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1.Uvod

Molekularni dynamika je a¢inny nastroj, pomoci n€jz je mozné 1épe interpretovat
experimentalni data ze spektroskopickych méfeni, pocitat volné Gibbsovy energie
raznych molekularnich systému, predikovat a simulovat vazby ligandi do aktivniho mista
enzymu apod. Abychom ale dostali pomoci molekularni dynamiky vérohodné a piesné

vysledky, je zapotiebi, aby model spravné popisoval energii systému a jeho vyvoj v Case.

V molekulové mechanice, ktera se pouziva pro simulaci vétSich systému jako jsou
napfiiklad celé proteiny nebo fetézce aminokyselin, je modelem tzv. silové pole. Silové
pole popisuje systém pomoci jednoduchych zakladnich interakci, jakymi jsou napft.

Coulombuv zakon nebo Lennard-Jonestv potencial.

V této diplomové praci provadim simulace protein-DNA komplexd pomoci
silovych poli OL15 a bscl a zaméftuji se na stabilitu A formy a prechodnych A/B forem
nukleové kyseliny v pribéhu simulace. Z pribéht simulaci planuji studovat stabilitu
danych forem nukleotidd nukleové kyseliny a porovnat pouzita silova pole. Vysledky
nam pak mohou napovédét, zda je popis A formy DNA vyhovujici, nebo zda jsou potteba

nové korekce pro pouzita silova pole.



2. Piehled problematiky

2.1.  Molekularni dynamika

Molekularni dynamika (MD) je teoreticky nastroj vychazejici z vypocetni chemie,
ktery umoziuje modelovat chovani molekularnich systému (Tuckerman a Martyna 2000).
Diive byla MD pouzivana pro lepsi interpretaci spekter obdrzenych z rtiznych
spektroskopickych metod, jako napf. Ramanova spektroskopie, infraervena
spektroskopie a dalSi. Dnes se pouziva nejen pro vypocet volné energie molekul,
studovani struktur, dynamiky a funkci biomolekul, ale také pro navrh novych léciv

a predikci vazby proteinu a ligandu do aktivniho mista.

VMD muze byt vyuzivano dvou pfistupt, kvantové mechaniky (QM -
z anglického quantum mechanics) a molekularni mechaniky (MM). Kvantova
mechanika, jak uz z nazvu vyplyva, vyuziva principt kvantové chemie a fyziky a pracuje
s elektrony v systému. Oproti tomu MM ignoruje pohyb elektroni a pocita energii
systému jako funkci pozici jader (Leach 2001). Proto se QM uplatiluje predevsim pro
malé molekuly, protoZze s naristem pocCtu atoml roste exponencialné vypocetni
narocnost, a pro vét§i molekuly, jakymi jsou napf. lipidy, proteiny nebo nukleové

kyseliny, se pouziva MM.

Dva hlavni sméry vyuzivané v QM jsou Teorie vinové funkce (WFT — z anglického
Wave Function Theory) a Teorie funkcionalu hustoty (DFT — z anglického Density
Functional Theory). Pii WFT je stav popsan vinovou funkci a pro feSeni Schrodingerovy
rovnice se vyuziva Hartree-Fockova (HF) metoda a post-HF metody. Naproti tomu DFT
pracuje s elektronovou hustotou systému a energie je vysledkem funkcionalu elektronové
hustoty systému. Vyhodou QM metod jsou relativné piesné vysledky, v zavislosti
na pouzit¢ metodé. Nevyhodou je velka vypocetni narocnost, kterd roste s velikosti

zkoumaného systému.

Protoze v této praci jsou pouzity metody MM, déle je popsana rozsahleji. Oproti
QM metodam dava MM méné presné vysledky, ale vyrazné klesa jeji vypocetni
narocnost, a proto je mozné pomoci MM pocitat 1 vétsi a slozitéjsi systémy. Nékteré
biochemické systémy, napt. enzymy, jsou piilis velké, aby byly popsany pomoci QM, ale
nelze je vhodné popsat pomoci MM, protoze ta neumoziuje popsat tvorbu a zanik vazeb.
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Proto byla vytvorena hybridni technika QM/MM, ktera pro podrobny popis malého mista,
napt. aktivniho mista enzymu, vyuziva QM a pro zbytek systému vyuziva metod MM.
Diky této kombinaci lze ziskat presné vysledky za rozumny vypocetni ¢as (Groenhof

2013).

Vysledkem MD je trajektorie ¢astic systému, ktera se ziska integraci Newtonovych
pohybovych rovnic. Trajektorie dava informaci o tom, jak se meénila pozice a rychlost
Castic v Case (jednotlivych krocich) v prubéhu simulace. Pro provedeni MD jsou potieba

tfi zakladni véci (Gonzalez 2001):

e PocateCni podminky systému, tj. pozice Castic, kterou muzeme ziskat napf.

z krystalografické analyzy latek.

e Model pro vypocet energii, at' uz metody QM nebo MM.

e Okrajové podminky, tj, jak se systém bude chovat, pokud se n¢jaké Castice

od sebe velmi vzdali.

2.1.1. Molekulova mechanika

Molekulova mechanika, jak jiz bylo zminéno, pracuje pouze s pozicemi jader
prislusnych atomt, diky aplikaci Born-Oppenheimerovy aproximace. Molekulova
mechanika vyuZziva jednoduchych principt interakci, jakymi jsou napf. natahovani vazeb,
rotace vazeb apod. I pfesto, ze jsou zde vyuzity jednoduché fyzikalni zakony, napft.

Hookuv zakon, dosahuje MM velmi pfijatelnych vysledka (Leach 2001).

Modelem pro MM je silové pole (FF — z anglického Force Field), které popisuje
interakci Castic v systému. Silova pole jsou dana pomoci jednoduchych wvztaha
popisujicich interakce ¢astic. Nejjednodussi popis FF je dan vztahem (1), ve kterém se
vyskytuje pét ¢asti. Prvni tfi Casti vztahu popisuji intramolekulové sily a zbylé dva ¢leny

popisuji intermolekulové sily (Leach 2001).
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Prvni ¢len popisuje zménu energie pii natahovani vazeb, kde ki je vazebna
konstanta, /i je velikost natazeni i-té vazby a ljo je velikost natazeni i-t¢ vazby
v rovnovazné poloze. Druhy ¢len popisuje deformaci vazebného thlu, kde 6i je velikost
i-tého uhlu a Oy je velikost i-tého uhlu v minimu energie (rovnovazna velikost tihlu). Tteti
Clen ve vztahu (1) popisuje rotaci torznich thla v molekule. Vi je vyska energetické
bariéry, tj. velikost max. energie, ktera muze nastat rotaci torzniho uhlu o 360°.
n je periodicita uhlu udavajici pocet minimalnich energetickych stavt pfi rotaci torzniho
uhlu 0360°. w; je velikost uhlu, ktery i-ty torzni uhel nabyva a y je fazovy faktor udavajici,
ve kterych thlech se nachazi minima energie. Van der Waalsovy sily plisobici mezi atomy
systému jsou popsany Ctvrtym Clenem pomoci Lenard-Jonesova potenciélu. Konstanty
Ajja Bjj Ize v tomto vztahu vyjadiit jako A;; = 4€;;0 2aB; = j = 4€i50, iy 7» 6j je minimalni
potencialni energie na Lenard-Jonesové kiivce i-tého a j-tého atomu, o je vzdalenost
i-tého a j-tého atomu, pii které je potencialni energie rovna O a rij je vzdalenost i-tého
a j-tého atomu. Posledni ¢len popisuje Coulombovskou interakci dvou atomdu, kde
gi, gj jsou naboje i-tého a j-tého atomu, € je permitivita vakua a rj je vzdalenost i-t¢ho

a j-tého atomu.

Proto, aby bylo mozné simulovat ur€ité molekuly, jsou zapotiebi programy, které
budou provadét dané vypoclty. Prvni pocitacové vypocty vlastnosti molekul byly
provedeny v druhé poloving 40. let dvacatého stoleti. Velky rozmach MM metod pak
nastal v 60. letech dvacatého stoleti (Poltev 2015). Od té¢ doby bylo vyvinuto a stale
je vyvijeno mnoho programii pro MM simulace. Mezi nejpouzivanéj§i programy pro
simulace biomakromolekul dnes patii AMBER (Assisted Model Building with Energy
Refinement), CHARMM (Chemistry at Harvard Macromolecular Dynamics)
a GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulation). V této diplomové praci
je pouzivan program AMBER, a proto zde bude lehce nastinén vyvoj silovych poli pro

tento program.



Program AMBER byl poprvé popsan v roce 1981 Wienerem a Kollmanem (1981),
kteti pozdéji dodali podrobné&jsi popis prvniho silového pole pro popis nukleovych
kyselin (Wiener a kol. 1984). O jedenact let pozdéji Cornell a spol. (1995) publikovali
tzv. druhou generaci silového pole obvykle oznaCovaného jako {194, ve kterém pfi
parametrizaci pouzili vét§i bazovy set a RESP (restrained electrostatic potencial) fitovani
pro lepsi popis elektrostatického potencialu atomti. Na konci 90. let probéhly dveé
korekce, ff98 (Cheatham 1999) a ff99 (Wang a kol. 2000), ktera je zakladem pro dnes
pouzivana silova pole. OvSem simulace pomoci téchto poli byly stabilni maximalné
po dobu 10 ns pro DNA a pro RNA pouze 1 ns. Nasledné bylo publikovano nékolik
dalsich korekci, pro nukleové kyseliny jsou vSak dilezité nasledujici. V roce 2007 Pérez
a kol. upravil popis torznich uhli a a y (uhly patefe nukleovych kyselin budou popsany
nize). Toto silové pole bylo pak oznacovano jako parmbscO a velmi vyrazné se zvySsila
stabilita simulaci, pro Dickersoniv dodecamer az na min. 200 ns a pro RNA az na min.
10 ns. Pozdéji byly publikovany korekce pro torzni thel y (Zgarbova a kol. 2011) a (Krepl
a kol. 2012), pole byly oznacovano jako yorLs a yoLs (OL je zkratkou pro Olomouc, kde
byly korekce vyvinuty), které pomohly k vybalancovani syn a anti stava glykosidického
uhlu. Tyto korekce dosahovaly nejlepSich vysledka pifi pouziti v kombinaci s besO.
Zgarbova a kol. (2013) vydali dalsi korekci (e oL1) pro torzni uhly € a C, které napomohly
k lepsimu popisu cukrfosfatové patefe B-DNA a guaninovym kvadruplexiim. V roce
2015 pak byly vydany dalsi korekce silovych poli, a to konkrétn€ parmbscl (Zgarbova
a kol. 2013) a for1 (Ivani a kol. 2016). V piipadé parmbscl bylo pouzity korekce
z parmbscO na torzni uhly a a vy, ale torzni Ghly €, (, x a parametr P (viz nize) byly nové
parametrizovany. V korekci foL1 byl nové parametrizovan torzni thel B. Pivodné tak
bylo zamysSleno pouze pro stabilitu Z-DNA, ale tato korekce napomohla k lepSimu popisu

i B-DNA i guaninovych kvadruplexu.

Prestoze ruzné FF pouzivaji pro popis energie systému stejnou nebo lehce
modifikovanou rovnici (1), kone¢né vysledky jsou odlisné. Je to dano tim, ze pouzivaji
razné hodnoty konstant pro rizné atomové typy. Zakladem pii vytvareni kazdého
FF je zvoleni tzv. atomového typu. To znamend, Ze atomy, které jsou si podobné jak
po fyzikalni, tak chemické strance, budou brany jako stejné (Wiener a kol. 1984).
Napriklad atom uhliku mize mit ne€kolik atomovych typu. Jednim typem je napf.
sp® hybridizace se dvéma atomy vodiku, dal§im miize byt sp> hybridizace se tfemi atomy

vodiku, dale sp? hybridizace v $esti¢lenném aromatickém kruhu atd. Pro dané typy atomt



jsou pak ur¢eny konstanty, které jsou pouzity v rovnici (1). Tyto konstanty jsou ziskavany
pomoci kvantové-mechanickych vypocti nebo z krystalografickych, spektroskopickych

a jinych experimentalnich dat.

V této praci je pouzita posledni korekce Bori z roku 2015 (Zgarbova a kol. 2015).
Jelikoz se tato korekce pouziva spolecné s predeslymi korekcemi a cely nazev vSech
pouzitych by byl velmi slozity (ff99bscOforLi1eloL1yoLs), pouziva se souhrnné oznaceni
OL15. Druhym pouzitym polem v této diplomové praci je parmbscl (dale zkracovano
na bscl). V tabulce 1 je pro OL15 1 bscl pfehledné shrnuto, z kterého pole vychazeji

a jaké dalsi korekce jsou soucasti pouzitych silovych poli.

Tabulka 1: Pouzita silova pole a prislusni korekce torznich ahla, které jsou

pouzity.
Silové 4 lad oy B e/ . P
pole
OL15 99 bsc0 BoLi eCoL1 Xov4 -
bscl f99 bscO bscl bscl bscl besl

2.2. DNA

2.2.1. Struktura DNA

DNA neboli 2-deoxyribonukleova kyselina je nositelka dédicné informace vSech
zivych organismu a nachazi se v bunécném jadre a mitochondriich vSech bunék. DNA
se sklada ze tii Casti, cukerné slozky, baze a fosfatového zbytku. Jako cukr zde vystupuje
2-deoxyribosa, kterda nemé hydroxylovou OH skupinu na druhém uhliku cyklu, a proto
je DNA méné reaktivni nez RNA. V DNA se vyskytuji 2 typy bazi, purinové
a pyrimidinové. Mezi purinové baze patii adenin (A) a guanin (G), mezi pyrimidinové
pak thymin (T) a cytosin (C). Navazanim baze na 1° uhlik 2-deoxyribosy vznika
nukleosid. Zbytek kyseliny fosfore¢né je navazan na 5° uhlik 2-deoxyribosy a dohromady

s bazi tvofi nukleotid. Nasledujici nukleotid je vzdy navazan pres fosfat na 3° uhlik



2-deoxyriobosy predchoziho nukleotidu. Diky zapornému naboji fosfatového zbytku

je cela molekula DNA zaporné nabita (Koolman a R6hm 2012).

Primarni struktura DNA je dana pofadim nukleotidi v fetézci DNA a podle
konvence se poradi zapisuje od 5° konce ke 3° konci fetézce. I kdyz se DNA muze
vyskytovat jako jedno fetézcova DNA (ssDNA - single stranded DNA), nejCastéji
se vyskytuje ve dvouvlaknové struktuie, ve které se vlakna obtaci kolem spolecné osy.
Tato struktura se nazyva dvousroubovice. Diky takovému obtaceni vznika
na dvousroubovici maly a velky Zlabek, do kterych pak mohou byt navazany ruzné latky,
napf. proteiny. Druhé vldkno je komplementarné parovano s prvnim vldknem pomoci
vodikovych vazeb. Komplementarni neboli Watson-Crickovské parovani bazi spociva
v tom, Ze adenin je parovan sthyminem pomoci dvou vodikovych vazeb a cytosin

je parovan s guaninem za vyuziti tii vodikovych vazeb (Bruce a kol. 2008).
2.2.2. Torzni thly DNA

Fosfodiesterova pater oligonukleotidi mtze byt popsana Sesti torznimi uhly o — C
(obr. ¢. 1). Dalsi torzni thel, ktery mizeme v DNA pozorovat, je glykosidicky uhel y,
ktery se na vazbé nachazi mezi cukernou slozkou a bazi. Prostorové usporadani patere

umoziuje danym uhlim nachazet se jen v urcitych hodnotach (obr. ¢. 2) (Niedle 2008).



Obr. & 1: Torzni vhly o — ¢ na cukrfosfdatové pdteri na nukleotidu a glykosidicky tihel
X, PFevzato z Niedle 2008.

OO

270° 90°

180°

Obr. ¢& 2: Konformacni kruh s povolenymi oblastmi torznich ihlu (Sedé Casti), prevzato

a upraveno z Niedle 2000.



Glykosidicky uhel x je definovan mezi Ctyfmi atomy a to O4°-C1°-N9-C4 pro
puriny a O4‘-C1‘-N1-C2 pro pyrimidiny. O4‘ a C1° znaci atomy 2-deoxyribosy,
N1 a C2 pak atomy baze. Glykosidicky uhel x se rozdé€luje do dvou kategorii, syn, ktera
nabyva hodnot od 0 — 90°, a anti, kterd je vrozmezi 180 — 240° (Niedle 2008).
Konformace anti se ¢asto v literature jesté deli na anti, ktera se nachazi okolo 200°, a tzv.

high-anti, ktera je okolo 260°.
2.2.3. Konformace 2-deoxyribosy v DNA

Cyklicka 2-deoxyriobsa neni v fetézci DNA planarni, ale vzdy je jeden z atomu
vice vysunut nad a sousedici atom mirné pod rovinu kruhu (endo konformace) nebo
naopak, jeden atom vice vysunut pod a sousedici atom mirné nad (exo konformace)
rovinou kruhu. Napfiklad v C3‘-endo konformaci je tfeti uhlik nad rovinou kruhu a druhy
uhlik je vysunut lehce pod rovinu. V jaké konformaci se cukerny kruh nachazi, udava

parametr P tzv. fazovy uhel pseudorotace, ktery je dan vztahem

(T4 +71) — (13 + 70)
2+ T, * (sin 36° + sin 72°)’

tanP =

kde 1o — T4 jsou torzni uhly v ribosovém kruhu (Niedle 2008). Porovnanim
parametru P s pseudorota¢nim kruhem furanosy se ur¢i konformace 2-deoxyribosy

v DNA (obr €. 3).



Cy-exo C,.-endo

Obr. & 3: Pseudorotacni kruh furanosy, prevzato z Li a Szostak 2014.

