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UVOD

DNA (deoxyribonukleova kyselina) a RNA (ribonukleova kyselina) jsou
nepostradatelnou soucasti organismi. Kazda z nich ma své esenciadlni funkce, bez
kterych by Zivot nebyl moZny. Vyjimecnosti biologick¢é makromolekuly DNA je
pfedevSim to, ze ptedurCuje vyvoj a vlastnosti celého zivého organismu, nebot
uchovava a pienasi genetické informace, kdy bez RNA by nedochazelo k jejich piepisu.

Zajem teoretickych chemikii o DNA a RNA je obrovsky a to pfedevs§im diky
stale dokonalejsim MD simulacim, nebot’ narlsta dostupnost rychlejsich paralelnich
pocitact a také dochazi ke zdokonalovani silovych poli. Soucasna silova pole pro
nukleové kyseliny poskytuji dobré vysledky pro dvojsroubovice DNA, avSak ne vzdy
jsou tak divéryhodna také pro variabilnéjsi RNA struktury. Je proto snaha zjistit, které
parametry silového pole vyzaduji zménu a opravit je. Tento proces je vSak velmi
pomaly a nesnadny.

Také ma diplomova prace se bude zabyvat pocitatovymi simulacemi
nukleovych kyselin. Diivodem sepsani této diplomové prace byl fakt, ze nékteré¢ ze
zakladnich strukturnich parametri, které charakterizuji makromolekulu, nejsou
Vv soucasnych silovych polich zcela v potadku. Jedna se naptiklad o hodnoty helikdlniho
twistu, propelleru, a / v, € /  torzi ¢i velikost malého a velkého zldbku (vzdélenost
fosfatt v cukrfosfatové pateri). Ve své diplomoveé praci se zamétim na helikalni twist a
velikost zlabkd.

Cilem této prace bude zjistit, které parametry silového pole ovliviiuji vybrané
strukturni parametry a jak se makromolekula jako celek chova v zavislosti na zméné
parametrt, jako napiiklad permitivita, torzni uhel y ¢i van der Waalsovy parametry.
V ramci diplomové prace budu také zkoumat korelace parametrii silového pole
se strukturnimi parametry molekul nukleovych kyselin pomoci vytvoienych korelacnich
tabulek a dale budu tyto zavislosti charakterizovat jejich smérnicemi. Navic porovnam
vliv  pouzittho modelu rozpoustédla na zdkladni strukturni charakteristiky

makromolekul DNA a RNA.
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1. Nukleové kyseliny

DNA a RNA jsou nepostradatelné biologické makromolekuly. U eukaryotnich
organismi se DNA vyskytuje v bunééném jadie (kde je hlavni soucasti chromosomi)
nebo v bunéénych organelach jako jsou mitochondrie a chloroplasty. U prokaryotnich
organismil je ulozena v cytoplazmé. Mezi jeji zakladni vlastnost patii schopnost
replikace, transkripce a mutace. [1] RNA se vyskytuje nejcastéji v cytoplasmé,
ribozomu ¢i jadérku. Mezi jeji hlavni funkce patii schopnost nést informaci o primarni
struktufe proteini (sekvence aminokyselin), schopnost transportu aminokyselin

Kk ribozomu ¢i jeji stavebni funkci v ribozému. [2]

1.1 Objev DNA

DNA byla vyizolovana jiz vroce 1869 Svycarskym lékafem Miescherem [2]
z bilych krvinek hnisu. AvSak vzorek nebyl nedostate¢né Cisty vzorek pro dalsi
zkoumani.

V padesatych letech 20.stol. vyhotovila Rosalind Franklin rentgenové snimky DNA
molekuly. Watson s Crickem se zacali této problematice vénovat, vyuzili také vysledki
prace M. Wilkinse a v kvétnu 1953 publikovali v ¢asopise Nature ¢lanek s nazvem
A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid®, [3] za coZ jim byla v roce 1962 ud¢lena
prestizni Nobelova cena ,,Za objev molekulové struktury nukleovych kyselin a jejich
vyznamu pro pienos dédi¢né informace™ v kategorii fyziologie a medicina. Rosalind
Franklinova zemfiela n€kolik let pted udélenim této ceny na rakovinu, ¢imz se ji ceny

nedostalo. [2]

1.2 Stavba DNA a RNA

Makromolekula DNA je vysoce orientovany polymer. Jedna se o dvojSroubovici asi
2nm Sirokou se vzdalenosti jedné otacky asi 3,4nm. [4] Dvojsroubovice je slozena
ze dvou opaéné orientovanych fetézct nukleotidi. Kazdy nukleotid obsahuje tii
zakladni Casti, kterymi jsou fosfat, sacharid (pentdza), dusikata heterocyklicka baze (viz

Obrazek 1) a poji se tak, jak je znazornéno na Obrazku 2.



Obrazek 1. Struktura nukleotidu (B = A, G, C, T).

c|>H
O—P=—0
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o
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Obrazek 2. Konformace dvou naslednych nukleotidii (obrazek pievzat z [5]).

Fosfatem rozumime zbytek kyseliny fosfore¢né. Jedna OH skupina kyseliny
fosfore¢né, nezapojujici se do struktury DNA, ve vodném prostiedi odstépuje vodik,
¢imz zUstava na fosfatu zaporné nabity kyslik, ktery dava celé makromolekule zaporny
naboj.

Cukrem je pétiuhlikova pentdza, deoxyriboza, ktera ma na rozdil od klasické
ribozy o jednu OH skupinu na C2” uhliku méné. P¥es C5’a C3” uhliky deoxyribdzy jsou
navazany fosfaty. Deoxyribosové jednotky jsou spojeny 3’-5"-fosfodiesterovou vazbou.
Vazba deoxyribozy s dusikatou bazi se nazyva N-glykosidova vazba.

Nukleové baze jsou dusikaté aromatické heterocyklické slouceniny, obsahujici
jak akceptory tak donory vodikovych vazeb. Jsou to polarni latky s velkym dipdlovym
momentem. [6]

Zakladem nukleovych bazi je purin nebo pyrimidin. Mezi purinové baze fadime

adenin (A) a guanin (G), mezi pyrimidinové baze cytosin (C), tymin (T) a uracil (U),



ktery ovSem nalezi mezi baze RNA (viz Obrazek 3). Purinové baze se k Cl’
uhliku deoxyribéozy vazi pomoci N9 dusiku a pyrimidinové baze se k C1’

uhliku deoxyribdzy vazi pomoci N1 dusiku.

Obrazek 3. Nukleové baze: adenin, guanin, cytosin, tymin, uracil.
o O
f || ﬁ ] I
Z </ NH E\ NH
< ) J\ | NHJ§O NH/g

Tyto baze jsou ve dvojsroubovici DNA parovany kanonicky podle principu
komplementarity (Watson-Crickovo parovani bazi), neboli vzdy se spojuje adenin
s tyminem (DNA) nebo uracilem (RNA) a cytosin s guaninem (viz Obrazek 4). Baze
jsou mezi sebou spojeny pomoci nekovalentni vodikové vazby. Diky témto
nekovalentnim vodikovym vazbam a také patrovym (angl. stacking) interakcim mezi
dusikatymi bdzemi nad sebou je celd makromolekula DNA stabilizovana ve své

kanonické geometrii. [6]

Obrazek 4. Watson-Crickovo parovani bazi. (a) A = T, (b) G = C (obrazek pievzat
z [5]).

\ h_/ N />
(N/ \N——-H ....... o\ \CH3 /N Vi L N/ \
N N----===- H—N > cr N= N
C1/ N=/ N —§N—H ------- / A
0 \C1’ H
(a) (b)

Neméné dulezitou nukleovou kyselinou je RNA (ribonukleova kyselina). RNA
je stejné jako DNA polymer, ktery se sklada z purinovych a pyrimidinovych dusikatych
bazi, sacharidl a fosfatl. I pfesto, Ze jsou DNA a RNA ob¢& nukleovymi kyselinami,
muzeme mezi nimi najit zna¢né rozdily. Prvnim z nich je odlisna dusikatd baze. RNA

namisto tyminu (T) obsahuje uracil (U). Dal§im rozdilem je sacharid. RNA obsahuje
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namisto 2’-deoxyribosy ribézu, diky které ziskava RNA znacnou variabilitu. RNA
netvoii dvousroubovici, nybrz pouze jeden fetézec, ve kterém nemusi byt obsah guaninu
stejny jako cytosinu ¢i adeninu jako uracilu, jak je tomu v DNA, o ¢emz pojednavaji
Chargaffova pravidla. [2] RNA se vyskytuje na rozdil od DNA v n¢kolika formach.
Jsou jimi mRNA (messenger), tRNA (transfer) a rRNA (ribosomalni), které se zna¢né
lisi ve velikosti. [2]

RNA muze byt na rozdil od DNA kanonicka i nekanonicka. Nekanonicita RNA
znamena, ze muze obsahovat pary dusikatych bazi, které nejsou vazany pomoci
Watson- Crickova parovani. V RNA neni tak striktni parovani jako u DNA, protoze
RNA ma velice variabilni moznosti parovani a mize zde vznikat mnoho riznych part
na jednom vlakng. Hlavni zpusoby, kterymi se RNA muze parovat, popsal Neocles
B. Leontis, ktery pro né také zavedl znaceni. [7]

RNA obsahuje ve své struktufe n€kolik skupin charakteristickych motivi, jako
jsou tzv. loopy, stemy, pseudoknoty, Kink-turny a mnoho dalsich. Loopy neboli
,»smyCky“ vznikaji v RNA v ptipadé, kdy fetézec nukleotidové sekvence obsahuje
neparové baze. VéEtSinou se jedna o tii takto nesparované baze. ,,Smycka* se muze
vytvorit bud’ na konci fetézce (viz Obrazek 5 a)) nebo uprostied fetézce (viz Obrazek 5

b)).

Obrazek 5. Struktura smyc¢ky: a) na konci fetézce, b) uprostied fetézce (obrazek

ptevzat z [8]).

a) b)

Stemy neboli ,,ramena‘ vznikaji v disledku tvorby loopu v fetézci. Kink -turny jsou
opakujici se 3D architektonické motivy RNA, které obsahuji dva stemy (ramena)
spojené loopem (Kloubem). Jsou charakteristické nekanonickym parovanim bazi.
K-turny vykonavaji kloubovy pohyb, pfi kterém dochézi k natahovéani a vzdjemnému

ptitahovani ramen. Mnoho Kink -turnit ma funkci pii translaci proteind. [9]
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Vsechny tyto vlastnosti RNA zptisobuji, ze popis jeji struktury je velmi narocny
na kvalitu empirického potencidlu. Nedokonalost potencialu je zpisobena hlavné tim, ze

byl konstruovan pro kanonické struktury, jako napt. dvojsroubovice DNA.

1.3 Struktura DNA a RNA
Nukleové kyseliny maji primarni a sekundarni strukturu. Primarni struktura je
u obou nukleovych kyselin relativné podobna. Jedna se o potadi nukleotidi
Vv polynukleotidovych fetézcich. V poradi nukleotidi DNA jsou zakédovany genetické
informace neboli geneticky kod. Sekundéarni struktura urcuje nukleovym kyselindm
jejich uspotadani v prostoru, tedy tvar makromolekul, coz vytvaii hlavni vizualni
rozdily mezi DNA a RNA.

1.4 Formy DNA a RNA

DNA se vyskytuje ve tiech zdkladnich formach, kterymi jsou pravotocivé A a B
forma a levotociva Z forma (Obrazek 6 a Obrazek 7). Nejbéznéjsi a ve vodném
prostiedi nejstabilnéjsi je forma B-DNA. Nejméné se vyskytujici a nejméné stala je
Z-DNA forma. Forma A-DNA se vyskytuje pfedevS§im v mistech se zvySenou iontovou
silou a pokud je DNA dehydratovana. [2], [10]

Tyto formy se li$i v poctu parii bazi na otaCku, v praiméru vldkna a vzhledu malého
a velkého zlabku. Zakladni charakteristiky jednotlivych forem DNA jsou zapsany

v Tabulce 1.

Tabulka 1. Charakteristika forem DNA (tabulka ptevzata z [10]).

Pocet para

DNA Helikalni Pramér Velky Maly
bazi na
konformace otacivost vlakna (nm) zlabek zlabek
otacku
Siroky, Uzky,
B Pravotociva 10,5 ~2,0
hluboky hluboky
Uzky, Siroky,
A Pravotociva 11,0 ~2,6
hluboky mélky
Uzky,
Z Levotociva 12,0 ~18 Plochy
hluboky
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Obrazek 6.  Zobrazeni (a) A-DNA, (b) B-DNA, (c) Z-DNA, (d — f) pohled
na jednotlivé formy zdola, M — velky Zlabek, m — maly zlabek (obrazek pievzat z [5]).

