulové
dynamickych (MD) simulacich a zaméfuji se na to, jestli je popis jejich geometrie a stability
ve shod¢ s popisem v krystalografickych datech. Dale s pomoci MD simulaci zji§t'uji, jak
ovliviiuji interakce s proteinem konformaci patefe DNA. Simulace byly provadény ve tfech
silovych polich z rodiny AMBER, OL15, bscl a nové vyvinutém poli OL21. Vysledky ve
vSech silovych polich shodné ukazuji, ze dva studované stavy se vyrazné lisi svou stabilitou.
Zatimco jeden z nich je v pfitomnosti proteinu zcela stabilni, druhy neni stabilni v zadné ze
studovanych struktur. Moje vysledky mohou pomoci zpfesnit popis nekanonickych

konformert v krystalografickych databazich.



Abstract

This bachelor thesis focuses on study of two non-canonical DNA backbone conformers,
that are relatively frequently represented in DNA-protein complexes. Overall, I have focused
on four representatives of protein-DNA complexes, that contain at least one such non-
canonical conformer in their structure. Here I verify their stability and behavior in molecular
dynamics (MD) simulations and focus on whether the description of their geometry and
stability is consistent with that in crystallographic data. Furthermore, I use MD simulations
to determine how interactions with the protein affect the conformation of the DNA
backbone. The simulations were performed in three force fields from the AMBER family,
OL15, bscl and the newly developed OL21. The results in all force fields consistently show
that the two studied states differ significantly in their stability. While one is completely stable
in the presence of the protein, the other is not stable in any of the studied structures. My
results may help to refine the description of non-canonical conformers in crystallographic

databases.
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1. UVOD

V této praci se zabyvam klasickou molekulovou dynamikou (MD), kterd dokaze
nasimulovat a analyzovat pohyb stovek az tisich molekul, v ¢asech né€kolika nanosekund ¢i
dokonce mikrosekund. Tyto molekuly mohou meénit konformaci, interagovat mezi sebou
nebo vytvaret a pferusovat nekovalentni vazby s okolnimi molekulami. MD nam tak muze
pomoci na atomarni urovni objasnit ptivod a prabéh déju, které by bylo obtizné studovat

pomoci experimentu.

V piipadé€ této prace se bude jednat o teoretické simulace komplexti protein-DNA.
Interakce proteind s DNA jsou jedny z nejzakladnéjSich a nejdulezitéjSich biologickych
interakci. Tyto interakce zprostiedkovavaji funkci enzymu, jako jsou nukleazy, udrzuji
histony v chromatinu, kontroluji expresi gend, funkci polymerazy ¢i opravy samotné DNA

a mnoho dalSich dilezitych procest.

Gavezzotti54) popsal jako prvni molekulovou mechaniku s pouzitim silovych poli.
Prvni simulace Monte Carlo (MD) dle Metropolise a spol.” byla provedena jiz v roce 1950
a jeji cil spocival v urCeni stfedni hodnoty. Nasledujici silova pole v sedmdesatych letech
dvacatého stoleti byla zalozena na harmonickych potencialech. Tato fada silovych poli se
oznacovala jako 1.generace, za niz nasledovaly dalsi dvé generace silovych poli, ze kterych
se postupem Casu vyvinula soucasna silova pole, sjejichz pomoci mizeme objasfiovat

dynamiku zkoumanych molekul.

Mym ukolem bude s pomoci empirickych potenciald uréit stabilitu vybranych
konformaci v nékolika simulovanych komplexech proteini s DNA. Existuje mnoho raznych
silovych poli, jako napf. AMBER, CHARMM, OPLS, GROMOS a mnoho dalSich.
V soucasnosti jsou nejvyuzivangjSimi silovymi poli verze z rodin AMBER a CHARMM. Ve
své praci budu vyuzivat riizné verze silovych poli z rodiny AMBER Y (z anglického Assisted
Model Building with Energy Refinement) a to silova pole OL15, bscl a nové vyvinuté pole

OL21. Je ale tieba poznamenat, ze vyvoj a zpiesfiovani silovych poli nadale pokracuje.

Konkrétné se budu zajimat o neobvyklé (nekanonické) stavy patefe DNA a pusobeni
proteinu na né. Budu studovat, jak pfitomnost proteinu ovliviiuje jejich stabilitu, jestli
dochazi k jejich deformaci, nebo naopak zda je protein stabilizuje natolik, ze bude jejich
geometrie zachovana tak, jak je popsana v krystalografickych strukturach. Stabilitu téchto
nekanonickych struktur budu sledovat v zavislosti na ¢ase v prubéhu MD simulaci prave ve

zminovanych silovych polich z rodiny AMBER.



2. STRUKTURA

2.1. Struktura proteinu

Zakladni strukturu proteinti urCuji aminokyseliny (oznaCované téz dvoupismennou
zkratkou AK) propojené peptidovou vazbou. Svym specifickym usporadanim poradi

v fetdzci a jejich originalnimi vlastnostmi, daji proteinim jejich potiebnou specifitu. ¥©®

2.1.1. Primarni struktura

Primarni struktura je nejjednodussi struktura bilkovin, ktera je kodovana poradim
nukleotidi, tedy v DNA. Toto pofadi udava aminokyselinovou sekvenci v proteinovém
fetézci, rovnéz tak i charakter postrannim fetézcim AK. Kazdy protein je jedine¢ny, a to
pravé diky primarni struktufe. Aminokyseliny jsou v fetézci propojeny kovalentni
peptidovou vazbou — CO-NH - (tedy kontaktem vznikajicim mezi aminovou skupinou —NH>
nalezici prvni aminokyseliné poskytujici —H, a karboxylovou skupinou —COOH patfici
nasledujici aminokyseliné z niz ziskame —OH skupinu, nasledné dojde k odstépeni vody a
vzniku peptidu). Jejich poradi se zapisuje vzdy od N-konce k C-konci. Zbylé strukturni
uspofadani (sekundarni, terciarni a kvartérni) se oproti primarni struktufe vyznacuje i

nekovalentnimi interakcemi mezi fetézci. Y

2.1.2. Sekundarni struktura

Sekundarni struktura je postavena spiSe na geometrickém, prostorovém usporadani
fetézce bilkovin. Existuji zde dvé struktury polypeptidovych fetézc, a to skladany beta list
(B —list), ¢i sheet a alfa helix (o — helix) neboli pravotociva sroubovice. Jejich tvar stanovuji
torzni neboli dihedralni uhly. Zbytek fetézce se sklada z otoCek, vyduti a spiral. Rozdil mezi
prvni strukturou a touto je, ze vazby jsou zde tvofeny nekovalentn€, piesnéji feceno

vodikovymi mustky. 4©X©

2.1.3. Dihedralni uhel

Sekundarni struktura je urCena dihedralnimi uhly (Obrazek 1). Charakteristika
trojrozmérného usporadani jednoduché vazby nachazejici se mezi dvéma atomy B a C

definuje uhel svirany mezi rovinami. Prvni rovina je u atomtt ABC a protilehla druha rovina
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u atomi BCD (Obrazek 2). Celkové uhlové rozpéti mize dosahovat od -180° do +180°
thlovych stupii. 7

Obrazek 1: Zobrazeni torznich uhlit @ a ¥ na
peptidovém retézci. Upraveny obrazek v inkscape
prevzat z:¥

Torzni thel ® (phi) je thel vazby N-Cq (centralni uhlik) k sousedni vazbé a tihel W (psi)
je mezi vazbou C-Cq (tedy karbonylovy uhlik a centralni uhlik.) a opét ptilehlou vazbou. ®

(omega) udava planaritu vazby, pokud je tthel ® roven 180°, pak se jedna o tzv. konfiguraci

trans naproti tomu, pokud bude roven 0, tak se jedna o konfiguraci opacnou, tedy cis.

dihedralni
__ Uhel

!

Obrdzek 2: Dihedrdini iihel, obrdzek prevzat z:”

Planarita tthlu ® je zpisobena zvySovanim polarity (rozdil elektronegativit) peptidové
vazby, tj. od nepolarni az k iontové vazbé, které je zapfiinéno rezonancnimi efekty,
zpusobujicimi dvojny charakter této vazby. Dochazi tak k rovinnému usporadani centralniho
a karbonylového atomu uhliku, kysliku a amidového dusiku. AvS§ak konfigurace cis neni tak

casta. Konformace W vs. ® urcuje typ sekundarni struktury a na této zavislosti torznich ahla
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je zalozen Ramachandraniv diagram zobrazujici vSechny mozné kombinace mezi témito
uhly v peptidovém fetézci. Ramachandraniv diagram je vyuzivan napfiklad k ovéfeni

strukturnich modeld. @

2.1.4. Terciarni struktura

Pro to abychom popsali spravnou strukturu molekuly bilkoviny v jednom uceleném
polypeptidovém fetézci, tedy v jeji 3D podobé, pak je zapotrebi vyjit ze sekundarni

struktury. Jedna se o struktury a-helixu a B-listu o nichz je zminka vyse (viz 2.1.2.).

U terciarni struktury klasifikujeme tfi tfidy. Prvni z nich je fibrilarni uspotfadani, nazev je
odvozen od slova fibrila, tedy jemné vlakno, coz nam napovida, Ze se jedna o vlaknitou
strukturu. Druha tfida se nazyva globularni (tvarem pfipominajici klubko) a tfeti tfidou jsou
domény, jez jsou vzdy usporadany tak, aby byly prostorové nezavislé na zbytku molekuly.
Domény maji svou vlastni klasifikaci, fadi se sem tfi zakladni typy (a-domény, B-domény a

o/ domény). Domény se daji brat jako jeden ze zakladnich stavebnich kament protein.

Pro tuto proteinovou strukturu jsou ve vazbach mezi sekundarnimi elementy
zakomponovany i van der Waalsovy pfitazlivé sily, disulfidické a vodikové mustky, které

maji funkci stabilizace celkové struktury. ©

2.1.5. Kvartérni struktura

Kvartémi struktura popisuje, jak se nékolik fetézcti proteinu sklada do jednoho celku, ve
formé tzv. podjednotek, které jiz nejsou propojeny peptidovymi vazbami, ale
nekovalentnimi vazbami. V prostoru spolu tyto podjednotky nadale interaguji. Kvartérni
struktura tedy uruje a popisuje umisténi podjednotek vici ostatnim podjednotkam.
Vétsinou jde o dimery ¢i tetramery. K proteinim s kvartérni strukturou se fadi naptiklad

enzymy a klasickym ptikladem pro tento typ struktury je metaloprotein hemoglobin. V®

2.2. Struktura DNA

Zakladni stavebni jednotkou DNA (deoxyribonukleova kyselina) je nukleotid, jehoz
fetézenim, tj. spojenim vice nukleotidii pomoci fosfodiesterové vazby (dvé esterové vazby a
fosfat), vznika polynukleotidové vlakno ¢i fetézec. Tato vlakna jsou dale propojena

vodikovymi mustky, na zaklade parovani bazi. Obé€ polynukleotidova vlakna jsou vici sobé
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antiparalelni a komplementarni. Tuto strukturu popsali jiz vroce 1953 péanové
James D. Watson a Francis Crick, ktefi za to o devét let pozdéji obdrzeli Nobelovu cenu.®

Chemicka struktura jednoho nukleotidu se sklada ze tii slozek, a to z péti-uhlikatého
cukru (aldopentoza), fosfatu a dusikaté baze. Sacharid, jenz se zde objevuje, je
2-deoxyribéza. Na prvnim uhliku tohoto sacharidu je diky glykosidické vazbé napojena
jedna ze ¢tyt dusikatych bazi, specifickych pro strukturu DNA, jimiz jsou: adenin (A),
cytosin (C), guanin (G) a thymin (T). Oproti tomu v porovnani se strukturou RNA, se misto
thyminu (T), vyskytuje dusikata baze zvana uracil (U), a misto deoxyribozy je zde pouze
ribéza. Baze se fidi zdkonem komplementarity, kdy se mezi sebou vaze vzdy jedna
pyrimidinova a jedna purinova baze, tuto interakci zprostfedkovavaji vodikové mustky.
Adenin a thymin jsou propojeny dvéma vodikovymi mistky a cytosin a guanin tfemi
vodikovymi mustky. V neposledni fadé je na patém uhliku esterovou vazbou navazan
fosfat. @10

Na povrchu dvousroubovice nachazime dva zlabky, které jsou jednim z moznych mist
pro interakci s nukleovou kyselinou. Prvni nese nazev ,,velky a jak jiz nazev napovida, tak
bude vétsi a tim 1 1épe pristupny pro interakce, tudiz se sem presné vejde a-Sroubovice.