Nejcastéji se v DNA vyskytuje 2-deoxyribosa ve dvou konformacich,
a to C3°-endo, ktera je Casto nazyvana jako severni konformace, a C2‘-endo, ktera byva
nazyvana jako jizni konformace. Oznaleni severni a jizni je dano polohou

na pseudorota¢nim kruhu furanosy (Niedle 2008).
2.24. Helikalni parametry nukleovych kyselin

V nukleovych kyselinach 1ze kromé vyse uvedenych torznich uhli urcovat tzv.
helikalni parametry (Dickerson 1989). Jedna se o translace nebo rotace dvou nad sebou
nachazejicich se part bazi nebo samostatného paru bazi vi€i osam x, y, z nebo vici sobé
(viz obr. 4). Helikalni parametry je mozné rozdé€lit do dvou skupin podle toho, zda
se jedna o pohyb dvou nad sebou nachazejicich se part bazi, oznacujici se jako parametry
bazovych stept, nebo o pohyb samotného paru bazi, tzv. parametry bazovych para. Mezi
parametry bazovych stept se fadi twist, roll, tilt, rise, slide a shift a mezi parametry
bazovych part patfi tip, stagger, stretch, shear, opening propeler twist, buckel, inclination
(naklonéni) a displacement (posunuti). Nékteré z téchto parametrd lze pouzit i pro

rozliSeni raznych forem DNA (viz tabulka 2).
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Obr. & 4: Helikalni parametry nukleovych kyselin, pfevzato z Lu a Olson (2003).

Formy DNA

DNA se nejcastéji vyskytuje v B konformaci tzv. B-DNA. Dvousroubovice B-DNA
je pravotocCiva, uzka, dlouha a obsahuje 10,5 pari bazi na oto¢ku. Osa dvousroubovice
vede pies pary bazi, které jsou skoro kolmé na tuto osu. Diky tomuto usporadani vznika
uzky maly zlabek a Siroky velky zlabek. 2-deoxyribosa je v konformaci C3‘-endo
a glykosidicky uhel y je v konformaci high-anti. Druhou necast&j$i formou, ve které
se DNA miuze nachazet je A-DNA. Ta je oproti B-DNA kratsi a $irsi. Je pravotoCiva,
obsahuje 11 para bazi na oto¢ku a baze jsou vuci ose otaceni naklonény. Vlivem toho
vznikd mélky maly zlabek. A forma DNA ma glykosidicky uhel y v konformaci anti
a 2-deoxyribosa je v konformaci C2‘-endo (Dickerson 1992). Dalsi formou, ve které

se DNA muze nachazet je Z-DNA. Jako jedina je levotociva a oproti B-DNA je uzsi
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a delsi. Obsahuje 12 part bazi na otocku a osa otaceni vede pres maly zlabek (Dickerson
a kol. 1982). Strukturni vlastnosti DNA forem jsou zaznamenany v tabulce €. 2, ve které
jsou pouzity hodnoty pro velikost malého a velkého zlabku z prace Hassan a Calladine

(1998), stejny postup pro vypocet velikosti zlabku byl zvolen i v programu AMBER.

Dal§im rozdilem mezi formami A a B je X posunuti (x displacement), které
je definovano jako posunuti pard bazi po ose x od osy prochazejici dvousroubovici.
V piipadé A-DNA je toto posunuti okolo 5 A a pro B-DNA 0 A (Zgarbova a kol. 2018),
to znamena, ze pary bazi se nachazeji na ose dvousroubovice. X posunuti je dobre vidét
pfi pohledu na modely DNA shora. A-DNA a B-DNA se taktéz li§i v naklonu bazi viici
ose dvousroubovice. B-DNA je kolma vici této ose a naklonéni bazi je tedy 0° podle
zavedené konvence, kdezto u A-DNA jsou baze lehce naklonény asi o 20° (Zgarbova

a kol. 2018). Tyto rozdily mezi A a B formou DNA jsou zaznamenany v tabulce €. 2.

Tabulka 2 Strukturni vlastnosti forem DNA. Informace pievzaty z Dickerson a kol.

(1982), El Hassan a Calladine (1998), Sinden (1994) a Zgarbova a kol. (2018).

Vlastnosti A-DNA B-DNA Z-DNA
PB/ot. 11 10.5 12
Otacivost Pravotociva Pravotociva Levotociva
Primér [A] 23 20 18
Glykosidicky Ghel ( é’égo) f?fzhé gj;ti . “S;ZZ
Maly zlabek [A] 16 11 -
Velky zlabek [A] 14 17 -

X posunuti [A] ~5 ~0 -
Naklonéni [A] ~20 ~0 -
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2.2.6. NtC rodiny (tfidy)

Pro lepsi klasifikaci nukleovych kyselin, jak DNA, tak RNA, z hlediska jejich
strukturnich parametr, vytvoiili J. Cerny a kol. (2020) 97 dinukleotidovych
konformacnich tfid (angl. diNucleotides Conformational classes — zkracené NtC tridy).
Po sobé jdouci dvojice nukleotidu v fetézci, tzv. stepy, jsou roztiizeny do téchto tfid podle
sedmi torznich Ghld mezi dvéma ribézovymi kruhy, dvou glykosidickych thla a tii
parametrd popisujicich vzajemnou orientaci dvou dusikovych bazi (Cerny a kol. 2020).
NtC tfidy jsou ozna¢ovany Ctyfmi znaky, vétSinou dvéma pismeny a dvéma cislicemi, ale
objevuji se zde 1 tfidy, které maji tii pismena a jednu Cislici. Oznaceni je ve formatu
AAxx, kde prvni pismeno oznacuje formu prvniho nukleotidu (A, B nebo Z) ze stepu
a druhé pismeno formu druhého nukleotidu ve stepu, x jsou potom Cislice nebo pismena.
Jsou zde 1 specialn€ znacené tiidy jako ICxx, které znaci paralelni usporadani bazi vici
sobé, OPxx, které je pro baze, které nejsou ani za sebou ani paralelné usporadany.
Posledni tiidou je tfida NANT, do které patii vSechny nezarazené DNA a RNA struktury.
Napriklad tfida AAOO znadi cisté¢ kanonickou A formu, obdobné BB0O je kanonicka
B forma, ale tfida AAO2 je oznaceni pro nukleové kyseliny v A formé, které maji y uhel

typicky pro B formu. VSechny NtC tfidy a tabulky, které popisuji dané strukturni

parametry, lze najit na adrese: https://dnatco.datmos.org/. Na stejné adrese 1ze také najit

databazi, ve které jsou DNA a RNA struktury z PDB databaze rozdéleny podle NtC tfid.

2.3. Proteiny

Proteiny jsou jednou ze zakladnich biomakromolekul a jsou nedilnou soucasti
kazdého organismu. Bilkoviny maji v buiikdch nékolik vyznamnych funkei, podle
kterych se 1 déli do skupin. Témito skupinami jsou strukturni (napt. kolagen), transportni
(hemoglobin), obranné  (imunoglobuliny), regula¢ni (inzulin), katalytické
(alkoholdehydrogenasa), motorové bilkoviny (aktin), histony a zasobni bilkoviny, které

se nachazeji pfevazné u rostlin (napft. gluten) (Koolman a Réhm 2012).
2.3.1. Struktura proteinii

Primarni struktura proteint je dana pofadim proteogennich aminokyselin v fetézci

tzv. peptidickou vazbou. Pro zapis aminokyselin v fetézci se pouzivaji tfipismenné nebo
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jednopismenné zkratky (napt. Valin, Val, V) a poradi se zapisuje od N-konce, ktery
ma volnou aminoskupinu, k C-konci, ktery ma volnou karboxylovou skupinu posledni
aminokyseliny. Primarni struktura je zodpovédna za vlastnosti proteint diky postrannim

fetézcim aminokyselin, které mohou byt nepolarni, polarni, kyselé nebo zasaditeé.

Sekundarni strukturou je geometrické usporadani fetézce aminokyselin, které jsou
stabilizovany vodikovymi mastky. Existuji tii zakladni usporadani: a-helix, B-skladany
list a B-otoCka. NejcCastéjsi sekundarni strukturou je a-helix, pifi kterém je fetézec
aminokyselin Sroubovité svinut a vodikové mustky jsou mezi -NH a -CO skupinami
aminokyselin. B-skladany list je skoro natazena konformace fetézce a vodikové mustky
se nachazeji mezi sousednimi fetézci. V zavislosti na tom, zda aminokyselinové fetézce
bézi ve stejném nebo opacném sméru, rozdélujeme P-skladany list na paralelni
a antiparalelni. B-otocka se nachazi na mistech, kde fetézec méni svij smér. f-otocka
je tvofena Ctyfmi aminokyselinovymi zbytky tak, ze se fetézec obrati do protismeéru.
Vodikové mustky mezi prvni a ¢tvrtou aminokyselinou stabilizuji -otocku (Bruce a kol.

2008).

Tercialni struktura je dana prostorovym usporadanim sekundarnich elementt
a neusporadanych useku fetézce. Kvarterni struktura je pak celkova struktura proteinu,
ktery je tvofen vice nez jednim polypeptidovym fetézcem. Kvarterni struktura popisuje,
jak je protein tvofen podjednotkami, coz jsou samostatné polypeptidové fetézce proteinu.
Podjednotky drzi pospolu diky nekovalentnim interakcim mezi jejich vazebnymi misty.
Protein tvofeny dvéma podjednotkami se nazyva dimer, je-li tvofen tfemi podjednotkami,

nazyva se trimer a podobné (Bruce a kol. 2008).

2.4. Protein-DNA komplexy

24.1. Interakce protein-DNA

DNA jako molekula je velmi konzervativni a malo reaktivni. Aby mohlo dochazet
k replikaci, transkripci, nebo i shlukovani DNA v podobné nukleosom a nasledné dalsi
kondenzaci do chromozomu, je zapotiebi proteind. Interakce protein-DNA mohou
probihat specificky, podle urcité sekvence DNA, nebo nespecificky. Vazby proteinii na
DNA mohou indukovat urcité zmény ve struktuie DNA, naptiklad ohybat fetézec DNA
nebo vytvaret smycky.
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Nespecifické interakce proteini s DNA probihaji diky solnym mustkim.
K zapornému naboji fosfatové patere DNA jsou pfitahovany kladn€ nabité cCasti
postrannich fetézcli aminokyselin, nejcastéji se jedna o aminokyseliny lysin a arginin.
Takto nespecificky se k DNA vazi napfiklad histony, kolem kterych se DNA dvakrat

ovine a vytvaii nukleozomy.

Specifické interakce vyuzivaji dané sekvence nukleotidu v fetézci DNA. Proteiny
se svymi doménami nejcastéji vazi do velkého zlabku, ale ne vzdy tomu tak musi byt.
Vazba proteinovych domén probiha pies vodikové vazby, ptfimé i1 zprostiedkované pies
molekuly vody, a van der Waalsovy interakce (Harrison 1991). Velky zlabek slouzi také
pro rozpoznani sekvence na DNA, a to diky tomu, ze dany par ma urcité poradi akceptort
vodikovych vazeb, donorti vodikovych vazeb, vodiki a metylové skupiny. Pomoci téchto
Ctyt znakd dokazi proteiny rozpoznat, o jaky nukleotidovy par se jedna. Napftiklad
GC par obsahuje dva akceptory vodikové vazby, jeden donor vodikové vazby a atom
vodiku, pfesné vtomto potadi. NejCastéji je pro vazbu do velkého zlabku vyuzivan
a-helix. Mezi motivy DNA vazebnych domén patii helix-otoc¢ka-helix, zinkovy prst,
leucinovy zip, helix-smycka-helix a motivy B-listu. Pomoci specifickych interakci

se na DNA vazou proteiny jako transkripcni faktory, aktivatory, represory apod.

Helix-otocka-helix (HTH — z angl. helix-turn-helix) je tvofen dvéma o-helixy, které
jsou spojeny B-otoc¢kou a jsou na sebe kolmé. Jeden z helixd, tzv. rozpoznavaci, slouzi
k navazani do velkého zlabku a vaze do néj pomoci argininu, serinu nebo asparaginu.
Casto mize byt nékolik t&chto domén spojeno pomoci dalich helixd nebo - listd. Tento
motiv je typicky napf. pro rodinu proteini Cro represorii pro bakteriofag lambda nebo
tryptofanovy represor (Harrison 1991). Pod HTH motivy lze zatadit také tzv. winged-hlix
(oktidlena Sroubovice), jedna se HTH motiv, ktery navic obsahuje B-listy. Tyto B-listy,
pfipadné B-otocky mezi a-helixy a B-listy, pak napomahaji k dalsim kontaktim s DNA.

Zinkovy prst je tvofen dvéma kratkymi paralelnimi B-listy, které nasleduje a-helix.
Smycka mezi a-helixem a B-listy je stabilizovana zine€natym kationtem, ktery interaguje
se Ctyfmi cysteiny nebo dvéma cysteiny a dvéma histidiny. a-helix se pak vaze do velkého
zlabku DNA na guaniny, nejcastéji pres argininy nebo histidiny. Kvuli slabsi vazbé
na DNA se vétsinou vyskytuje n€kolik domén za sebou. Pomoci zinkového prstu se napft.

vaze transkripCni faktor TFIIIA (Harrison 1991).
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Leucinovy zip je dimer tvoren dvéma a-helixy. Tyto a-helixy maji na poloviné
smetujici k C-konci bazicky region tvofen leuciny, které se opakuji kazdou sedmou
aminokyselinu, coz ma za nasledek, ze leuciny jsou pouze na jedné strané helixu. Leuciny
sousedicich a-helixti slabé interaguji, a tak vytvareji dimer. N-konce helixt jsou pak
pomoci argininu nebo lysinu navazany na velky zlabek DNA. Tento motiv vyuziva napf.

transkrip¢ni faktor AP-1 (Harrison 1991).

Helix-smyc¢ka-helix (HLH — z angl. helix-loop-helix) je motiv velmi podobny
leucinovému zipu. Opét se jedna o dimer, ve kterém je jedna jednotka tvofena dvéma
a-helixy, men§im a vétS§im, spojenymi smyckou. Mensi a-helixy, které jsou na N-konci
podjednotky, jsou bazické a interaguji mezi sebou za vzniku dimeru. a-helixy na C-konci

se pak vazi do velkého zlabku dvousroubovice pomoci argininu a glutamatu.

Vazba proteinu na DNA skrze B-listy neni tak obvykla jako pouziti a-helixu,
ale existuje nékolik proteint s timto motivem. Jedna se o dimer a kazda jeho monomerni
podjednotka piispiva jednim B-listem do velkého zlabku DNA a B-listy jsou vici sobé
paralelni. Monomerni jednotka se sklada z B-listu a dvou a-helix(i. Vazbu na DNA
pomoci B-listu vyuziva naptiklad MetJ represor. Proteiny, které se vazou do TATA boxu,
tzv. TBP, vyuzivaji strukturu B-listd pro navazani do malého zlabku, ¢imz dochazi

k pokiiveni DNA v daném misté (Garvie a Wolberger 2001).
24.2. Pouzité protein-DNA komplexy

Protein-DNA komplexy, které jsou pouzity v této diplomové praci, nesou oznaceni
z Protein Data Back (PDB) databaze a konkrétné se jedna o 3PVI, 3AAF, 3KXT, 2VJV
a 1DP7.

24.2.1. 3PVI

3PVIje komplex mutantniho proteinu endonukleasy Pvull pochazejiciho z bakterie
Proteus vulgaris se sekvenci DNA. Mutace nastala v pozici 34, kde byl pavodni arginin
nahrazen guaninem. Pivodni Pvull (v PDB databazi oznacena jako 1PVI) je restrik¢ni
endonukleasa, ktera §tépi sekvenci DNA 5°-CAGCTG-3°. Pvull je homodimer a kazda
podjednotka se sklada ze 3 strukturnich ¢asti — katalytické, dimerizacni a rozpoznavajici.

Prestoze dimerizaCni a rozpoznavaci funkce danych casti je dana, tak His85, ktery
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se nachazi v rozpoznavaci Casti proteinu a vaze se pres velky zlabek ptfimou vodikovou
vazbou na atom O6 guaninu a nepiimou (vazba pres molekulu vody) vodikovou vazbou
na atom N4 cytosinu, napomaha k interakci podjednotek proteinu. Naopak Asp34, ktery
slouzi k dimerizaci, napomahé k rozpoznavani sekvence DNA. Tento Asp34 se vaze pies
maly zlabek na guanin a to pfimou vodikovou vazbou, s N2 dusikem guaninu, a neptfimou
vodikovou vazbou, s N3 dusikem guaninu. K rozpoznani G-C v dané sekvenci DNA
napomaha jesté GIn33 nepifimou vodikovou vazbou na atom O cytosinu v malém zlabku.
Asp34 napomahd kromé& rozpoznani G-C paru také v katalytické aktivité proteinu.
V mutantnim proteinu 3PVI je vlivem mutace glycinu za Asp34 snizena afinita proteinu
k fetézcit DNA a také je snizena jeho katalyticka schopnost, coz vede k tomu,

ze nedochazi k uplnému rozstfizeni DNA (Horton a kol. 1998).