(a) (b)

(d) (e) (f)
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Obrazek 7. Formy DNA: A-DNA, B-DNA, Z-DNA (obrazek prevzat z [1]).

Protoze jednim ztémat, kterému se vénuje tato prace je velikost zlabkil
nukleovych kyselin, uvadim i obrdzek distribuce téchto velikosti v MD simulacich

(Obrazek 8).
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Obrazek 8. Distribuce $ifky (A) malého zlabku (horni obrazek) a velkého zlabku (dolni
obrazek) DNA - modie a RNA - ¢ervené (MD simulace, obrazek pievzat z [11]).

0.7 v - ~ .
0.6} <
0.5} 1
v
:
.00.1> 4
=
au.st ‘
A
0.2} «
n.1} .
0 - : .
4 3 8 10 12 14 16 18 20
Velikost Zlabku (A)
0.25 v .
0.2
L
Q
Bo.15¢
‘"
.
ot
O 9.1}
0.05
(’ e A A A
5 10 15 20 25
Velikost zlabku (4)

RNA stejné jako DNA mlze nabyvat riznych forem. Nejcasté)si
a nejpravidelnéjsi formou je A-RNA. Druhou zndmou formou RNA je A’- RNA. Lisi se
od sebe tim, ze A-RNA je 11-otackovy helix, zatimco A’-RNA je 12-otackovy helix.

Dalsim rozdilem je také velikost zlabka (viz Tabulka 2).
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Tabulka 2. Charakteristika z1abkt pro jednotlivé formy RNA (analyza difrakce vlakna:
X-ray, tabulka pievzata z [12]).

Velky zlabek —  Velky zlabek Maly zlabek Maly zlabek

Sitka (A) hloubka (A) Sitka (A) hloubka (A)
A-RNA 4,7 12,9 10,8 3,3
A’-RNA 8,9 14,4 10,5 3,4

1.4.1 Torzni Ghly cukrfosfatové patere

Vsechny ¢asti nukleotidu jsou viéi sobé urcitym zplisobem orientovany. Torzni
uhly vyjadiuji sterické interference mezi rezidui v polynukleotidu. Témito uhly v DNA
jsou a, B, v, 6, & Lay[8]. Jednotlivé uhly jsou zakresleny na Obrazku 9 a jejich typické
hodnoty pro DNA jsou zapsany v Tabulce 3 a pro RNA v Tabulce 4. Obrazek 10
znazornuje distribuce vybranych thli DNA a RNA.

Obrazek 9. Torzni thly patefe DNA (obrazek pievzat z [13]).

La-1 D’g'{:;-l;. -
tﬁ% b o 1
| | £3
v .

B [y

Jednotlka
milcleotidu

SImer
fetézce
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Tabulka 3. Primérné hodnoty torznich thli DNA (ve ° ) (analyza difrakce vlakna:

X-ray, tabulka pievzata z [12]).

a B Y 5 € G X
A-DNA 52 175 42 79 -148 75  -157
B-DNA -30 136 31 143  -141  -161  -98
Z-DNA
_ 140 -137 51 138 -97 82  -154
(C rezidua)
Z-DNA
_ 52 179  -174 95 -104 -65 59
(G rezidua)

Tabulka 4. Primérné hodnoty torznich uhlt RNA (ve ° ) (analyza difrakce vlakna:

X-ray, tabulka pievzata a upravena z [12]).

8 € g X

a B Y
Adenin -69 179 55
A’-RNA
Thymin  -64 178 51
A-RNA -70 177 61

82 -154 -71 -161
83 -152 -173 -161
77 -153 -70 -163
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Obrazek 10. Distribuce nékterych thlit DNA - modie a RNA - ¢ervené (MD simulace,
obrazek ptevzat z [11]).

0.08 v v v v 0.0>

.04% L045

0.04 ¢. 04

R 0% <
So.03 1 0.03
=§-°25 1 = .0258
%
A0 02 = 0.02

.015 1 L0185

0.01 1 0.01

.005 4 .00S

© a A

- ) A
¢ 40 40 120 160 ~200-160-120 -20 -40

Distribuce

@ »
Garama (%) Chi (%)
B0 ,04%
0.06% 4 .04
09y
v, 0%
bt g 0.03
o} | O S ‘
g g
Qoo Qo.oxk 4
L01S
0.02
V.01
©. 1 o08
o o
40 B0 120 180 200 120 1060 200 240 230
Delta () Epsilon (°)

Jednotlivé torzni thly cukrfosfatové patete DNA (a, B, v, 9, & () miZeme

znéazornit nasledovné jako dihedralni uhly:

O-P-05-C5"-C4-C3-03-P-0][14]
o B Y ) € 4

tedy: [14]

a=0-P-05-C5"

B=P-05-C5"-C4

y=05-C5"-C4'-C3’

0=C5"-C4-C3-03"

e=C4-C3-03-P

{=C3-03-P-0

Atomové jména zndzornuje Obrdzek P-1, Obrdzek P-2, Obrazek P-3,

Obrazek P-4, Obrazek P-5, Obrazek P-6.
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Mezi nékterymi uhly patefe mizeme pozorovat vyrazné Korelacni vztahy,
z ¢ehoz vyplyva také fakt korelacnich pohybd v roztoku. [12] Existence takovychto
nebo korelace mezi thlem ¢ a konformaci cukru.

Uhly patefe se podle dohody popisuji specidlnimi terminy. Tyto terminy jsou
gauche®(g") pro hodnoty ~ 60°, gauche ~ (g°) pro -60° a trans (t) pro ~180°. Napiiklad
tthly a a y mohou nabyvat konfirmaci g*, g~ a také t. Uhly a a { vykazuji vysoky stupeii
flexibility v riznych krystalovych strukturach. Jsou pozorovany v konformacich
t9,9°9, g°g". Naproti tomu napiiklad thel p miizeme najit vyluéné v konformaci t.
[12]

Uhly patefe jsou omezeny pouze na uréité diskrétni intervaly a nejsou proto
schopny voln¢ ptijimat jakékoli hodnoty mezi 0°-360°. Obrazek 11 ukazuje tyto mozné

rozmezi.

Obrazek 11. Konformaéni kolo ukazujici povolené rozsahy uhli cukrfosfatové patete -

vySrafovana ¢ast (obrazek prevzat z [12]).

270° 90°

180°
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Kazdy thel cukrfosfatové patefe ma odlisnou distribuci a plochu potencialni

energie. Tyto hodnoty vyjadiuje Obrazek 12.

Obrazek 12. Plocha potencialni energie (MP2/6-31+G(d)//MP2/cc-pVTZ) uhlu a, B, v,
o, & ( pro formy A DNA, B, DNA a B;; DNA (horni obrazek), krystalograficka
distribuce thla a, B, v, d, & ¢ pro formy A DNA, B; DNA a B;; DNA (dolni obrazek).

(obrazek prevzat z [15], definice thld viz tamtéz).
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1.4.2  Uhel Chi (y)

Uhel y je thlem otaéeni dusikaté baze vici deoxyriboze (N-glykosidova vazba),
proto se mu také tika glykosidicky thel y. V purinovych bazich je to dihedralni tihel
mezi O4'— C1— N9 — C4 atomy a v pyrimidinovych bazich mezi O4'— C1— N1 — C2
atomy. [14], [16]

Uhel y miize byt viiéi pentéze v anti (-120° > y > -180°), nebo syn (0 < y < 90°)
konformaci [12], pfi¢emz konformace anti je vétSinou stabilnéjsi nez syn. S konformaci
syn se setkavame vétSinou ve formé Z-DNA, ale také u nékterych bazi ve strukturach
RNA. Prostorové uspotadani téchto konformaci je znazornéno na Obrazku 13.

Potencidlni energie a distribuce tohoto thlu pro vSechny formy DNA jsou

zakresleny na Obrazku 14.

Obrazek 13. Konformace y a) x v anti konformaci, b) x v syn konformaci (obrazek
prevzat z [12]).

N7

N9
Cc2

cr

(b)
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Obrazek 14. Potencialni energie uhlu x: obrazek A — adenin, B — guanin, C — cytosin,
D — thymin, ¢ C2’endo a 0o C3’endo konformace, E — distribuce: A DNA (silné cara),
B DNA (tenka cara), Z DNA (teCkovana c¢ara) v krystalu (obrazek pievzat z [14],

definice Ghla viz tamtéz).
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1.4.3 Konformace patete DNA a RNA

V DNA mizeme pozorovat velké mnozstvi konformacnich klastri, které jsou
kondenzované do mensiho poctu konformaénich rodin (B, By, A, Ay, Z) [17], viz
Obrazek 15.

Obrazek 15. Dvojdimenzionalni scattergramy toznich thld DNA (tmavé modra), DNA
z komplexu (azurova) a RNA (razova). r — pro puriny, y — pro pyrimidiny (obrazek

pievzat z [17], definice uhll viz tamtéz).
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Naptiklad forma B-DNA se tedy miiZze vyskytovat ve dvou konformacich, které jsou
dany piedevsim odlisnymi &/ torzemi. Jedna se o B konformaci (¢ v trans, { v g ') a By
konformaci (¢ vg ~, { vtrans). B, je stabilnéjsi a muzeme ji Cast&ji pozorovat nez By.
[14] Spravny popis B/B; konformaci je dilezity pro pochopeni specifity interakci
nukleovych kyselin s proteiny.
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U DNA a RNA jsou ptipady, kdy dochézi ke sptfazeni dvojice uhli, kdy existuji dvé
stabilni kombinace téchto uhli. Pfechody mezi stabilnimi stavy se nékdy oznacuji jako
flipy. Nejcastéji se s timto jevem setkavame u uhlt o/y (kanonické konformace (a v g,
vy Vv g) tj. -90°,60° a presmyknuté konformace (o v g*, y v trans) tj. 100°, -160°) a
u uhld €/C viz vyse. A-forma i B-forma DNA se pfiizptsobuji pohybu podobnému
pohybu klikové htidele mezi torzemi a a vy, avsak odliSuji se v jeho realizaci. Tento
pohyb Ize pozorovat u DNA i RNA. [17] Tabulka 5 udava hodnoty pro torzni uhly DNA
jednotlivych konformacich, Tabulka 6 pro torzni uhly RNA.

Tabulka 5. Torzni thly v nukleotidech A-formy a B-forem DNA (ve °). (RTG data,

tabulka pfevzata a upravena z [17]).

Konformace
DNA v-1 81 &1 (1 a B Y ) x-1 Y
A(l) 54 82 -155 -75 -66 172 55 83 -159 -158
B(I) 47 136 -176 -98 -58 179 45 138 -109 -100
B(I) 46 143 -115 -188 -63 142 46 141 91 -101

Tabulka 6. Torzni uhly v nukleotidech A-formy RNA (ve °). (RTG data, tabulka
prevzata z [18]).

Konformace 5.1 . 1 5 5
- €- - o
RNA Y
A (1a[18]) 81 -148 -71 -65 174 54 81
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1.43.1 Konformace cukru

Pétiuhlikaty cyklus cukru v nukleotidu neni planarni, a proto mize mit odlisSné
prostorové usporadani, odliSnou konformaci (sugar pucker).

Na Obrazku 16 je znizornéna S (C2-endo)a N (C3-endo) konformace.
Konformace S (C2 -endo) je charakteristicka pro DNA, zatimco N (C3 -endo) forma pro
RNA (Obrazek 17).[12]

Obrazek 16. Konformace cukru: (a) S — south (C2-endo) konformace, (b) N — north
(C3-endo) konformace (obrazky prevzaty z [8]).

c¥ , B
s 9’
B S \%’/ N
o® C*-erdo C%-endo
(@) (b)

Obrazek 17. Pseudorotaéni kruh furanosového kruhu v nukleotidu (obrazek prevzat a

upraven z [8]).
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1.4.4 Strukturni parametry

Strukturni parametry jsou dany orientaci dusikatych bazi nebo paru bazi DNA vici
sobé bud’ pod uritym thlem - Obrazek 18 (a) nebo posunem - Obrazek 18 (b).
Strukturni parametry se déli na meziparové neboli helikalni parametry, kterymi jsou tilt,
roll, twist, shift, slide, rise a mezibazové parametry, kterymi jsou buckle, propeller,
opening, shear, stretch a stagger. V Tabulkach 7 a 8 jsou zapsany hodnoty vybranych
parametra pro jednotlivé formy DNA a RNA.

Obrazek 18. Strukturni parametry: (a) thly bazi, (b) posun bazi (obrazek ptevzat

a upraven z [19]).
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Tabulka 7. Hodnoty vybranych parametru pro jednotlivé formy DNA (analyza difrakce
vlakna: X-ray, tabulka pievzata z [12]).