Druhy se nazyvéa ,,maly* zlabek, ten naopak lépe interaguje s B-listy. @D

2.2.1. Struktura A-, B- a Z-DNA

Forma B-DNA (Obrazek 3) je nejbéznéjsi pravotociva dvojita Sroubovice. Tuto formu a
jeji typické paterni stavy budeme nazyvat kanonickymi. Obsahuje dva zlabky: velky zlabek,
ktery ma $itku asi 12 A (Angstrom) a maly zlabek, ktery je asi poloviéni, aviak skoro stejné
hluboky. Sklada se ze dvou antiparalelnich vlaken, tvoficich spiralovité zavity, diky nimz
dostava DNA svUj specificky tvar. Jeden zavit obsahuje v praméru okolo 10,5 part bazi,
které jsou od sebe vzdaleny asi 3,4 A a jsou téméf kolmé k ose Sroubovice. V t&chto
parametrech popisujicich uspotadani bazi, se B-DNA lii od A- a Z-DNA forem. !?

Formy A- a Z-DNA jsou téZ dvousroubovice, nicméné A-DNA obsahuje 11 part bazi na
jeden zavit, které jsou naklonéné o 20° k ose, a zlabky u této formy DNA zde nejsou tak
hluboké. Z-DNA je napadné odli§na od zbylych dvou forem. Je to levotociva nekanonicka

Sroubovice s tzv. , cik-cak vzorem, kdy se stiidaji purinové a pyrimidinové repetice. P4
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Hlavni rozdil mezi B-DNA a formami A- a Z-DNA spociva v konformacnich stavech
patete. Klasicka B-DNA obsahuje kanonické stavy, ale pokud dojde k jakékoli zméné
konformace patefe DNA, ke které mize dochazet i diky interakci mezi proteinem a DNA,
pak se jedna o tzv. nekanonické stavy patefe. A- a Z-DNA maji pouze nekanonické stavy

patefe. (1914

Obrazek 3: Strukturni rozdil mezi A- a B-DNA. Nahore se nachdzi B-DNA a dole A-DNA.
Obrazek byl vytvoren v programu PyMOL.

14



3. INTERAKCE PROTEINU S DNA

Pod pojmem interakce si predstavujeme vzajemné pusobeni mezi dvéma a vice Ciniteli,

v tomto piipadé mezi DNA a proteinem.

3.1. Specificka a nespecificka interakce proteinu s DNA

Specifické interakce proteinu s DNA klasifikujeme do dvou tfid. Prvni z nich se nazyva
pifimé Cteni kontaktd neboli sekvencné specificka vazba. Kontaktem se zde mysli misto styku
pro interakci. U pfimého Cteni se tento kontakt tyka proteinu s okrajovym lemem paru bazi.
Kdyz se protein spoji s bazi, dojde k tzv. ,base readout” coz znamena, ze se protein snazi
rozeznat o jakou bazi DNA se jedna. Zde tedy zalezi, o jakou sekvenci bazi jde, narozdil od
nespecifickych interakci, kde na sekvenci nezalezi. Casto se stava, Ze tato vazba ovlivnit

strukturu DNA, a m@ize tak dojit naptiklad ke zméné kinetickych vlastnosti. !>

Druhou tfidou specifickych interakci je nepfimé Cteni, které se vztahuje k interakci mezi
proteinem a patefi DNA. Zde pfichazi ke slovu mnoho aspekti ovliviiujicich interakci jako
jsou: deformace DNA, forma DNA, hloubka zlabka, ohnuti struktury patefe a mnoho
dalsich. Diky témto aspektim se vytvaii jedinecna specifi¢nost k sekvenci DNA, tudiz se

mohou tvofit kontakty jen s ur¢itymi energeticky vyhodng&jsimi strukturami. 919

Nespecifické interakce proteinu s DNA jsou zalozeny na interakci zaporné nabité
cukr — fosfatové patefe s proteinem. VétSinou se jedna o kontakty vytvorené patefi DNA na

kladn€ nabité aminokyseliny.

Proteiny, které se vazi se stejné vysokou afinitou ke vSem sekvencim DNA, se nazyvaji
nespecifické vazebné proteiny. Oproti tomu proteiny, vazajici se na urCitou sekvenci
s nejvyssi afinitou, jsou specifické vazebné proteiny. Dale nas u interakce zajima, jak je dana
afinita rozpolozena mezi sekvence. Jako ptiklad 1ze uvést restrikéni enzymy majici vysokou
specifitu viici konkrétnim sekvencim. Slouzi k ochrané buiiky pred invazivnimi sekvencemi
DNA jako jsou viry, kdy se snazi modifikovat tyto sekvence za pomoci metylaz. Dal§imi
specifickymi vazebnymi proteiny jsou transkripcni faktory (TFs) regulujici rizné geny. TFs
maji vysokou specifitu s nejvyssi afinitou pouze k jedné vybrané sekvenci. To je velkou
vyhodou, pokud dany gen chceme exprimovat. Tim ze se TFs vazi na urcitd mista silngji,
diky vyssi afinit8, pak lze takovéto geny snadno regulovat na riiznych urovnich. '® Dalsi
moznou variantou pro vazbu jsou zlabky (jiz popsano vyse) anebo moznost spojeni za

pomoci vazebnych domén. Pro a-Sroubovici to jsou naptiklad leucinovy zip, helix-otocka-

15



helix (HTH-helix-turn-helix) a zinkovy zip. Pro B-listy to jsou histony a HMG-box (high

mobility group box). 1907
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4. DNA KONFORMERY

Projekt DNATCO se snazi klasifikovat geometrii patefe DNA (Assignment of DNA and
RNA conformes). VSeobecné znamé rozdéleni DNA na formy A, B a Z mize byt na zaklade
klasifikace konformaci nukleotidovych kroki v DNA s pomoci algoritmu piifazujiciho
ur¢itym charakteristickym hodnotam torznich uhla jednotlivé tfidy, zvané NtC (nucleotide
conformers), rozSifeno o dal§i konformery, oznafované Ctyfpismennymi symboly.
Naptiklad v NtC BB0OO prvni dvé pismena definuji, o jakou formu DNA se v konformaci
jedna (A, B nebo Z), a tieti a Ctvrta pozice kodu jsou jedineCna Cisla zajist'ujici originalitu
NtC. Nachazi se zde jesté specialni tifida NANT, ktera je ur€ena pro konformace, nespadajici
do zadné jiné tiidy NtC. Takovychto tiid konformerd NtC je 57 + 1 (NANT), a jsou v
puvodni literatufe uvedeny v piehledné tabulce, spolu se svymi charakteristikami.
Konformace NtC se mohou dale sdruzovat do pismen strukturni abecedy DNA, NtA,

skladajici se z 12 &lent vychazejicich z podobnosti struktur NtC. 1®

Krok konformeru NtC je jednozna¢né popsan vSemi Sesti torznimi Uhly patefe DNA,
spolu s dal§im torznim uhlem & (delta) nasledujiciho nukleotidu a dale dvéma hodnotami
torznich uhli popisujicich rotaci glykosidové vazby obou bazi, tj. oblast od prvniho torzniho

tthlu § az po druhy torzni uhel §1. Cely tento krok je zakreslen Servené (viz Obrazek 4). 1¥

Obrazek 4: Krok konformeru ntC. Obrdzek byl prevzat a
zpracovan v programu ChemSketch z
https://doi.org/10.1093/nar/gkw381. '¥
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4.1. Konformery BB00, BB15 a BB12

Nejprirozené€jSim a také nejcastéjSim konformerem je NtC BBO0O, téz nazyvany BI. Je to
kanonicka B forma DNA, kdy jeji hodnoty patefnich uhli jsou o ~ 304°, B ~ 180° ay ~ 44°.
Oproti tomu BB15 je velmi zajimavy a neobvykly stav, kdy P je na stejnych hodnotach jako
u kanonické DNA, ale a a y se vyrazné lisi, nebot’ nabyvaji hodnot, a ~ 340° a y se blizi 0°.
ProtoZe tyto hodnoty jsou v blizkosti maxim energie potencialii o a y, mohly by mit v MD
simulacich tendenci byt nestabilni a snahu vracet se zpét do kanonickych hodnot, jak budu
diskutovat nize. A pravé tento nevSedni konformer mé v této praci bude zajimat. ') Druhym
neobvyklym konformerem je BBI12, opét jeden z frekventovanégjSich nekanonickych
konformert, kdy jeho uhly jsou rovny hodnotam o ~ 257°, B ~76° ay ~ 171°, které jsou také
velmi odlisné od kanonické BBO0O, ale uz nemaji tak kriticky vysoké hodnoty, a tudiz by
mohly byt v MD simulacich stabilni.!*
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5. KOMPLEXY PROTEIN-DNA
Interakce proteini s DNA je nejzakladnéjsi a jednou z nejdualezité€jSich biologickych
interakci. Tato interakce je dualezita pro funkci enzymd, jako jsou nukleazy a metylazy,
udrzuje histony v chromatinu, zhust'uje a usporadava chromozomy, kontroluje expresi genu,
funkci polymeraz a hraje roli pfi opravé poskozeni samotné DNA, kdy se proteiny daji do

pohybu, aby se DNA co nejrychleji opravila a v mnoha dalsich délezitych procesech. 1923

Pro kazdou interakci je specificky jiny protein. Napfiklad pro regulaci transkripce u
prokaryot je zapotiebi interakce s regulacnimi proteiny, které se vazi v oblasti promotoru
DNA. Pak muze dojit ke dvéma ucinkiim proteinu, a to k pozitivnimu, kdy je vyvolana
transkripce, tak k negativnimu Ucinku, kdy dochazi k inaktivaci transkripce, diky vazbé

represoru na operétor. ({91

Jak jiz bylo zminéno vySe, interakce v téchto komplexech proteini s DNA je bud’
sekvencné specificka, nebo strukturné specificka, a proteiny mohou s DNA interagovat za

pomoci malého a velkého zlabku. 2

V této praci jsem se zaméfila na nasledujici tii komplexy proteinti s DNA.

5.1. 3JTG, Ets doména vazajici TGF-B receptor

Krystalova struktura mys$i Elf3 C-terminalni DNA-vazajici domény v komplexu s DNA
promotorem TGF- receptoru typu II DNA s rozliSenim krystalové struktury 2.20 A, je
zobrazena na obrazku 7. EIf3 (E74-like factor 3) je jednim =z tficetiClenné rodiny
transkripCnich faktort zvané Ets (E-twenty-six specific). Cela rodina Ets, stejné tak i EIf3,
kdyz je spravné aktivovan, tak je pak je schopen se specificky vazat na promotorovou
sekvenci DNA. Tato specifickéa vazba Ets domény na jadro GGAA/T motivu DNA se Casto
nazyva zkratkou EBS (Ets-binding site). Kazdy faktor z rodiny Ets vyzaduje po aktivaci

parametry na rozpoznani spravného mista EBS.