24.22. 3AAF

Protein-DNA komplex 3AAF obsahuje protein, ktery patii do rodiny WRN (Werner
Syndrome Protein) RecQ helikas DNA. Proteiny z RceQ rodiny jsou aktivni predevsim
k riznym typum rozpletené DNA, jako jsou bubliny, D smycky (ang. — D loop)
a Hollidayovo spojeni, kde poté rozdéluji dvousroubovice do jednotlivych vlaken. WRN
proteiny nedokazi rozvinout dvousroubovici a jsou zavislé na RQC (RecQ C-koncové)
doméné. RQC doména je slozena z péti a-helixa a Ctyfech B-listd. Smycka mezi helixy
a2 a a3 (0-2-a3 smycka) se vaze do velkého zlabku pomoci sedmi vodikovych vazeb
a solnym mustkem na fosfatovou patet. Oba konce DNA byly rozdéleny a navazany na
B-vlasenku mezi B2 a B3 listy. Tato vlasenka je oznaCovana jako tzv. B-kiidlo motivu
winged-helix (okfidlené Sroubovice). B-kiidlo se vklini mezi baze A1-C2 a mezi G13-T1a4,
coz ma za nasledek preruseni patrovych (stacking) interakci mezi témito bazemi. Vklinéni
je zpusobeno hydrofobnimi aminokyselinami z B-kfidla, pfesnéji Tyr1034, Phel037
a Met138. Postranni fetézce aminokyselin z a2-a3 smycky Arg987 a Arg993 tvoii solné
mustky s fosfaty nukleotidd A7 a C2. WRN RQC preferuji vazbu na 5°-konec fetézce
DNA (Kaitano a kol. 2010).

2.4.2.3. 3KXT

Komplex 3KXT je chromatinovy protein Cren7 z Crenarchaeot (jeden z kment

archei) s dvouSroubovici DNA se sekvenci 5°-GCGATCGC-3°. Prokaryota nemaji
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histony, nedochazi u nich tedy k tvorbé nukleozomt a nasledné chromozomu. Misto
histonti maji proteiny vazajici DNA, tzv. chromatinové proteiny, které sbaluji DNA
a tvofi nukleoid. V pfipadé Crenarchaeot je jednim z té€chto proteini Cren7. Cren?7
je maly protein tvofen z B-listd a B-otoCek, ktery nespecificky vaze DNA, stabilizuje
ji a vytvari negativni superhelix. B-listy B3, p4 a BS a smycka B3-pf4 se vazi do malého
zlabku DNA. Vazba probiha pomoci kladné nabitych aminokyselin Lys24, Lys31, Arg33,
Lys34, Lys42, Arg51, Lys53 a hydrofobnich aminokyselin Trp26, Leu28, Pro30, Val36,
Tle38, Leud0 a His52. Kvili vazbé do malého zlabku dochazi k jeho rozsifeni na ~ 20 A
(Freng a kol. 2010).

2424. 2VIV

V piipadé 2VIV se jedna o komplex dimeru proteinu IS608 transposasy TnpA
s 26 nukleotidovou sekvenci DNA levého konce a 6 nukleotidovou sekvenci DNA.
Transposasy jsou enzymy, které katalyzuji §tépeni, prenaseni a vkladani tisekit DNA tzv.
transpozony na jinou ¢ast DNA. U bakterii mize byt timto zpisobem pienesena Cast
plazmidové DNA, napf. sinformaci rezistence na antibiotika, na genomovou DNA.
Transposasy se navazi na donorovou DNA, ze které vystipnou transpozon. Tento
transpozon ma dva konce, levy a pravy, které se od sebe li8i poslednimi ¢tyfmi nukleotidy.
Pred kazdym koncem je cast, ktera se nazyva nedokonaly palindrom (imperfekt
palindrom), ve které jednovlaknova DNA tvoii vlasenku (hairpin). Pfi pfenaseni
transpozonu dochézi ke spojeni levého a pravého konce a vznika tzv. transpozonové
spojeni (transposon junction) a nasledné je pak transpozon vlozen do cilové DNA.
Stépeni DNA probiha na atomu fosforu na cukrfosfatové pateii nukleofilni substituci.
Jako nukleofilni ¢inidla mohou byt pouzity atomy vody, které jsou aktivovany kovovymi
ionty navazanymi na enzym, hydroxylovou skupinou na 5° nebo 3‘ konci DNA nebo
hydroxylovou skupinou aminokyseliny v aktivnim misté enzymu (tyrosine nebo serine)
(Barabas a kol. 2008). Transposasy obsahuji oblast HUH (His-hydrofobni aminokyselina-
His), ktera nasméfuje Mg?*, a ten napomah4 katalyzovat §tépeni. TnpA katalyzuje tyto
déje pouze u jednoretézcové DNA. TnpA je dimér a kazda podjednotka se sklada ze dvou
subdomén. Prvni subdoména obsahuje Ctyfi antiparalelni B-listy a tfi o-helixy. Druha
subdoména tvorena 17 rezidui na N-konci a 34 rezidui na C-konci obsahuje dva
antiparalelni B-listy a dva a-helixy. Ob¢ subdomény jsou pak spojeny dlouhym B-listem.
TnpA obsahuje HUH oblast na B-listu 4 a je tvoren His64, Ile65 a His66. Dalsi
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potiebnou aminokyselinou pro katalyzu reakci je Tyr127, ktery funguje jako nukleofilni
¢inidlo. TnpA vytvaii nékolik interakci s cukrfosfatovou kostrou DNA, ale pouze dva
z nich jsou bazové specifické. Tyto bazové specifické kontakty jsou zprostredkovany
pomoci His11, ktery se vaze na guainin, a Lys 82, ktery interaguje s cytosinem (Ronning

a kol. 2005).
2.4.2.5. 1DP7

IDP7 je komplex lidského regula¢niho faktoru X1 (hRFX1 — zangl. human
regulatory factor X1), ktery ma vysoce konzervovanou DNA vazebnou doménu, a jeho
rozpoznavaci DNA sekvenci je tzv. X-box, ktery je 5°-GTNRCC(0-3N)RGYAAC-3¢,
kde N je jakykoli nukleotid, R je purin a Y je pyrimidin. Tento regulacni faktor vyuziva
winged-helix pro interakci s DNA a na jednu sekvenci DNA jsou navazany dva hRFX1.
Vazebna doména hRFX1 se sklada ze tii a-helixu (o), tii B-listd (B) a tii B-smycek (S)
v tomto potadi al-fl-02-S1-03-S2-B2-S3-B3. Smycka mezi P2-B3 tvoii tzv. kiidlo.
B-listy B2 a B3 a smycka S3 (kfidlo), které je spojuje, interaguji s velkym zlabkem jedné
poloviny symetrického X-boxu. Jedna strana a-helixu o3 interaguje s malym zlabkem
s druhou polovinou. Vazba hRFX1 k X-boxu je zprostiedkovana piedevsim polarnimi
aminokyselinami pfes pfimé nebo nepfimé vodikové vazby. Arg58 (z B-smycky S3)
se vaze dvéma vodikovymi vazbami na guanin G11. Tyr67 (B3) interaguje s G10 a Arg62
(S3) interaguje vodikovymi vazbami s guaninem druhého fetézce DNA G15°. V piipadé,
Ze jsou tyto ti1 baze nahrazeny tyminem, nedochézi k tvorbé vodikovych vazeb mezi
danymi aminokyselinami. Lys45 (a3) se vaze na C6 pies maly zlabek, coz vede
k rozsifeni malého zlabku o min. 3 A. Jelikoz se na sekvenci DNA véazou dva stejné
proteiny, dochézi ke kooperativnimu vazani, kdy se na jednu polovinu vazebného mista
vaze Ser42 (z jednoho proteinu) pomoci nepiimé vodikové vazby pies velky zlabek
na G6°, zatimco Lys45 (z druhého proteinu) se vaze ptimou vodikovou vazbou pies maly
zlabek na C6. K podobné vazebné kooperaci dochazi i na G11 a C11° (Gajiwala a kol.
2000).
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3. Cil prace

Diplomova prace si klade za cil studovat stabilitu A formy DNA ve vybranych
protein-DNA komplexech v pribéhu MD simulaci. Dalsim cilem je porovnat mezi sebou
simulace provedené raznymi silovymi poli a z vysledka posoudit, jak dobfe jednotliva
pole popisuji stabilitu A formy a pfipadné prechodnych A/B forem DNA. Tyto analyzy
pak mohou napomoci k upravam empirickych potencialti a navrhu novych, presnéjsich

silovych poli.

4. Material a metody

Protein-DNA komplexy byly vybirany z databaze DNATCO, kde byly hledany
komplexy, které obsahovaly bazové stepy v AA0OO, AA02, ABO1 nebo BAOS forme¢.
Dal§im kritériem pro vybér bylo, aby komplex mél krystalovou strukturu s dobrym
rozlisenim. Pro MD simulaci jsou nejlepsi krystalové struktury s rozlisenim do 2 A. Byly
vybrany komplexy s oznacenim 3PVI, 3AAF, 3KXT, 2VJV a 1DP7. Krystalové struktury
DNA s proteiny byly stazeny z PDB databaze.

Originalni PDB soubory byly poté upraveny. Odstranily se atomy krystaliza¢nich
Cinidel a nékterych iont, které nebyly v kontaktu s DNA nebo proteinem, a jejich
odstranéni tedy nemélo vliv na vyvoj struktury komplexu b&hem simulace. Byly
odstranény duplicitni atomy v pfipadé dvojitych obsazovacich faktord. V pfipade, ze byla
v databazi ulozena jen symetricky nezéavisla ¢ast molekuly, bylo potieba strukturu rozsifit
o chybéjici atomy dle prvka krystalografické symetrie. Podle pH roztoku, ve kterém
dochéazelo ke krystalizaci, byla zvolena protoniza¢ni forma aminokyseliny histidinu.
Program AMBER rozliSuje mezi ttemi formami, HID (atom H na 6 atomu N imidazolové
skupiny), HIE (atom H na ¢ atomu N) a HIP (dva atomy H na obou atomech N). Pro
urceni formy histidinu byl vyuzit on-line program PropKa

(https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pgr). Pokud histidin tvofil zfetelné vodikové

vazby, byl protoniza¢ni stav histidinu upraven tak, aby byl konzistentni se siti

predpokladanych vodikovych vazeb ve struktufe.

V ptipadé komplexu 3AAF byly ze souboru odstranény atomy acetatového iontu

a pro komplex 1DP7 byly odstranény atomy krystalizacnich ¢inidel ethylenglykolu
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a diethylenglykolu. Pro komplex 1DP7 bylo potfeba udélat vice uprav. Nejprve bylo
zapotiebi ptidat druhy fetézec a k nému 1 protein, protoze originalni soubor obsahoval
pouze jeden fetézec dvousroubovice a s ni prislusné interagujici protein (symetricky
nezavisla ¢ast molekuly). Dalsi upravou bylo nahrazeni baze 5-bromouracilu za thymin,
ktera byla provedena proto, ze parametry pro thymin jsou 1épe ovérené nez parametry pro
5-bromouracil. 5-bromouracil byl v pivodni praci pouzit kvuli krystalizaci a feSeni
krystalové struktury alisi se od thyminu tim, ze methylova skupina na paté pozici thyminu

byla nahrazena bromem, vyména by tak nemela mit vliv na studované chovani komplexu.

Vsechny simulace byly provedeny v programu AMBER 18 za pomoci piislusnych
skriptd. Po upraveé pdb souboru se jako prvni pracuje se skriptem LEAP, ktery pfipravi
vstupni soubory pro dalsi postup z pdb souboru daného komplexu. V tomto skriptu
se vzdy musi upravit pocet molekul NaCl pro spravnou koncentraci roztoku, ve kterém
je komplex simulovan. V prvnim kroku, kdy se skript spousti, se zjisti, kolik je potieba
molekul na neutralizaci naboje komplexu, a v druhém kroku se pfida urcity pocet
molekul, aby bylo dosazeno 150 mM roztoku NaCl. Pfi pouziti tohoto skriptu se taktéz
kolem celé molekuly vytvofi box, ktery je vyplnény rozpoustédlem, ve kterém pak
probiha simulace komplexu. Box je oktaedralni a jeho rozméry jsou nastaveny tak, aby
jeho stény byly vzdaleny 10 A od krajnich atomd molekuly komplexu. Nasleduje
ekvilibrace atomi komplexu a molekul roztoku, béhem které nejdiive dochazi

k minimalizaci energie systému.

Poté uz probehla samotna simulace komplext za pouziti dvou silovych poli, OL15
a bscl. Simulace, stejn¢ jako ekvilibrace, byla provedena za standartni teploty a tlaku
(298 K, 1 atmosféra), délka simulace byla 1 ms a zapis soufadnic atomu byl po 10 ps. Pro
ekvilibraci 1 simulaci byl vyuzit skript PMEMD.CUDA. Pro analyzu trajektorii simulace
byl vyzit modul cpptraj programu AMBER. Kvili velkému mnozstvi dat v jedné
trajektorii byl pro analyzu vybran kazdy sty snimek z trajektorie (profezana trajektorie),
a to z duvodu rychlejsi prace a interpretace vysledki. Ve vysledné trajektorii byly tedy
snimky s 1 ns krokem. Pro urCeni velikosti zlabkii DNA byl pouzit skript z programu
AMBER, ktery pro vypocet velikosti zlabkt pouzil stejny postup jako byl popsan v praci
Hassan a Calladine (1998).
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V této praci jsou vyobrazeny grafy, které znazoriuji vyvoj parametru P a uhlu y,
ptipadné velikosti zlabku, v Case v prubéhu simulace pro ty nukleotidy daného komplexu,
které se ve vychozi struktufe nachazely v A formé. Pro grafické znazornéni tohoto vyvoje
byly pouzity profezané trajektorie, jak je popsano vySe. Naopak tabulky znazoriuji
vSechny nukleotidy kromé prvniho a posledniho nukleotidu daného komplexu a jsou pro
né pouzita data z nezkracené pavodni trajektorie. V tabulkach jsou uvedeny dva druhy
rozdeleni forem. Prvnim z nich je rozdéleni pouze na zakladé pseudorotacniho thlu P,

viz tabulka 3.

Tabulka 3: Rozdéleni v tabulkach na zakladé pseudorota¢niho tihlu P.

Forma P[°]
C3‘-endo 0-36
C4‘-exo 36-72
0O4‘-endo 72 - 108
Cl‘-exo 108 - 144
C2‘-endo 144 - 180
C3‘-exo 180 - 216
C2‘-exo 324 - 360
Ostatni 216 - 324

Druhym pouzivanym rozdélenim je rozdéleni podle torzniho thlu 6 a zaroveri podle
uhlu y. Je zde pouzito z toho diivodu, ze né€které nukleotidy se mohou nachazet v tzv.
prechodné forme, kdy nukleotid muze mit hodnotu uhlu & (respektive parametru P)
typickou pro A formu, ale hodnoty uhlu y pro B formu a naopak. Proto je zde pouzito
1 oznaceni pro tyto formy jako &/y = A/A, A/B, B/A a B/B, kde prvni pismeno znaci, zda
je hodnota uhlu 6 blize A nebo B formé, druhé pismeno udava stejnou informaci, avsak
o uhlu y. V tabulce 4 je toto rozdéleni pfirazeno k pfislusSnym NtC tfidam a referen¢nim

hodnotam uhla 6 a y pro danou konformaci.
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Tabulka 4: Prifazeni pouzitého rozdéleni parametru 8/ k prislusSnym NtC tridam.
Referen¢ni hodnoty pro uhel 8 a  jsou prevzaty z databaze dnatco.org

(https://dnatco.datmos.org/).

Plx NtC 5 [°] 1 %]
A/A AA00 82 199
A/B AA02 88 245
B/A BB16 138 253
B/B BB0O 138 204
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5. Vysledky

5.1. Stabilita simulaci

Stabilitu simulaci 1ze posoudit ze stfedni kvadratické odchylky (RMSD - z angl.
root mean square deviation) poloh jednotlivych atoma komplexti v ¢ase vici ptivodni
(krystalografické) pozici. Zde jsme ur€ili RMSD pro cely komplex a zvlast pro
nukleovou kyselinu a protein, abychom mohli posoudit stabilitu, pfipadné nestabilitu ¢asti
komplexu. V grafu €. 1 jsou zaznamenany RMSD pro nami simulované komplexy 3PVI,
3AAF, 3KXT, 2VJV a 1DP7. Zgrafi lze wvycist, ze nedochazi k vyraznym
a dlouhodobym vychylkam, a komplexy tedy zistaly v prabéhu simulace stabilni.