Par bazi
) Helikalni Bazovy step
Rise (A) ' Propeller
twist (°) Roll (°) )
twist (°)
A-DNA 2,54 32,7 0,0 -10,5
B-DNA 3,38 36,0 0,0 -15,1
Z-DNA
: 7,25 -49,3 5,6 8,3
(C rezidua)
Z-DNA
. 7,25 -10,3 -5,6 8,3
(G rezidua)

Tabulka 8. Hodnoty vybranych parametri pro jednotlivé formy RNA (analyza difrakce
vlakna: X-ray, tabulka pievzata z [12]).

Posunuti ] Helikalni Propeller
Rise (A) Roll (°)
bazi (A) twist (°) twist (°)
A-RNA 0,44 2,8 32,7 -0,8 -2,1
A’-RNA 0,51 3,0 30,0 0,0 2,3
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2. Vypocetni chemie

Vypocetni chemie je obor chemie, ktery je zaloZeny na teoretickém modelovani
studovanych systémi. Diky vypocetni chemii muazeme napiiklad urcit strukturu
a energii molekuly, tranzitniho stavu, energii vazeb, ndboje atomu, dipél momenty,
elektronovou hustotu a mnoho jinych vlastnosti. Jedna se tedy o obor, které vyuziva
k ziskavani novych poznatkli neexperimentalni metody. [20] Dale se zaméfim
na metody modelovani pomoci empirického potencidlu a molekularné¢ dynamickych
simulaci.

Empirické silové pole je zdkladni nastroj pro studium vztahii mezi strukturou
a ucinkem nejen biologickych makromolekul. Studie, pfi kterych dochéazi k pouzivani
silového pole, nejenze usnadiuji vyklad experimentalné ziskanych dat a jsou schopny
experimentalni pozorovani reprodukovat, ale dokazi také poskytnout detailni pohled na
pretrvavajici problémy ve struktuie nukleovych kyselin. [21], [22] Uspéch empirickych
silovych poli je zalozen na kvalit¢ pouzivanych silovych poli v kombinaci

s algoritmickymi postupy.

2.1 Empiricky potencial pro DNA a RNA

Podstatou kazdého silového pole je funkce potencialni energie, avSak sama o sob¢
netvoii silové pole. Jednd se o kombinaci funkce potencidlni energie s parametry
pouzitymi v této funkci. [22]

Celkova energie systému je v béznych empirickych potencialech popsana souétem
energii kovalentnich a nekovalentnich ptispévka (viz Rovnice 1). Kovalentnimi
ptispévky jsou piipisovany deformaci uhlu (E,), vazeb (Ep) a torzi (E;). Nekovalentni

prispévky jsou elektrostatika (E¢) a van der Waalsovy interakce (Eygw). [16]
E=E,+Ep+E+E:+Eyw Rovnice 1
napr. torzni piispévek je modelovan pomoci Rovnice 2 [16]

E torze: Z Z Vn [1+COS(HCD = 'Y] ROVI’]iCG 2

torze n

n je periodicita, V, rota¢ni bariéra, ® torzni thel a y fazovy uhel.
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Empiricky potencial neni dokonaly, obsahuje parametry, které mohou byt neptesné,
z ¢ehoz plyne usili zjistit které to jsou, prostudovat je a snazit se o jejich zdokonaleni.

Ve své diplomové praci jsem pouzivala silové pole pro nukleové kyseliny AMBER
(Assisted Model Building with Energy Refinement) [23]. Program AMBER je
molekularné-mechanické silové pole (Cornell et al.) [24] pro simulace biomolekul
(nukleovych kyselin a proteinill) ve vypocetni chemii.

AMBER byl vytvofen skupinou lidi kolem Petra Kolmana na Kalifornské
Univerzit¢ v San Franciscu.[25] Obsahuje né€kolik desitek programii urcenych pro
molekularni modelovani a simulace, vypocty molekulové mechaniky aZz po analyzu
ziskanych vysledkl. Jednim z programit AMBERu je Sander. Jednd se o program,
pomoci néhoz se provadi energetické minimalizace a molekuldrné dynamické simulace.
Rychlejsi a 1épe skalujici verzi Sanderu je Pmemd. Dale je to naptiklad LEaP, ktery je
uréen pro tvorbu vstupnich soubord simulaci. Ptraj slouzi napiiklad k analyze MD
trajektorii. [25], [26]

Dalsi casto pouzivané silové pole pro nukleové kyseliny krom¢ Cornell et al. je
CHARMM [27]. Obé tato silova pole poskytovala stabilni simulace nukleovych kyselin,
avSak obé m¢éla systematické chyby a problémy, proto doslo k vyvoji dokonalejSich
silovych poli, které se snazily tyto chyby opravovat ¢i alesponn minimalizovat.
U CHARMM22 byla silna nachylnost k A form& DNA 1 pii nizkych koncentracich soli.
Tento problém vedl k uplné reoptimalizaci a zméné¢ na CHARMM27. Problémy
silového pole AMBER parm94 byly spojené s konformaci cukru a vybranymi torznimi
parametry. Tento fakt vedl ke zméné silového pole na parm98 a pozdéji parm99.

Dodnes mezi znamé nedostatky empirického potencialu patii naptiklad popis
konformaci B,/By; nebo thla o, y a . Navrh zlepSenych parametrti navic komplikuje to,
Ze parametry nelze ménit nezavisle, protoze jejich ucinky na vyslednou strukturu jsou
slozité propojeny. Mezi nejznaméj$i propojeni patii spiazeni uhld aly, €/C nebo tGhlu y
s konformaci cukru.

Mezi dalsi strukturni parametry, které¢ vykazuji v MD simulacich se silovym polem
parm99bsc0 nezanedbatelné odchylky, patii helikalni twist. Obrazek 19 ukazuje
odchylky meziparovych parametrii pro nékolik riiznych sekvenci DNA (viz ptavodni
Clanek [28]). Twist byl zjistén teoreticky s pouzitim silovych poli ParmbscO a
CHARMM27, experimentalné z rentgenové difrakce a NMR (Tabulka 9). [28] Dalsimi

relativné nepfesnymi parametry jsou vzdalenosti fosfatd v cukrfosfatové patefi neboli
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velikost malého a velkého zlabku (viz Obrazek 20). Velikost malého a velkého zlabku
byla zjiSténa teoreticky z MD simulaci s pouzitim silovych poli ParmbscO a

CHARMMZ27 a experimentalné z rentgenové difrakce a NMR (Tabulka 9) [28].

Tabulka 9. Velikost twistu a velikost velkého a malého Zlabku (data ptevzata z [28]).

Velky Zlabek ~ Maly Zlabek

Metoda Twist (°)
(A) (A)
ParmbscO 33 19 12 -13
CHARMMZ27 35 17 13-14
X-ray 35,5 17 11
NMR 34,5 18,2 12,8
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Obrazek 19. T — transla¢ni strukturni parametry - shift, slide, rise, R-rota¢ni strukturni
parametry - tilt, roll, twist, (obrazek pievzat z [28]; rizné barvy odpovidaji riznym

DNA sekvencim, viz ptivodni ¢lanek).

i

0 —— ' S
-15-1-05 0 05 1 15 -2 5 12
SLIDE ROLL

3.1

SEQ 1 SEQ3 —  CRYSTAL s
SEQ2 e SEQ 4 | ¢ | —
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Obriazek 20. Vyvoj Sitky zlabkt v Case pro silova pole parmbsc0 a CHARM?27
(obrazek pievzat z [28]; rizné barvy odpovidaji riznym DNA sekvencim, viz pivodni

¢lanek).

PARMBSCO

CHARMM27
SEQ1
EQ2 ~
SEQ 2
) maly
B ey fpesetesy G
)
i CrySta | mm—
)
SEQ3 NMT sessm—"
NMI sem——"—
. n'v’;\-.vv A Ar“ o
SEQ4 bk b e

(g b 1o b

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80
Cas (ns)

Ptestoze relativné velké odchylky maji i napt. roll, helikalni twist je povazovan

vvvvvv

stupiiti ¢i angstromil, se pii spirdlovém zato¢eni DNA nakumuluji a ve vysledku dochézi

ke vzniku relativné velké chyby.
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2.1.1 van der Waalsovy parametry

vdW interakce popisujeme nejcastéji pomoci 6-12 Lennard — Jonesova potencialu.
Jedna se o jednoduchy matematicky model, ktery popisuje slabé interakce repulzniho a
disperzniho typu. Byl navrzen jiz vroce 1924 anglickym matematikem Johnem
Lennardem-Jonesem [29], [30]. K jeho matematickému popisu jsou pouzivany razné
matematické rovnice ( viz Rovnice 3 [30], Rovnice 4 [30], Rovnice 5 [30], které se lisi

vyznamem parametrd.

Vir)=4.¢.[(c/D)?-(c/1)° Rovnice 3

¢ je hloubka minima, o je vzdalenost, na které je potencial nulovy, r je vzdalenost
mezi &asticemi. Clen r 2 vyjadfuje vz4jemné odpuzovani neboli Pauliho repulzi a &len
r ® vzajemnou pfitazlivost dvou &astic (disperzni energie). S pfiblizovanim dvou &astic
dochazi k nejprve K poklesu energie a nasledné k jejimu obrovského vzristu, coz

vyjadiuje Obrazek 21.
rmin V ROVNICi 4 je vzdalenost, na které nabyva potencialni energie minima (viz

Obrazek 23). Mezi ryin a 6 plati vztah rmi, = 2.

V@) =¢. [(tmin/ =2 . (tmin/ 1) ©] Rovnice 4
Rovnice 5 je nejjednodussim matematickym vyjadienim 6-12 Lennard — Jonesonova

potencialu. Tuto formulaci pouziva silové pole AMBER, kdy koeficienty A a B jsou

zapsany v jeho ¢asti topologie.top.

V()= (A/)?-B/r)® Rovnice 5
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Obrazek 21. Zavislost celkové energie na vzdalenosti stiedti dvou neutralnich ¢astic.

E L

I odpudvd energie

4 prtazliva energie

2.1.2 Permitivita (g)
tykaji biomolekuly Vv roztoku. Permitivita (dielektrickd konstanta) popisuje reakci
rozpoustédla na vné&jsi elektrické pole. Permitivita je charakterizovana dielektrickou
konstantou, ktera vyjadiuje miru, S jakou se rozpoustédlo polarizuje v elektrickém poli
(napt. v poli rozpusténych molekul). Permitivita je zahrnuta v Coulombové zakong,

ktery popisuje elektrostatickou interakci (viz Rovnice 6). [31], [32]

E=[(1/4.m¢g.€).(q1.02/1)] Rovnice 6

kde g je permitvita vakua a & je relativni permitivita, ktera vyjadiuje zménu elektrické

sily, jestlize téleso s elektrickym nabojem bude v latkovém prostiedi misto ve vakuu.
Permitivita rozpoustédla mtze ovlivnit strukturni parametry molekul DNA a

RNA, napfiklad velikost Zlabkli prostfednictvim miry odpuzovani fosfati

v cukrfosfatové patefi nebo i helikalni twist.
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2.1.2.1  Explicitni rozpoustédlo

Makromolekula je obklopena ,,skutecnymi® molekulami vody v imaginarnim
boxu s vodou, ktery zobrazuje Obrazek 22. Nejpouzivanéjsi modely explicitnich vod
jsou modely TIP3P [33], [34], TIP4P [33], [34], TIP5P [33], [34] a SPC/E. [35]
V Tabulce 10 jsou uvedeny hodnoty zakladnich fyzikalnich veli¢in a parametrd téchto

modelu vod.

Tabulka 10. Vlastnosti modelt vod: o, € - Lennard-Jonesovy parametry (X-ray, tabulka

prevzata z [36]).

Primeérna
Maximalni
Model o € Dipol Dielektrickda ~ konfiguraéni
_ hustota
vody (A) (kd/mol)  moment konstanta energie )
(kJ/mol)

TIP3P 3,15061 0,6364 2,35 82 41,1 -91
TIP4AP  3,15365 0,6480 2,18 53 -41,8 -25
TIP5P  3,12000 0,6694 2,29 81,5 -41,3 +4
SPC/E 3,166 0,650 2,35 71 -41,5 -38

Obrazek 22. Box vody (obrazek ptevzat z [31]).

35



Z tabulky je vidét, Ze jednotlivé modely vody se vyrazné li§i permitivitou.
Vznika proto otazka, do jaké miry tyto rozdilné hodnoty permitivity ovliviiuji strukturu

DNA a RNA v simulacich.