Elf3 je zastoupen v mnoha burikach epitelu ¢i karcinomd, a také se podili na nadorovém
bujeni a metastazach vcetné nadort prsu. Pravé Elf3 by meélo siln€ stimulovat, na dvou
vazebnych mistech, promotor genu TGF- receptoru typu II (TBR-II), ktery se chova jako
nadorovy supresorovy gen. Tato vazebna mista sekvence mTBR-II DNA (viz Obrazek 5)
oznacujeme jako: misto B, kde se Elf3 dotyka jadra GGAA/T motivu DNA ve velkém
zlabku, coz je pro rodinu Ets normélni a EIf3 ma k tomuto mistu 1 vySssi afinitu, a dale

vazebné misto A, kde se EIf3 dotyka sekvence z mensiho zlabku DNA, coz uz neni pro
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rodinu Ets tak obvyklé. Interakce Elf3 s mistem B vede k lokalnim konformac¢nim zménam,
coz vede k posileni vazebné afinity k mistu A. Tudiz dochazi k postupné interakci, kde dojde
jako prvni k interakci s mistem B a nasledné diky konformaci, k interakci s mistem A. EIf3
diky témto vazebnym mistim muze napiiklad v buiikach karcinomu prsu zvysovat expresi
TPR-II a snizovat tak nadorovou aktivitu té€chto bunek. PferuSeni vazby mezi misty B a A

s EIf3 vede k drastickému snizeni aktivity promotoru genu TRR-IIL.
B-site A-site

5  GAGGAGT|TTCC |TGT |TTCC |ICTCTCG 5°
3" CTCCTCA |AAGG|ACA |AAGG |GAGAGC 37

Obrazek 5: Sekvence mTPR-IIDNA obsahujici obé vazebna mista A a B, Zluté zvyraznéné
G je nahrazeno C pro zvySent krystalizace. Upraveny obrdzek v inkscape prevzat z: %

Elf3 se sklada z péti specifickych domén (Obrazek 7): ostra a hakova doména (PNT a

AT/NLS), transaktivaéni doména (TAD), doména obsahujici serin a kyselinu asparagovou

PNT “ AT/NLS | ETS

1 63-127 129-159 189-229 236-256 273-354 371

Obrazek 7: Specifické domény EIf3, upraveno v programu inkscape a
prevzato z: *?

(SAR) a Ets doména (ETS). C — terminalni doména Ets, kterou se ve své praci zabyvam, je
velmi dulezita pro spravnou funkci Elf3, a také je mimo jiné nezbytna pro vazbu EIf3 na
TBR-II gen jak in vivo, tak in vitro. *? Konformery BB15 jsou tyrkysové vyznadeny na

obrazku 7, kde je vyobrazena cela struktura komplexu Ets domény vazajici TGF-f receptor.

Obrazek 6: Struktura 3J1G vytvorena v programu
PyMOL. Riuzova barva znazoriuje protein a
tyrkysovd konformery BB1)5.
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5.2. 1784, icll-aktivator transkripce

Tetramerni protein clI bakteriofaga A (Obrazek 9) je aktivatorem transkripce z promotora
PrE, P1 a Pag bakteriofaga. Ridi lyticky a lyzogenni vyvoj bakteriofaga. Aktivuje se vazbou
na dvé repetice, které se nachazeji na lemu promotoru elementu -35 (viz Obrazek 8). CII
nalezi do rodiny proteint, ktera dokaze diky motivu HTH (helix-turn-helix) jednoho
monomeru, vytvorit z kazdého dimeru sekvencné specifickou vazbu na repetice DNA, a

prostfednictvim druhého monomeru piispiva k vazbé na DNA interakci fosfat/patet.

nontemplate strand 5 - TACCTCG TTGC GTTTGT TTGC ACGAAT -3°
templatestrand 3 "- TGGAGC AACG CAAACA AACG TGCTTAT -5°
<«— upstream cll  -35element cll downstream —

Obrazek 8: Pozice DNA viici pocdtku transkripce (na +1 pro PRE), Cervené je oznacen element -
35 a purpurové  cll specifické primé repetice. Obrdzek byl prevzat a upraven v inkscape.

A cIl ma dvé funkce, za prvé funguje jako homodimer, rozpoznavajici operatory DNA
s invertovanou repetici na stejné strané jako RNA polymeraza (RNAP). To clI usnadiiuje
vznik simultanni interakce protein/protein s C-terminalni doménou podjednotky o/c
RNAP/CTD. RNAP a aCTD vytvareji vicestranné interakce s doménami a aCTD formuje
interakci s DNA v malém zlabku, tésné pied elementem -35. Ztrata nebo jakakoli mutace

aCTD zpusobuje poskozeni v aktivaci promotoru A Prg v zavislosti na cII.

Takto aCTD slouzi jako proteinovy mustek, kde na jedné stran€ dochazi k interakci s clI
a na druhé s RNAP a pres interakci s o4 na dalsi. VétSinou aktivatory tiidy II pfimo utvaii
kontakt protein/protein s 64 doménou vazanou na -35 element. Pokud se cll navaze, pak
dokaze ohybat operator DNA takovym zpusobem, ktery posili interakci 64 s elementem -35
to vede k snizeni aktiva¢niho ucinku clIl. Druhou vykondvanou funkci A cIl je tloha
homotetrameru 97 aminokyselinovych monomert. Diagnostikuje tak piimé repetice,
protinajici hexamer promotoru, tetranukleotidovych sekvenci na protéjsi strané duplexu

DNA oproti RNAP. ?¥ Celkové rozliseni z krystalografické analyzy struktury je 1,70 A.
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Obrdzek 9: Struktura 1254 (vytvoreno
pomocit PYyMOL). Riizova barva zndzorfiuje
protein a tyrkysova konformery BBI15.

5.3. 1G2F, TATA box komplex

Struktura dvou CyszHis: Zinc finger/TATA box komplexu je ukazana na obrazku 10, kde
jsou rezidua konformeru BB15 vyznacena tyrkysove a nachazeji se v blizkosti alfa helixu
proteinu. Cely komplex se sklada z jednoho proteinového fetézce a dvou fetézca nukleovych

kyselin a jeho rozlideni je 2,00 A. ¥

Cys2His: je slozen ze dvou cysteinovych a dvou histidinovych zbytkd, které napomahaji
k vazani zinku a stabilizaci struktury. Je to jeden z rozsifen¢jSich typa zinkového prstu
(Zif268 zrodiny EGR), jenz funguje jako vazebny proteinovy motiv rozpoznavajici
sekvence DNA, v tomto pfipadé k rozpoznani sekvence TATA boxu promotoru adenoviru
vazebného mista p53 (Hognessova boxu). Cys2Hisz je vétSinou transregulacni regulator
genové exprese, coz znamena, ze muze mit velky vliv na diferenciaci a potlaceni malignich

transformaci bunék. @236

Zinkovy prst se sklada z dvou ¢i tfi B-listd a jednoho a-helixu. V N-koncové casti
a-helixu se nachazeji Ctyfi zbytky aminokyselin, které zapficiniuji vazbu s DNA v jejim
velkém zlabku, diky interakci s donory a akceptory vodikové vazby. Zinkovy prst neslouzi
pouze a jen krozpoznavani sekvenci DNA, ale také k zprostfedkovani interakce

protein/protein nebo RNA/protein. )
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Obrazek 10: Struktura 1G2F (vytvorena v
programu PyMOL). Riizova predstavuje
protein, Sedd zinek a tyrkysova konformer
BBI5.

5.4. 17191, LAGLIDADG homing endonukleiza

Struktura 1T9I je komplexem I[-Crel LAGLIDADG homing (navadéci) endonukleazy s
DNA a jejiz rozliSeni je 1.60 A (Obrazek 11). Proces ,,Homing" v nazvu znamena v tomto
piipadé€, ze dokaze duplikovat urcité introny ¢i inteiny do nékterych typu alel, jez tyto
integrované oblasti ve své struktufe samy neobsahuji. To vSe je iniciovano endonukleazou
I — Crel kodovanou sekvenci ORF, kterd rozpozna urcité misto pro duplikaci a vlozeni.
Enzym I — Crel v podobé volnych homodimerti se nachazi jako samostatné geny uvnitf
intervencni sekvence intront a inteini. Hlavnim ukolem endonukleazy je oprava
dvouvlaknové DNA, kdy pfes intron jako jeji hostitelskou buiku, spusti bunécné
mechanismy opravy DNA. V pfipadé tohoto komplexu se jako ,navadéci enzym bere
LAGLIDADG endonukleaza (I — Crel), ktera je povazovana za nejvétsi rodinu ,, navadécich*
enzymu. Endonukleazy se obecné vyskytuji pouze jen na velmi malo mistech, nebo dokonce
jen na jednom. V tomto komplexu se nachazi, jak jiz bylo zminéno homodimerni I — Crel a
monomerni I — Scel, které se vazi na DNA, a mezi nimiz jsou na aktivnich mistech, s
kontaktem na kyselinu asparagovou, situovany ionty dvojmocného kovu s funkei §t€peni

vlaken. Jak je vidét z obrazku 11, mnou sledovany stav BB12 se nachazi v blizkosti

23



aktivniho centra a lze ocCekavat, ze jeho pfitomnost bude dulezita pro funkci

endonukleazy. ?7

Obrazek 11: Struktura 17191 (vytvorena v programu PyMOL).
Riizova predstavuje protein, zelend vdpnik, fialova sodik a
tyrkysova konformer BB12.
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6. CILE PRACE
Konformace nukleovych kyselin mohou byt klasifikovany do tzv. NtC tfid. Zaméfila jsem
se na dvé z téchto NtC tfid, oznaCené zkratkami BB15 a BB12, které patii mezi nejcasteji
zastoupené nekanonické konformery. Cilem této prace bylo zjistit, jak stabilni jsou
v molekulové dynamickych simulacich a jestli je jejich geometrie spravné popsana dnes
pouzivanymi silovymi poli. Tyto konformery se od kanonické B-DNA odlisuji hlavné

hodnotami patetnich hli o a y, proto jsem se na né zaméfila.

Pro konformer BB15 jsou dle klasifikace NtC (uvedené na webové strance DNATCO)
hodnoty uhli: o ~ 345° a v ~350°, coz jsou relativné vysoké hodnoty, u nichz jsem se
domnivala, ze by nemusely byt v pribéhu molekulové dynamiky stabilni. Oproti tomu
konformer BB12, kde jsou hodnoty uhli: a ~ 257° a y ~ 171°, jsem si vybrala z divodu
porovnani, protoze u téchto hodnot predpokladam, ze by mohly byt stabilnéjsi a mély by
tedy v simulaci setrvat. V praci byly testovany dvé Siroce pouzivané varianty silovych poli,

bscl a OL15 z roku 2015 a jedno nové vyvinuté pole, OL21.
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7. METODY

Vybrala jsem si tfi zastupce dinukleotidu NtC konformery oznacené BB15 a jednoho

zastupce NtC konformeru BB12. Vybér zastupct byl zaloZzen na dostateCném rozliSeni

krystalové struktury a nizkém RMSD (root-mean-square derivation), tedy stfedni

kvadratické odchylky od reprezentativni struktury daného NtC (podobnost s geometrii NtC).

