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Abstrakt

Tato diplomova prace se bude zabyvat molekulové dynamickymi simulacemi DNA a
protein-DNA komplext, které poskytuji pfinosné informace o stabilit€, energetice Ci
dynamice s cilem hloubé&ji porozumét interakcim mezi témito molekulami. Pro simulace je
vyuzivana klasicka molekulova dynamika umoziiujici detailni analyzy. Prace je zaméfena na
Ctyfi rizné struktury samostatné DNA a dva protein-DNA komplexy, které obsahuji
nekanonické konformace stim, ze hlavni zaméfeni bude na nekanonické a/y stavy
cukr-fosfatové patere. Bude se jednat o konformace BB02, BB03, BB12, BB13 ale také o
nedefinované konformace NANT, u nichz bude snaha o jejich definovani pomoci deviti
torznich thla. Molekulové dynamické simulace byly provadény v silovych polich z rodiny
AMBER, konkrétné pole bscl, OL15 a nové vyvinuté silové pole OL21. Vysledky této prace
poukazuji na mozny stabilni vyskyt né€kterych nekanonickych a/y stavi u neobvyklych
struktur DNA a u komplext protein-DNA ve funkCnich segmentech. Nové definované
konformacni stavy mohou pfispét k zpfesnéni popisu nekanonickych konformert

v krystalografickych databazich.



Abstract

This thesis will look at molecular dynamic’s simulations of DNA and protein-DNA
complexes that provide useful information on stability, energetics or dynamics in order to gain
a deeper understanding of the interactions between these molecules. Classical molecular
dynamics is used for the simulations to allow detailed analyses. The work focuses on four
different structures of single DNA and two protein-DNA complexes that contain
non-canonical conformations, with the main focus on the non-canonical a/y states of the
sugar-phosphate backbone. This will include the BB02, BBO3, BB12, BB13 conformations
but also the unassigned NANT conformations for which an attempt will be made to define
them using nine torsion angles. Molecular dynamics simulations were performed in force
fields from the AMBER family, namely the bscl, OL15 and the newly developed OL21 force
field. The results of this work point to the possible stable occurrence of some non-canonical
o/y states in unusual DNA structures and in protein-DNA complexes in functional segments.
The newly defined conformational states may contribute to the refinement of the description

of non-canonical conformers in crystallographic databases.
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1 UVOD

Vramci této prace se budu soustfedit na teoretické simulace DNA a protein-DNA
komplexi, jez umoziuji porozumét interakcim mezi témito molekulami. Tyto teoretické
simulace poskytuji hodnotné informace o stabilité, energetice ¢i dynamice riznych stavu, a
prispivaji tak k lep§imu pochopeni biologickych mechanismu.

Prace bude vyuzivat klasickou molekulovou dynamikou, ktera pfedstavuje v dnesni dobé
jeden z klicovych nastroju, jak detailn€ analyzovat simulace pohybu atomt a molekul v Case
na atomarni urovni. Vyuziva se v §iroké skale riznych védnich disciplin jako jsou fyzika,
chemie, biologie, farmakologie ¢i bioinformatika. Poskytuje hlubsi porozuméni jednotlivych
interakci mezi samotnymi atomy, celkové dynamiky a funkce riznych zkoumanych systémi.

Hlavnim ukolem bude za pomoci empirickych potencialti urcit stabilitu vybranych
nekanonickych konformert cukrfosfatové patefe DNA a zaroven zpiesnit jejich popis.
Konformerem se mysli oznaceni raznych prostorovych usporadani molekuly. Pro vybér a
porovnani konformerti byla pouzita databaze DNATCO !, ktera obsahuje 96 klasifikovanych
DNA/RNA konformert, tzv. NtC (nucleotid conformers), které byly definovany na zakladé
12 geometrickych parametri. Kazdy konformer je identifikovan ¢tyfpismennym symbolem a
reprezentovan 9 torznimi uhly. Pokud dany konformer neni mozné pfifadit ani k jedné z vyse
uvedenych 96 konformaci, pak spadaji do ,97. konformace* oznacené jako NANT
(unassigned conformations).