2.1.2.2 Implicitni rozpoustédlo

Rozpoustédlo je chapano jako polarizovatelné kontinuum s dielektrickou
konstantou €. Tento model je méné ¢asove narocny v porovnani s explicitnim modelem
rozpoustédla. OvSem V pfipadé specifické interakce mezi makromolekulou a
rozpoustédlem muze selhat. [31] Pro vypocet solvatacni energie se pouzivaji modely
Poisson-Boltzmann (PB) [37] a Generalized Born (GB) [38]. Model Poisson-Boltzmann
podstatné rychlejsi. Oba modely ¢asto vykazuji podobné vysledky, ale mnohdy se také
vyrazné li§i a jejich pouZiti pro solvataci nukleovych kyselin se obecné nedoporucuje.
| proto jsem se rozhodla model Generalized Born otestovat a srovnat s explicitnim

rozpoustédlem TIP3P.
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EXPERIMENTALNI CAST
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3. Cil prace

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, které parametry silového pole ovliviiuji
strukturu nukleovych kyselin, zvlasté meziparové (helikalni) parametry, mezibazové
parametry a velikost zlabkll. Mezi zkoumanymi parametry byly permitivita, amplituda a
faze thlu x a van der Waalsovy parametry. Spoustéla jsem proto pocitacové simulace,
ve kterych jsem ménila standardni (defaultni) hodnoty pro tyto parametry a pro srovnani
také simulace bez jakékoli zmény téchto parametrti. Kromé toho jsem zkoumala
korelace mezi fluktuacemi hodnot parametrii silového pole a strukturnimi parametry
nukleovych kyselin. VeSkeré simulace byly provadény jak v klasickém explicitnim
rozpoustédle, tak 1 v rozpoustédle implicitnim, proto dalS§im cilem prace bylo porovnat
chovani makromolekul v kazdém z nich .

Cela ma diplomova prace byla realizovana pomoci poéitaCové simulace, Ktera
zkouma vlastnosti systému diky experimentu s pocitacovym modelem. Pomoci nize
uvedenych silovych poli jsem simulovala makromolekulu DNA (B-DNA a Z-DNA),

V jednom ptipadé¢ pro srovnani také A-RNA.

4. Metody

Pii realizaci své diplomové prace jsem pouzila Silové pole parm99bscO s korekci na
aly torzi pro DNA a parm99 pro RNA. Simulace v explicitnim rozpoustédle byly
provedeny v modelu vody TIP3P a u simulaci v implicitnim rozpoustédle byl pouzit
model pro vypocet solvatacni energie model Generalized Born (GB), protoze je
podstatné rychlejsi nez Poisson-Boltzmann. Pro analyzu byly vybrany v proteinové
databazi (www.pdb.org) struktury pod étyfmistnym kédem 1BNA pro makromolekulu
B-DNA, 1ICK pro makromolekulu Z-DNA a 1QCO0 pro A-RNA.

Simulaéni protokol. Simulace byly provadény za konstantniho tlaku a teploty (NPT)
s periodickymi okrajovymi podminkami s Ewaldovou sumaci pro elektrostatické
interakce. Cutoff pro nevazebné interakce byl 10 A, krok simulaci v TIP3P byl 2 fs a
krok pro simulace v GB byl 1 fs. Byly dodany ionty Na® K neutralizaci fosfatovych
skupin, které udéluji makromolekule zidporny ndboj (B-DNA 22 iontii Na*, A-RNA 18
iontd Na’). Prostfedi Z-DNA bylo 2M roztoku NaCl (90 iontfl). V implicitnim
rozpoustédle byla pro Z-DNA nastavena iontova sila 2. Box pro B-DNA mél rozméry
33x36x51 A pro Z-DNA 44 x 44 x 50 A a pro A-RNA 50 x 49 x 58 A.
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Pred spusténim simulace probéhla minimalizace pomoci programu sander
z programového baliku AMBER (10 000 krokt) a nasledné ekvilibrace, pii které jsem
postupné zvysovala teplotu na 298 K v pribéhu 550 000 krokii.

Pro spojovéani trajektorii jsem pouzila modul ptraj a ziskané¢ vysledky jsem
vyhodnotila programem X3DNA. Pro vizualizaci, animaci a analyzu velkych
makromolekul jsem pouzila program VMD (Visual Molecular Dynamics).

Jednotlivé simulace pro implicitni i explicitni rozpoustédlo bézely rtiznou dobu

v desitkach ns, coz vyjadiuje Tabulka 11.

Tabulka 11. Doba simulaci (v ns).

GB TIP3P
B-DNA 20 40
Z-DNA 20 40
A-RNA 20 40
x (faze) 4*10 X
y (amplituda) 6*20 11*50
Epsilon 8*20 X
vdW parametry 11*10 3*40

5. Vysledky a diskuse

5.1 Korelace strukturnich parametrti s uhly cukrfosfatové patefe a s thlem y

Tyto korelace byly ziskdny pomoci vysledkl simulaci s plivodnimi parametry
silového pole makromolekul (B-DNA, Z-DNA a A-RNA) v implicitnim i explicitnim
rozpoustédle. Kazdy snimek byl vyhodnocen pomoci programu X3DNA, ktery vypsal
hodnoty thli cukrfosfatové patete a tihlu 7y, mezibazovych, meziparovych parametrt,
velikosti z1abkl a thlu pseudorotace pentdzy. Tyto hodnoty pak byly pro kazdy snimek
zprumérovany. Sloupce primérnych hodnot byly zpracovany programem Statistica
(postup: zakladni Statistica, korelacni matice) a vysledky jsou ukazany v tabulkach (viz

Tabulka 12 pro B-DNA (TIP3P), Tabulka 13 pro B-DNA (GB), Tabulka 14 pro A-RNA
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(TIP3P)), které vystihuji korelace vSech parametr téchto makromolekul. V tabulkach
jsou jen hodnoty statisticky vyznamné a hodnoty vétsi nez 0,1.

Je tfeba si uvédomit, ze pii tomto zpisobu vyhodnoceni jsou hodnoty v tabulkach
zatizeny velkou statistickou chybou, a proto jsou pouze orienta¢ni. Zvlast hodnoty
meSich korelacnich koeficienti nejsou pfili§ spolehlivé. Konvergenci hodnot
Vv tabulkdch jsem ovéfila ze zavislosti hodnot korelacnich koeficientl na délce simulace.

Chceme-li z tabulek naptiklad zjistit, na kterych toznich uhlech ve struktuie B-DNA
Vv explicitnim rozpoustédle s modelem vody TIP3P zavisi velikost velkého zlabku,
podivame se na fadek maj (vyjadiuje velky zlabek) a zjistime, ze z uhli patere velikost
velkého zlabku nejvice koreluje sthlem & (-0,28), ktery popisuje konformaci
deoxyribozy. Dale pak koreluje s hodnotou pseudorotacniho uhlu P (-0,23),
s amplitudou pseudorotace tm (0,24), s hodnotou glykosidického thlu y (-0,25), ¢i
s hodnotou thlu ¢ (0,20). Ostatni korelace jsou méné vyrazné. Navic velikost velkého
zlabku vyrazné koreluje s helikalnimi parametry slide (-0,53) a twist (-0,60).

Hodnoty korelacnich koeficienti mohou byt uzite¢né v tom, ze napovidaji, kterym
smérem je potieba zménit parametry silového pole, abychom dosahli lepsi schody
S experimentem. Napf. zvétSovanim thlu 6, dosdhneme zmenSeni velikosti velkého
zlabku (-0,28).

V nasledujicim textu se budu vénovat hlavné korelaci mezi thly patete a y, velikosti
zlabktl, propelleru a helikalniho twistu, protoze pravé zminéné strukturni parametry
patii mezi vyrazn€ se odchylujici od experimentu (hodnot ziskanych

z krystalografickych dat).
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5.1.1 B-DNA

Tabulka 12. Korelace parametri makromolekuly B-DNA v explicitnim rozpoustédle

s modelem vody TIP3P.

V této verzi DP jsou korela¢ni tabulky soucasti prilohy.

Korelace mezi uhly patefe. Tabulka 12 ukazuje, Ze za nejvétsi korelace lze
povazovat korelaci uhlu { s thly € (-0,90) a 6 (-0,70). Korelace mezi thly € a ¢ byla
predpokladana, protoze je zc€asti diisledkem prechodu mezi B, a By, formou, ktery se
charakterizovan soucasnou provdzanou zménou uhli € a . Korelace thlu £ s tthlem o
naznacuje provazanost tohoto thlu s konformaci pentdzy, ktera je také potvrzena velkou
korelaci uhlu £ shodnotou pseudorotacniho thlu P (-0,55). S konformaci pentdzy
koreluje také €. Mezi dal$i vyznamné korelace patii korelace thlu € s thly B (-0,50) a o
(-0,41). Korelace thl o a y je také znama (viz Kapitola 1.4.4).

Korelace malého a velkého Zlabku. Maly zlabek dobfte koreluje s uhly 6 (-0,30),
(0,24) a € (-0,12) . Velky zlabek dobie koreluje s uhly 6 (-0,28), % (-0,25), ¢ (0,20) a
(-0,14). Oba zlabky jsou tedy zavislé na konformaci cukru, jehoz soucasti je thel 8. To
znamena, ze velikost zlabkli by bylo mozné ovlivnit zménou parametru pentozy, ale
také né€kterych jinych parametri cukrfosfatové patete. V ptipadé malého Zlabku uhly 3,
Caeav ptripadée velikosti velkého Zlabku thly o, x, { a .

Maly zlabek dale pak koreluje s parametry roll (0,52), stagger (-0,22) a
pseudorotacnim uhlem P (-0,32). Velky Zlabek koreluje s slidem (-0,53), amplitudou
pseudorotace tm (0,24) a P (-0,23).

Korelace propelleru, helikalniho twistu a dalSich strukturnich parametri.
Twist koreluje sthlem y a az na thel € ivSemi Ghly cukrfosfatové patefe. Nejvice
koreluje s 6 (0,27) a a (0,22). Vyrazna je také korelace twistu s malym zlabkem (-0,39),
velkym zlabkem (-0,60), pseudorota¢nim tthlem P (0,27) a slidem (0,28).

Meziparové parametry koreluji dobie s thly patete, kdy mezi nejvyraznéjsi korelaci
muzeme zafadit korelaci parametru slide s thly ¢ (-0,64), € (0,55), 6 (0,48) a B (-0,27).
Dale pak korelaci parametru rise s thly y (-0,39), € (-0,29) a parametru roll s uhly
(0,25) a ¢ (-0,22). Slide dobie koreluje s pseudorotaénim thlem P (0,42) a tilt s shiftem
(0,71).
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Jedind vyraznéjsi korelace mezibazovych parametrii s toznimi thly patii korelace
openingu s y (-0,33) a staggeru s y (0,22). Dale pak je to korelace openingu s parametry
stretch (0,27) a stagger (-0,26).

Kromé toho existuji také korelace meziparovych a mezibazovych parametri napt.
takto koreluje tilt se shiftem (0,71) a s buckelem (-0,40), stagger s rollem (-0,43) a risem
(-0,36), sudar s shiftem (-0,34) a tiltem (-0,33) a také koreluje slide s pseudorota¢nim
uhlem P (0,42). Né&které ztéchto zavislosti byly jiz dfive pozorovany a popsany
Vv literatufe. Napt. Lankas$ a spoluautofi zmifnuji vyznamné vazby mezi parametry slide a
rise, twist a roll a twist a slide [39]. Tyto korelace jsou vidét i v Tabulce 12, ktera ale
kromé toho ukazuje i nékteré dal§i vyznamné korelace. Je tieba upozornit, Ze korelace

Vv ¢lanku LankaSe a spoluatort byly ziskany jinou metodou.

Tabulka 13. Korelace parametri makromolekuly B-DNA v implicitnim rozpoustédle
(GB).

V této verzi DP jsou korelacni tabulky soucasti ptilohy.

Tabulka 12 i Tabulka 13 znazoriuji korelaci parametri v B-DNA, jen stim
rozdilem, ze Tabulka 13 vychazi z implicitniho rozpoustédla. Mezi Tabulkou 12 a
Tabulkou 13 miiZeme najit mensi rozdily, ale v podstaté jsou vysledky velmi podobné.
Hlavnimi rozdily od Tabulky 12 jsou menSi korelace thli a, B a vétsi korelace
parametru stretch.

Korelace mezi uhly pateie. Mezi nejvyraznéjsi patii korelace thlu  suhly &
(-0,84), 6 (-0,64), x (-0,45), a (0,27) a korelace uhlu s thlem 6 (0,57). Dale pak za
vyznamngj$i korelace Tabulky 13 mizeme povazovat korelaci uhlu € s uhly 3 (0,36),a
(-0,35) a 1 (0,26).

Korelace malého a velkého Zlabku. Maly zlabek koreluje s uhly ¢ (0,43), 6 (-0,39)
a € (-0,25), dale pak s parametrem roll (0,62) a pseudorota¢nim thlem P (-0,37). Velky
zlabek koreluje predev§im s tthlem y (-0,37), parametrem slide (-0,63) a amplitudou
pseudorotace tm (0,32).