Z divodu rychlosti simulace byly voleny komplexy spiSe mensi velikosti. Dale byl vybér

zalozen na konformacnim valida¢nim skére (confal) hodnotici jistoty zarazeni do daného

NtC.®® Vsechny zvolené zastupce jsem uvedla do jedné piehledné tabulky (Tab.1).

Tabulka 1: Jednotlivi zdstupci NtC konformeri BB15 a BBI2.

PDB ID NtC Rozligeni [A] Krok konformeru RMSD? | Confal
(fetézec Cisla rezidui)

B_dT9_dC10 0,19 85

B_dC10_dC11 0,23 77

3JTG BB15 2.20 C_dA104_dC105 0,21 64
C_dA111_dC112 0,17 72

C_dC114_dC115 0,25 91

1754 BB15 1,70 T_dG8_dC9 0,00 95
1G2F BB15 2,00 A_dG5_dC6 0,23 79
C_dG511_dT512 0,39 63

LToI - 160 C_dG513_dA514 0,25 72
D_dT561_dC562 0,22 92

D_dAS563_dC564 0,33 57

a) Stiedni kvadratickd odchylka od reprezentativni struktury daného NtC.

7.1. Silova pole a parametrizace

V této praci se zabyvam soucasnymi silovymi poli z rodiny AMBER. Konkrétné jsem se

rozhodla otestovat tfi silova pole vhodna pro popis DNA: OL15, OL21 a bscl. Tato tfi rizna

silova pole byla zvolena proto, Ze odlisna pole mohou nékdy poskytovat rizné predpovédi a

jejich porovnani zvysi vypovidaci hodnotu teoretickych simulaci protein-DNA komplexu,

Naroky na presnost silovych poli jsou u simulaci nukleovych kyselin vysoké, jinak by

nemohly spravné predpovidat vSechny konformacéni zmény a chovani DNA, ¢i jinych
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organickych latek vyskytujicich se ve vybranych komplexech. V ptipadech, kdy se ukaze,
ze silova pole nejsou dostatecné piesna, je potieba provést dalsi upravy a publikovat opravu
pole. Kazdé ze tii vybranych poli obsahuje jiné modifikace vzhledem k piivodnimu silovému
poli Amber ff99, které byly zavedeny pro zlepSeni popisu riznych DNA forem. Naptiklad u
pole bsc1 byly modifikovany parametry pro konformaci deoxyribozy, které byly oproti tomu
u pole OL15 byly ponechany beze zmény. Pro moji praci bude dulezité hlavné to, ze u pole
OL21 byly modifikovany parametry o a vy, které jsou u verzi OL15 a bscl stejné jako u
vychoziho pole ff99. %

Aby silova pole z rodiny AMBER dokazala spravné modelovat energii systému, musime
mit k dispozici parametry pro modelovany systém. Tyto parametry se vyskytuji v
obecné rovnici potencialni energie. Rovnice se sklada z vazebnych (kovalentni vazby) a

nevazebnych (elektrostatika a van der Waalsovy interakce) ¢lenti (Rovnice 1)

Rovnice 1: Zdkladni obecna rovnice celkové potencidlni energie.

Ecelkové = Lyazeb. + Enevazeb.

2
Ecelkové(R) = Zkovalentnivazby Kr (7‘ - req)

2
+Zl’1hly K9(9 - eeq)
Vn
+Ztorze7(1 + COS[Tl(p - V])

n Zatomy Aij  Bij

i<i RZ RS van der Waals

+ Zatomy qiqj

i<i emy elektrostatika

Jak jiz bylo zminéno, rovnice se sklada ze dvou casti. Do prvni ¢asti vazebnych Clent
patii suma kovalentnich vazeb, kde K, je empiricka konstanta mozné roztaznosti vazby, r je
vazebna vzdalenost a r., je piirozena (puvodni) délka vazby. Dale vzorec sumy uhli
obsahuje empirickou konstantu ohybové sily uhlu Ky, 0 je vazebny uhel a 6., znaci
rovnovaznou hodnotu uhlu. Ky a K, konstanty reprodukuji vibracni frekvence. Poslednim
vazebnym c¢lenem je suma torznich thli, kde V, znaci bariéru rotace pfirozenych vazeb, n

je periodicita rotace, ¢ znaci torzni thel a y uhel v némz potencial dosahuje svého minima.

Zbylé dvé sumy se jiz tykaji nevazebnych ¢lena rovnice, a to rovnice vyjadiujici van der

Waalsovu energii, kde Ajj a Bijjsou parametry obsahujici informaci o hloubce a poloze
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minima na kfivce potencialni energie dané dvojice interagujicich atomi a Rjj je vzdalenost
mezi atomy (Lennard-Jonesiv potencial). Druha suma nevazebného Clenu udava soucet
elektrostatickych energii mezi v§emi atomy nesoucimi statické naboje, jez mezi sebou

interaguji. Malé qi a qj jsou parcialni naboje atomtu a ¢ je dielektricka konstanta.

MD simulace vychazeji z druhého Newtonova zakona, kdy na zaklade znalosti sily, ktera
pusobi na atomy, muzeme pomoci integrace Newtonovych rovnic ur€it polohy atomu
pohybujicich se v Case (polohy, kde se atomy budou nachédzet po uplynuti zvoleného
casového intervalu). Soboru Casovych snimkt (koordinat atomu) se fika trajektorie. Sily

pusobici na atomy ziskame derivaci rovnice 1.

7.2. Priprava vychozich struktur

Vychozi struktury byly nejdfive neutralizovany a poté byly pfidany dalsi ionty tak, aby
vysledna koncentrace byla 0,15 M KCI s parametry iontd dle Jounga a Cheathama ¢,

Neutralizace boxl je potieba k tomu, aby nedochazelo mezi periodicky se opakujicimi
oktaedrickymi boxy k repulzi a dodani dalSich iontt bylo provedeno proto, aby se podminky
simulace pfiblizily pfirozenému prostedi v burice. lonty byly pfidany v programu LEaP
z programového baliku AMBER. Napiiklad pro neutralizaci patefe komplexu 3JTG jsem
musela do systému dodat 23 K* ionti a nasledné 22 CI" iontd 22 K* iontl pro dosazeni

zvolené koncentrace 0,15 M KCl. Stejnym postupem jsem neutralizovala i zbylé komplexy.

Vsechny komplexy byly solvatovany za pomoci oktaedrického boxu s vodnim modelem
SPC/E GV, jehoz velikost byla uréena tak, aby vzdalenost mezi vné&j§imi atomy molekul a
okrajem boxu byla alespori 10 A. Pouze u struktury 1ZS4 se kvili jeji velikosti a objemnosti
proteinu musel tento parametr upravit na 12 A, aby nedochéazelo k nezddoucim kontaktim

mezi komplexy v sousednich boxech.

U komplexu 1G2F jsem z pivodniho PDB zjistila, ze zakladni burika obsahuje dvé
identické struktury komplexu proteinu s DNA. Rozhodla jsem se pro simulaci vyuzit jenom
jednu z nich, a to tu prvni, pro snazsi orientaci v Cislovani rezidui. Dale se v krystalické
struktufe tohoto komplexu vyskytovaly tfi stejné strukturni motivy zinkovych prsti
umoziujici vazbu proteinu na DNA, pro které bylo nutné dodat parametry, protoze
parametry zinkovych prsti nejsou automaticky pfifazovany programem LEaP. Toho jsem
docilila vyuzitim silového pole Zinc AMBER neboli ZAFF (zinc AMBER force field), které

bylo vyvinuto panem Martinem B. Petersem a kol. ®* a patfi mezi relativné dobte ovérené
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parametrizace umoziujici spolehlivy popis nékolika chemicky odliSnych variant
koordinovaného zinku. Pro toto silové pole bylo nutno dodat soubory ZAFF.prep a
ZAFF frcmod, které jsem ziskala zoficialni stranky programu AMBER
(https://ambermd.org/tutorials/advanced/tutorial20/ZAFF.htm, soubory jsem stahovala
v lednu 2022).

ZAFF .prep obsahuje informace o atomovych typech atomu, konektivit€é molekuly, ¢i
parcialnich nabojich atomt. Diky tomuto souboru mame pfipravenu cast potfebnych
informaci, jesté je ale zapotiebi parametrii pro vazby atomd, jejich vzajemné vzdalenosti,
uhly, Van der Waalsovych parametrt a nékteré dalsi potiebné informace pro spravny chod

simulace. Tyto parametry obsahuje druhy soubor ZAFF frcmod.

Centrum zinku Zn-CCHH komplexu 1G2F bylo usporadano tak, ze v okoli kazdého iontu
zinku (Zn) se nachazely dvé molekuly cysteinu (C) oznacujici se CYM (zkratka pro cystein
vazajici atom kovu) a dalsi dvé molekuly histidinu (H) oznacujici se HID. Aby doslo ke
spravnému pfifazeni parametrd programem LEaP, bylo nutno ve vychozi PDB souboru
piepsat jména rezidui iontd zinku na ZN4 a dale musely byt prepsany rezidua cysteinu na
CY4 a v neposledni fadé rezidua histidinu na HD2. Postup je popsan na na vefejné dostupné
weboveé strance programu AMBER
(https://ambermd.org/tutorials/advanced/tutorial20/ZAFF.htm), kde je uvedena tabulka, jak
spravné parametrizovat ¢tyifnasobné koordinované zinecnaté ionty. Timto zapisem jsem

parametrizovala ionty zinku pro naslednou simulaci.

U komplexu 1T9I se nachazely dalsi ionty, pro které je potieba vybrat parametry, a to
ionty Ca?* a Na*. Pro ionty Na* jsem, stejné jako u neutralizujiciho KCI, vybrala parametry

Jounga a Cheathama. Dvojmocné Ca* ionty parametrizuji dle Kenneth M. Merz Jr. ®9

Pro spusténi jednotlivych simulaci byl vyuzit program PMEMD z balicku AMBER.
Parametry simulace jsou nasledujici. Tlak byl nastaven na 1 atmosféru (101 kPa) a byl
regulovan za pomoci Monte Carlo barostatu. Teplota byla nastavena na 298 K (25 °C) abyla
kontrolovana Langevinovym termostatem. Casovy krok simulace byl 4 fs.?” Aby bylo
mozno pouzit takto dlouhy integraéni krok, muselo byt pouzito schématu prerozdéleni
hmotnosti atom@ na atomu vodiku (Hydrogen mass reparttioning ®*) Pro zpracovani a
analyzu vyslednych trajektorii, pro néz byly souradnice ukladany kazdych 10 ps, byl vyuzit
program cpptraj opét spadajici do programového balicku od AMBER.
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7.2.1. Protonizacni stavy histidinu

U vychozich struktur nejprve musely byt u histidinovych zbytk urCeny jejich
protonizacni stavy. Ve strukturach ziskanych rentgenovou difrakci (XRD z anglického
X-ray diffraction) nejsou uvedeny pozice vodikl, takze napf. v pfipadé histidinu neni ze
struktury jasné, jaky je jeho protonizacni stav a musi se tedy zjistit. U pivodniho PDB se
histidin zapisuje tfipismennym oznacenim HIS, ale program AMBER pouziva tfi mozné
typy zapisu histidinu, které osvétluji specifickou strukturu izomeru histidinu, a tedy i1 jeho
protoniza¢ni stav. Prvnim typem je zkratka HID, kde se vodik na histidinu nachézi blize
postrannimu fetézci, tedy na & dusiku. Druha moznost je HIE, kde se nachazi vzdalenéji od
postranniho fetézce, tedy na € dusiku. A tfeti posledni moznou variantou je HIP, kdy vodiky

histidinu jsou na obou dusicich a zaroveii je i kladné nabity. >

Ke spravnému urceni, o jaky typ histidinu se jedna byl pouzit server PropKa %, ktery
navrhuje protoniza¢ni stav na zakladé zadaného pH a struktury v okoli histidinu.
V néekterych piipadech mize ale PropKa navrhnout protonizaci, ktera je v rozporu se siti
vodikovych vazeb pfitomnych v krystalové geometrii komplexu. Proto byla struktura
nasledné vizualné zkontrolovana v programu PyMOL se zméfenim na délky vodikovych
vazeb histidinu s okolnimi molekulami a pfipadné byl protonizacni stav upraven, tak aby
respektoval existujici sit’ vodikovych vazeb. Naptiklad u komplexu s PDB ID 3JTG bylo
puvodni krystalizacni pH roztoku 6,5 a tak byly tii histidiny zapsany jako dvé protonované

formy HIP a jeden HIS nahrazen jako HIE.
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8. VYSLEDKY A DISKUZE