V piipadé komplexu 3PVI Ize vidét postupny narist RMSD v prabéhu simulace pro
obé silova pole, coz muize byt disledkem toho, ze se nukleova kyselina komplexu, ktera
z vetsi Casti zaCinala v A formé€, postupné ménila na B formu. Tento prubéh koresponduje
s dal§imi vysledky komplexu 3PVI (viz dale). V komplexu 3AAF lze vidét fluktuace
RMSD kolem hodnoty okolo 2 A a objevuji se zde uréité vychylky, které jsou oviem
velmi kratkodobé, proto se jedna o stabilni simulaci. V bscl poli jsou odchylky lehce
vys$si, ale nenaznacuji nestabilitu systému. Takové vychylky v obou polich mohou byt
zpusobeny napiiklad pohybem postrannich fet€zcti aminokyselin na vnéj§im povrchu
komplexu. Komplex 3KXT ma velmi stabilni nukleovou kyselinu, kdy se jeji hodnota
RMSD pohybuje na hranici 1 A. Podobnou RMSD m4 zpo&atku i protein a cely komplex,
ovSem od cca 360 ns se jejich hodnota RMSD zvysuje. To muze byt dano zménou pozice
Arg33, Lys31 a Lys34. Jelikoz protein je vétsi nez nukleova kyselina a obsahuje vice
atomul, dochazi k navySeni RMSD proteinu i celého komplexu. V pripadé pole bscl
je trend podobny. Komplex 2VIV m4 velmi malou fluktuaci RMSD kolem hodnoty 2 A.
V case okolo 800 ns do§lo k malému navyseni RMSD nukleové kyseliny. 2VJV obsahuje
celkem Ctyfi jednofetézcové DNA, dvé dlouhé, které interaguji samy se sebou a tvori
vlasenky, a dvé kratké, které pomoci nékolika nukleotidi interaguji s konci dlouhych
vlaken. Navyseni RMSD miuzZe byt zptisobeno pohybem baze nukleotidu, ktery se nachazi
ve vlasence a sméfuje ven, a také preruSenim interakce kratkych vlaken s konci dlouhych
vlaken a tim padem pohybem konct kratkych fetézci DNA. V poli bscl je situace
podobna. V poslednim komplexu 1DP7 je RMSD nukleové kyseliny nizsi nez pro protein

a cely komplex. To mize byt zapfiCinéno tim, ze v tomto komplexu jsou dva stejné
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proteiny navazany z obou stran na DNA a jakykoli mensi pohyb proteint mize vyvolat

zvySeni RMSD vuci pavodni pozici. Stejna situace se odehrava i v ptipadé pole bscl.
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Graf ¢ 1: RMSD danych komplexu v zavislosti na dobé trvani simulace. V levém

sloupci jsou znazornény komplexy simulované v silovém poli OL135, v pravém sloupci

pak komplexy simulované v poli bscl. V grafu jsou zaznamendny hodnoty RMSD celého

komplexu (cervené), samostamé nukleové kyseliny (zelené) a samostatmého proteinu

(modre).
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5.2. 3PVI - endonukleasa Pvull

Komplex 3PVI obsahuje dvousroubovici DNA, ktera ma 13 nukleotidi v jednom
fetézci. V pripadé rozdeleni pouze podle parametru P se v C3‘-endo konformaci, ktera
je typicka pro A-formu DNA, v krystalografické struktute nachazelo celkem 8 nukleotidi
v fetézci C a 9 nukleotidd v fetézci D (viz tabulka 5 a 6, zelené zvyraznéno). Z téchto 8,
respektive 9 nukleotidil se v priibéhu simulace v konformaci C3‘-endo neudrzel ani jeden
a vétSina nakonec piesla do C2-endo konformace. V tabulce 5 1ze vidét, Ze se v prubéhu
simulace dany nukleotid nachazel v C3‘-endo konformaci jen minimalné, fadovée
v jednotkach procent. Velké procentualni zastoupeni je 1 pro konformaci C1°‘-exo.
Porovnanim hodnot v tabulce 5 a 6 pro stejné nukleotidy zjistime, ze pole OL15 ma vyssi
zastoupeni konformace C1°-exo na ukor C2°-endo, oproti poli bscl, kde je to opacné.
V grafu €. 1 a €. 2 jsou pak zaznamenany hodnoty parametru P (Cervena), thlu y (modra)
a Sitky velkého (zelend) a malého zlabku (fialova) v zavislosti na ¢ase simulace fetézce
C komplexu 3PVI. Z divodu prehlednosti byly nukleotidy, které zacinaly v A/A formé,
rozdéleny do dvou grafu. V grafech si lze povSimnout, Zze i kdyz vSechny nukleotidy
zacinaly s hodnotou parametru P okolo 20 — 30° (C3‘-endo), coz je typické pro A formu,
vétsina nukleotidl presla béhem nékolika desitek nanosekund do C2‘-endo konformace,
typické pro B formu. Hodnota parametru P se tedy pohybuje okolo 180°. Neékteré
nukleotidy, napt. A7, se jesté v prub&hu simulace vracely do C3‘-endo, ale jen na kratkou
dobu. Obdobny trend Ize pozorovat pro hodnoty uhlu y, ktery také zacinal v hodnotach
typickych pro A formu, tedy okolo 200°, ale ihned po zacatku simulace doslo k nartstu
jeho hodnoty. Zde nastaly dvé situace. Pti prvni se hodnota thlu y dostala na hranici 260°,
coz je typické pro B formu DNA. To se stalo v piipadé nukleotidi A4, C6, C9 a Castecné
G11 a G12. V druhé situaci uhel y zistal nékde mezi témito hodnotami a pohyboval
se okolo 220° v mezi-formé mezi A a B DNA. Tendenci nukleotida prechazet z A formy
do B formy naznacuje i Sitka malého zlabku, kterd je ve vychozi struktute vétsi (coz
je typické pro A formu), ihned po zacatku simulace se zmensi a poté fluktuuje kolem

niz8ich hodnot typickych pro B formu. To Ize dobte vidét v grafu nukleotidu C5 a C6.
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Tabulka 5: Procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v priubéhu simulace
polem OL15 pro komplex 3PVI. V tabulce zaznamenano rozdéleni pouze dle parametru
P. Zelen¢ jsou vyznaCeny nukleotidy, které jsou ve vychozi struktufe v C3‘-endo

konformaci.

OL15

Procentualni zastoupeni

N N© [P(i Poforma “co. 3. c4- o4~ - - 03
exo endo exo endo exo endo  exo
fetézec C
G3 BAO8 149 (C2-endo O 0 1 2 25 53 16 2
A4 AA00 23 C3-endo O 1 0 0 33 53 12 0
C5 AA00 18 C3-endo O 0 0 1 40 54 4 0
C6 AA00 26 C3-endo O 0 1 7 27 53 11 0
A7 ABO5 16 C3-endo O 5 7 3 49 35 1 0
G8 BAOl 162 C2-endo O 1 1 1 5 46 44 3
C9 AA01 16 C3-endo O 0 7 26 32 30 4 0
T10 AA00 48 C4-exo O 1 2 2 63 32 0 0
G11 AA00 21 C3-endo O 0 0 1 25 68 5 0
G12 AA00 21 C3-endo O 0 4 10 18 39 26 2
T13 AB02 21 C3-endo O 0 4 11 33 46 6 0
fetézec D
G3 BA(O8 162 C2-endo O 0 0 1 29 60 9 1
A4 AA00 160 C2-endo O 0 1 3 16 60 19 1
C5 AA00 27 C3-endo O 0 1 3 63 31 1 0
C6 AA00 21 C3-endo O 0 2 7 27 55 9 0
A7 ABO5 11 C3-endo O 0 1 1 33 62 2 0
G8 BAOl 162 C2-endo O 1 0 1 13 73 11 0
C9 AAO01 20 C3-endo O 2 12 21 18 30 16 1
T10 AA00 32 C3-endo O 0 1 1 31 63 3 0
G11 AA00 24 C3-endo O 0 0 0 15 75 9 0
G12 AA00 14 C3-endo O 1 0 0 4 43 49 2
T13 AB0O2 17 C3-endo O 0 1 17 55 24 2 0
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Tabulka 6: Procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v priubéhu simulace
polem bscl pro komplex 3PVI. V tabulce zaznamenano rozdéleni pouze dle parametru
P. Zelen¢ jsou vyznaCeny nukleotidy, které jsou ve vychozi struktufe v C3‘-endo

konformaci.

bscl

Procentudlni zastoupeni

N NtC [P(i Poforma o ¢ ca- 04- - - @
exo endo exo endo exo endo  exo
fetézec C
G3 BA08 149 (C2-endo O 0 0 0 16 80 3 0
A4 AAO0 22 (C3-endo O 3 1 0 5 66 25 0
C5 AAO00 18 (C3-endo O 0 0 3 52 43 1 0
C6 AAO0 26 C3-endo O 0 1 5 27 62 4 0
A7 ABO5 16 C3-endo O 3 1 1 25 69 1 0
G8 BAO1 162 C2-endo O 1 0 0 1 69 29 0
C9 AA01 16 C3-endo O 2 2 13 53 29 1 0
T10 AAOO 47 Cd'-exo O 2 3 0 52 43 0 0
G11 AA00O 21 C3-endo O 1 0 0 3 82 14 0
G12 AA0O0O 21 C3-endo O 1 2 2 17 61 16 0
T13 ABO2 21 C3-endo O 0 1 1 27 66 5 0
retézec D
G3 BA08 162 C2-endo O 0 0 0 13 77 9 0
A4 AA00 160 C2'-endo O 2 2 1 18 60 17 0
C5 AA00 27 C(C3-endo O 0 1 3 56 40 1 0
C6 AA00 21 C3-endo O 0 1 2 18 73 6 0
A7 ABO5 11 C3'-endo O 2 2 1 31 62 1 0
G8 BAO1 162 C2-endo O 1 1 0 2 60 36 0
C9 AA01 20 C3-endo O 1 1 9 58 31 0 0
T10 AAOO 32 C(C3-endo O 0 1 0 47 51 0 0
G11 AA00 24 C(C3-endo O 0 0 0 7 82 11 0
G12 AAO0O 14 C3'-endo O 1 4 3 19 60 12 0
T13 ABO2 17 C3-endo O 0 0 1 24 69 5 0
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Graf & 2: Casovy pritbéh parametrii P (éervend), tihlu y (modrd), $iiky velkého (zelend)
a malého (fialova) Zlabku nukleotidit A4, C5, C6 a A7 Fetézce C komplexu 3PVI. Vievo
Jsou zaznamendny grafy pro pole OLI5, vpravo poté pro pole bscl. Leva y-osa
znazortiuje velikost 1ihili ve

Zlabku v A.

° pro parametr P a uihel y, pravd y-osa zndzornuje Sirku
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Graf & 3: Casovy pritbéh parametrii P (éervend), tihlu y (modrd), $iiky velkého (zelend)
a malého (fialova) Zlabku nukleotidu C9, T10, G11, G12 a C13 fetézce C komplexu

3PVI. Vlevo jsou zaznamendny grafy pro pole OL15, vpravo poté pro pole bscl. Levd y-

osa znazortiuje velikost uhlit ve ° pro parametr P a iihel y, prava y-osa zndzorfiuje Sirku

Zlabku v A.
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V tabulce 7 je znazornéno procentualni zastoupeni konformaci v prubéhu celé
simulace dle rozdéleni podle uhlu 6 a . I zde lze vidét, ze nukleotidy maji tendenci
prechdzet z A formy do B formy, konformace A/A je tedy velmi malo zastoupena.
Vyjimku tvori nukleotid C9, ktery v A/A konformaci stravi asi tietinu simulace v poli

OL15.

V grafu ¢. 4 a 5 jsou znazornény prab&hy simulaci nukleotidu fetézce D komplexu
3PVI. Zde je trend velmi podobny jako v pfipadé fetézce C, vétSina nukleotida

se z pavodni A formy presune béhem nékolika desitek nanosekund do B formy.
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Tabulka 7: Procentualni zastoupeni konformaci dle rozdéleni podle hlu

6 a y v prubéhu simulace pro komplex 3PVI. Zelené jsou vyznaCeny nukleotidy, které

jsou ve vychozi strukture v A/A konformaci.

OL15 bscl
N NC Po Procentualni zastoupeni Po Procentualni zastoupeni
forma  A/A  A/B B/A BB  forma  A/A A/B B/A BB
fetézec C
G3  BAO8 B/B 0 4 0 95 A/A 0 0 21 78
A4 AA00 A/A 1 1 0 98 A/A 0 0 0 100
C5 AA00 A/A 1 6 3 90 A/A 3 1 3 93
C6 AAO0 A/A 7 7 10 75 A/A 2 8 5 84
A7  ABO5 A/A 12 3 0 84 A/A 7 5 34 54
G8 BAOI B/B 2 1 8 89 B/B 5 0 1 93
C9 AA01 A/A 35 5 16 44 A/A 1 0 33 66
T10 AA00 A/A 5 1 1 93 A/A 24 5 39 32
Gll  AA00 A/A 1 2 27 70 A/A 5 1 0 94
Gl12 AA00 A/A 12 5 13 70 A/A 1 0 45 54
T13 AB02 A/A 3 16 3 77 A/A 6 1 28 65
retézec D
G3  BAO8 B/B 0 2 0 97 B/B 0 0 0 99
A4 AA00 B/B 2 4 1 93 B/B 3 2 1 93
C5 AA00 A/A 3 9 3 85 A/A 3 9 5 83
C6 AAO0 A/A 9 3 30 58 A/A 3 2 36 59
A7  ABO5 A/A 2 1 2 95 A/A 5 1 0 93
G8 BAOI B/A 2 0 27 70 B/A 2 0 25 73
C9 AA01 A/A 34 5 8 53 A/A 16 3 51 29
T1I0 AA00 A/A 3 0 2 95 A/A 1 0 1 97
Gll  AA00 A/A 0 1 21 77 A/A 0 0 42 58
Gl12 AA00 A/A 1 0 94 A/A 8 2 27 64
T13 AB02 A/A 3 28 4 65 A/A 1 4 6 90
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Graf & 4: Casovy pritbéh parametri P (éervend), tihlu y (modrd), $iiky velkého (zelend)
a malého (fialova) Zlabku nukleotidi C5, C6, A7 a C9 fetézce D komplexu 3PVI. Vievo
Jsou zaznamendny grafy pro pole OLI5, vpravo poté pro pole bscl. Leva y-osa
znazortiuje velikost 1thlit ve © pro parametr P a uhel y, prava y-osa zndzoriiuje Sirku

Zlabku v A.
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Graf & 5: Casovy pritbéh parametrii P (Servend), tihlu y (modrd), $iiky velkého (zelend)
a malého (fialova) Zlabku nukleotidiu T10, G11, G12 a C13 rFetézce D komplexu 3PV1.
Vievo jsou zaznamendny grafy pro pole OL15, vpravo poté pro pole bscl. Leva y-osa
znazortiuje velikost 1ihlit ve © pro parametr P a uhel y, prava y-osa zndzorfiuje Sirku

Zlabku v A.
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5.3.  3AAF — WRN RecQ helikasa

Ze 14 nukleotidi v komplexu 3AAF se v C3‘-endo konformaci vyskytoval
v krystalografické struktufe pouze jeden, a, to nukleotid C2. Ten se ovSem v této
konformaci dlouho neudrzel, jak je vidét v grafu ¢. 6 pro fetézec B a v grafu ¢. 7 pro
fetézec C. V prubéhu simulace se nukleotid C2 vyskytoval prevazné v C2‘-endo
a C3°-exo konformaci (viz tabulka 8 a 9). Lze tedy fict, ze se nachazel v tzv. jizni
konformaci (pii pohledu na pseudorotacni kruh na obr. 3), typické pro B formu DNA.
Podobné chovani vykazuji 1 dalsi nukleotidy komplexu 3AAF, které zacinaly bud’ v Cisté

B formé, nebo v jedné z pfechodnych B forem.

V konformaci A/A se v krystalografické strukture podle tabulky 10 nachazely
nukleotidy C2 vfetézci B a C2 a C3 vetézci C. Ale ani jeden z téchto nukleotidu
se v dané konformaci neudrzel a pteSel do B/B konformace. Zde je vidét rozdil mezi
silovymi poli OL15 a bscl, kterym je vét§i procentudlni zastoupeni piechodné
konformace B/A v piipadé pole bscl. Pro thel y je trend velmi podobny jako pro parametr
P, tedy, ze za¢ina v hodnotéach typickych pro A formu, tj. okolo 200°, ale béhem nékolika
nanosekund dojde k jeho navysSeni. Pouze v nukleotidu C3 v fetézci C se v pribéhu
simulace nékolikrat vraci k hodnotam 220°. V tabulce 10 muzeme dale vidét,
ze nukleotidy, které zaCinaly v A/B formé&, konkrétné T8 v obou fetézcich, v této forme

setrvaji minimalné tfetinu Casu simulace v piipade simulace polem OL15.
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Tabulka 8: Procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v priabéhu simulace
polem OL15 pro komplex 3AAF. V tabulce zaznamenano rozdéleni pouze dle
parametru P. Zelen¢ jsou vyznaleny nukleotidy, které jsou ve vychozi struktuie
v C3‘-endo konformaci. Zkratka NANT ve sloupci s NtC formami znamena, ze danému

nukleotidu nebyla pfifazena zadna NtC tfida.