Korelace propelleru, helikalniho twistu a dalSich strukturnich parametri.
Vyrazna je korelace parametru twist s uhly & (0,39) a { (-0,29), malym a velkym
zlabkem (-0,41), pseudorotacnim tthlem P (0,35) ¢i parametry slide (0,49), tilt (-0,26) a
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shift (0,23). Parametr propeller koreluje vyznamnéji s parametrem stagger (-0,27) a
slide (-0,26).

Mezi vyrazné korelace mezipdrovych parametrli a torznich thli patii korelace
parametru slide s thly y (0,62), ¢ (-0,42), ¢ (0,36), ¢ (0,31) a parametru roll s ahly
(0,52), € (-0,36) a & (-0,29). Dale pak vyznamnymi korelacemi mezi sebou jsou korelace
parametru tilt s parametry rise (-0,62) a roll (-0,45).

Mezibazové parametry nekoreluji tak vyrazné, jako ostatni parametry Tabulky 13.
Jedinymi korelacemi, které jsou vyznamnéjsi jsou korelace s meziparovymi parametry.
Jedna se o korelaci parametru stretch s parametry tilt (-0,39), rise (0,34) a roll (0,29)
nebo o Kkorelaci staggeru s parametry roll (-0,27) a rise (-0,22) ¢i korelaci parametru

opening s parametry rise (-0,31) a tilt (0,25).

512 A-RNA

Tabulka 14. Korelace parametri makromolekuly A-RNA Vv explicitnim rozpoustédle

s modelem vody TIP3P.

V této verzi DP jsou korela¢ni tabulky soucasti ptilohy.

Celkové miizeme fici, Ze korelace v  A-RNA se vyrazné li§i od korelaci
v B-DNA.

Korelace mezi thly patere. Piesto v Tabulce 14 ale nalezneme také vyrazngjsi
korelace, kterymi jsou korelace thlu a s thly y (-0,87), B (0,37) a & (-0,29), korelace
uhlu B suhly a (0,37) a y (-0,27), korelace uhlu y suhly y (-0,26) a ¢ (0,25) nebo
korelace thlu €s uhly (-0,23)a a (0,22). Vyrazné korelace uhli a a vy jsou
pravdépodobné dusledkem daleko castéjSich a/y presmykd v RNA, stejné jako
vyrazngjsi korelace téchto thla s dalsimi parametry. Pfesmyky a/y jsou obecné v RNA
pozorovany daleko castéji nez v DNA.

Korelace malého a velkého Zlabku. Maly i velky zlabek A-RNA koreluji
vyrazn¢ s thly a, vy a x. Maly Zlabek s thly y (0,35), v (-0,32) a a (0,31). Velky zlabek
s uhly y (0,35),  (-0,33) a a (-0,33). Maly zlabek navic zna¢né¢ koreluje i s parametrem
roll (0,62) a stagger (-0,28) a velky zlabek s parametrem slide (-0,64). Pokud

odhlédneme od zavislosi velikosti zZlabka na thlech a a y (viz diskuze vyse), zjistime, Ze
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zlabky jsou, stejn¢ jakov DNA, ovlinovany pfedevSim konformaci ribozy a
glykosidickym uhlem .

Korelace propelleru, helikalniho twistu a dalSich strukturnich parametri.
Propeller koreluje vyraznéji s velkym Zlabkem (0,33), slidem (-0,35), staggerem (-0,30),
rollem (-0,26) a uhlem y (-0,24). Parametr helikalni twist vyrazné koreluje s velkym
zlabkem (-0,62), propellerem (-0,34) ¢i slidem (0,27).

Meziparovy parametr slide zna¢né koreluje s thly y (0,78), a (0,33), y (-0,32),
parametr roll s uhly y (0,62) a y (-0,29). Parametr tilt koreluje s shiftem (0,65), parametr
slide s rollem (0,50) a amplitudou pseudorotace tm (-0,29).

Mezibazové parametry koreluji malo. V tabulce vidime korelaci parametru
stagger s uhlem y (-0,30) a korelaci openingu se stretchem (0,35).

Meziparové a mezibazové parametry spolu opét i v pripadé A-RNA koreluji.
Jedna se o korelaci parametru stagger s parametrem rise (-0,52), roll (-0,33) a dale pak
o korelaci buckle s shiftem (-0,41) a tilem (-0,31).

5.1.3 Z-DNA
Korela¢ni tabulky pro Z-DNA neuvadim, protoze tato forma neni ¢asta a nebyva
vétsinou pii navrhu silovych poli uvazovana. Nékteré hodnoty této makromolekuly mayji
bimodalni rozdéleni, protoze guanin se v ni nachazi v syn konformaci a cytosin v anti
konformaci. Jedna se naptiklad o uhly a, y a y nebo konformace cukru. V Obrazku 24
ukazuji rozdéleni pro thel x a pseudorotacni thel P ziskané z molekuldrné dynamické

simulace s parametry parmbscO v explicitni vodé TIP3P.
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Obrazek 24. Bimodalni rozdé€leni uhlu y (nahote) a pseudorotacniho thlu P (dole)
v Z-DNA.
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5.1.4 Korela¢ni tabulky a tabulky smérnic
Ptedeslé tabulky (Tabulka 12, 13, 14) ukazovaly, které parametry koreluji se
kterymi. Néasledujici tabulky (Tabulka 15, 16, 17, 18) budou charakterizovat zavislosti
parametrii blize pomoci smérnic zdvislosti v linearnim piiblizeni, takze umoznuji
kvantifikovat, do jaké miry se zméni ostatni strukturni parametry, zménime-li vybrany
parametr. Data pro ziskani téchto tabulek jsem pouzila ze simulace DNA v implicitnim
roztoku bez jakékoli zmény parametrii silového pole. Mensi rozdily mezi korelaénimi

tabulkami a tabulkami smérnic mohou byt zptisobeny tim, ze pii urovani smernic jsem
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pouzila data s odfiltrovanymi a/y piesmyky. Do tabulek uvadim pro porovnani vyrazné

zavislosti, ale také zavislosti zanedbatelné.

Tabulka 15 udava smérnice zavislosti, tiseky a korelacni koeficienty. Pii vypoctu

smérnice jsem vychazela z primérnych hodnot thli cukrfosfatové patete a thlu y

pro vSechny nukleotidy v daném snimku.

Tabulka 15. Tabulka smérnic (prvni Ccislo), usekt (druhé ¢islo) a korelacnich

rowr

koeficienti (tfeti Cislo) pro thly cukrfosfatové patete a tihel .

a B Y 3 € g X

-0,1026 -0,1101 -0,1305 -0,1934 0,1148 -0,088

a - 53,886 - 64,472 - 55,58 -103,23 - 59,352 - 81,669
0,0192 0,0316 0,0261 0,1259 0,0717 0,0137

-0,0003 0,0601 -0,2784 0,1396 0,0708

B 171,21 163,88 125,46 185,92 179,41
1E-07 0,003 0,1431 0,0582 0,0048

-0,1002 -0,109 0,0726 -0,0851

v 75,627 45,518 71,086 53,558
0,0059 0,0154 0,011 0,0049

0,245 -0,3399 0,5276

S 161,95 85,843 182,91
0,1319 0,4106 0,3203

-0,6613 0,3601

g - 234,02 -122,5
0,7076 0,0679

-0,7874

¢ - 196,82
0,2008

x
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Z Tabulky 15 vyplyva, Ze nejvétsi korelaci 1ze pozorovatuthli ea{, dal,aday.
Vyraznéjsi korelace jsou zakresleny Cervené. Nejveétsi smérnice (nejstrmejsi zavislosti)
muzeme pozorovat dvojic thli e a {, eay, 6 ay, 6 a, Hodnoty vyraznéjsich korelaci
jsem pro piehlednost zaznacila v tabulce modife. Vyznamna korelace Ghli € a { je
dusledkem ¢&/C pifesmyki (pouzita trajektorie obsahovala i €/{ ptesmyky). Vyznamna
korelace thlla 6 a y potvrzuje domnénku, Ze konformacéni chovani cukru je provdzano
s hodnotou uhlu %.Ve vétsiné€ ptipadl jsou korelacni koeficienty doprovézeny strmou
zavislosti korelovanych parametri.

Pokud porovname vyznamné korelace v Tabulce 13 shodnotami korelaci
vyznaCenymi Cervené v Tabulce 15, dojdeme k zavéru, Ze se vyrazné korelace shoduji.

Tabulka 16 vyjadiuje korelaci primérnych hodnot meziparovych parametri, které
popisuji orientaci part dusikatych bazi DNA vici sobé bud’ pod uréitym thlem (tilt,
roll, twist) nebo s posunem (shift, slide, rise).

Tabulka 17 vyjadiuje korelaci primérnych hodnot mezibazovych parametrl, které
popisuji orientaci jednotlivych dusikatych bazi DNA viici sobé bud’ pod urcitym tthlem
(buckle, opening, propeler) nebo posunem (shear, stagger, stretch).

47



Tabulka 16. Tabulka smérnic (prvni c¢islo), usekt (druhé C¢islo) a

koeficienti (tieti Cislo) pro meziparové strukturni parametry.

korela¢nich

Rise Roll Shift Slide Tilt Twist
-0,008 0,1286 0,0092 -0,0136 0,0051
Rise 3,4849 3,4408 3,4521 3,4631 3,2787
0,0535 0,0347 0,0003 0,0448 0,0049
2,9326 -0,299 -0,2154 -0,3717
Roll 2,9153 2,9362 3,348 15,283
0,0298 0,0006 0,0135 0,0418
0,0389 0,0466 0,0244
Shift 0,0726 0,0468 -0,7468
0,0028 0,1524 0,052
-0,0162 0,0904
Slide -0,4582 -3,4358
0,0088 0,2952
-0,2621
Tilt 8,9416
0,0741
Twist

Z Tabulky 16 lze vycist, ze zavislosti nejsou nikterak vyrazné az na zavislost

parametru slide na parametru twistu a parametru shift na parametru tilt. Tyto vyznamné

korelacni koeficienty jsou zakresleny cervené. Opét po porovndni téchto Cervené

zakreslenych hodnot s korela¢nimi koeficienty v Tabulce 13 vidime schodu. Modie jsou

zaznaceny nejvetsi smérnice.
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Tabulka 17. Tabulka smérnic (prvni c¢islo), useku (druhé ¢&islo) a korelacnich

koeficienti (tfeti Cislo) pro mezibazoveé strukturni parametry.

Buckle Opening Propeller Shear Stagger Stretch

0,004 -0,1581 -2,9785 -1,6449 -2,8708

Buckle -0,0033 -1,6619 0,2649 -0,0322 -0,1342
4E-06 0,0117 0,0067 0,0037 0,0013

-0,0588 3,8787 0,994 14,655

Opening 0,0966 0,3684 0,7331 1,0257
0,0065 0,0457 0,0055 0,1581

0,134 -4,9049 -4,6932

Propeller -10,519 - 10,601 - 10,606
3E-05 0,0714 0,0073

0,0692 0,0646

Shear 0,0904 0,0913
0,0088 0,001

-0,0581

Stagger - 0,023
0,0004

Stretch

Z tabulky 17 vyplyva, ze korelacni koeficienty jednotlivych parametrti dusikatych
bazi DNA nejsou zdaleka tak vyrazné, jako korelacni koeficienty ve vySe uvedenych
tabulkdch. Mezi nejvyrazngj$i patii pouze korelace parametru opening s parametrem
stretch. Tato korelace je opét zaznamenana Cervené a nejveEtsi smérnice jsou zaznaceny
modre.