8.1. Stabilita MD simulaci

Pro prvni orientacni kontrolu stability komplextd v MD simulacich jsem pouzila RMSD
(root-mean-square derivation, stfedni kvadraticka odchylka). RMSD udava pro kazdy
snimek simulace odchylku okamzité geometrie od vychozi geometrie z krystalografické
analyzy. Pokud RMSD nabyva vysokych hodnot, ve kterych setrvava, pak je odchylka od
puvodni krystalické struktury velmi vysoka a znaci bud’ §patné provedenou simulaci, nebo
to, ze komplex je v simulaci velice nestabilni a jeho geometrie se znacné deformuje. Naopak
pokud se hodnota RMSD drzi na nizkych hodnotach (napf. pod 2 az 3 A, v zavislosti na
velikosti molekuly), znamena to, ze simulovana struktura se pfili§ neodliSuje od vychozi a
nedochazi k vyrazné nechténé deformaci. Mensi kratkodobé zmény (zvySeni) RMSD nejsou
vétSinou dulezité, zvlasté pokud se struktura samovolné vraci k niz§im hodnotam RMSD.
Takova simulace je stabilni a vhodna k dalsi analyze. Hodnotu RMSD jsem méfila zvIast

pro protein a zvlast' pro nukleovou kyselinu (DNA).

8.1.1. Ets doména vazajici TGF-$ receptor, 3JTG

Prvni graf RMSD (Obrazek 12) je pro komplex vazajici TGF-f3 receptor, kde mizeme
vidét hodnoty RMSD nukleové kyseliny v simulacich se v§emi testovanymi silovymi poli.
Pro vSechna pole je RMSD spiSe nizsi a odpovida stabilni simulaci. Pouze u silového pole
OL21 se RMSD v case 600 ns lehce zvysi a trochu se tedy lisi od zbylych dvou silovych
poli. Ptipisuji to fluktuaci volnych koncti DNA, jez jsem vidéla pii kontrole simulované
dynamiky v programu VMD (z anglického Visual Molecular Dynamics). Tyto volné konce
maji vétsi tendenci se pohybovat a tim zvySovat hodnoty RMSD. Protoze je zvySeni RMSD

docasné a brzy se vrati k pivodni nizsi hodnote€, nenaznacuje to problémy v MD simulaci.
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Obrazek 12: RMSD nukleové kyseliny v komplexu Elf3 s TGF-f

receptorem (3J1G) pro vSechna silova pole.

RMSD pro protein (Obrazek 13) je zpocatku nizsi nez pro DNA, ale postupné se

krystalové struktury. Celkové jsou MD

0.5 -

Cas [ns]

|
1000

v prubéhu simulace zvysi, nejdiive v poli bscl a pak také v polich OL15 a OL21. Opét to
zpusobuji volné konce proteinu, které fluktuuji v prostoru boxu, avsak tyto konce nejsou
v blizkosti DNA a nijak neovliviiuji interakci proteinu s DNA a nedochazi tak k deformacim
patefe DNA. Hodnoty RMSD se drzi do 3 A a struktura se tedy vyznamné neodchyluje od
simulace komplexu vazajiciho

TGF-f receptor podle RMSD stabilni a vyrazné se v jednotlivych silovych polich nelisi.

B OLIS
B OL21
M bscl

Obrazek 13: RMSD proteinu v komplexu Elf3 s TGF-f receptorem

(3JTG) pro v§echna silova pole.
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Dalsim potvrzenim stability je graf B faktord, které zjistuji dynamické chovani atomu
proteinu, tedy jejich lokalni pohyb a flexibilitu. Vzdy jsem sledovala predevsim chovani
proteinu pobliz patefe DNA, kde by mohly velké fluktuace znamenat problematicky popis
interakce proteinu s DNA. Na prvnim grafu B faktoru (Obrazek 14) je Ets doména vazajici
TGF-f receptor. Jak 1ze v grafu vidét, v oblastech o helixa a [ listd se nenachazeji vysoké
hodnoty B faktort, které by znacily vysokou fluktuaci fragmenti. V pocate¢ni oblasti
prvnich rezidui, kde zacina prvni volny konec proteinu, je vysoka hodnota B faktoru, a to
samé v koncové oblasti rezidui dochézi k znaénému narustu hodnot. Toto je bézna situace,
protoze volné konce proteinu a smycky mnohou v roztoku relativné volné rekonformovat.
Lze to pozorovat i u Loopt 1 a 2, kde je opét zvySena hodnota B faktoru. Tyto hodnoty B

faktoru jsou shodné ve vSech tfech polich, ve kterych byl dany komplex simulovan.

V cervené vyznacCenych usecich je protein v kontaktu s patefi DNA. Hodnoty B faktoru
zde nejsou nijak vysoké a naznacuji spise stabilni rozhrani proteinu s DNA. Loop 2 ma sice
vysoké hodnoty, ale koncova rezidua, ktera Loop 2 obsahuje, jiz nijak nezasahuji do
blizkosti patete DNA, a tudiz ji nijak neovliviiyji. Celkové je dle grafu B faktoru tento

komplex spiSe stabilni
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Obrazek 14: B faktor komplexu Elf3 s TGF-p receptorem (3JTG) pro
v§echna silova pole.

33



8.1.2. Acll-aktivator transkripce, 1254

Nasleduji grafy RMSD pro Acll-aktivator transkripce. Prvnim z nich je RMSD nukleové
kyseliny (Obrazek 15), na némz je vidét, ze je ve vSech ohledech stabilni, drzi se na
hodnotach od 3 do 4 A. Hodnoty jsou vyssi jednak proto, ze se jedna o dlouhy fragment
DNA (27 bazi v jednom fetézci) a také kvili volnému pohybu nesparovanych rezidui na

koncich duplexu.

SE. )I | | | H WOLIS

. (] | I.}”- ' B OL2I

ﬁ\‘ ;:\I WW} : %01",‘ f wr#’ ‘ bscl
=< ]Wl "% AP T

s i

Cas [ns]

Obrazek 15: RMSD nukleové kyseliny v komplexu Acll-aktivdtor
transkripce (1254) pro vSechna silovad pole.

Dalsi graf (Obrazek 16) ukazuje hodnoty RMSD pro protein tohoto komplexu. Zde jsou
hodnoty RMSD od ptavodniho krystalu opét vyssi, coz je dano velikosti samotného proteinu
skladajiciho se ze Ctyf podjednotek, ktery ma tedy i vice volnych konct, které se béhem
simulace ndhodné pohybuji. Opét tyto vykyvy nemaji vliv na celkovou stabilitu komplexu a

z grafl je patrné, ze hodnoty pro vSechna silova pole jsou podobné.
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Obrazek 16: RMSD proteinu v komplexu Acll-aktivdtor transkripce

(1254) pro viechna silova pole.

Graf B faktora pro Acll-aktivator transkripce je ukazan na obrazku 17. Tento komplex je

nejvetsi zkoumanou strukturou a jeho protein se sklada ze Ctyt samostatnych podjednotek

(oznaCenych velkymi pismeny A, B, C, D) obsahujici mnoho volnych koncii, které by

teoreticky mohly ovliviiovat patef DNA. AvSak jak se da z grafu vycist, v oblastech, kde se

protein piiblizuje pateti (oblasti jsou opét Cervené oznaceny) nejsou hodnoty B faktoru nijak

vysoké. V pocateCnich a koncovych tsecich kazdé z podjednotek proteinu jsou opét vysoké

hodnoty B faktoru, z diivodu jejich volnych koncd, které volné fluktuuji v prostoru. Celkove

muizeme tedy fici, ze komplex je z tohoto pohledu stabilni. To plati shodné ve v§ech silovych

polich.
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Obrazek 17: B faktor komplexu Acll-aktivator transkripce (1254) pro viechna
silovad pole.
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8.1.3. TATA box komplex, 1G2F

Nasleduji posledni grafy RMSD pro komplexy obsahujici konformer BB15, a to grafy
pro TATA box komplex. Prvnim z nich je opét graf RMSD pro nukleovou kyselinu
(Obrazek 18), které je stabilni a nepfesahuje hodnotu 3 A kromé jednoho vykyvu v poli
OL15, kdy se volné konce DNA na chvilku rozpojily, ale nasledné se zase vratily do

pavodniho stavu.
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Obrazek 18: RMSD nukleové kyseliny v komplexu TATA boxu (1G2F)
pro vechna silova pole.

Hodnoty RMSD pro protein (Obrazek 19) neptesahuji cca. 3-4 A a jsou relativné stabilni
okolo 2,5 A, kam se také po odchyleni k hodnot& 4 A vraceji.
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Obrazek 19: RMSD proteinu v komplexu TATA boxu (1G2F) pro v§echna
silovad pole.
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Z pohledu na graf B faktorti pro komplex TATA boxu (Obrazek 20) je patrné, Ze je opét
stabilni. Vyssi hodnoty B faktor v tomto grafu patfi smy¢ce mezi rezidui 1 a B2 a smycce
mezi 5 a 36 listu a opét pocateCnimu a koncovému volnému konci proteinu. V Cervené
vyznacenych oblastech fragmentd o helixt, které jsou v blizkosti patefe DNA, je mira
fluktuace proteinu velmi nizka. U tohoto grafu B faktoru jako u jediného z prezentovanych

se hodnoty lisi pro rizna silova pole, rozdily jsou vSak spiSe malé.
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Obrazek 20: B faktor komplexu TATA boxu (1G2F) pro vSechna silova
pole.

8.1.4. LAGLIDADG homing endonukleiza, 1T9I

Hodnoty RMSD pro komplex endonukledzy LAGLIDADG (jediny zvoleny zastupce
tfidy NtC BB12) jsou stabilnéjsi a nizsi oproti komplextim, které obsahovaly NtC konformer
BBI15. Prvnim grafem je RMSD nukleové kyseliny (Obrazek 21), které i kdyz se mirné lisi
pro jednotliva silova pole, od zacatku do asi poloviny simulace postupné vzrustalo a poté se
ustalilo a nepiesahlo hodnotu 3 A. Nejcastéji se RMSD pohybovalo na hodnoté okolo 2 A,

jedna se tedy o jedno z nejstabilngjSich a nejnizSich RMSD mezi mymi komplexy.
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Obrazek 21: RMSD nukleové kyseliny v komplexu LAGLIDADG homing
endonukleazy (1191) pro viechna silova pole.