OL15

retézec B

Procentualni zastoupeni
N NC Po[?] Poforma . ¢3- c4- 04- CI- C2- C3-

exo endo exo endo exo endo exo Ostatni
C2 ABOlI 12 C3-endo O 0 0 0 2 50 47 1
C3 BB0O1 145 C(C2-endo O 0 3 30 66 0 0
C4 BB0O0O 116 Cl'-exo 0 1 2 2 16 61 16 0
T5 BB04 139 Cl'-exo 0 1 11 14 36 34 3 0
A6 BB0O1 155 (C2-endo O 0 0 2 25 53 19 0
A7 BAO5 139 Cl'-exo 0 0 0 2 25 57 16 0
T8 BBOl 106 O4-endo O 0 3 25 55 16 0
T9 BB00 117 Cl'-exo 0 2 3 8 30 52 5 0
A10 BAO5 185  Ostatni 0 0 0 1 22 51 23 2
G111 NANT 59 C4'-exo 0 0 0 1 22 55 21 1
G12 NANT 339  Ostatni 0 0 0 1 39 58 2 0
G13 NANT 195 Ostatni 0 0 0 1 12 65 21 0
fetézec C
C2 ABO1 7 C3-endo O 0 0 1 48 49 1
C3 BB01 40 C4'-exo 0 0 2 36 54 0 0
C4 BB0O0O 147 C(C2-endo O 1 2 15 61 17 0
T5 BB04 126 Cl'-exo 0 2 11 17 33 35 1 0
A6 BB0O1 159 C(C2-endo O 0 0 1 21 55 22 1
A7 BAO5 123 Cl'-exo 0 0 0 1 22 56 20 0
T8 BBOl 105 O4-endo O 0 3 28 56 12 0
T9 BB0O0 130 Cl'-exo 0 3 3 7 29 54 3 0
Al10 BAO5 137 Cl'-exo 0 1 1 1 24 52 20 1
G11 NANT 127 Cl'-exo 0 0 0 2 20 54 23 1
G12 NANT 148 C(C2-endo O 0 0 1 38 56 4 0
G13 NANT 174 (C2-endo O 0 0 1 16 63 18 1
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Tabulka 9: Procentuailni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v prubéhu simulace
polem bscl pro komplex 3AAF. V tabulce zaznamenano rozdéleni pouze dle parametru
P. Zelené jsou vyznaCeny nukleotidy, které jsou ve vychozi struktufe v C3°-endo

konformaci.

bscl

fetézec B

Procentualni zastoupeni

NN F(j Poforma co.c3- ¢4~ o4~ C1-oC2- O3
exo endo exo endo exo endo exo
C2 ABOl 12 C3-endo O 0 0 0 2 69 28 0
C3 BB0Ol 145 C(C2-endo O 1 1 3 22 65 8 0
C4 BB00 116 Cl'-exo 0 0 4 9 53 33 1 0
T5 BB04 139 Cl'-exo 0 2 4 1 25 66 1 0
A6 BB0Ol 155 C2-endo O 0 0 1 10 58 31 0
A7 BAO5 139 Cl'-exo 0 0 0 1 25 65 9 0
T8 BBOl1 106 O4-endo 0 1 4 8 57 30 0 0
T9 BB00O 117 Cl'-exo 0 2 1 2 23 69 3 0
Al10 BAO5 185  Ostatni 0 3 2 1 23 59 12 0
Gl11 NANT 59  C4'-exo 0 1 0 0 8 60 31 0
G12 NANT 339  Ostatni 0 1 0 0 24 67 8 0
G13 NANT 195  Ostatni 0 0 0 0 5 71 24 0
fet€ézec D
C2 ABOl1 7 C3-endo O 0 0 0 1 69 30 0
C3 BB0Ol 40 Cé4-exo 0 1 1 2 23 68 5 0
C4 BB00 147 C2-endo O 1 2 6 42 44 4 0
T5 BB04 126 Cl'-exo 0 2 4 2 25 65 2 0
A6 BBOl 159 C(C2-endo O 0 0 0 13 60 26 0
A7 BAO5 123 Cl'-exo 0 0 0 1 27 62 9 0
T8 BBO1 105 O4-endo 0 1 3 5 57 33 0 0
T9 BB00 130 Cl'-exo 0 2 2 2 21 70 2 0
Al10 BAO5 137 Cl'-exo 0 2 1 1 24 60 11 0
G11 NANT 127 Cl'-exo 0 0 0 0 8 58 34 0
G12 NANT 148 C(C2-endo 1 2 0 0 21 69 7 0
G13 NANT 174 C(C2-endo O 0 0 0 5 76 19 0
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Graf & 6: Casovy pribéh parametrii P (Cervend), iihlu y (modrd) nukleotidu C2 fetézce
B komplexu 3AAF. Vievo jsou zaznamendny grafy pro pole OL15, vpravo poté pro pole
bscl.
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Graf & 7: Casovy pritbéh parametrii P (Cervend), iihlu y (modrd) nukleotidii C2 a C3
fetézce C komplexu 3AAF. Vievo jsou zaznamendny grafy pro pole OL15, vpravo poté
pro pole bscl.
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Tabulka 10: Procentualni zastoupeni konformaci dle rozdéleni podle uhlu
6 a y v prubéhu simulace pro komplex 3AAF. Zelen€ jsou vyznaceny nukleotidy, které

jsou ve vychozi strukture v A/A konformaci.

OL15 bscl
Procentualni zastoupenti Procentualni zastoupenti
N NtC  Poforma Py forma
A/A A/B B/A B/B A/A A/B B/A B/B
fetézec B
C2  ABO1 A/A 0 0 4 96 A/A 0 0 25 75
C3 BBO1 B/B 1 4 0 95 B/B 2 7 5 86
C4 BB00 B/B 5 3 6 86 B/B 3 21 8 67
TS5 BB04 B/B 6 25 1 67 B/B 3 6 0 91
A6  BBO1 B/B 1 6 0 93 B/B 1 1 4 95
A7  BAOS5 B/B 1 3 4 91 B/B 1 3 7 90
T8 BBO1 A/B 13 35 5 46 A/B 9 19 8 63
T9 BB00 B/B 3 13 3 81 B/B 2 4 3 91
A10  BAOS B/B 1 2 0o 97 B/B 3 3 1 92
G11 NANT A/B 0 3 3 94 A/B 1 1 4 95
G12 NANT B/A 1 0 0 98 B/A 2 0 1 97
G13 NANT B/A 0 1 16 83 B/A 0 0 19 80
fetézec C
C2  ABO1 A/A 0 0 2 98 A/A 1 0 19 80
C3 BBO1 A/A 2 11 0 87 A/A 2 4 3 91
C4 BB00 B/B 3 5 10 82 B/B 3 16 8 73
TS5 BB04 B/B 7 29 1 63 B/B 3 6 1 90
A6  BBO1 B/B 0 3 1 95 B/B 1 1 4 95
A7  BAOS5 B/B 1 2 4 93 B/B 1 2 18 78
T8 BBO1 A/B 10 41 4 45 A/B 8 15 8 69
T9 BB00 B/B 3 12 2 82 B/B 3 5 3 89
A10  BAOS B/B 1 4 1 94 B/B 2 5 0 93
Gl1l  NANT B/B 1 4 3 93 B/B 0 0 1 98
G12 NANT B/B 0 1 0 98 B/B 3 0 2 9
G13 NANT B/B 0 2 7 91 B/B 0 1 23 76
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5.4. 3KXT — chromatin protein Cren’/

Protein-DNA komplex 3KXT neobsahoval ve své krystalografické struktufe ani
jeden nukleotid, ktery by zacinal v Cisté A-formé&, respektive zadna jeho 2-dexyribosa
nebyla v C3‘-endo konformaci, viz tabulka 11 a 12. Z tohoto divodu jsou v grafech
¢. 8 a 9 zaznamenany prubéhy nukleotidi, které byly v krystalografické struktuie
v pfechodné A/B konformaci. V fetézci B to byly nukleotidy G103 a T105 (graf ¢. 8)
a v fetézci C to byly nukleotidy A112 a T113 (graf ¢. 9). 2-deoxyribosa nukleotidu G103
se v prubéhu simulace silovym polem OL15 nachazela ve vSech konformacich a z grafu
¢. 8 lze vidét, ze cukerna slozka méla po 400 ns tendenci setrvat spiSe v C3°-endo nebo
C4‘-exo konformaci, zatimco v pfipadé simulace silovym polem bscl se deoxyribosa
nachazela polovinu ¢asu simulace pravé v C3‘-endo konformaci. V fetézci C nukleotid
T113 a jeho cukerna slozka méla ve vychozi strukture hodnotu parametru P na 90°, ale
behem nékolika nanosekund se tato hodnota snizila a poté se pohybovala okolo 45°, coz
doklada i procentualni zastoupeni C4°-exo konformace v tabulce 8 pro pole OL15. V poli
bscl je to velmi podobné, zde je ale podobné zastoupeni forem C3‘-endo a C3‘-exo.
V grafech vidime, ze §itka malého zlabku je po celou dobu simulace srovnatelna s Sitkou
velkého zlabku, v pfipadé€ nukleotidu G103 je 1 vétsi. RozSifeni malého zlabku je dano
vazbou proteinu do malého zlabku, jak je popsano vyse. Hodnota uhlu y se ve vSech
nukleotidech komplexu 3KXT pohybuje okolo 250°, coz neni typické pro A formu,
a proto v tabulce 13 u téchto nukleotid pfevazuje prechodna forma A/B. Vyjimku tvori
nukleotid T105, u kterého se hodnota thlu x pohybuje na hodnoté 225°, a proto je u né¢j
v tabulce 13 hojné zastoupena 1 forma A/A, obzvlasté pak v bscl poli. Nukleotid A112
v obou polich setrvava polovinu ¢asu simulace v konformaci B/B a zbyla ¢ast simulace
se déli mezi konformace A/A a A/B, zastoupeni téchto dvou konformaci se v ptislu§nych
polich lisi. Pfi pohledu na graf ¢. 9 lze vidét, ze hodnota parametru P se u nukleotidu
A112 v prubéhu celé simulace velmi rychle a vyznamné ménila, z ¢ehoz 1ze usoudit,

ze ani jedno pole nepopisuje spravné tento nukleotid.
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Tabulka 11: Procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v prubéhu simulace
polem OL15 pro komplex 3KXT. V tabulce zaznamenano rozdéleni pouze dle

parametru P.

OL15

Procentualni zastoupeni
N NtC PO [O] PO fOI'ma C2|_ C3|_ C4|_ 041_ Cll_ C2|_ C3|_

exo endo exo endo exo endo exo Ostatni
fetézec B
C102 NANT 145 C(C2-endo O 6 17 10 31 33 3 0
G103 ABO1 40 C4exo 12 21 23 20 11 5 4 4
A104 BAO5 178 C(C2-endo O 0 0 0 5 35 52 7
T105 ABOlI 90 O4-endo O 1 39 54 6 0 0 0
C106 BB0O7 152 C(C2-endo O 0 0 0 14 79 7 0
G107 BAO1 162 C(C2-endo O 0 0 0 5 58 36 1

fetézec C

0 0 4 27 57 11 0
30 51 14 1

C110 NANT 163 C2-endo
G111 ABO1 163 C2'-endo

Al12 BAO5 95 O4-endo 8 17 15 16 26 14

NSRS \S e N )
o
[\
[\

T113 ABO1 87 O4'-endo
Cl114 BBO7 128 Cl'-exo 1 2 4 4 18 57 12
G155 BAO1 129 Cl'-exo 0 0 0 3 43 45 8 1
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Tabulka 12: Procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v prubéhu simulace
polem bscl pro komplex 3KXT. V tabulce zaznamenano rozdéleni pouze dle parametru

P.

bscl

PO Procentualni zastoupeni
N NtC [O] PO forma C2l_ C3l_ C4l_ O4l_ Cll_ C2l_ C3l_

Ostatni
exo endo exo endo exo endo exo

retézec B

C102 NANT 145 C2'-endo 0 19 23 6 13 34 5 0

G103 ABO1 40 C4'-exo 10 48 15 2 8 13 2 1
A104 BAO5 178 C2-endo 0 1 0 0 5 54 40 1
T105 ABOl 90 O4-endo O 5 47 38 9 1 0 0
C106 BB07 152 C2-endo O 0 0 0 7 88 4 0
G107 BAO1 162 C2-endo 0 0 0 0 0 64 35 0
fetézec C
Cl110 NANT 163 C2-endo O 0 0 0 16 75 9 0
G111 ABO1 163 C2-endo O 0 2 2 3259 5 0
Al112 BAO5 95 O4-endo 3 28 10 3 4 33 18 1
T113 ABOl 87 O4-endo 2 57 40 1 0 0 0 0
Cl14 BB07 128 Cl'-exo 0 2 1 1 14 76 5 0
G155 BAO1 129 Cl'-exo 0 0 0 0 37 58 4 0
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Graf & 8: Casovy pritbéh parametrii P (éervend), tihlu y (modrd), $iiky velkého (zelend)
a malého (fialova) Zlabku nukleotidii G103 a T105 fetézce B komplexu 3KXT. Vievo
Jjsou zaznamendny grafy pro pole OLI5, vpravo poté pro pole bscl. Levd y-osa

znazortiuje velikost 1thlit ve © pro parametr P a uhel y, prava y-osa zndzoriiuje Sirku

Zlabku v A.
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Graf & 9: Casovy pritbéh parametrii P (Cervend), tihlu y (modrd), §iiky velkého (zelend)
a malého (fialova) Zlabku nukleotidu A112 a T113 fetézce C komplexu 3KXT. Vievo
Jsou zaznamendny grafy pro pole OLI5, vpravo poté pro pole bscl. Levd y-osa
znazortiuje velikost 1thlit ve © pro parametr P a tihel y, pravd y-osa zndzorfiuje Sirku

Zlabku v A.
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Tabulka 13: Procentualni zastoupeni konformaci dle rozdéleni podle uhlu
6 ay v prubéhu simulace pro komplex 3KXT. Zelen¢ jsou vyznaceny nukleotidy, které

jsou ve vychozi struktute v A/B konformaci.

OL15 bscl
Procentualni Procentualni
N N{C folr’ron . zastoupeni NtC folr’ron . zastoupeni
A/A A/B B/A B/B A/A A/B B/A B/B
retézec B

C102 NANT B/B 9 25 10 56 NANT B/B 20 29 19 32
G103 ABOl A/B 4 73 23 ABO1 A/B 8 68 0 24
A104 BAO5 B/B 0 1 98 BAO5 B/B 1 1 4 95

T105 ABO1 A/B 20 78 2 ABO1 A/B 35 61 1 3

o o o O

C106 BBO7 B/B 0 0 100 BB07 B/B 0 0 0 100

G107 BAO1 B/B 0 0 397 BAO1 B/B 0 0 9 91

fetézec C

C110 NANT B/B 3 5 7 85 NANT B/B 1 1 12 87
GI111 ABO1 B/B 0 42 1 56 ABO1 B/B 2 43 1 54
Al12 BAO5S A/B 8 36 1 55 BAO5 A/B 28 17 1 54
T113 ABO1 A/B 2 97 0 1 ABO1 A/B 11 8 0 0
Cl114 BBO7 B/B 2 12 3 83 BB0O7 B/B 3 3 10 84

G155 BAO1 B/B 1 3 0 96 BAO1 B/B 0 1 0 99
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5.5.  2VIJV —transposasa TnpA

Protein-DNA komplex 2VJV se sklada ze Ctyt jednotetézcovych DNA vlaken, dvou
delSich a dvou krat§ich. Simulovany byly vSechny fetézce, ale analyzovany byly jen dva
delsi fetézce. Kazdy z dlouhych fetézct tvoii smycku a vytvaii Wantson-Crikovské vazby
a dvousroubovici se sebou samym. Jedna se o nukleotidy od C20 po G40 s vyjimkou T28,
29, T30, T31 a A32 v obou fetézcich C a D. V C3‘-endo konformaci se nachazely
v krystalografické strukture nukleotidy C20, C21, C22, C34, G38, G39 a G40 fetézce C,
v fetézci D pak navic nukleotid T31 (viz tabulky 14, 15, 16 a 17). V piipad¢ simulaci
polem OL15 zistaly v konformaci C3‘-endo po vétsinu ¢asu pouze nukleotidy C20 a C34,
a to pro oba fetézce. Druhou nejpocetnéjsi konformaci, ve které se vyskytovaly C20
a C34, je C2‘-exo, nachazejici se nachazi v severni oblasti pseudorota¢niho kruhu.
Ostatni nukleotidy, které zacinaly v C3‘-endo konformaci, pak pfechazely do C2‘-endo
nebo Cl1‘-exo konformace. Pro pole bscl jsou vysledky podobné, akorat konformace

C3‘-endo v nukleotidech C20 a C34 ma o cca 20 % v&tsi zastoupeni.

V téchto dvou nukleotidech se i uhel y pohyboval okolo hodnoty 200°, ktera
je typicka pro A formu, v prabéhu celé simulace (grafy ¢. 10, 11, 12 a 13). V ostatnich
nukleotidech se uhel y pohyboval ve vyssich hodnotach typickych spiSe pro B formu,
vyjimkou je jen nukleotid T37 fetézce C v poli bscl, jehoz uhel y se pohyboval
v hodnotach okolo 200°. V grafu €. 10, respektive 12, byla hodnota Sitky velkého zlabku
v nukleotidu C20 v obou fetézcich okolo 15 A, coz je typické pro A formu DNA. Vse
tedy nasvédcuje, ze C20 po vétsinu Casu simulace setrvavalo v A/A konformaci, presnéji
v fetézci C je to 96 % pro pole OL15 a 100 % pro pole bscl (tabulka 18). V fetézci
D je to 97 % v poli OL15 a 100 % v poli bscl (tabulka 20). Ostatni nukleotidy se z vétsi
¢asti simulace nachazely v konformaci B/B. Vyjimkou jsou nukleotidy C23 (ktery
ma rovnomeérné zastoupeni vSech konformaci), C34 (A/A), T37 (A/B), G38 (B/A) v obou

fetézcich a obou silovych polich.
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Tabulka 14: Procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v pribéhu simulace

polem OL15 fetézce C komplexu 2VJV. V tabulce zaznamenano rozdéleni pouze dle

parametru P. Zelené jsou vyznaCeny nukleotidy, které jsou ve vychozi struktuie

v C3‘-endo konformaci.

OL15
Procentualni zastoupeni
N NC Po[?] Poforma oy 3 4 04~ - 2 C3-
exo endo exo endo exo endo exo Ostatni
fetézec C
Al17 NANT 165 C2-endo O 0 0 0 43 53 3 0
Al18 BB0O0O 174 (C2-endo 2 2 4 19 24 22 24 2
G19 NANT 145 C(C2-endo O 0 0 0 36 64 0 0
C20 AA00 13 C3-endo 28 60 5 2 1 2 1 0
C21 AA00 14 C3-endo 1 10 1 1 8 64 15 0
C22 AA00 17 C3-endo O 1 2 16 49 29 2 0
C23 ABO5S 39  C4'-exo 0 2 12 37 29 18 3 0
T24 BB00O 159 C(C2-endo 0 0 2 13 44 38 2 0
A25 BB04 159 (C2-endo O 0 0 3 44 48 5 0
G26 BB02 148 C(C2-endo O 3 3 8 26 45 14 0
C27 BB0OO 192  Ostatni 0 0 1 5 36 49 9 0
T28 NANT 154 C(C2-endo O 5 32 28 18 17 0 0
T29 NANT 153 C(C2-endo O 0 7 15 62 13 1 0
T30 NANT 136 Cl-expo 0 0 0 0 33 65 1 0
T31 NANT 214  Ostatni 0 0 0 2 56 38 4 0
A32 BBS1 198  Ostatni 0 0 0 0 0 25 68 6
G33 BAI3 149 C(C2-endo O 0 0 0 57 43 0 0
C34 NANT 6 C3-endo 54 45 1 0 0 0 0 0
T35 BB16 161 C2-endo 0 0 0 0 3 63 34 0
A36 NANT 157 C(C2-endo O 0 0 0 17 74 9 |
T37 NANT 52  C4-exo 0 19 77 4 0 0 0 0
G38 AA01 26 C3-endo 1 5 3 5 34 47 4 0
G39 AA00 17 C3-endo O 1 3 11 51 32 2 0
G40 AAO01 15 C3-endo 0 0 0 5 53 39 2 0
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Tabulka 15: Procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v priubéhu simulace
polem OL15 fetézce D komplexu 2VJV. V tabulce zaznamenano rozdéleni pouze dle
parametru P. Zelené jsou vyznaCeny nukleotidy, které jsou ve vychozi strukture

v C3‘-endo konformaci.