Mezi vybrané nekanonické konformace byly zahrnuty konformace obsahujici nekanonické
hodnoty paternich uhli a/y. K takovymto konformacim patii naptiklad BB12, BB13 nebo
BBO03 z databaze DNATCO, obsahujici celkem 96 moznych konformaci vychazejicich
z experimentalné ziskanych dat. Dale se bude prace zabyvat konformacemi oznaCovanych
jako NANT, které nejsou v databazi zarazeny do zadné ze zminénych 96 konformaci. Zde
bude hlavni snahou popsat a klasifikovat novy konformacni stav, do néhoz by mohly tyto
NANT konformace spadaly.

Simulace byly provedeny s vyuzitim silovych poli z rodiny AMBER, a to konkrétné silova
pole bscl, OL15 a OL21. Pole OL15 a OL21 byla vyvinuta v laboratofi na Katedfe fyzikalni
chemie Univerzity Palackého v Olomouci (OL je zkratka pro Olomouc). Parametrizace jsou
zaméfeny na dihedralni thly, a vyuzivaji parametrizacniho postupu zahrnujiciho konformacné
zavislé solvataéni efekty. Pole OL151! je odvozeno od pole ff99 a bscO!*! a obsahuje

modifikace €/{, x a B torznich potencialii pro zpfesnéni simulaci DNA (i RNA). K poli



OL21" byla navic pfidana modifikace parametrizace torznich thl & /y (pouze pro simulace

DNA), ktera vede ke zlepSeni popisu nekanonickych molekul DNA.
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2  STRUKTURA PROTEINU A DNA

Proteiny a DNA jsou jedny ze zakladnich koncepti v molekularni biologii a genetice. Hraji
klicovou roli v biologickych procesech. Jejich struktura je uzce spjata s jejich funkcemi a
schopnostmi vykonavat rtizné ukony v burice. Porozuméni jejich struktuie je klicové

k vysvétleni mnoha biologickych procesti na molekularni tirovni.

2.1 Struktura DNA

Zkratka DNA pochazi od anglického slovniho spojeni deoxyribonucleic acid, tedy
deoxyribonukleova kyselina. Zakladni stavebni jednotkou DNA je nukleotid, ktery se sklada
z pétivhlikatého cukru (2-deoxyribéza - aldopentdza) obsahujici funkéni hydroxylovou
skupinu, dale z fosfatovych zbytkd, a v neposledni fadé ze Ctyt bazi (adenin, guanin, cytosin
a thymin). Tyto dusikaté baze jsou sparovany v komplementarni dvojice. Retézenim
nukleotidii propojenych diky fosfodiesterové vazbé vznika polynukleotidové vlakno. Dvé
takovato polynukleotidova vlakna tvofi vici sobé€ antiparalelni a komplementarni strukturu
zvanou DNA Sroubovice. Struktura byla objevena a popsana v roce 1953 J. D. Watsonem a
F. Crickem®!, ktefi za tento pievratny objev ziskali o necelych deset let pozdéji Nobelovu
cenu.

Na prvnim uhliku C5 sacharidu je glykosidickou vazbou ptipojena dusikata baze, ktera se
komplementarn€, tedy vzdy purinova baze pojici se s pyrimidinovou bazi, vaze na dalsi
dusikatou bazi za pomoci vodikovych mustkd. Pyrimidinové baze jsou cytosin a thymin
(uracil), do purinovych bazi patfi guanin a adenin. Propojeni cytosinu s guaninem
zprostiedkovavaji tfi vodikové vazby a adenin s thyminem jsou propojeny pies dva vodikové
mustky. Tento parovaci mechanismus zajistuje pii replikaci vytvoreni dvou identickych
molekul DNA z jednoho vlakna ptivodni matrice DNA.

Na poslednim, tedy patém uhliku C5 sacharidu je esterovou vazbou navazan fosfat. Cela
tato struktura, umoziiuje tvorbu celkového dlouhého fet€ézce DNA nesouciho genetickou
informaci zivého organismu. /7!

Struktura DNA je Casto klasifikovana do tfi tfid dle sekundarni struktury ¢i funkéni
charakteristiky. Prvni tfidou je pravotociva kanonickd B-DNA, v niz se vyskytuji dva zlabky
(velky a maly) a na jednu jeji otoCku ptfipada 10,5 bazi. V této formé DNA jsou baze
usporadany rovnomémeé podél osy spiraly. 18!