Graf RMSD pro protein struktury 1T9I (Obrazek 22) je jednim s nejniz§imi hodnotami
pohybujicimi se maximalné do 2 A, coz vypovida o jeho nejvétsi stabilité v priibéhu danych
simulaci, a tedy se protein od pivodniho krystalu odchyluje nejméné. To nam shodné

potvrdilo RMSD pro simulace se v§emi tfemi silovymi poli.
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Obrazek 22: RMSD proteiny v komplexu LAGLIDADG homing
endonukledzy (1T91) pro viechna silova pole.
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U tohoto komplexu se jeho protein sklada ze dvou identickych podjednotek, u nichz jsou
nejvyS$si hodnoty B faktoru (Obrazek 23) v poc€atecnich a koncovych oblastech proteinu, kde
jeho volné konce vyrazné fluktuuji v prostoru, a v oblasti, kde se nachazi dlouha smycka
mezi fragmenty 1 a B2 listu a smycka mezi helixy a4 a a5. Tyto fragmenty vSak nejsou
v blizkosti patefe DNA, coz znamena, ze ji nijak neovliviiuji, a tudiz je na zéklade grafu B

faktoru i tento komplex stabilni a mizeme ho tedy dale analyzovat.
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Obrazek 23: Graf B faktoru komplexu TATA boxu (1T91) pro viechna silova
pole.

8.2. Stabilita konformeru

Cilem mé prace bylo zjistit, jak stabilni jsou vybrané konformacni rodiny patete
nukleovych kyselin (NtC), BB15 a BB12, v MD simulacich komplexti proteinti s DNA.
Zacénu konformerem BB15, pro ktery jsou vyznacné uhly o a y, které maji oba neobvyklé
hodnoty — thel y mé hodnotu okolo 360° a tthel o hodnotu okolo hodnot 340°. Pokud se
hodnoty téchto uhla v simulaci udrzi (budou fluktuovat v okoli vychozi hodnoty z krystalové

struktury), budu moci konformer BB15 povazovat za stabilni.

Nasledujici grafy (graf ¢. 24-30) ukazuji Casové prubéhy obou uhli, o i y, ve tfech
raznych komplexech proteinu s DNA v pribéhu simulaci dlouhych 1 us a provadénych ve
vSech tfech testovanych silovych polich. Z grafti je vidét, Zze ani jeden thel se v zadném ze
simulovanych komplext neudrzel a nasel si energeticky vyhodnéjsi stav. Ve vSech pripadech
mél novy stav hodnoty uhld a ~ 300° a v ~ 60°, coz odpovida geometrii nejbéznéjsi
(kanonické) DNA, kterd je oznaCovana jako NtC konformer BB0O. K ptechodu ze stavu

BB15 do kanonického BB0O doslo ve vsech ptipadech velice rychle, jiz v prvnich snimcich
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MD simulace. Vychozi hodnoty uhli a a y se pak uz v simulaci neobjevily, ani na velmi

kratkou chvili. To by mohlo naznacovat, ze stav BB15 je energeticky velice nevyhodny.

8.2.1. Stabilita konformeru BB15

Ve vétsing simulaci, ale byly pozorovany kratké ¢asové intervaly, ve kterych thly o a y
navstévovaly jiné regiony nez kanonické BB00. Vyjimkou je jen simulace dinukleotidu
dA104_dC105 (Obrazek 24) v tetézci C komplexu 3JTG, kde je kanonicky stav BBOO zcela
stabilni. Na jiném misté tohoto komplexu, v dinukleotidech dT9_dC10 a dC10_dC11
(Obrazek 25 a Obrazek 26) v fetézci B byly nakratko navstévovany oblasti s oo ~ 180° a y ~
180°, a to v malé mife v polich OL15 a bscl a o néco Castéji v poli OL21. Stav s a/y ~ t/t se
relativné Casto nachazi v krystalovych strukturach RNA (NtC AAO1) a v mensi mife 1 v
DNA (BBO03). Vyskyt v nasich simulacich tedy neni pravdépodobné nezadouci a jeho nizka
frekvence odpovida tomu, Ze jde o méné Casty stav patefe. Tento stav se vyskytoval v
dinukleotidu dA111_dC112 v fetézci B (Obrazek 27). Také se zde naSel stav s a/y ~ g+/t u
dinukleotidu dC114_dC115 v fetézci C (Obrazek 28). Také tyto stavy se dle databaze
DNATCO v krystalovych strukturach vyskytuji, 1 kdyz fidce.

Nasleduji grafy (Obrazky 24-28) struktury Ets domény vazajici TGF-f3 receptor (3JTG)

obsahujici konformer BB15.
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Obrazek 24: Grafuhlii o a y konformeru BB15 (rezidua: dA104_dC105) pro
strukturu Ets domény vazajici TGE-p receptor (3JTG). Tento dinukleotid si jako
Jjediny udrzel, bez jediného vykyvu, ve viech polich nové hodnoty okolo a ~ 300°

a y ~ 459 které odpovidaji konformeru BBOO.
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Obrazek 25: Grafuhlit o a y konformeru BB15 (rezidua: dT9_dC10) pro
strukturu Ets domény vazajici TGF- receptor (3JTG). Vychozi krystalové
hodnoty se v simulaci neudrZely a byly nahrazeny hodnotami a ~ 300 a

¥y~ 80 (BBOO).
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Obrazek 26: Grafuhlit o a y konformeru BB15 (rezidua: dT10_dTl11) pro
strukturu Ets domény vazajici TGF- receptor (3JTG). Vychozi krystalové
hodnoty se v simulaci neudrzely a byly nahrazeny hodnotami a ~ 300°a
y ~ 70° (BBOO).
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Obrazek 27: Grafuhlii o a y konformeru BB15 (rezidua: dT111_dT112) pro
strukturu Ets domény vazajici TGF-f receptor (3JTG). Zde se hodnoty opét
podobaji predeslym grafiim, tedy a ~ 300a y ~ 80, bez navstev jinych oblasti.
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Obrazek 28: Grafuhlii o a y konformeru BB15 (rezidua: dC114_dC115) pro
strukturu Ets domény vazajici TGF-f receptor (3JTG). Posledni graf patrici
strukture 3JTG potvrzuje stejné jako grafy predesié, Ze se hodnoty odpovidajici
konformeru BB15 neudrzely.

Dalsim zkoumanym zastupcem obsahujicim stav BB15 je struktura Acll-aktivatoru
transkripce (1ZS4). Ani v této strukture se stav BB15 v MD simulaci neudrzel a v prvnich
krocich simulace piesel na hodnoty blizké konformeru kanonické B-DNA (BB00). Kromé
toho se v prubé&hu simulace v malé mife objevoval i stav s a/y ~ g-/t u dinukleotidu dG8_dC9

v fetézci T (Obrazek 29), ale pouze v poli bscl.
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Obrazek 29: Graf uhlit a a y konformeru BB15 (rezidua: dG8_dC9) pro
strukturu Acll-aktivator transkripce (1254).

Poslednim zastupcem obsahujicim konformer BB15 byla struktura TATA box komplexu
(1G2F), ktera stejné jako predchozi struktury potvrzuje nestabilitu tohoto konformeru.
Hodnoty obou uhli dinukleotidu dG5 dT6 fetézce A (Obrazek 30) zde Castéji navstévovaly

oblasti oo ~ 180 ay ~ 180, kterym lze pfifadit jiz zminovany konformer BBO3.
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Obrazek 30: Graf uhlit a a y konformeru BB15 (rezidua: dG5_dC6) pro
strukturu TATA box komplexu (1G2F).
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8.2.2. Stabilita konformeru BB12
Pro zkoumani stability nekanonickych konformert jsem si vybrala jesté jednoho
zastupce, konformer tfidy NtC BB12. Ten byl vybran i proto, ze jiz pti pohledu na hodnoty
uhld vychozi geometrie o ~ 260° a y ~170°, se dalo predpokladat, ze bude stabilnéjsi nez
ptedchozi konformer BB15. Ob¢ hodnoty se totiz nachazeji v oblasti, kde maji tthly ov a y na

svém potencialu lokalni minima. Komplex obsahuje Ctyfi vyskyty stavu BB12.

Nasleduji grafy (Obrazky 31-34) zobrazujici hodnoty uhlt o ay struktury LAGLIDADG
homing endonukleazy v zavislosti na probihajicich simulacich, znichz jasné vyplyva
udrzitelnost predpovézeného stavu konformeru BB12. Z graft je vidét, ze se uhly o a y
prakticky po celou dobu molekulové dynamické simulace drzely v blizkosti vychozich
hodnot z krystalové struktury. Dinukleotidy dT563_dC564 (Obrazek 31) a dG513_dAS514
(Obrazek 32) tetézce C jako jediné vylucné setrvaly v hodnotach konformeru BB12 a
nenavstévovaly zadné jiné stavy a potvrzuji tak, ze tento stav muze byt v nasich MD

simulacich zcela stabilni.
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Obrazek 31: Grafuhlit a a y konformeru BBI2 (rezidua: dT563_dC564) pro
strukturu LAGLIDADG homing endonuklazy (1T91). Stav dinukleotidu se az na
Jediny vykyv udrzel v hodnotdach pirvodniho krystalu.
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Obrazek 32: Grafuhlii o a y konformeru BB12 (rezidua: dG513_dA514) pro
strukturu LAGLIDADG homing endonuklazy (1T91). Stav dinukleotidu se udrzel
v hodnotach piivodniho krystalu.

U dinukleotidu dG511_dT512 fetézce C (Obrazek 33), pouze v poli OL21, byla Casto
navstévovana oblast s hodnotami o ~ 300° a 'y ~55°, ktera odpovida konformeru NtC ABOS,
ktery je jednim z nejcastéjsSich konformertt RNA. Avsak tihly se vzdy vratily do plivodnich

vychozich hodnot byly tak stabilni po vétSinu simulace.
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Obrazek 33: Grafuhlii o a y konformeru BB12 (rezidua: dG511_dT512) pro
strukturu LAGLIDADG homing endonukleazy (1T91). Dinukleotid navstévuje
oblasti s hodnotami okolo a ~ 300°a y ~ 55°, avSak se vzdy vrdti do pitvodnich
hodnot, tudiz je stav hodnot vychozi struktury udrzen.
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Dinukleotid dT561_dC562 fetézce D (Obrazek 34) navstévoval hodnoty o~ 70° a
v ~220°, které priblizné odpovidaji konformeru NtC BBOS (konformer pfemostujici formy

BlaBII).
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Obrazek 34: Graf uhlit a a y konformeru BBI2 (rezidua: dT561_dC562) pro
strukturu LAGLIDADG homing endonuklazy (1T91). Z grafu je patrné, zZe
dinukleotid chvilkové navstévuje oblasti konformeru NtC BB05, ale po vétSinu
Casu simulace se vraci do hodnot vychozi struktury.

8.3. MM potencial a referen¢ni kirivka QM

Molekulové mechanicky (MM) potencial, popisujici zavislost energie na hodnote thla o
a y, muze byt srovnan s referencni potencialovou kiivkou ziskanou kvantové mechanickym
(QM) vypoctem. MM i referencni potencial jsou pro oba zkoumané uhly ukazany v
Obrazcich 35 a 36. Jak MM, tak i QM kiivka obsahuje vliv solvatacni energie, jak je popsano

v referenci od P. Jure¢ka, M. Zgarbova a spol.*”), ze které byly kiivky prevzaty.

Zobrazené potencialy udavaji, jaké hodnoty uhla jsou pro dihedraly o a y energeticky
nejvyhodnéjsi. Na obou kiivkach vidime lokalni minima v okoli 180° (trans, t) a +60°
(gauche+, g+) a -60° (gauche-, g-).  kdyz se MM a QM kiivky v nékolika ohledech 1isi, ob&

vykazuji tato tfi minima s piiblizn€ podobnym potradim energii.

Z predeslych grafli bylo zjisténo, ze thly s hodnotami a ~ 340° a y ~ 360°, které se
nachazeji v NtC konformeru BB15, nebyly udrzitelné ani v jedné z provedenych simulaci.