OL15

Procentualni zastoupeni

N NtC PO [0] P() fOI‘ma C2|_ C3|_ C4|_ 04" C l U C2|_ C3|_

exo endo exo endo exo endo exo Ostatni
fetézec D
Al17 NANT 158 (C2'-endo 0 0 0 1 43 53 3 0
Al18 BBOO 177  C2'-endo 2 2 4 16 23 15 32 5
G19 NANT 142 Cl'-exo 0 0 0 0 32 68 0 0
C20 AA00 14 C3-endo 28 64 4 2 1 1 0
C21 AA00 12 C3'-endo 2 12 1 0 8 64 13 0
C22  AA00 17 C3'-endo 0 1 2 14 43 37 3 0
C23 ABO1 37 C4'-exo 0 1 9 33 31 22 3 0
T24 BB03 158  (C2'-endo 0 0 3 14 43 37 2 0
A25 BB02 184 Ostatni 0 0 0 4 41 46 9 0
G26 BAO5S 191 Ostatni 0 1 1 9 32 45 11 0
C27 NANT 92 O4'-endo 0 1 0 1 29 o4 5 0
T28 NANT 180  C2'-endo 0 0 0 0 28 70 2 0
T29 NANT 167 (C2-endo 0 0 0 0 1 77 22 0
T30 NANT 167 C2'-endo 5 25 2 1 10 53 4 0
T31 NANT 34 C3'-endo 0 3 5 5 34 46 5 0
A32 BBS1 170  C2'-endo 0 0 0 3 16 47 34 0
G33 BA13 143 Cl'-exo 0 0 0 0 53 47 0 0
C34 NANT 7 C3-endo 55 43 1 0 0 0 0 1
T35 BB16 172  (C2-endo 0 0 0 0 2 83 15 0
A36 NANT 154 C2'-endo 0 0 0 0 14 63 18 4
T37 NANT 59 C4'-exo 1 24 73 2 0 0 0 0
G38 AA01 20 C3'-endo 4 5 3 4 28 43 11 1
G39 AA00 14 C3'-endo 0 1 2 10 45 39 3 0
G40 NANT 21 C3'-endo 0 0 0 3 57 36 3 0




Tabulka 16: Procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v prubéhu simulace
polem bscl retézce C komplexu 2VJV. V tabulce zaznamenano rozde€leni pouze dle
parametru P. Zelené jsou vyznaleny nukleotidy, které jsou ve vychozi struktufe

v C3‘-endo konformaci.

bscl

Procentualni zastoupeni
N NtC PO [O] PO forma C2- (C3- C4'- 04'- Cl- C2- (C3-

exo endo exo endo exo endo exo Ostatni
fetézec C
Al7 NANT 164 (C2-endo 0 0 0 0 35 61 5 0
Al8  BBO00 174 C2-endo O 1 1 17 67 13 1 0
G19 NANT 145 (C2-endo O 0 0 0 12 87 2 0
C20 AAO00 13 C3-endo 23 76 0 0 0 0 0 0
C21  AA00 14 C3-endo 4 19 0 0 3 64 10 0
C22 AA00 17 C3-endo O 2 1 5 46 44 2 0
C23  ABOS 39 C4exo O 3 6 14 39 36 2 0
T24  BBOO 160 C2-endo O 2 4 4 35 54 1 0
A25 BB04 160 C2-endo O 1 0 1 17 64 16 0
G26  BBO02 148 (C2-endo O 2 3 5 38 49 2 0
C27  BBO00 192 Ostatni 0 0 1 0 19 76 4 0
T28 NANT 145 (C2-endo O 0 0 0 10 89 1 0
T29 NANT 153 (C2-endo 0 0 0 0 15 75 10 0
T30 NANT 136 Cl-exo 0 0 0 0 30 68 1 0
T31 NANT 214  Ostatni 0 0 0 0 14 73 13 0
A32  BBSI 198 Ostatni 0 0 0 0 0 5 89 6
G33 BAI13 149 (C2-endo 0 0 0 0 29 71 0 0
C34 NANT 6 C3-endo 30 68 2 0 0 0 0 0
T35 BBI16 160 C2-endo O 0 0 0 2 86 13 0
A36 NANT 157 C2-endo 0 0 0 0 20 78 1 0
T37 NANT 52 C4exo O 18 80 2 0 0 0 0
G38 AAO0l 26 C3-endo 4 2 0 0 4 26 63 0
G39 AA00 19 C3-endo O 7 3 0 31 56 2 0
G40 AAO01 15 C3-endo O 0 0 1 59 39 1 0

49



Tabulka 17: Procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v prubéhu simulace
polem bscl retézce D komplexu 2VJV. V tabulce zaznamenano rozdeleni pouze dle
parametru P. Zelen¢ jsou vyznaleny nukleotidy, které jsou ve vychozi struktuie

v C3‘-endo konformaci.

bscl

Procentualni zastoupenti

N NtC PO [O] PO fOI'ma C2|_ C3|_ C4|_ 041_ Cll_ C2|_ C3|_
Ostatni
exo endo exo endo exo endo exo

fetézec D

Al7 NANT 158 C2-endo O 0 0 0 36 61 2
Al8  BBO0O 177 C2-endo O 1 1 17 65 14 1
G19 NANT 142 Cl'-exo 0 0 0 0 11 88 1
C20 AA00 14 C3-endo 27 72 1 0 0 0

C21  AA00 13 C3'-endo

0

0

0

0

4 0

C22  AA00 17 C3'-endo 0 2 0
C23  ABOl 37 C4'-exo 0 6 8 13 35 35 0
T24  BBO03 158 C2-endo 0 6 5 5 35 47 0
A25 BB02 184 Ostatni 0 2 0 1 24 60 12 0
G26  BAOS 191 Ostatni 0 2 5 10 38 41 4 0
C27 NANT 92 O4-endo 0 1 0 0 18 76 4 0
T28 NANT 180 C2-endo O 0 0 0 16 78 6 0
T29 NANT 167 C2-endo O 0 0 0 0 67 33 0
T30 NANT 167 C2-endo 2 20 1 0 5 68 4 0
T31 NANT 34 C3-endo O 3 2 0 19 67 8 0
A32  BBSI 170 C2-endo 0 0 0 0 1 40 59 0
G33  BAI3 143 Cl"-exo 0 0 0 0 35 65 O 0
C34 NANT 7 C3-endo 38 61 1 0 0 0 0 0
T35 BB16 172 C2'-endo 0 0 0 0 1 87 12 0
A36  NANT 154 C2-endo 0 0 0 0 21 78 1 0
T37 NANT 59 C4'-exo 0 14 83 2 0 0 O 0
G38  AA0l 20 C3-endo 20 11 0 0 0 20 48 1
G39  AA00 15 C3-endo 5 23 2 1 25 42 2 0
G40 NANT 21  C3-endo O 6 1 1 36 54 2 0
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Graf & 10: Casovy pribéh parametrii P (Cervend), ihlu y (modrd), §iky velkého
(zelena) a malého (fialova) Zlabku nukleotidu C20, C21, C22 a C23 fetézce C komplexu
2VJV. Vievo jsou zaznamendny grafy pro pole OL15, vpravo poté pro pole bscl. Levad
y-osa zndzornuje velikost uhlit ve ° pro parametr P a uhel y, prava y-osa zndzorfiuje Sirku

Zlabku v A.
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Graf & 11: Casovy pribéh parametriic P (Cervend), tihlu y (modrd), $iiky velkého
(zelena) a malého (fialova) Zlabku nukleotidu C34, T37, G38, G39 a G40 Fetézce
C komplexu 2V]JV. Vlevo jsou zaznamendny grafy pro pole OL15, vpravo poté pro pole
bscl. Leva y-osa znazoriuje velikost uhlu ve ° pro parametr P a uhel y, pravd y-osa

zndzorije Stiku Zldabku v A.
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Tabulka 18: Procentualni zastoupeni konformaci dle rozdéleni podle uhlu
6 a y vprubéhu simulace retézce C komplexu 2VJV. Zelené jsou vyznaceny

nukleotidy, které jsou ve vychozi struktufe v A/A konformaci.

OL15 BSC1
Procentualni 1 ,
, Py Procentualni zastoupenti
N NtC Py forma zastoupent .
A/A A/B B/A BB ™% A/A A/B B/A B/B

fetézec C

Al7  NANT B/A 0 2 2 96 B/A 0 0 0 100
Al8 BB00O B/A 4 28 12 56 B/A 5 26 40 28
G19 NANT B/A 0 0 0 100 B/A 0 0 0 100
C20 AAQ00 A/A 93 1 6 0 A/A 100 O 0 0

C21 AA00 A/A 4 10 27 59 A/A 14 9 51 26
C22 AA00 A/A 5 27 18 50 A/A 2 16 24 58
C23 ABO5 A/A 26 34 25 15 A/A 10 24 29 37
T24 BB00O B/A 1 22 10 67 B/A 1 11 8 80
A25 BB04 B/A 0 8 4 87 B/A 1 3 12 84
G26 BB02 B/A 4 15 21 61 B/A 3 11 10 76

Cc27 BB00 B/A 1 10 5 84 B/A 1 1 53 45
T28  NANT B/A 13 53 9 26 B/A 0 0 14 86
T29  NANT B/A 4 27 14 55 B/A 0 0 42 58
T30  NANT B/A 0 2 25 73 B/A 0 0 80 19
T31  NANT B/A 1 3 75 21 B/A 0 1 83 17
A32 BBS1 B/A 0 0 100 O B/A 0 0 100 O
G33 BAI13 B/A 0 0 0 100 B/A 0 0 0 100
C34  NANT A/A 100 O 0 0 A/A 100 O 0 0
T35 BB16 B/A 0 0 81 18 B/A 0 0 49 51
A36  NANT B/A 0 0 0 100 B/A 0 0 0 100
T37  NANT A/A 6 94 O 0 A/A 2179 0 0

G38 AAQ1 A/A 11 6 59 24 A/A 6 0 90 4
G39 AAQ00 A/A 5 20 18 57 A/A 7 6 10 77
G40 AAQ1 A/A 1 17 16 66 A/A 1 10 25 64
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Tabulka 19: Procentuilni zastoupeni konformaci dle rozdéleni podle uhlu
6 a y vprubéhu simulace retézce D komplexu 2VJV. Zelené jsou vyznaeny

nukleotidy, které jsou ve vychozi struktufe v A/A konformaci.

OL15 BSC1
Procentualni 1 ,
, Py Procentualni zastoupeni
N NtC Py forma zastoupent .
A/A A/B B/A BB O™ A/A A/B B/A B/B

retézec D

Al7  NANT B/A 0 3 1 96 B/A 0 1 1 98
Al8 BB00 B/A 327 61 B/A 5 28 32 35
G19 NANT B/A 0 0 100 B/A 0 0 0 100
C20 AAQ00 A/A 97 0 0 A/A 100 0 0 0
C21 AAQ00 A/A 5 10 31 54 A/A 16 9 39 35
C22 AAQ00 A/A 4 23 18 55 A/A 2 11 22 65

C23 ABO1 A/A 19 33 24 25 A/A 10 24 31 34

w o o

T24 BBO03 B/A 8 92 0 0 B/A 13 87 0 0
A25 BB02 B/A 0 8 4 87 B/A 1 5 10 &3
G26 BAO5 B/A 2 15 18 66 B/A 4 19 22 56
C27  NANT A/A 0 3 2 9% A/A 0 2 11 &7
T28  NANT B/A 0 0 30 70 B/A 0 0 28 71
T29  NANT B/A 0 0o 97 3 B/A 0 0 97 3
T30  NANT B/A 27 6 56 11 B/A 21 2 69 9
T31  NANT A/A 5 12 22 62 A/A 3 4 45 48
A32 BBS1 B/A 12 0 8 0 B/A 0 0 100 O
G33 BAI3 B/A 0 0 0 100 B/A 0 0 0 100
C34  NANT A/A 100 O 0 0 A/A 100 0 0 0
T35 BB16 B/A 0 0 48 52 B/A 0 0 46 54
A36  NANT B/A 0 0 0 100 B/A 0 0 0 100
T37  NANT A/A 8 92 0 0 A/A 14 86 0 0
G38 AAQ1 A/A 15 4 58 23 A/A 31 0 69 1
G39 AAQ00 A/A 3 19 16 62 A/A 24 9 16 50
G40  NANT A/A 1 17 12 70 A/A 5 7 24 64
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Graf & 12: Casovy pribéh parametrii P (Cervend), ihlu y (modrd), §iky velkého
(zelena) a malého (fialova) Zlabku nukleotidu C20, C21, C22, C23 a C27 fetézce
D komplexu 2V]JV. Vievo jsou zaznamendny grafy pro pole OL15, vpravo poté pro pole
bscl. Leva y-osa znazoriuje velikost uhlu ve © pro parametr P a uhel y, pravd y-osa

zndzorije Stiku Zldabku v A.
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Graf & 13: Casovy pribéh parametriic P (Cervend), tihlu y (modrd), Siiky velkého
(zelena) a malého (fialova) Zlabku nukleotidi T31, C34, T37, G38, G39 a G40 Fetézce
C komplexu 2V]JV. Vlevo jsou zaznamendny grafy pro pole OL15, vpravo poté pro pole

bscl. Leva y-osa znazoriuje velikost uhlu ve ° pro parametr P a uhel y, pravad y-osa

zndzorije Stiku Zldabku v A.
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5.6. 1DP7 —regulacni faktor X1

V komplexu 1DP7 bylo potfeba zrcadlové rozsifit plvodni pdb soubor, ktery
obsahoval jen jeden protein a jeden fetézec DNA, o druhy fetézec a druhy protein.
Z celkem 16 nukleotida se v C3°-endo konformaci v krystalografické struktufe nachazely
pouze nukleotidy C7 a A8 v obou fetézcich (tabulka 20 a 21). Nukleotid A8 v fetézci
C vykazuje podobné chovani v obou polich, tedy po vétSinu Casu simulace zistava
v C3‘-endo konformaci, konkrétné¢ 68 % pro pole OL15 a 77 % pro bscl. Nukleotid
C7 v tetézci C se v poli OL15 nachazi prevaznou ¢ast simulace v C1°-exo konformaci,
ale v poli bscl zistava v C3‘-endo. Tento vyvoj je zaznamenan v grafu ¢. 14, ve kterém
lze vidét, ze C7 v poli OL1 se po prvnich cca 100 ns pfesune do konformace C1°-exo.
Stejny trend ma 1 uhel y v C7, kdy se opét po 100 ns zvysi az na hodnotu 260°, ktera
je typicka pro B formu. V poli bscl parametr P i thel y nukleotidu C7 po vétSinu Casu

simulace setrvavaji v hodnotach typickych pro A formu.

V fetézci D se pak oba nukleotidy v poli OL15 nachazeji ve vSech konformacich
od C3‘-endo az po C2°-endo, u nukleotidu A8 lehce prevliada C2‘-endo konformace,
ve které travi deoxyribosa 46 % Casu simulace. V tomto nukleotidu se thel x na zacatku
simulace pohybuje v hodnotach okolo 200 — 220°, ale po 400 ns se dostava na hodnotu
260°. V nukleotidu C7 uhel y osciluyje po celou dobu simulace mezi hodnotami
200°a260°. V poli bsc1 pak nukleotidy fetézce D setrvavaji spiSe v C3‘-endo konformaci

46 % pro nukleotid C7 a 77 % pro AS.

V tabulce 22 jsou zvyraznény nukleotidy, které zacinaly v A/A konformaci, jsou
jimi T3, C7, A8 a T9 pro oba fetézce. Nukleotid T3 se v této konformaci viibec neudrzi
a ithned prechdzi do B/B konformace v OL15 i bscl, s malym zastoupenim i1 B/A
konformace. Obdobné chovani vykazuje i nukleotid T9, ktery se ale nachazi pouze v B/B
konformaci. V fetézci D v poli OL15 travi vice €asu v prechodnych konformacich A/B
pouze T9, ale porad zde prevazuje konformace B/B, a to 62 % ¢asu simulace. Nukleotid
C7 se v poli OL15 v fetézci C nachazi nejvice v konformaci B/B (65 %), ale v fetézci
D je zastoupeni konformaci v pribéhu simulace rozdéleno mezi vSechny Ctyfi. V poli
bscl ale prevazuje v obou fetézcich konformace A/A. Nukleotid A8 se v poli bscl chova
podobné, opét zde prevazuje konformace A/A, pies 80 % v obou fetézcich. V poli OL15

v fetézci C ma pak nejvetsi zastoupeni konformace A/A, v fetézci D pak konformace B/B,
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i kdyz v tomto fetézci se pétinu simulace nachazi v A/A konformaci. To lze vidét v grafu
¢. 15, kde v A8 v prvnich 400 ns se deoxyribosa vraci k hodnotam okolo 20° a uhel

x se pohybuje v oblasti 200 — 220°.