Tabulka 18 zndzornuje zavislost primérnych hodnot vyznamnych parametri DNA

jako je maly a velky zlabek, rise, twist a propeller na uhlech cukrfosfatové patefe a thlu

X
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Tabulka 18. Tabulka smérnic (prvni c¢islo), useku (druhé ¢&islo) a korelacnich

koeficienti (tfeti Cislo).

a B Y d € g X

-0,0302 0,0383 0,0065 -0,1199 -0,0518 0,0698 -0,0419

Maly Zlabek 10,522 6,1174 12,263 27,269 4,1725 20,036 7,8188
0,0063 0,0186 0,0008 0,1529 0,0626 0,1839 0,0215

-0,0034 0,0065 -0,0103 -0,0822 -0,0042 0,0213 -0,1139

Velky zldbek 19,652 18,788 20,552 29,896 19,204 22,137 6,6771
7E-05 0,0005 0,0017 0,0617 0,0004 0,0147 0,1365

0,0013 0,0001 -0,0003 -0,0006 0,0013 0,0007 -0,0022
Rise 3,5393 3,4274 3,464 3,5219 3,6621 3,5253 3,193
0,0009 1E-05 9E-05 0,0003 0,0032 0,0016 0,0047

0,0189 -0,0189 0,0229 0,1823 0,0496 -0,071 0,0953

Twist 34,19 36,071 31,385 10,651 40,987 25,347 43,896
0,0011 0,002 0,0041 0,1536 0,025 0,0829 0,0483

-0,0636 0,0881 0,0035 0,0706 -0,0237 0,0034 -0,0891

Propeller - 15,05 - 25,59 -10,726 - 19,105 - 14,392 -10,15 - 20,846
0,0033 0,0115 3E-05 0,0062 0,0015 5E-05 0,0114

Podle hodnot z Tabulky 18 je ziejmé, Ze z uvedenych parametri nejvice koreluje
s uhly cukrfosfatové patete a uhlem y maly zlabek DNA (vyrazna zéavislost na thlu 6 a
uhlu §), dale velky zlabek DNA (vyraznéjsi korelace s tthlem 7y) a helikalni parametr
twist (vyraznéjsi zavislost na thlu 6). Tyto signifikantni korelace jsou pro piehlednost
zaznaceny Cervené. Tyto vyrazné korelacni koeficienty souhlasi s vyraznymi korelacemi
v Tabulce 13.

Ze smérnic v Tabulce 18 bychom mohli pro korekci malého a velkého zlabku
doporucit zménu parametru o, { nebo y, pro korekci helikdlniho twistu uhel 6 a
pro korekci propelleru uhly B a x . Zavislosti ale nejsou dost strmé na to, aby bylo

mozné dosahnout opravy parametrii zménou pouze jednoho parametru.
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Tyto tabulky mohou byt pouzity pro cilené upravy silovych poli, protoze
umoznuji piedpovidat, jaky bude mit zména jednoho parametru vliv na zménu
ostatnich. Piikladem takového pouziti je Tabulka 19, ve které je naznaceno, jak by se
velikosti velkého a malého zlabku, twistu a propelleru v DNA zménily, pokud bychom
upravili thly 6 a ¢ na hodnoty, které odpovidaji krystalovym datim. ProtoZe o a x jsou
castym cilem modifikaci silového pole, uvadim pouze tyto dva parametry. Tabulka 19
ukazuje hodnoty namétfené¢ metodou krystalové difrakce a hodnoty ziskané pomoci
silového polem parm99bsc0. Pokud by se podatilo opravit hodnoty & a y, aby byly ve
schodé s experimentalnim daty, vyslednd hodnota strukturnich parametri
za predpokladu pouziti smérnic z Tabulky 19 by byla takova, jako je uvedena
v poslednim sloupci Tabulky 19. V ptipad¢ velkého zlabku a propelleru hodnotu
ziskanou pomoci silového pole parm99bsc0 snizuji a v piipad¢ malého zlabku a twistu
zvy$uji. Cervend vyznalena ¢&isla tabulky ukazuji posunuti spravnym smérem pfi
zdokonalovani silového pole. Je vidét, ze timto zplisobem nelze dosdhnout uplné
korekce, proto bude potieba zmeénit 1 dal$i parametry (napt., jak plyne z korelacnich

tabulek, hodnotu thlu ().

Tabulka 19. Smérnice zavislosti velkého a malého Zlabku, twistu a propelleru pro
dodekamer DNA (1BNA TIP3P) na thlech 6 a .

i . Ptredpovézena
Uhel 6 Uhel y X-ray  Parm99bsc0
hodnota
Velky zlabek -0,07 -0,04 17,51 19,54 19,41
Maly zlabek -0,06 10,93 12,16 12,20
Twist 0,09 0,03 35,58 32,62 32,74
Propeller -0,08 -12,33 -12,62 -12,46
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5.1.5 Variabilita korelaci v zavislosti na sekvenci

Tabulky uvedené v predeSlém textu ukazovaly korelace mezi parametry
zprumérovanymi pro celou simulovanou molekulu (napf. u B-DNA Slo o primér
ze vSech 24 uhlt y v dodekameru 1BNA). Je ale pravdépodobné, ze mira korelace bude
zavisla na sekvenci. Proto jsem pro parametr helikalni twist provedla analyzu
v zavislosti na sekvenci pro jednotlivé bazové stepy. Graf 1. Ukazuje smérnice
zavislosti twistu na jednotlivych thlech a, B, v, o, €, ay., které se v cukrfosfatové
patefi nachazeji mezi bazemi tvoficimi step charakterizovany danym helikdlnim

twistem. Uhly jsou brany pouze z fetézce 1.
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Graf 1. Smérnice zavislosti twistu na thlech cukrfosfatové pateie a uhlu y v zavislosti

na typu baze.
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Z grafi je vidét, ze smérnice =zavislosti helikalniho twistu na uhlech
cukrfosfatové patete je vyrazn€ ovlivnéna druhem béaze a jejim okolim. Podobné
zavislosti jsou ale z literatury znamy a nejsou prekvapenim (viz napt. [39]). Pozorovany
rozptyl strukturnich parametrii bude pravdépodobné dale komplikovat systematicky

navrh novych silovych poli.

Hlavnim zji$ténim této kapitoly vénujici se korelacim je, Ze provazanost
parametri empirického potencialu se strukturou DNA a RNA je velmi komplikovana.
To znamend, Ze pokud bychom chtéli cilenou zménou jednoho parametru empirického
potencialu dosahnout konkrétni opravy struktury makromolekuly v MD simulaci,
pravdépodobné neuspéjeme. Zména zvoleného parametru totiz zaroveil vyvold zmény
velkého mnozstvi dalSich strukturnich parametri, z velké casti pravdépodobné
nezadouci. Pravé tato provazanost a slozitost ziejmé zptisobuje, ze nebyl dosud vyvinut
potencial, ktery by uspokojivé popisoval vSechny strukturni parametry nukleovych
kyselin zarovenl. Korelacni tabulky uvedené v této kapitole maji za cil zpiehlednit a
castecn¢ kvantifikovat existujici zavislosti a tim ulehCit proces navrhu budoucich

silovych poli.

5.2 Modifikace parametrt silového pole

5.2.1 Permitivita

Hodnota permitivity riznych explicitnich modelti vody kolisa v ur¢itém rozmezi
okolo hodnoty € = 78 (viz Tabulka 10). Proto jsem se rozhodla prozkoumat, jaky maji
tyto malé zmény prmitivity vliv na strukturni parametry dvojSroubovice DNA. Zmény
permitivity zaroven nepiimo ukazuji, jaky vliv na strukturu budou mit malé zmény
hodnot pouzitych bodovych néaboji. Protoze plynuld zména permitivity v explicitnim
rozpoustédle neni mozna, rozhodla jsem se pouzit implicitni rozpoustédlo, ve kterém
muze byt permitivita nastavena libovoln€. D4 se predpokladat, ze alespoil trendy zmén
strukturnich parametri budou v implicitnim a explicitnim rozpoustédle podobné. Bylo
tedy spusténo osm pocitatovych simulaci v implicitnim rozpoustédle, ve kterych byla

tato hodnota zménéna. Jednalo se o hodnoty ¢ 2; 4; 8; 20; 70; 78; 90 a1000.
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Zamgétila jsem se na zavislost velkého zlabku, malého zlabku a twistu

na permitivite.

Graf 2. Zavislost malého zlabku (modra ktivka) a velkého Zlabku (rizova kiivka)

na permitivité, cerveny bod predstavuje € = 78,4.
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Z Grafu 2 vyplyva, ze velikost malého ani velkého zlabku neni v okoli hodnoty
permitivity vody (¢ = 78,4) na permitivité nijak vyrazné zavisla. Jedina strmé&jsi
zavislost je pozorovana pro velmi malé hodnoty permitivity, kdy se vlivem
elektrostatického odpuzovani velikosti zlabki pfiblizuji. Ve strukturdch, které¢ témto
hodnotam nalezi, ale doslo k poruse parovani posledniho paru bazi. Bod pro permitivitu
1000 jsem do grafu nevkladala, nebot’ doslo k poruse parovani u vice bazi.

Nejvice nds zajima oblast permitivity kolem defaultni hodnoty (hodnoty 78,4) a
to tedy body 70, 78 a 90. Rovnice regrese pro tyto body v piipadé¢ malého zlabku je
y = 0,023x + 10,87 a korelaéni koeficient R? = 0,9641. V piipadé velkého Zlabku
y = 0,037x + 17,08 a korela¢ni koeficient R®> = 0,9681. V této pro nés nejzajimavéjsi
oblasti permitivity jsou tedy hodnoty smérnic relativné malé, z ¢ehoz miizeme usoudit,
Ze nejsou na zmeéng permitivity vyrazné zavislé. Da se tedy predpokladat, Ze struktura

dvojsSroubovice nebude pfili§ citlivd ani k malym zméndm v hodnotach bodovych
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nabojii v okoli fosfath. To ale plati pouze pro zmény néboji zptsobujici podobné
zmény elektrostatické interakéni energie, jako zmény permitivity v rozmezi 70-90.

Graf 3 ukazuje zavislost helikalniho twistu na permitivité rozpoustédla. Z dat
v grafu je zfejmé, Ze zmeéna velikosti hodnota twistu se pii zmeéné permitivity pohybuje
vrozmezi asi jen 2° proto lze tvrdit, Ze pokud ovlivitlujeme velikost permitvity
neovlivitujeme nikterak vyraznym zpusobem velikost twistu. Pro hodnotu permitivity
vody vykazuje graf maximum (hodnoty permitivity niz8§i nez 20 jsem nebrala v tivahu,

protoze dochazelo k rozpadu struktury dvojsroubovice).

Graf 3. Zavislost twistu na permitivité, ¢erveny bod piedstavuje € = 78,4.
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Rovnice regrese pro body, které nas zajimaji tj. body 70, 78 a 90 je y = -0,0763x
+ 38,792 a korela¢ni koeficient R* = 0,9726. Permitivita tedy neni parametrem, ktery by
ve velké mife ovliviioval velikost malého a velkého zlabku ani twistu makromolekuly

DNA, a tim 1 vzdalenost fosfatii v cukrfosfatové pateti.

5.2.2 Uhel y
Z korelaci v Tabulce 13 plyne, ze velikost z1abkli zavisi na hodnoté thlu . Proto

jsem se rozhodla modifikovat tento thel a sledovat zménu, kterd z této modifikace
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vyplyne. Uhel y mizeme ménit tak, ze pozménime jeho fazi nebo amplitudu. Obé& tyto

moznosti zmény jsem vyzkousela.

5.2.2.1 Zména faze Gihlu

Pfi simulacich uhlu y jsem testovala, jak méni velikost Zlabkt a helikalniho
twistu DNA, jestlize ménim faze tohoto uhlu. Byly tedy spustény 4 simulace
Vv implicitnim rozpoustédle, kdy se ménila tato faze o -40°, -20°, +20° a + 40°. Uvadim
vzdy tii grafy; v prvnim je vynesena sledovana zavisle proménna (napf. velikost z1abk)
na pramérné¢ hodnoté¢ thlu y ze simulace, ve druhém zavislost zavisle proménné
na ménéném parametru a ve tfetim zavislost pramérného thlu y ze simulace
na ménéném parametru. V nasledujicich grafech neuvadim hodnoty pro y + 40°, protoze

tato struktura nebyla béhem simulace stabilni a doslo k poruSe parovani u vice bazi.
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Graf 4. Zavislost malého Zlabku (modra kiivka) a velkého Zlabku (rizova kiivka)
na hodnoté y, Cerveny bod piedstavuje nemodifikovanou (pivodni) hodnotu v Silovém
poli.
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Graf 5. Zavislost malého zlabku (modra ktivka) a velkého Zlabku (rizova kiivka)
na zméné& fdzového posunu y, Cerveny bod piedstavuje nemodifikovanou (ptivodni)

hodnotu v silovém poli.
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Graf 6. Zavislost hodnoty y na zmén¢ fazového posunu thlu y, ¢erveny bod piedstavuje
nemodifikovanou (pivodni) hodnotu v silovém poli.
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Graf 7. Zavislost helikalniho twistu na hodnoté yx, cerveny bod piedstavuje
nemodifikovanou (piivodni) hodnotu v silovém poli.
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Graf 8. Zavislost helikalniho twistu na zméné fazového posunu yx, Cerveny bod

predstavuje nemodifikovanou (ptivodni) hodnotu v silovém poli.
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Graf 9. Zavislost hodnoty y na zméné fazového posunu hodnoty yx, ¢erveny bod
predstavuje nemodifikovanou (piivodni) hodnotu v silovém poli.