Zde je diky kiivkam MM a QM mozné ukazat, pro¢ tomu tak bylo. Uhel o s hodnotou okolo
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340° odpovida velmi vysokym hodnotam energie a pro udrzeni tohoto stavu v simulaci by
tak musela byt vynaloZena znacna energie zvenci — vice nez 20 kJ/mol. I kdyZ protein muze
svym pusobenim stabilizovat energeticky vyssi nekanonické stavy, je nepravdépodobné, ze
by byl schopen stabilizovat stav, ktery je energeticky takto nevyhodny. Proto se stav BB15
vv simulacich neudrzel a uhel o si nasel vyhodng&jsi hodnoty okolo 300°. Uhel 300°
odpovida globalnimu minimu s nejnizsi moznou energii (Obrazek 35). To samé plati i pro
uhel vy, ktery si také naSel novou hodnotu v minimu 60° tedy g- (Obrazek 36). Dle
Boltzmannovy rovnice jsme zjistili, ze pro energie odpovidajici krystalovym geometriim dle
uvedenych grafii by pravdépodobnost vyskytu stavu BB15 ve volnych simulacich (bez

ovlivnéni proteinem) byla pii pokojové teploté nizsi nez 0,1 %.

Pro konformer BB12 je tomu naopak. Z ptedchozich MD simulaci bylo zjiSté€no, ze se
hodnoty charakteristické pro tento konformer udrzely bez vétSich potizi. Pro uhel
y ~ 170°, ktery je blizky energetickému minimu, to nebyl takovy problém. Uhel o ~ 260° se
opét blizil energetickému minimu. Pro stabilizaci téchto thli nemuselo byt vynalozeno tolik

energie, kolik by bylo potfeba pro stabilizaci konformeru BB15.

Je také dulezité poznamenat, ze simulace byly provedeny s riznymi verzemi silovych
poli, které se lisily pravé v tom, jak popisuji potencial o a y. Pfesto byly vysledky simulaci
ve vsech silovych polich velice podobné. To naznacuje, Ze nestabilita stavu BB15 neni
pusobena neptesnosti silového pole. Nepfesnosti silovych poli jsou znamé tim, ze pasobi
vyznamné a nezadouci odchylky simulaci od redlného chovani molekul a pole jsou proto
Casto vinény znespolehlivosti MD simulaci. V tomto pfipadé se vSak s nejvétsi
pravdépodobnosti o takovou nepiesnost nejedna, protoze vysledky riznych parametrizaci

jsou v jednoznacné shod¢.

47



0 90 180 270 360
o [°]
Obrazek 35: Torzni potencialy MM a QM pro torzi o (s y nastavenou na g+.
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Obrazek 36: Torzni potencialy MM a QM pro torzi y (s o nastavenou na g-).
Energeticka minima v hodnotdch okolo 60°, 180°a 280°.

SkuteCnost, ze se dany konformer nachazi v mnoha vyskytech v publikovanych
krystalovych strukturach, jesté nemusi znamenat, ze se skute¢né jedna o skute¢né stabilni
strukturu. Jednim problémem pii interpretaci elektronovych hustot je jejich malé
rozliSeni. V této praci jsem vybrala struktury srelativné vysokym rozliSenim (3JTG
2,2A,1Z84 1,7 A, 1G2F 2,0 A a 1T9I 1,6 A), pfesto neni toto rozliSeni dostatecné
k jednoznacnému urceni poloh vSech atomu s dostatecné malou chybou. DalSim
problémem je pouziti (nepfesnych) empirickych potencialli pii fitovani elektronové

hustoty ziskané z rozptylovych dat. Krystalografické struktury proto mohou nékdy
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obsahovat nerealistické konformace. Z predeslé diskuze vyplyva, ze konformer BB15 by

mohl byt ptikladem neptesné uréené krystalografické struktury.
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9. ZAVER
Vybrani zastupci nejcastéjsich nekanonickych konformeri, nazvani v NtC kategorizaci
BB15 a BB12, byli podrobeni molekulové dynamickym simulacim ve tfech silovych polich
z rodiny AMBER, OL15, bscl a nové vyvinutém OL21. Pole OL15 a bscl si jsou velmi
podobna, oproti tomu silové pole OL21 se li§i parametrizaci dihedralnich uhla cukr-
fosfatové patefe oo a7y, coz muze mit vliv na chovani konformert BB15 a BBI2 v

komplexech proteinti s DNA.

Konformer NtC tiidy BB15 se vyznacuje patefnimi uhly oo ~340° ay ~ 0°, a konformer
BBI12 thly o0 ~ 257° a y ~ 171°. Zatimco hodnoty thli v BB15 jsou velmi neobvyklé a
ocekavala jsem, ze by v MD simulaci mohly byt nestabilni, hodnota uhlu y v konformeru
BB12 je sice nekanonicka, ale odpovida lokalnimu minimu na potencialu y, a mohla by tedy
byt stabilnéjsi. Stabilitu obou konformerti jsem se snazila prozkoumat s pomoci MD
simulaci celkem sedm vyskytd BB15 a ¢tyf vyskytd BB12 v celkové ctyfech riznych
protein-DNA komplexech.

Nejdiive bylo nutno ovéfit, zda jsou vSechny simulace stabilni. To mi potvrdila analyza
zavislosti RMSD a B faktorti proteinu na Case, ktera ukazala relativné nizké RMSD odchylky

1 nizké B faktory pro proteinova rezidua v blizkosti nukleové kyseliny.

Pro vSechny tfi komplexy, které obsahovaly celkem sedm dinukleotidd s konformaci
BB15 potvrdil jednotny trend, kdy hned v prvnim kroku simulace se hodnota obou thlg, o i
v, odchylila od vychozi hodnoty z krystalografické analyzy a vzdy pfeSla na energeticky
vyhodngjsi stav. Tim byl u vétSiny dinukleotidi stav odpovidajici konformeru BBOO,
typickému pro kanonickou dvouSroubovici B-DNA. V této nové konformaci setrval
dinukleotid po vétSinu simulace. V nékolika ptipadech uhly o a y navstévovaly i1 jiné
regiony, jako jsou AAOl1 nebo BBO03. Tento trend byl patrny pro vSechna tfi silova
pole, nezavisle na jejich odliSnych parametrech. Z toho lze usoudit na jednoznacnou

nestabilitu konformeru BB15 v MD simulacich.

Pro jediny vybrany protein-DNA komplex, ktery obsahoval ¢tyfi vyskyty konformeru
BB12, se ve vSech vyskytech potvrdila stabilita tohoto stavu ve vSech provedenych MD
simulacich. VSechna tfi silova pole tedy nezavisle potvrdila, Ze se hodnoty torznich uhli se
béhem simulaci mohou udrzet v blizkosti vychozich hodnot z krystalografické analyzy, a

stav BB12 je tedy v mych simulacich zcela stabilni.
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Tato pozorovani jsou ve shodé stvary kvantové mechanickych a molekulové
mechanickych potencialti pro thly a a y dostupnymi v literature. Kiivky téchto potencialt
nam udavaji zavislost energie na hodnoté zvoleného tihlu a energeticky nejvyhodnéjsi stavy
pro o a y. Z nichz je patrné, ze hodnoty v konformeru BB15 (a0 ~ 340° a y ~ 0°) odpovidaji
vysokym hodnotam energie a na udrzeni takového stavu v dynamice by musel interagujici
protein vynalozit neobvykle vysokou interakéni energii. Naproti tomu na stabilizaci hodnot
uhlt v konformeru BB12 (o ~ 257° a y ~ 171°), které jsou blizké energetickému minimu,
neni potiebna tak vysoka energie. Tvary MM 1 QM potencialt tedy vysvétluji pozorovanou

nestabilitu konformer BB 15 a stabilitu konformeru BB12.

Vysledky mé prace mohou poslouzit ke zlepSeni strukturni interpretace
krystalografickych dat a zvySeni spolehlivosti krystalografickych databazi. Naznacuji, ze
zatimco nékteré popsané konformacni stavy patefe, jako je BB12, jsou odivodnitelné a
stabilni, jiné jako je BBI15, jsou pravdépodobné nerealistické a mohou byt vysledkem

nespravné interpretace mapy elektronovych hustot.
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10. SUMMARY
Selected representatives of the most common non-canonical conformers, named BB15
and BB12 in the NtC classification, were subjected to molecular dynamics simulations in
three force fields from the AMBER family, OL15, bscl and the newly developed OL21. The
OL15 and bscl force fields are very similar to each other, in contrast, the OL21 force field
differs in the parameterization of the dihedral angles of the sugar-phosphate backbone a
and v, which may affect the behavior of the BB15 and BB12 conformers in protein-DNA

complexes.

The NtC class BB15 conformer is characterized by backbone angles of o ~ 340° and
v ~ 0°, and the BB12 conformer by angles of o ~ 257° and y ~ 171°. While the values of the
angles in BB15 are very unusual and I expected that they might be unstable in the MD
simulation, the value of the angle yin the BB12 conformer, although non-canonical,
corresponds to a local minimum at the potential v, and thus might be more stable. I tried to
investigate the stability of both conformers using MD simulations of a total of seven
occurrences of BB15 and four occurrences of BB12 in four different protein-DNA

complexes.

First, it was necessary to verify that all simulations were stable. This was confirmed by
my analysis of the time dependence of the RMSD and B factors of the protein, which showed
relatively low RMSD deviations as well as low B factors for protein residues near the nucleic

acid.

For all three complexes, which contained a total of seven dinucleotides with the BB15
conformation, a uniform trend was confirmed, where in the very first step of the simulation
the value of both angles a and vy, deviated from the initial value from the crystallographic
analysis and always switched to the more energetically favorable state. This was, for most
dinucleotides, the state corresponding to the BBOO conformer, typical of the canonical B-
DNA double helix. The dinucleotide remained in this new conformation for most of the
simulation. In a few cases, angles a and y visited other regions such as AAO1 or BBO3. This
trend was evident for all three force fields, independent of their different parameters. This

suggests a clear instability of the BB15 conformer in the MD simulations.
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For a single selected protein-DNA complex containing four occurrences of the BB12
conformer, the stability of this state was confirmed in all MD simulations performed. Thus,
all three force fields independently confirmed that the torsion angle values can be maintained
close to the initial values from the crystallographic analysis during the simulations, and the

BB12 state is therefore completely stable in my simulations.

These observations are in agreement with the shapes of the quantum mechanical and
molecular mechanical potentials for the a and y angles available in the literature. The curves
of these potentials give us the dependence of the energy on the value of the chosen angle and
the most energetically favorable states for o and y. These show that the values in the BB15
conformer (o ~ 340° a y ~ 0°) correspond to high energy values, and the interacting protein
would have to expend unusually high interaction energy to maintain such a state in the
dynamics. In contrast, such high energy is not required to stabilize the values of the angles
in conformer BB12 (ot ~ 257° ay ~ 171°), which are close to the energy minimum. Thus, the
shapes of the MM and QM potentials explain the observed instability of the BB15 conformer
and the stability of the BB12 conformer.

The results of my work can be used to improve the structural interpretation of
crystallographic data and increase the reliability of crystallographic databases. They suggest
that while some of the described backbone conformers, such as BB12, are reasonable and
stable, others, such as BB135, are likely unrealistic and may be the result of misinterpretation

of the electron density map.

53



11. REFERENCE

1) GAVEZZOTTI, Angelo. Molecular aggregation: Structure analysis and molecular simulatio of
crystals and liquids. United Kingdom: Oxford university press, 2007. ISBN 978-0-19-967365-0.