58



Tabulka 20: Procentudilnizastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v prubéhu simulace
polem OL15 pro komplex 1DP7. V tabulce zaznamenano rozdéleni pouze dle parametru
P. Zelené jsou vyznaCeny nukleotidy, které jsou ve vychozi struktufe v C3°-endo

konformaci.

OL15

fetézec C

Procentualni zastoupeni

N NtC ] Poforma — co. 3= c4- 04- CI- C2- C3-

exo endo exo endo exo endo exo Ostatni
G2 BA0O6 170 C2'-endo 0 0 0 0 2 65 32 0
T3 BB01 113 Cl'-exo 0 0 0 3 50 45 1 0
T4 BB00O 152 C2'-endo 0 0 1 8 48 42 0 0
A5 BB0O0O 171 (C2'-endo 0 1 0 2 10 50 34 2
C6 BAI3 152 (C2'-endo 0 0 0 3 28 58 10 0
C7 AA00 15 C3'-endo 2 12 9 5 60 12 0
A8 AA00 22 (C3-endo 8 68 14 1 1 7 0
T9 ABOS 37 C4'-exo 0 1 1 1 13 69 14 0
G10 BB0O0O 164 C2'-endo 0 0 0 3 47 48 1 0
Gl11 BB00 181 Ostatni 0 1 2 5 18 53 19 1
T12 BB00 139 Cl'-exo 0 0 1 4 33 56 5 0
Al13 BB00 167 C2'-endo 0 0 0 1 26 50 20 1
Al4 BB04 155 C(C2'-endo 0 0 0 2 27 57 13 0
C15 BB00O 169 C2'-endo 0 2 2 7 29 48 12 0
fetézec D
G2 BAO6 170 (C2'-endo 0 0 0 0 2 69 29 0
T3 BBO01 113 Cl'-exo 0 0 0 3 53 42 2 0
T4 BB00 152 (C2'-endo 0 0 2 8 41 48 1 0
A5 BB00 171 C2-endo 0 1 1 1 8 50 38 2
C6 BAI3 152 (C2-endo 0 0 0 5 39 51 5 0
C7 AA00 15 C3'-endo 2 13 13 20 36 14 1 0
A8 AA00 22 C3-endo 1 19 5 2 12 46 14 0
T9 ABO05S 37 C4'-exo 0 0 2 17 38 37 6 0
G10 BB00O 164 C2'-endo 0 0 0 1 39 58 1 0
Gl1 BB00 181 Ostatni 0 0 0 1 11 58 28 1
T12 BB00O 139 Cl'-exo 0 0 1 9 37 50 1 0
Al13 BBO00 167 C2'-endo 0 0 0 0 12 57 28 1
Al4 BB04 155 C(C2'-endo 0 0 0 2 26 51 19 1
C15 BB00O 169 (C2'-endo 0 1 3 11 39 40 6 0
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Tabulka 21: Procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v prubéhu simulace
polem bscl pro komplex 1DP7. V tabulce zaznamenano rozdéleni pouze dle parametru
P. Zelené jsou vyznaCeny nukleotidy, které jsou ve vychozi struktuife v C3‘-endo

konformaci.

bscl

fetézec C

Procentualni zastoupenti
N NC P[] Poforma cp. ¢3- c4- 04- CI- C2- C3-

exo endo exo endo exo endo exo Ostatni
G2  BA06 170 C2-endo 0 0 0 0 1 68 30 0
T3  BBO1 113 Cl'-exo 0 0 0 0 45 54 1 0
T4  BBO0O 151 C2'-endo 0 0 0 1 39 59 1 0
A5 BBO00O 171 C2'-endo 1 14 3 1 6 53 22 0
C6 BAI13 152  C2-endo 0 0 2 2 28 63 0
C7  AA00 15 C3'-endo 3 61 30 2 3 0
A8  AA00 22 C3'-endo 9 77 9 0 4 0
T9  ABO5 37 C4'-exo 0 3 0 1 6 80 10 0
G10 BBO00 164  C2-endo 0 1 0 0 46 52 0 0
Gl11 BBO00 181 Ostatni 0 1 0 0 4 56 37 1
T12  BBO0O 139 Cl'-exo 0 0 1 1 23 72 2 0
Al13  BBO00 167  C2-endo 0 2 0 0 6 60 31 0
Al4 BB04 155 (C2-endo 0 0 0 0 23 65 12 0
C15 BBO00 169  (C2-endo 0 0 1 4 33 58 3 0
fetézec D
G2  BA06 170 C2-endo 0 0 0 0 1 66 33 0
T3  BBO1 113 Cl'-exo 0 0 0 0 45 53 1 0
T4  BBO0O 151 C2'-endo 0 0 0 1 40 58 0 0
A5 BBO00O 171 C2'-endo 1 15 2 0 5 53 24 0
C6 BAI13 152  C2-endo 0 1 2 2 29 63 3 0
C7  AA00 15 C3'-endo 2 46 32 5 10 5 0 0
A8  AA00 22 C3'-endo 8 77 10 0 1 0 0
T9  ABO5 37 C4'-exo 0 7 1 0 7 77 8 0
G10 BBO00 164  C2-endo 0 0 0 0 38 60 1 0
G11 BBO00 181 Ostatni 0 1 0 0 4 58 36 0
T12  BBO0O 139 Cl'-exo 0 0 0 1 29 68 1 0
Al13  BBO00 167  C2-endo 0 1 0 0 8 63 28 0
Al4 BB04 155 (C2-endo 0 0 0 1 23 66 10 0
C15 BBO00 169  (C2-endo 0 1 1 4 31 59 4 0
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Graf & 14: Casovy pribéh parametric P (Cervend), ihlu y (modrd), $iiky velkého
(zelena) a malého (fialova) Zlabku nukleotidu T3, C7, A8 a T9 Fetézce C komplexu
IDP7. Vievo jsou zaznamendny grafy pro pole OLI15, vpravo poté pro pole bscl. Levad
y-osa znazornuje velikost uthlii ve ° pro parametr P a thel y, pravd y-osa zndzoriuje Sirku

Zlabku v A.

61



1DP7

oL15 BSC1
360 I | I 35
T3
315 | - 30
=< =
— =1 —_— =
= 3
] = ] =
£ N = SN
p=] Il 2 ]
= 2
@ ko
315 35
270 30
225 ] 25
= =
180 T = =
= 03 z
3 135 Qe e i ® T =
= AT g Noo= N
: b y i g N
20 H | i ‘*"‘“|“P \ Muww = £
MH ‘ | ‘ W' u ! 10 n
45
0 5 0 15
45 I 1 I 1 0 45 1 1 1 1 0
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
315 T | T 35
A8
270 30
225 Kb
N T Uz 2
= =
180 & I m”m’ ! | ki = =
= : g H‘h“*“‘ iy ”M”'V‘*v MR 20 2 T F
S 4 ‘ ‘ ! = = 2
z o il Iy E 3 S
=2 'i \ Y 15 ] 2 o
90 ” ‘ ’ ‘ ‘I L 2 =
10 @ o
45 “
]
o [ — 5
45 | 1 | 1 o
0 200 400 600 800 1000
=< =
— 1 S —_ F
- <
— = = =
2 | ) T3 Wil 2
= Fra U U] N = i N
> i e T > i " ©
‘ @ ko
|
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Cas [ns] P b4 MZ \'74 Cas [ns]

Graf & 15: Casovy pribéh parametrii P (Cervend), thlu y (modrd), §iky velkého
(zelena) a malého (fialova) Zlabku nukleotidiu T3, C7, A8 a T9 rFetézce D komplexu
IDP7. Vievo jsou zaznamendny grafy pro pole OLI15, vpravo poté pro pole bscl. Levd
y-osa zndzornuje velikost uhlit ve ° pro parametr P a uhel y, prava y-osa zndzorfiuje Sirku

Zlabku v A.
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Tabulka 22: Procentualni zastoupeni konformaci dle rozdéleni podle wuhlu
6 a y v prubéhu simulace pro komplex 1DP7. Zelen¢ jsou vyznaceny nukleotidy, které

jsou ve vychozi strukture v A/A konformaci.

OL15 bscl
Procentualni 1 ,
N NIC PO forma zastoupeni PO forma Procentualni zastoupeni
A/A A/B B/A B/B A/A A/B B/A B/B
fetézec C
G2 BAO6 B/A 0 0 18 82 B/A 0 19 81
T3 BBO1 A/A 1 11 15 73 A/A 0 17 75
T4 BB00O B/A 1 16 7 76 B/A 0 3 3 93
AS BBO00 B/A 0 5 91 B/A 7 13 15 66
Cco6 BA13 B/A 0 6 3 91 B/A 1 6 4 89
C7 AA00 A/A 14 15 7 64 A/A 79 17 2 1
A8 AA00 A/A 82 8 8 3 A/A 91 4 4 1
T9 ABO5 A/A 0 3 5 92 A/A 2 2 9 87
GI10 BB00O B/A 0 6 5 90 B/A 1 1 2 97
Gl1 BBO00 B/A 3 9 17 72 B/A 1 2 9 89
T12 BBO00 B/A 0 8 3 89 B/A 0 3 4 92
Al3 BBO00 B/A 0 3 2 95 B/A 0 2 4 94
Al4 BB04 B/A 0 5 5 90 B/A 0 2 5 93
CI15 BBO00 B/A 1 13 12 74 B/A 1 10 16 74
fetézec D
G2 BAO6 B/A 0 0 14 86 B/A 0 21 79
T3 BBO1 A/A 0 13 15 72 A/A 0 16 79
T4 BB00O B/A 1 13 7 79 B/A 0 3 3 93
AS BBO00 B/A 0 92 B/A 6 12 15 67
Co6 BA13 B/A 0 8 4 87 B/A 1 7 5 88
C7 AA00 A/A 25 30 15 30 A/A 60 26 5 9
A8 AA00 A/A 21 7 11 60 A/A 92 4 3
T9 ABO5 A/A 3 26 9 62 A/A 4 3 10 82
G10 BBO00 B/A 1 2 2 95 B/A 0 1 3 96
Gl1 BBO00 B/A 0 3 7 90 B/A 1 1 10 88
T12 BB00O B/A 1 15 8 77 B/A 0 2 2 95
Al3 BBO00 B/A 0 2 3 96 B/A 0 1 3 96
Al4 BB04 B/A 0 8 4 88 B/A 0 3 4 93
C15 BB00O B/A 2 20 13 65 B/A 1 11 24 64




5.7. Souhrnné vysledky

Hodnoty parametru P, zprimérované pies vSechny nukleotidy daného komplexu,
jsou zapsany v tabulce 23. Pro porovnani jsou v tabulce vysledky pro ob¢€ pouzita silova
pole. Na prvni pohled je patrné, ze vSechny komplexy po vétsinu dobu simulace
pretrvavaly v jizni konformaci, tedy pfevazneé v C2‘-endo a poté v C1-exo. Je zde ovSem
rozdil mezi silovymi poli, kdy zastoupeni C2°-endo hodnot v poli bscl je vyssi, vétSinou
pfiblizn€ o 10 % pro kazdy komplex, nez v poli OL15. Pole OL15 tedy modeluje Sirsi

distribuci parametru P a ve vétsi mife umoziiuje navstévovat hodnoty v C1‘-exo oblasti.

Tabulka 23: Prumérné procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy
v prubéhu simulace silovymi poli OL1S a bscl pro vSechny nukleotidy danych
komplexi. V tabulce zaznamenano rozdéleni pouze dle parametru P. Sloupec #N znaci

pocet zapocitanych nukleotidu z obou fetézcti daného protein-DNA komplexu.

OL15
Procentualni zastoupeni
Komplex  #N ¢y ¢ < o4 o 2 3 ,
-eX0 -endo  -exo  -endo -eX0 -endo -eX0 Ostatni
3PVI 22 0 1 2 5 30 49 12 1
3KXT 12 1 5 14 10 17 37 13 2
3AAF 14 0 0 2 6 26 51 15 0
2VJV 48 4 7 6 6 28 40 8 1
1DP7 28 0 4 2 5 28 48 12 0
Celkovy prumér 1 4 5 6 26 45 12 1
bscl
3PVI 22 0 1 1 2 26 61 9 0
3KXT 12 1 13 12 4 12 46 11 0
3AAF 14 0 1 1 2 23 60 13 0
2VJV 48 3 9 4 2 21 50 9 0
1DP7 28 1 11 3 1 19 53 11 0
Celkovy prumér 1 7 4 2 20 54 11 0
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V tabulce 24 jsou zaznamenany hodnoty procentualniho zastoupeni konformaci
2-deoxyribosy v priabéhu simulace zprimérované pies vSechny nukleotidy daného
protein-DNA komplexu, jejichz 2-deoxyribosa byla ve vychozi struktufe v C3‘-endo
konformaci. V piipadé komplexu 3PVI simulovaného v poli OL15 travila 2-deoxyribosa
v C2‘-endo konformaci az polovinu cCasu simulace danych nukleotidi a pouze
1 % v pocatecni C3-endo. Velmi zastoupena je zde i C1‘-exo. 2-deoxyribosa ma tedy
tendenci prechazet spise do jiznich konformaci typickych pro B formu DNA. V poli bscl
je tento trend podobny, zde travi 2-deoxyribosa danych nukleotidi skoro dvé tietiny
simulace v C2‘-endo konformaci. V komplexu 3KXT se nenachazel zadny nukleotid
s 2-deoxyribosou v C3‘-endo konformaci v krystalografické struktute. Jizni konformaci
zaujimaji 1 2-deoxyribosy pfislusnych nukleotidd v komplexu 3AAF v poli OLIS.
Konformace C2°-endo a C3°-exo jsou témet shodné zastoupeny. V poli bscl je vyrazné
navySeni zastoupeni konformace C3‘-endo na ukor C3‘-exo. V komplexu 2VIJV
je zastoupeni forem 2-deoxyribosy rozprostiené pres vSechny konformace, ale nejvice
jsou zastoupeny C2°-endo a C1‘-exo v poli OL15. V poli bscl je zastoupeni konformaci
podobné, je zde akorat vyssi zastoupeni C3‘-endo oproti poli OL15. Obdobné chovani
vykazuje 1 komplex 1DP7, ktery méa v poli OL15 rovnomé&rmné zastoupeni vSech
konformaci, zde ale pfevazuji dvé konformace C3‘-endo a Cl‘-exo. V poli bscl

ma dominantni zastoupeni konformace C3‘-endo.
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Tabulka 24: Prumérné procentualni zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy
v prubéhu simulace silovymi poli OL15 a bscl pro nukleotidy, které jsou ve vychozi
strukture v C3‘-endo konformaci, pro viechny komplexy. V tabulce zaznamenano
rozdeleni pouze dle parametru P. V komplexu 3KXT ve vychozi struktufe nebyl ani jeden
nukleotid s 2-doexytibosou v C3‘-endo konformaci. Sloupec #N znaci pocet

zapocitanych nukleotidi z obou fetézcii daného protein-DNA komplexu.

OL15
Procentualni zastoupeni
Komplex #N ¢y 3 < o4 o 2 3 ,
-eX0 -endo  -exo  -endo -eX0 -endo -eX0 Ostatni
3PVI 17 0 1 2 7 32 48 10 0
3KXT 0 - - - - - - - -
3AAF 2 0 0 0 0 2 49 48 1
2VJV 15 10 15 2 5 25 37 6 0
1DP7 4 3 28 10 7 27 20 4 0
Celkovy prumér 3 11 4 5 22 38 17 0
bscl
3PVI 17 0 1 1 3 29 59 6 0
3KXT 0 - - - - - - - -
3AAF 2 0 0 0 0 1 69 29 0
2VJV 16 10 25 1 1 17 35 10 0
1DP7 4 6 65 20 2 4 3 0 0
Celkovy prumér 4 23 6 1 13 42 11 0

Tabulka 25 znazortiuje prumérmé hodnoty procentualniho zastoupeni forem vsech
nukleotidi danych komplexi podle rozdéleni dle uhlu & a y. Opét je zde vidét,
ze nukleotidy vSech komplexti nejcastéji zaujimaly B/B konformaci. Pti porovnani obou
silovych poli lze z tabulky pozorovat rozdilné preference k prechodnym konformacim
u jednotlivych poli. Konformace A/B ma vyS§i zastoupeni v poli OL15, zatimco

konformace B/A ma vétsi zastoupeni v poli bscl.
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Tabulka 25: Prumérné procentualni zastoupeni konformaci nukleotidu v prubéhu
simulace silovymi poli OL1S a bscl pro vSechny nukleotidy. V tabulce
je zaznamenano rozdéleni podle thlu & a y. Sloupec #N znaci pocet zapocCitanych

nukleotidi z obou fetézct daného protein-DNA komplexu.

OL15
Procentualni zastoupeni
Komplex #N
A/A A/B B/A B/B
3PVI 22 6 5 8 80
3KXT 12 4 31 2 63
3AAF 24 3 9 3 85
2VJV 48 12 15 22 50
1DP7 28 6 9 8 77
Celkem pres v§echny nukleotidy 6 14 9 71
bscl
3PVI 22 5 2 18 75
3KXT 12 9 26 5 60
3AAF 24 2 5 7 85
2VJV 48 13 10 29 48
1DP7 28 13 6 8 74
Celkem pres v§echny nukleotidy 8 10 14 68

V tabulce 26 jsou pak zaznamenany pramérné hodnoty procentualniho zastoupeni
konformaci nukleotid, ale zde je to z hlediska thla 6 a y zaroven. V tabulce jsou
zapocitany hodnoty nukleotidt, které zacinaly v A/A konformaci. V komplexu 3PVI
a 3AAF nukleotidy travily vétSinu casu v konformaci B/B v obou silovych polich. Akorat
v poli bscl je vétsi zastoupeni prechodné B/A konformace. Nukleotidy komplexu 2VIJV
maji procentualni zastoupeni konformaci v priabéhu simulace rovhomérné rozlozené mezi
vSechny ctyfi konformace. Opét je zde patrny rozdil mezi poli v prechodnych stavech,
kdy pole OL15 upfednostiiuje konformaci A/B, zatimco pole bscl spiSe konformaci B/A.
V komplexu 1DP7 pfevazuje zastoupeni B/B formy v poli OLI15, vpoli bscl

je zastoupeni konformaci A/A a B/B téméf vyrovnané.
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Tabulka 26: Prumérné procentualni zastoupeni konformaci nukleotidu v prubéhu
simulace silovymi poli OL15 a bscl pro nukleotidy, které jsou ve vychozi strukture
v A/A konformaci. V tabulce je zaznamenano rozdéleni podle thlu 6 a y. V komplexu
3KXT nebyl ve vychozi struktufe ani jeden nukleotid v konformaci A/A. Sloupec

#N znaci pocet zapocitanych nukleotidi z obou fetézct daného protein-DNA komplexu.