115 -
1171
110

-121 A

Realna hodnota x (°)

-123 A

-125 T T T d
-40 -20 0 20

Zména faze x (°)

59



Pti simulacich, ve kterych se ménil fazovy posun thlu y byla snaha piiblizit se
co mozna nejvice k hodnotam, které byly ziskdny pomoci experimentu. V piipadé
malého zlabku se nejvice se této hodnoté priblizil vysledek simulace, ve které se tento
posun ménil o -40°. V ptipad¢ velkého zlabku byl nejblize hodnoté z krystalové
struktury vysledek simulace zmény fdzového posunu o -20°. V obou ptipadech byla ale
zména velikosti zlabku relativné mala, v souladu se zavéry vyvozenymi z Tabulky 19.
Hodnoté€ z krystalové struktury pro helikalni twist se nejvice pfiblizil vysledek simulace

beze zmény faze y.

5.2.2.2 Amplituda thlu y

Plvodni hodnota amplitudy uhlu y v silovém poli parm99bscO je 2,5. Simulace,
ve kterych byla tato hodnota zménéna, byly spuStény v explicitnim 1 implicitnim
roztoku. V implicitnim rozpoustédle jsem amplitudu ménila na hodnoty -9, -2, 0, 1, 4 za
pouziti silového pole parm99bsc0, v explicitnim rozpoustédle byly amplitudy -9, -3, -2,
-1, 0, 1, 2, 3, 4, 5 a silové pole parm99 (tyto vysledky byly pfevzaty od Mgr. Petra
Sklenovského, a protoze je pouzito jin€ silové pole, nebudou pIn€ srovnatelné).

Grafy 11, 12 a 13 ukazuji, jak se méni velikost zl1abkli DNA, jestlize ménime
amplitudu thlu y v implicitnim i explicitnim rozpoustédle. Hodnoty amplitudy y 4 a 5
pro maly zlabek v explicitnim rozpoustédle a hodnotu 4 v implicitnim rozpoustédle
jsem do grafu nezahrnula, protoZe struktury se vyrazné odchylily od kanonické
struktury. Opét uvadim vzdy tii grafy: v prvnim je vynesena hodnota sledované zavisle
proménné na pramérné hodnoté¢ thlu y ze simulace, ve druhém zavislost zavisle
proménné na ménéném parametru a ve tietim zavislost primérného thlu y ze simulace

na ménéném parametru.
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Graf 10. Zavislost malého Zlabku a velkého zlabku na zméné velikosti uhlu y
v explicitnim rozpoustédle (maly Zzlabek: svétle modra kiivka, velky zldbek: tmavé
modra ktivka) a implicitnim rozpoustédle (maly zlabek: svétle Cervend kiivka, velky

zlabek: tmavé Cervend kiivka), rizovy bod odpovidd nezmeénéné y.
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Graf 11. Zavislost malého a velkého zlabku na zmén¢ amplitudy thlu x v explicitnim
rozpoustédle (maly Zlabek: svétle modra kiivka, velky zlabek: tmavé modra kiivka) a
implicitnim rozpoustédle (maly Zlabek: svétle Cervena kiivka, velky Zlabek: tmavé

cervena kiivka), rizovy bod odpovidd nezménéné y.
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Graf 12. Zavislost realné hodnoty y na amplitud¢ y v explicitnim rozpoustédle (modra
kiivka) a v implicitnim rozpoustédle (rizova kiivka), rizovy bod odpovida nezménéné

X

290 -
-100 o
-110
-120

-130 A

Realna hodnota x (°)

-140

-150

'160 T T T T T T 1
-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4
Amplituda x (°)

Z Grafu 10 je vidét, ze velikosti zIabkli vykazuji v implicitnim i explicitnim
rozpoustédle stejné trendy, takZe implicitni model je v tomto piipadé pouZitelny
k zrychlenému odhadu chovani silového pole. Trendy se zaroven ve znaménku shoduji
s korelacemi ziskanymi z fluktuaci struktury (Tabulky 12 a 13). Korelac¢ni analyza tedy
U explicitniho rozpoustédle nas nejvice zajimaji hodnoty v oblasti tthlu y kolem
velikosti -100° (hodnota charakteristicka pro B-DNA). Pro tyto tii body velkého zlabku
je rovnice regrese y = -0,0241x + 17,458 a korelaéni koeficient R® = 0,9998. Pro tyto tfi
body malého Zlabku je rovnice regrese y = -0,049x + 6,9723 a korelacni koeficient
R? = 0,9819. Ukazuje se tedy, ve shodg s vysledky vyvozenymi z Tabulky 19, Ze pouze

modifikaci thlu y nelze zcela opravit nadhodnocenou velikost Zlabki v DNA.

V nasledujicich grafech (Graf 13 a 14) je znazornéna zavislost helikdIniho twistu

na hodnoté thlu y a na jeho amplitud¢ .
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Graf 13. Zavislost twistu na hodnoté y v explicitnim rozpoustédle (modra kiivka) a
implicitnim rozpoustédle (rizova kiivka), ¢erveny bod odpovidd nezmeénéné y.
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Graf 14. Zavislost twistu na zmén¢ amplitudy uhlu y v explicitnim rozpoustédle (modra
ktivka) a implicitnim rozpoustédle (rizova kitivka), ¢erveny bod odpovida nezménénéy.
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Graf 15. Zavislost realné hodnoty y na amplitud¢ y v explicitnim rozpoustédle (modra

kiivka) a v implicitnim rozpoustédle (rizova kiivka), Cerveny bod odpovidd nezménéné
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Do Grafu 13, 14, 15 opét nebyly zaneseny body hodnot zmény amplitudy
pro implicitni rozpoustédlo 4 a explicitni rozpoustédlo 4, 5. Prestoze data vykazuji
znaény rozptyl, je vidét, ze ¢im vysS$i je hodnota thlu y, vétsi je také helikalni twist.
Uplné korekce velikosti zlabkii ani helikalniho twistu nedosahneme pouze pomoci
zmény uhlu y, protoze zavislosti nejsou dostatecné strmé a u krajnich hodnot navic

dochézi k vyrazné deformaci makromolekuly DNA..

5.3 van der Waalsovy parametry

V této kapitole jsem se zabyvala testovanim vlivu zmén van der Walsovych
parametrii na helikdlni twist. Baze nukleovych kyselin mezi sebou interaguji jednak
prosttednictvim vodikovych vazeb, ale také tzv. patrovymi interakcemi (angl. stacking).
Nejvyrazn€jSim piispévkem k patrovym interakcim je Londonova disperze, ktera je
v silovém poli popsana Lennard-Jonesovou rovnici. vdW parametry by tedy mély mit
vliv na silu vzdjemného pfitahovani sousednich parli bdzi a mozna i na helikalni
(meziparové) parametry. Proto jsem se rozhodla vliv zmény vdW parametrti predevsim
na helikalni twist prozkoumat. Parametry byly modifikovany tak, aby se ménila pouze
hloubka vdW minima, nikoli v§ak poloha minima. Toho lze dosdhnout tak, Ze jak A tak
B koeficienty v Rovnici 5 jsou nasobeny stejnym $kalovacim faktorem. Provedla jsem
tedy celkem 11 simulaci v implicitnim roztoku, ve kterych se zménila hodnota Lennard-
Jonesovych koeficientl tak, ze ptivodni hodnoty byly skalovany faktory 0,7; 0,75; 0,8;
0,85; 0,87; 0,9; 0,95; 1, 1,05; 1,1 a 1,3. Navic byly také spustény 3 simulace
v explicitnim roztoku, ve kterych byly hodnoty Lennard-Jonesovych koeficientd
skalovany faktory 0,7; 0,8; 0,9; 1,0. Simulace v explicitnim rozpoustédle byly spustény

jako kontrola vysledku, které byly ziskdny simulacemi v implicitnim rozpoustédle.

Postup modifikace vdW parametri. Pfi zméné vdW parametrti jsem vychazela
z standardné pfipraveného parametrového souboru (topology, .TOP), ve kterém jsem
pomoci skriptli zménila hodnoty vybranych Lennard-Jonesovych koeficienti. Nejprve
jsem v topu v ¢asti ,,FLAG ATOM NAME* nasla ¢islo pozice pro interagujici atomovy
typ, ktery jsem hledala. Poté jsem v casti ,,FLAG ATOM TYPE INDEX* podle tohoto

nalezeného cisla zjistila IAC, ze kterého jsem vypocitala ICO z Rovnice 7
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Index = ICO [NTYPES. (IAC (i)-1) + IAC (j)] Rovnice 7

kdy i<j a NTYPES = 15

Hodnotu, kterou jsem vypocitala jako ICO jsem odpocitala v Casti
»~NONBONDED PARM INDEX*“ a tim gzjistila Cislo pozice, kterou jsem nakonec

Vv Casti, ktera je pojmenovana ,LENNARD JONES ACOEF* a

»~LENNARD JONES BCOEF*“ zménila. Pavodni hodnoty koeficienti v takto

zjisténych mistech, které jsem nasledné ménila, jsou zapsany v Tabulce 20.

Tabulka 20. Pavodni hodnoty Lennard-Jonesovych koeficientd A a B pro interagujici

atomoveé typy

C CT 0 N
c AB8,19971662.10°  A9,24822270.10°  A5,74393458.10° A 8,82619071.10°
B 5,31102864.10°  B5,99015525.10° B 5,55666448.10° B 6,53361429.10°
o A 1,04308023.10° A 6,47841731.10° A 9,95480466.10°
B 6,75612240.10° B 6,26720080.10° B 7,36907417.10°
A3,79876399.10° A 6,06829342.10°
© B 5,64885984.10° B 6,77220874.10°
N A 9,44293233.10°

B 8,01323529.10?

Tyto hodnoty v ,,LENNARD JONES ACOEF*“a,LENNARD JONES BCOEF*
jsem jeSté navic ovéfila pomoci vytvofeného skriptu, ktery mi slouzil jako kontrola.
Pokud jsem spoustéla simulace v explicitnim rozpoustédle, musela jsem jesté navic
pocitat s interakcemi s vodou (atomovy typ OW). Tyto hodnoty A a B koeficientii jsou
zapsany v Tabulce 21.
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Tabulka 21. Hodnoty Lennard-Jonesovych koeficienti A a B pro atomové typy

interagujici s vodou v explicitnim rozpoustédle.

Cc CT 0] N

A6,96790708.10° A 7,85890042. 10° A 4,72934643.10° A 7,42364908. 10°

ow
B 5,64503554.10> B 6,36687196.10° B 5,81361517.10° B 6,90894667. 10°

Takto nalezené hodnoty jsem skriptem zameénila za Skélované A a B koeficienty
(v implicitnim rozpoustédle byly skalovaci faktory 0,7; 0,75; 0,8; 0,85; 0,87; 0,9; 0,95;
1;1,05; 1,1 a 1,3 a v explicitnim rozpoustédle 0,7 ; 0,8 ; 0,9).

Vysledky zmén parametri DNA po pouziti danych Skalovacich faktorii béhem
poc¢itacovych simulaci s modifikovanymi van der Waalsovymi parametry jsou
zaznamenany pro implicitni rozpoustédle v Tabulce 22 a pro explicitni rozpoustédle

v Tabulce 23.
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Tabulka 22. Hodnoty parametri DNA pii Skalovani vdW parametri v implicitnim

rozpoustédle.

Skalovaci faktor vdW
Parametr  X-ray 0,7 0,75 0,8 0,85 0,87 0,9 0,95 1 1,05 11 1,3
MZ 10,93 12,9 13,4 13,4 10,4 13,4 131 13,0 12,7 12,9 11,4 9,0
\v4 17,51 16,7 21,0 21,1 20,2 20,7 20,7 205 19,9 20,2 20,5 20,9

X -117,24  -1182 -1182 -120,2 -117,6 -119,7 -118,7 -119,7 -1157 -119/4 -1192 -1183

o -57,56 =731 -72,0 -70,8 -711 -71,0 -711 -70,8 -71,3 -70,6 -70,7 -70,5
B 67,07 1739 1719 1728 1725 1728 1723 1724 1719 1722 1711 1684
Y 59,51 56,1 56,7 57,3 55,3 56,2 56,5 55,3 56,2 56,0 55,2 55,9
) 122,72 1273 121,3 1188 1233 1199 1206 1201 121,8 1199 1215 1243
€ 25,10 -171,1 -172,1 -1724  -1723  -1724  -1726 -1726 -1732 -1728 -1730 -172,6
4 -69,41 -92,6 -92,9 -93,4 -92,9 -93,2 -93,0 -93,0 -92,8 -92,9 -92,3 -92,2

P 127,62 139,97 130,30 126,91 134,16 128,67 129,50 128,81 131,20 128,80 131,11 136,46
tm 46,40 3832 3748 3717 3720 3720 3734 3721 3735 3714 3722 37,29

shift -0,01 0,07 0,00 0,00 -0,04 -0,01 0,02 0,00 0,05 -0,01 -0,01 0,09

slide 0,11 -0,29 -0,62 -0,70 -0,44 -0,68 -0,60 -0,64 -0,46 -0,60 -0,54 -0,35
rise 3,08 3,50 3,61 3,55 3,63 3,50 3,53 3,47 3,43 3,44 3,49 3,65
tilt -0,17 2,30 -0,04 0,03 1,72 -0,01 -0,10 0,04 0,87 -0,05 0,01 -0,04
roll 0,02 -2,26 3,49 5,00 0,50 4,99 4,44 4,52 3,19 4,94 1,72 -3,55

twist 32,62 42,5 32,0 31,0 359 31,4 32,4 31,8 33,0 32,0 33,6 379

shear 0,01 0,37 0,02 0,00 -002 -001 -0,06 0,01 0,09 0,01 0,05 -0,17
buckle  -0,31 2,74 0,13 005 -024 -013 -022 -0,19 0,08 010 -0,92 7,46
stretch  -0,22 -019 -0,06 -003 -004 -0,04 000 -0,03 -002 -002 -0,01 0,04

propeller -12,49 -4,8 -8,8 -9,7 -9,1 -9,7 -11,8 -10,7 -10,3 -11,5 -12,8 -16,5
stagger 0,11 -0,05 -0,04 -011 0,00 -006 -0,06 -0,03 -0,02 -003 0,01 0,13
opening  -0,23 -3,99 0,69 0,46 1,46 0,63 1,57 0,70 0,80 0,81 0,89 0,46

Pozn.