2) METROPOLIS, Nicholas, Arianna W. ROSENBLUTH, Marshall N. ROSENBLUTH, Augusta H.
TELLER, Edward TELLER a Jifi CERNY. Equation of State Calculations by Fast Computing
Machines. The Journal of Chemical Physics. 1953,21(6), 1087-1092. Dostupné z:
doi:10.1063/1.1699114

3) CORNELL, Wendy D., Piotr CIEPLAK, Christopher I. BAYLY, et al. A Second Generation Force
Field for the Simulation of Proteins, Nucleic Acids, and Organic Molecules. Journal of the
American Chemical Society. 1995, 117(19), 5179-5197. Dostupné z: doi:10.1021/ja00124a002

4) Mareckova, J. Skladani proteinu. Bakalafska prace, Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-
technologicka, Pardubice, 2019.

5) SYSOVA, Katefina. Metody studia struktury proteinii. Pardubice, 2017. Dostupné z:
https://dk.upce.cz/bitstream/handle/10195/71684/SysovaK_Struktury_proteinu_KV_2017.pdf?se
quence=1&isAllowed=y. Bakalarska prace. Univerzita Pardubice. Vedouci prace Mgr. Katarina
Vorcakova.

6) HOSTAKOVA, Nina. METODY PREDIKCE SEKUNDARNI STRUKTURY PROTEINU. Brno,
2012. Dostupné z: https://core.ac.uk/download/pdf/30281499 pdf. Bakalarska prace. Vysoké¢ uceni
technické v Bmé. Vedouci prace Ing. Denisa Madetrankova.

7) KODICEK, Milan. Biochemické pojmy: vykladovy slovnik: Dihedrdlni tihel [online]. 2007. Praha:
VSCHT, 2007. ISBN  978-80-7080-669-2.  Dostupné z:  https://vydavatelstvi-
old.vscht.cz/knihy/uid es-002 v1/hesla/uhel dihedralni.html

8) REDZIKOWSKI, Adam, ed. Ramachandraniv diagram: Torzni uhly ¢ and y (a w) hlavniho
Fetézce peptidu. 2011, 2011. Dostupné z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ramachandran%C5%AFv_diagram#/media/Soubor:Protein backb

one PhiPsiOmega drawing.svg

9) BERDAR, Daniel. Struktura DNA a ndstroje jeji analyzy: nukleotid [online]. Praha, 2021.

Bakalarska prace. Karlova univerzita. Vedouci prace Prof. Ing. Bohdan Schneider, CSc., DSc.

10) BENDA, Vladimir, Ivan BABUREK a Pavel KOTRBA. Zdklady biologie. Praha: Vydavatelstvi
VSCHT, 2005. ISBN isbn80-7080-587-0.

11) BOSAKOVA, Veronika. Interakce proteinii s DNA se zaméfenim na i-motivy: Ustav
experimentdlni biologie. Bmo, 2020. Dostupné z:
https://is. muni.cz/th/usrgl/Diplomova_prace Veronika Bosakova.pdf. Diplomova prace.

Masarykova univerzita v Brn¢. Vedouci prace Doc. Mgr. Vaclav Brazda, Ph.D.

54


https://dk.upce.cz/bitstream/handle/10195/71684/SysovaK_Struktury_proteinu_KV_2017.pdf7se
https://core.ac.uk/download/pdf/30281499.pdf
https://vvdavatelstvi-
http://old.vscht.cz/knihy/uid
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ramachandran%C5%AFv
https://is.muni.cz/th/usrgl/Diplomova_prace_Veronika_Bosakova.pdf

12) POTAMAN, Vladimir N., SINDEN, Richard R., DNA: Alternative Conformations and Biology.
In: Madame Curie Bioscience Database. Austin (TX): Landes Bioscience; 2000-2013. Available
from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK6545/

13) WANG, Guliang a Karen M. VASQUEZ. Z-DNA, an active element in the genome. Frontiers in
Bioscience. 2007, 12(8-12), 6367-6381. Dostupné z: doi:10.2741/2399

14) HARDISON, Ross. B-Form, A-Form, and Z-Form of DNA [online]. The Pennsylvania State
University, 2021. Dostupné z: https://bio.libretexts.org/@go/page/307

15) FRYKHOLM, Karolin, Lena K. NYBERG a Fredrik WESTERLUND. Exploring DNA-protein
interactions on the single DNA molecule level using nanofluidic tools. Integrative Biology.
2017, 9(8), 650-661. Dostupné z: doi:10.1039/C7IBO008SE

16) GARRY, D a STORMO. Introduction to protein-DNA interactions: structure, thermodynamics,
and bioinformatics. Cold Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2013. ISBN
978-193-6113-507.

17) VON HIPPEL, Peter H. a James D. MCGHEE. DNA-PROTEIN INTERACTIONS. Institute of
Molecular Biology and Departments of Chemistry and Biology University of Oregon, Eugene.
Dostupné z: doi:10.1146/annurev.bi.41.070172.001311

18) Jifi Cerny, Paulina Bozikova, Bohdan Schneider, DNATCO: assignment of DNA conformers at
dnatco.org, Nucleic Acids Research, Volume 44, Issue W1, 8 July 2016, Pages W284-
W287, https://doi.org/10.1093/nar/gkw381

19) CERNY, Jifi, Paulina BOZIKOVA, Jakub SVOBODA a Bohdan SCHNEIDER. A unified
dinucleotide alphabet describing both RNA and DNA structures. Nucleic Acids Research.

2020, 48(11), 6367-6381. Dostupné z: doi:10.1093/nar/gkaa383
20) Regulace genové exprese u prokaryot: pozitivni a negativni regulace. Brno: Mendelova univerzita

v Bm¢, 2016. Dostupné z: http://user.mendelu.cz/urban/vsgl/molekul/mol regul2.html#

21) BOSAKOVA, Veronika. Interakce proteinii s DNA se zaméfenim na i-motivy: Ustav
experimentdlni biologie. Bmo, 2020. Dostupné z:
https://is. muni.cz/th/usrgl/Diplomova_prace Veronika Bosakova.pdf. Diplomova prace.
Masarykova univerzita v Bmé. Vedouci prace Doc. Mgr. Vaclav Brazda, Ph.D.

22) AGARKAR, Vinod B., Nigar D. BABAYEVA, Phillip J. WILDER, Angie RIZZINO a Tahir H.
TAHIROV. Crystal Structure of Mouse Elf3 C-terminal DNA-binding Domain in Complex with
Type I TGF-B Receptor Promoter DNA. Journal of Molecular Biology. 2010, 397(1), 278-289.
Dostupné z: doi:10.1016/j.jmb.2010.01.017

23) JAIN, Deepti, Youngchang KIM, Karen L. MAXWELL, Steven BEASLEY, Rongguang
ZHANG, Gary N. GUSSIN, Aled M. EDWARDS a Seth A. DARST. Crystal Structure of
Bacteriophage Acll and Its DNA Complex. Molecular Cell. 2005, 19(2), 259-269. Dostupné z:
doi:10.1016/j.molcel.2005.06.006

55


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK6545/
https://bio.libretexts.Org/@go/page/307
http://dnatco.org
https://doi.org/10.1093/nar/gkw381
http://user.mendelu.cz/urban/vsgl/molekul/mol
https://is.muni.cz/th/usrgl/Diplomova_prace_Veronika_Bosakova.pdf

24) RAZIN, S. V., V. V. BORUNOVA, O. G. MAKSIMENKO a O. L. KANTIDZE. Cys2His2 zinc
finger protein family: Classification, functions, and major members. Biochemistry (Moscow).
2012, 77(3), 217-226. Dostupné z: doi:10.1134/S0006297912030017

25) WOLFE, Scot A., Robert A. GRANT, Monicia ELROD-ERICKSON a Carl O. PABO. Beyond
the “Recognition Code™: structures of two Cys2His?2 zinc finger/TATA box complexes. Structure.
2001, 9(8), 717-723. Dostupné z: doi:10.1016/S0969-2126(01)00632-3

26) GODBEY, W.T. Genes. An Introduction to Biotechnology. Elsevier, 2014, 2014, s. 65-105. ISBN
9781907568282. Dostupné z: doi:10.1016/B978-1-907568-28-2.00004-6

27) CHEVALIER, Brett, Django SUSSMAN, Christian OTIS, et al. Metal-Dependent DNA
Cleavage Mechanism of the I -Cre I LAGLIDADG Homing Endonuclease. Biochemistry. 2004,
43(44), 14015-14026. Dostupné z: doi:10.1021/b1048970¢

28) Acta Crystallographica Section D  Structural Biology. 74. 2018. Dostupné¢ z:
http://scripts.iucr.org/cgi-bin/paper?52059798318000050

29) JURECKA, Petr, Maric ZGARBOVA, Filip CERNY a Jan SALOMON. Continuous B- to A-
Transition in Protein-DNA Binding - How Well Is It Described by Current AMBER Force Fields?.

Department of Physical Chemistry, Faculty of Science, Palacky University, 17. listopadu 12, 77146
Olomouc, Czech Republic, 2022, 1-8. Dostupné z: doi:10.1101/2022.01.13.476176

30) JOUNG, In Suk a Thomas E. CHEATHAM, II1. Determination of Alkali and Halide Monovalent
lon Parameters for Use in Explicitly Solvated Biomolecular Simulations. Department of
Bioengineering, College of Engineering, and Departments of Medicinal Chemistry and of
Pharmaceutics and Pharmaceutical Chemistry, January 8, 2008. 112, 9020-9041. Dostupné z:
https://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/jp8001614

31) BERENDSEN, H. J. C., J. R. GRIGERA a T. P. STRAATSMA. The missing term in effective
pair potentials. The Journal of Physical Chemistry. 1987, 91(24), 6269-6271.. Dostupné z:
doi:10.1021/100308a038

32) PETERS, Martin B., Yue YANG, Bing WANG, Laszlo6 FUSTI-MOLNAR, Michael N.
WEAVER a Kenneth M. MERZ. Structural Survey of Zinc-Containing Proteins and Development
of the Zinc AMBER Force Field (ZAFF). Journal of Chemical Theory and Computation.
2010, 6(9), 2935-2947. Dostupné z: doi:10.1021/ct1002626

33) LI Pengfei, Benjamin P. ROBERTS, Dhruva K. CHAKRAVORTY a Kenneth M. MERZ.

Rational Design of Particle Mesh Ewald Compatible Lennard-Jones Parameters for 2 Metal Cations
in Explicit Solvent. Journal of Chemical Theory and Computation. 2013, 9(6), 2733-2748. ISSN
1549-9618. Dostupné z: doi:10.1021/ct400146w

34) HOPKINS, Chad W., Scott LE GRAND, Ross C. WALKER a Adrian E. ROITBERG. Long-
Time-Step Molecular Dynamics through Hydrogen Mass Repartitioning. Journal of Chemical
Theory and Computation. 2015, 11(4), 1864-1874. Dostupné z: doi:10.1021/ct5010406

56


http://scripts.iucr.org/cgi-bin/paper7S2059798318000050
https://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/ip8001614

35) HOM. Amber Histidine HIS-HID-HIE-HIP Problem. Hom's Blog. 2015, 2015-12-26. Dostupné
z: http://platinhom.github.io/2015/12/26/HIS-HID-HIE-HIP/

36) LI, Hui, Andrew D. ROBERTSON a Jan H. JENSEN. Very fast empirical prediction and
rationalization of protein pKa values. Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics.

2005, 61(4), 704-721. ISSN 08873585. Dostupné z: doi:10.1002/prot.20660

57


http://platinhom.github.io/2015/12/26/HIS-HID-HIE-HIP/