OL15
Procentualni zastoupeni
Komplex #N
A/A A/B B/A B/B
3PVI 17 8 5 9 78
3KXT 0 - - - -
3AAF 3 1 4 2 93
2VJV 20 25 21 18 36
1DP7 8 18 14 11 57
Celkem pres vSechny nukleotidy 10 9 8 53
bscl
3PVI 18 5 2 21 71
3KXT 0 - - - -
3AAF 3 1 1 16 82
2VJV 20 28 15 24 33
1DP7 8 41 9 8 42
Celkem pres v§echny nukleotidy 15 5 14 46
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6. Diskuze

Aby bylo mozné vyhodnotit MD simulace, je zapotiebi, aby simulované systémy
zustaly v prib&hu simulace stabilni a nedochazelo v nich k vyraznym nezadoucim
konforma¢nim zménam. Pfestoze v realném systému muze obecné k vétSim zménam
dochazet, rozsahlé a rychlé zmény konformaci v simulacich na takto kratkych ¢asovych
Skéalach by mohly ukazovat nestabilitu systému. Z toho by mohl vyplyvat nefyzikalni
vyvoj trajektorie v ¢ase a nevhodnost jejich pouziti pro dalsi analyzy. Pokud jsou MD
simulace stabilni a konformacni zmény, které probéhly, jsou omezené, mizeme usuzovat
zda maji tyto zmény fyzikalni a chemicky vyznam, ptipadn€, zda jsou tyto zmeény

v pouzitém silovém poli spravné modelovany.

Stabilita simulaci byla posuzovana pomoci stfedni kvadratické odchylky (RMSD)
poloh jednotlivych atomi komplext v Case vuci puvodni krystalografické struktufe.
Vétsina komplexti vykazuje fluktuaci RMSD kolem hodnoty 2 — 3 A. V piipadé nékolika
komplexti dochazi k velmi mirnému narustu RMSD, coz mize byt zptisobeno pieménou
konformace DNA a stim je spojen i pohyb proteinu. Nicméné v prubéhu simulace
nedochazi k vyraznym vychylkam RMSD, které by mohly naznacit velky pohyb casti
komplexu pfipadn€ az roztrzeni komplexu. Z toho vyplyva, ze simulace danych

komplext jsou z globalniho pohledu stabilni a jejich vysledky jsou relevantni.

V této diplomové praci se zaméfuji na stabilitu A forem (konformaci) DNA
v protein-DNA komplexech. Rozdéleni DNA forem zavisi pfedev§im na parametru P,
jenz popisuje konformaci 2-deoxyribosy, a na glykosidickém uhlu . Zvolil jsem zde
rozdeleni podle uhlu §, ktery popisuje konformaci 2-deoxyribosy podobn¢ jako parametr
P, a jeho referencni hodnoty pro dané konformace jsou uvedeny v databazi dnatco.org,
a uhlu ¢ pouze na ¢tyfi konformace A/A, A/B, B/A a B/B (viz tabulka 4). Toto rozdé€leni
se muze zdat zjednodusuyjici vzhledem k tomu, jakych hodnot maze thel 6, respektive
parametr P, nabyvat, a tedy i v jakych konformacich se mlze 2-deoxyriobsa nachazet.
Nicméné toto rozdéleni ndm umoziuje zjednoduSené a prehledné sledovat stabilitu
A formy (A/A) a jeji zménu na B (B/B) formu pies pfechodné formy A/B a B/A, které
mohou byt zpisobeny jen zménou jednoho parametru, a to jen P nebo jen zménou thlu

X
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Jednou z moznosti, jak posoudit stabilitu konformaci a forem DNA v prabéhu
simulace, je porovnat je s puvodni krystalografickou strukturou daného komplexu. Pro
obé silova pole plati ve vSech mych simulacich podobny trend a z vySe uvedenych tabulek
a grafi vyplyva, ze vétsina nukleotidl, které se ve vychozi krystalografické strukture
nachazely v A/A konformaci, béhem né¢kolika desitek ns tuto konformaci ztratily a presly
do konformace kanonické B-DNA. Nicméné, nukleotidy C9 (fetézec C a D)
v komplexu endonukleasy 3PVI, C20, C23 a C34 (fetézce C a D) v komplexu transposasy
2VIV a nukleotidy C7 (pouze fetézec D) a A8 (fetézce C a D) v komplexu regulacniho
faktoru X1 1DP7 si v poli OL15 uchovaly A/A konformaci po urcitou cast simulace.
Vétsina nukleotidd komplexu, které mély v krystalografické struktufe prechodnou A/B
nebo B/A konformaci, si ji CasteCné udrzely v prubéhu simulace, coz lze vidét

na nukleotidech G103, T105, A112 a T113 komplexu 3KXT.

V poli bscl si vySe uvedené nukleotidy komplext také zachovaly A/A konformaci
po urcitou dobu simulace s vyjimkou nékolika nukleotidd. Jednim z nich je nukleotid
C9 v komplexu 3PVI ktery v bscl setrval polovinu simulace v B/A konformaci. Opacné
to bylo v ptipadé nukleotidu T37 komplexu 2VJV, ktery v poli OL15 vétSinu simulace
zaujimal konformaci A/B (87 % v fetézci C a 82 % v fetézci D) a zbytek v konformaci
A/A. V poli bscl se podil konformace A/A zvysil az na tretinu vici konformaci A/B.
Z téchto vysledkl vyplyva, ze podil danych konformaci ve stejnych nukleotidech se miuze

mezi simulacemi riznymi poli liSit az o desitky procent.

Pfi porovnavani poli mezi sebou lze vidét, ze pole bscl v nékterych nukleotidech,
které obsahuji cytosin, upfednostiiuji severni konformaci 2-deoxyribosy. Prikladem
mohou byt nukleotidy C20 a C34 komplexu 2VJV, kdy v ptipadé pole OL15 dosahuje
parametr P hodnoty C3°-endo konformace v 60 % a 45 % simulace (fetézec C), a v poli
bscl maji stejné nukleotidy procentualni zastoupeni parametru P v C3‘-endo konformaci
76 % a 68 %. Podobné je to 1 pro nukleotid C7 v komplexu 1DP7, kde je v ptipadé pole
OL15 hodnota zastoupeni konformace C3‘-endo 12 % a 13 % (tabulka 20) pro fetézce
C a D a vpoli bscl je to pak 61 % a 46 % (tabulka 21). To ma za nasledek vétsi
procentualni zastoupeni i A/A konformace v pribéhu celé simulace v komplexu 1DP7
v poli bscl, 79 % a 60 %, oproti poli OL15, 14% a 25 %. Podobna preference silového
pole pro urcitou konformaci pro danou bazi nukleotidu jiz nebyla pro jiné nukleotidy

pozorovana. Zda se tedy, ze 1 kdyz se obé silova pole li§i parametrizaci parametru
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P 2-deoxyribosy, poskytuji velmi podobné vysledky pro nukleotidy dA, dG, a dT,
ve kterych je severni oblast (C3‘-endo) malo stabilni, a vyrazné se 1isi jen pro nukleotid

dC, kde poskytuje pole bscl stabiln&jsi popis severni konformace.

Dal§im porovnanim poli zjistime, ze pole OL15 mé oproti poli bscl pro
2-deoxyribosu vySssi procentualni zastoupeni konformace C1°-exo na ukor konformace
C2-endo. V literatute se zjednodusené udava, ze typicka konformace cukerné slozky pro
B-DNA je C2‘-endo, nicméné studiem B-DNA dodekameru (Drew a kol. 1981)
se zjistilo, ze deoxyribosa B-DNA neni pouze v C2‘-endo konformaci, ale ma tendenci
se vyskytovat i v Cl‘-exo konformaci. Z toho muzeme usoudit, ze pole OL15 lépe
popisuje B formu DNA, protoze ma oproti poli bscl mé vice zastoupenou Cl‘-exo

konformaci v B formach DNA.

Nicméné porovnavani simulace vuéi vychozi krystalografické struktufe tak, jak
ho provadim v predeslém textu, je mirné zjednoduSené. V krystalografické struktuie
je totiz vétSinou zobrazena jen jedna, energeticky nejstabilnéjsi konformace DNA. Pokud
navic mize dochazet ke konformacnim zménam i v uz vytvoreném krystalu, bude
energeticky stabilnéj§i konformace preferovana jesté vice, protoze krystalograficka
meéfeni se Casto provadéji za velmi nizkych teplot. Naproti tomu v roztoku mohou
konformace vlivem vyssi teploty jednak snadnéji prechazet mezi sebou, ale také muze
byt nezanedbatelna i populace energeticky méné€ vyhodnych konformacnich stavi. Urcity
vyskyt jinych neZz krystalograficky urCenych stavi v MD simulaci v roztoku neni

v rozporu s experimentem, pokud neni pfili§ vysoky.

Dal§im faktorem, na kterém zavisi konformace DNA v roztoku, je aktivita vody.
Zmeénou aktivity vody v roztocich a krystalech mohou konformace DNA prechazet mezi
sebou. V roztoku tak nastava rovnovaha mezi riznymi konformacemi DNA, ktera mize
byt v krystalu posunuta. B-DNA se vyskytuje v prostifedi s vysokou aktivitou vody,
pokud ale dojde ke snizeni aktivity vody, DNA zméni svou konformaci na A formu (Knee
a kol. 2008). Tento jev je znamy z krystali samotné DNA, ale v krystalech protein-DNA
komplext je pozorovan mén¢ Casto. Ty Casti DNA, které nejsou v kontaktu s proteinem,
se vyskytuji prevazné v B formé€, coz mize byt zptsobeno vétsim podilem vody v téchto

krystalech v porovnani s krystaly samostatné DNA. VétSina nukleotidd, které
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se v protein-DNA komplexech nachazeji v A form¢, je v kontaktu s proteinem a A forma

je timto kontaktem podminéna.

Déle, i prestoze v PDB souboru z krystalografické analyzy je vétSinou pouze jedna
konformace DNA, muze se stat, Ze v realném krystalu byly pfitomny obé konformace.
Poté zéalezi na rozliSeni krystalografické struktury a schopnosti posouzeni danych
vysledki, zda budou spravné interpretovany obé€ konformace nebo pouze jedna. Vysledky
krystalografické analyzy tedy nemusi vzdy spravné popisovat dany krystal, zvlaste, kdyz

v ném mohou koexistovat obé formy DNA, podobné jako v roztoku.

V této praci byly pro posouzeni stability A konformace nukleotidi DNA bé&hem
simulace vybrany protein-DNA komplexy, protoze protein svou interakci s DNA
indukuje zménu B formy na A formu (Lu a kol. 2000). Predpoklad byl takovy, ze pravé
protein-DNA komplexy by si mohly udrzet A konformaci po vét§inu Casu simulace.
Porovnanim vysledkt zastoupeni konformaci 2-deoxyribosy v protein-DNA komplexech
(tabulka 23 a 24) s vysledky z prace Zgarbova a kol. (2018) (tabulka ¢. 3), ve které byla
zjistovana stabilita severni konformace 2-deoxyribosy v samotné DNA (bez proteinu),
zjistime, ze protein opravdu indukuje A konformaci v DNA. Primérné hodnoty
zastoupeni C3°-endo konformace jsou v protein-DNA komplexech 11 % pro pole OL15
a 23 % pro bscl, ale pro samostatné fetézce DNA, které krystalizuji prevazné v A formé,

jsou prumérné hodnoty severni konformace pouze 2 % pro ob€ silova pole.

Vysledky této prace ukazaly, ze A forma nebyla v pribéhu simulace stabilni
a pfechazela na B formu, pfipadné prechodné formy. Vyjimkou jsou urcité nukleotidy,
které se v A konformaci vyskytovaly vétsinu ¢asu simulace. V roztoku sice dochazi
k pfechodiim mezi formami, jak je popsano vyse, ale v simulacich dochazelo k témto
zménam béhem nékolika desitek nanosekund od zacatku simulace a vychozi simulace
pak jiz nebyla populovédna. to naznaCuje, ze stabilita A formy je v MD simulacich
podhodnocena. Z toho vyplyva, zZe silova pole, jak OL15, tak bscl, nepopisuji spravné
A formu DNA a bylo by vhodné navrhnout korekci, kterd by umoznila vétsi stabilitu
A formy DNA. Otazkou zustava, pro ktery z parametri by méla byt udélana korekce, aby
simulace dosahovala lepSich vysledki pro popis A formy. Dle vysledka uhel y vykazoval
véEtsi stabilitu v oblasti anti (typicka pro A-DNA) v nukleotidech, které v krystalografické

strukture byly v A formé. Naopak parametr P popisujici konformaci 2-deoxyribosy nebyl
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v piislusnych nukleotidech stabilni. Z tohoto divodu bych navrhoval se v dalsi korekci

pro silova pole zaméfit na popis parametrii P.
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1.Zaver

Tato diplomova prace se zameéfuje na stabilitu A formy nukleové kyseliny
v protein-DNA komplexu, které zkouma MD simulaci. Pét protein-DNA komplexi,
vybranych tak, aby obsahovaly dobfe definované strukturni motivy A-DNA formy, bylo

simulovano pomoci programu AMBER ve dvou riiznych silovych polich OL15 a bscl.

Vsechny protein-DNA komplexy byly stabilni po celou dobu simulace
a nedochazelo k vyraznym konformacnim zménam, pro které by nebylo mozné najit
fyzikalni nebo chemicky vyznam. Stabilita simulovanych komplext byla zji§tovana
na zakladé porovnani RMSD komplexu v pribéhu simulace vuci vychozi

krystalografické struktufe a dale vizualni kontrolou trajektorie simulace.

Z vysledka simulaci vyplyva, ze A forma DNA je v prubéhu simulaci nestabilni
skoro ve vSech nukleotidech, které byly v A formé ve vychozi (krystalografické)
struktufe. Pfestoze v roztoku obecné muize dochazet ke zménam konformaci nukleovych
kyselin, v nasem piipad€ jsme tyto zmény pozorovali v prvnich desitkach nanosekund
od zacatku simulace a Casto 1 v prvnich krocich simulace. To naznacuje nespravny popis
A formy nukleovych kyselin silovymi poli, kdy je A geometrie pravdépodobné
modelovana s vySsi energii, a tedy méné stabilni, nez jak je tomu ve skuteCnosti.
Ve vysledcich byly ale nékteré nukleotidy, které si v simulaci udrzely A formu, ptfipadné
prechodnou konformaci mezi A a B, ktera se v komplexech také muze vyskytovat,
po delsi dobu. To naznacuje, ze protein je v nékterych pripadech schopen svou interakci

s DNA A formu stabilizovat téméf tak silng, jak je v silovém poli destabilizovana.

Pii porovnavani vysledkll silovych poli OL15 a bscl byly pozorovany urcité
rozdily. Velké rozdily nastaly zvlast€é v pripadé simulace nukleotidi s bazi cytosin.
V nékterych piipadech pole bscl upfednostiiovalo pravé v téchto nukleotidech
konformaci A/A oproti ostatnim konformacim a rozdily viici vysledkiim pole OL15 byly
az nekolik desitek procent. Lze tedy fici, ze pole bscl lépe popisuje A formu DNA
u nukleotidd, které obsahuji cytosin. Dal$i rozdil mezi silovymi poli nastal pii popisu
B formy DNA, pfi které se 2-deoxyribosa mize nachazet nejen v konformaci C2‘-endo,
ale 1 v Cl‘-exo. Tomuto faktu 1épe odpovida popis nukleotidd pomoci silového pole

OL15, protoze v piipadé¢ simulace silovym polem OLI15 se 2-deoxyribosa nachazela
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v konformaci C1‘-exo Castéji nez v piipade bscl. Z toho vyplyva, ze pole OL15 popisuje

B formu DNA 1épe.

Zavérem této diplomové prace je, ze v nukleotidech, jez mély pocate¢ni formu
v A/A konformaci, se tato forma ve vét§iné pripadu v MD simulaci neudrzela a byla
nahrazena kanonickou B-DNA. To vedlo kodchylkam geometrie komplext
od wvychozich krystalografickych struktur a d4 se ocekavat, ze je to spojeno
i s energetickou destabilizaci studovanych komplext v MD simulacich. Zda se tedy,
ze A-DNA je pomoci soucasnych silovych poli OL15 a bscl popsana nepiesné. Tato
nepfesnost muze mit vliv na vérohodnost a prediktivni hodnotu MD simulaci systému
obsahujicich komplexy proteinti s DNA. Silova pole OL15 a bscl tedy vyzaduji korekci
(reparametrizaci) parametri popisujicich pseudorotaci P deoxyribosového cyklu,
konkrétné zvysenti stabilizace C3°-endo (severni) konformace této molekuly. Toto zji§téni
muiize pomoci zlepsit popis nukleovych kyselin v pfistich verzich silovych poli z rodiny

AMBER.
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