VZ — velky zldbek
MZ — maly Zldbek

P — pseudorotac¢ni thel

tm — amplituda pseudorotace
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Tabulka 23. Hodnoty parametri DNA pfi Skalovani vdW parametrd v explicitnim

rozpoustédle.
Skalovaci faktor vdW
Parametr X-ray 0,7 0,8 0,9 1

MZ 10,93 12,6 12,6 12,6 12,2
VZ 17,51 21,6 21,4 21,2 19,5

X -117,24 -130,6 -129,7 -130,7 -115,2

o -57,56 -69,6 -69,9 -68,7 -72,7

B 67,07 172,5 169,0 172,4 168,1

Y 59,51 56,8 57,0 56,9 54,7

3 122,72 116,5 116,0 114,9 123,4

€ 25,10 -172,4 -172,1 -172,8 -172,6

C -69,41 -89,5 -89,0 -89,4 -89,7

P 127,62 121,93 121,27 119,97 133,15

tm 46,40 41,07 40,79 40,79 37,70
shift -0,01 0,01 -0,06 0,00 0,02
slide 0,11 -1,02 -0,95 -0,95 -0,24
rise 3,08 3,40 3,35 3,36 3,37
tilt -0,17 -0,02 -0,02 0,06 0,17
roll 0,02 3,34 3,29 391 3,54
twist 32,62 31,2 31,3 31,7 32,6
shear 0,01 0,01 0,03 0,00 -0,02
buckle -0,31 0,27 0,33 -0,16 -0,21
stretch -0,22 -0,08 -0,08 -0,05 -0,03
propeller -12,49 -9,2 -9,7 -10,5 -12,6
stagger 0,11 -0,01 0,03 0,03 0,01
opening -0,23 -0,09 0,00 -0,11 0,82

Pozn.

VZ — velky zlabek
MZ — maly zldbek
P — pseudorotac¢ni thel

tm — amplituda pseudorotace
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Graf 16. Zavislost twistu na zméné¢ Skalovani vdW parametri v explicitnim

rozpoustédle (riizova kiivka) a v implicitnim rozpoustédle (modré kiivka).
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Skalovaci faktor vdW

Na hodnotach v Grafu 16 a Tabulek 22 a 23 je vidét znacny rozptyl dat.
Do Grafu 16 jsem v ptipad¢ implicitniho rozpoustédla nezahrnula body pro skalovani
0,7; 0,85 a 1,3, protoze ve struktute doslo pii téchto hodnotach k poruse parovani u vice
dusikatych bazi. Z grafu je ale pfesto patrny trend zvétSovani helikalniho twistu se
zesilovanim vdW interakci, a to jak v implicitnim, tak v explicitnim rozpoustédle. Pti
zvySenych hodnotach vdW koeficientll vSak dochazi k deformacim struktury, takze ani
timto zpuisobem nelze velikost helikdlniho twistu zcela korigovat. Pro uplnost jsou

v Tabulkach 22 a 23 uvedeny i hodnoty dalsich parametrti struktury DNA.
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ZAVER

DNA a RNA jsou i v dnesni dob¢ stale zahadné makromolekuly, na jejichz
makromolekulam pfiblizit jsou teoretické modelovani a MD simulace.

Kvalita a spolehlivost MD simulaci zavisi pfedev§im na dokonalosti
empirického potencidlu. U soucasnych empirickych potencidlii jsou vSak znamy jisté
nedostatky v popisu struktury nukleovych kyselin, mezi které patfi napiiklad velikost
malého a velkého zldbku, helikalniho twistu, propelleru, o/ y a €/ { torzi atd.

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, jak malé zmény parametra silového pole
ovlivityji strukturu nukleovych kyselin. Pouzila jsem pro to dva rtizné zpiisoby. Prvnim
Z nich bylo skenovani parametri béhem MD simulaci, pii kterych jsem zkoumala vliv
permitivity, vliv zmény amplitudy thlu y a jeho fazového posunu a vliv zmén van der
Waalsovych parametrii na strukturni charakteristiky dodekameru B-DNA a dekameru
A-RNA. Druhym zplGsobem byla tvorba korelacnich tabulek ze simulaci
s nemodifikovanym silovym polem, které mély ukazat, jak tyto strukturni
charakteristiky koreluji s Gthly cukrfosfatové patefe. Ze strukturnich parametrii jsem se
zaméfila na velikosti malého a velkého zlabku, helikalni twist a propeller.

Prvnim testovanym parametrem byla permitivita rozpoustédla. Citlivost
struktury DNA k permitivité nas informuje o jeji reakci na vybér modelu vody, ale také
o citlivosti na malé chyby v popisu elektrostatickych interakei. Vysledky ukézaly,
ze malé zmény permitivity vyrazn€ neovliviiuji ani velikost Zlabkl ani helikalni twist a
zptfesnénim modelu vody tedy nedosdhneme tUplné opravy struktury nukleovych
kyselin. Dal§im parametrem, ktery jsem zkoumala, byl thel y. U tohoto thlu jsem
meénila jak jeho fazovy posun, tak i1 jeho amplitudu. Z vysledkl simulaci je zfejmé,
ze uhel y do jist¢é miry ovliviluje velikost zlabki a helikdlni twist, nicméné uplné
korekce téchto parametri by samotnou zmeénou Uhlu ¢ neSlo doséhnout. Poslednim
studovanym parametrem empirického potencialu byly van der Waalsovy parametry.
Zjistila jsem, Ze zména hloubky Lennard-Jonesova minima v relativnim rozsahu
0,7 — 1,1 ma jen maly vliv na helikédIni twist a ukazalo se tedy, Ze jej neni mozné opravit
jen a pouze korekci téchto parametru.

Nékteré simulace byly spoustény jak v explicitnim, tak 1 v implicitnim

rozpouStédle, coZ mi umoznilo porovnat vliv téchto rozpoustédel na chovani
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makromolekul DNA a RNA v molekularné dynamickych simulacich. Pro DNA jsou
vysledky srovnatelné a vykazuji stejné trendy, coZ znamena, Ze implicitni rozpoustédlo
miiZze byt vV tomto pfipadé pouzito pro ziskani rychlych a hrubych odhada vlastnosti
systtmu. To ovSem neplati v pfipadé RNA, jejiz struktura nebyla Vv implicitnim
rozpoustédle stabilni.

V ramci diplomové prace jsem také zkoumala korelace mezi fluktuacemi hodnot
uhlt cukrfosfatové patete a glykosidického uhlu a strukturnimi parametry nukleovych
kyselin. Vytvofené korelacni tabulky se shoduji se znamymi korelacemi zjisténymi
jinymi autory. Tyto tabulky odrazeji i korelace €/C a a/y a potvrzuji ptedpokladany vliv
nekterych uhla cukrfosfatové patefe na velikost zlabki a helikalni twist. Kromé toho
obsahuji né¢kolik dalSich vyznamnych korelaci. Ziskané tabulky ptehledné ukazuji
souvislosti mezi uhly, které mizeme ovlivnit modifikaci empirického potencialu, a
strukturou nukleovych kyselin. Proto mohou byt uzite¢né pii vyvoji novych

kvalitngjsich empirickych potencialt.
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SUMMARY

Nucleic acids (DNA and RNA) play a fundamental role in our lifes. One way
of approaching the world of nucleic acids is through their theoretical modeling.
Growing interest in this field motivated also my diploma thesis.

The rising interest in theoretical modeling of DNA and RNA is mainly due to
still more powerful computers which allow for longer molecular dynamics (MD)
simulations and for larger biomolecules to be simulated. Reliability of the MD
simulations however depends on the quality of the force field used. Non of the currently
used force fields is perfect and there are known problems with description of certain
structural parameters, such as helical twist, propeller, a / v, € /  torsions, Size of the
small and large grooves of DNA, etc. Much effort is spent on improving the force fields
and correcting their deficiencies.

The aim of this work was to study which force field parameters affect the
selected structural parameters. Two different approaches are used. First, selected
parameters are gradually changed (scanned) and the effect of these changes
on simulated DNA and RNA structures is examined (relative permittivity, the torsion
angle y and van der Waals parameters). Second, MD simulations with unmodified force
field are run and the correlations between selected force field parameteres and structural
parameters are examined. | used parm99bscO force field (with correction of a/y flips)
for DNA and parm99 force field for RNA, both in AMBER program package. TIP3P
explicit water model was used and results results are compared with the Generalized
Born (GB) implicit solvent.

The first tested parameter was the permittivity of the solvent. Sensitivity of DNA
structure to permittivity informs us about its response to the choice of water model, but
also about its sensitivity to small errors in electrostatics. Results showed that small
variations in solvent permitivity do not significantly affect either the size of the grooves
or the helical twist.

Another tested parameter was glycosidic torsion angle y, where | systematically
changed its phase shift and amplitude. Simulations showed that the angle y does affect
the groove widths and helical twist to some extent, but a complete correction of these
parameters could not be achieved solely by modifying the y angle. Modification of the

vdW parameters does influence the helical twist (decrease of vdW well depth decreases
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the helical twist), but also here complete correction of helical twist can not be achieved
solely through the vdW parameters. Several simulations were performed both in the
explicit and implicit solvent and results are in general comparable and exhibit the same
trends. This means that when implicit solvent supports stable trajectory, it can be used
to obtain quick and rough estimates of the properties of the system under study.
Correlations between the force field parameters (backbone torsion angles) and
nucleic acids structural parameters (groove widths, helical parameters etc.) were also
derived. For the torsion angle x the dependencies found are roughly in agreement with
the results described above. Correlation tables show the correlations found previously
by other authors and describe also several other correlations. These tables may be

heplful in a difficult process of construction of the new improved force fields.
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Obrazek P-1. Cukrfosfatova patet: ¢ervené — atomové jméno, modie — atomovy typ,

zelen¢ — kone¢ny atomovy typ, B = baze vazana pies N* dusik.
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Obrazek P-2. Guanin: Cervené¢ — atomové jméno, modie — atomovy typ, zelené¢ —

kone¢ny atomovy typ.
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Obrazek P-3. Adenin: Cervené — atomové jméno, modie — atomovy typ, zelené¢ —

kone¢ny atomovy typ.
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Obrazek P-4. Cytosin: Cervené¢ — atomové jméno, modie — atomovy typ, zelené —

kone¢ny atomovy typ.
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Obrazek P-5. Tymin: Cervené — atomové jméno, modie — atomovy typ, zelen¢ —

kone¢ny atomovy typ.
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Obrazek P-6. Uracil: Cervené — atomové jméno, modie — atomovy typ, zelené —

kone¢ny atomovy typ.
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Pouzité zkratky

DNA ... deoxyribonukleova kyselina
RNA ... ribonukleova kyselina

VZ ... velky Zlabek

MZ ... maly zlabek

.. angstrém

.. adenin

.. guanin

.. cytosin

.. tymin

.. uracil

w o =3 a0 > »

.. dusikatd baze

GB ... Generalized Born

PB... Poisson-Boltzmann

AMBER ... Assisted Model Building with Energy Refinement
CHARMM ... Chemistry at Harvard Molecular Mechanics
VMD ... Visual Molecular Dynamics

MD ... molekulova dynamika

NMR ... nuklearni magneticka rezonance

RMS ... Root Mean Square

vdW ... van der Wals
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