Druhou moznosti je opét pravotoCiva forma zvana A-DNA, kterd je velmi podobna
klasické kanonické B-DNA, ale 1isi se tvarem, kdy jsou baze posunuty ven smérem od osy
spiraly. Na otocku zde pfipada 11 bazi a struktura A-DNA neni tolik zakfivena jako B-DNA.
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Treti formou je levotoCiva Z-DNA s 12 pary bazi na otocku, ktera ma charakteristickou
,.cik-cak™ strukturu, kde se stfidaji purinové a k nim komplementarni pyrimidinové bazové
repetice. Jednim z nejvétSich rozdili mezi t€mito strukturami jsou jejich konformacni stavy
patefe. Forma B-DNA obsahuje kanonické konformacni stavy patete, avsak dojde-li ke zméné
konformace, dochazi tak ke vzniku nekanonické konformace. U forem A- a Z-DNA

nalezneme pouze nekanonické konformace.®!

2.1.1 DNA konformery

Jak jiz bylo vySe v textu zminéno, vybrané konformery DNA byly Cerpany z databaze
DNATCO, ktera se snazi klasifikovat geometrii patefe DNA prostfednictvim deviti torznich
uhli mezi sousednimi nukleotidy (Obrazek 1). Tyto dihedralni thly popisuji prostorové
usporadani patere DNA a jejich hodnoty ovliviiuji schopnost tvorby DNA strukturnich
motiva.

Klasicka kanonickd B-DNA je v databazi zastoupena jako NtC konformacni tfida BBOO,
téz je oznaCovana jako BI. Kazda konformace se lisi v danych dihedralnich uhlech, jez ji
charakterizuji. V praci se budou objevovat pouze nekanonické konformace obsahujici a/y
rekonformace. V tabulce (Tabulka 1) jsou uvedeny vybrané konformace vyskytujici se v této
praci a porovnany s klasickou kanonickou B-DNA (NtC — BB00). Konformace BB02 je
popsana jako BI s uhly a /y rovny g+/g- (gauche+/gauche-), BBO3 je popsana obdobné jako
BI, ale s a /y rekonformaci nabyvajici hodnot #/¢ (trans/trans), konformace BB12 a BB13 maji

dihedralni Gthel y = trans a velmi nizkou hodnotu uhlu g. ) OIIH1I2]

Jednim z nejdiskutovanéjSich témat ohledné zmén konformaci je CasteCny prechod
z B-DNA formy na formu A-DNA. Prechod je spojen s rekonformaci deoxyribozy a
glykosidického uhlu y (chi). Zmeéna konformace B-DNA ovliviluje prostorovou orientaci a
usporadani dusikatych bazi. Tento prechod miZe byt zptisoben mnohymi faktory, jako jsou
zmény v specifickych sekvencich bazi DNA, koncentrace iontl nebo interakce

s proteinem, [131114]
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Obrazek 1: Pater DNA popsand deviti torznimi tihly.
I’ytvoreno v PyMOL a upraveno v Inscape.

Tabulka 1 Vybrané NtC konformace [°], obsahujici o/y rekonformaci, v porovndni s kanonickou B-DNA. Nekanonické
hodnoty jsou zvyraznény barevné.

NtC 61 el (1 a2 B2 y2 62 x1 X2

BB00 138 183 258 304 180 44 138 253 258
BB02 141 194 246 31 195 297 150 252 253
BBO03 145 175 274 163 166 175 146 241 233
BB12 140 196 280 257 76 171 140 269 205
BB13 143 187 293 219 98 161 146 253 219

Existuji 1 dal$i (a cast&jsi) varianty konformaci DNA, napt. konformace BI (NtC BB0O0) a
BII (NtC BB07). Konformace se lisi v usporadani € a  tahla. V konformaci BI je €/ = t/g- a
v konformaci BII je &/C = g-/t. Varianta Bl konformace je bézn¢jsi a stabilné}si, varianta DNA
s konformaci BII se kromé mensi populace v B-DNA dvousroubovici dale objevuje
v jednovlaknové DNA, na konecnych rezidui fetézci DNA, ¢i v komplexech protein-DNA.
Prechod mezi t€émito konformacemi, dle né€kterych novych studii, poukazuje na dulezity
mechanismus pii interakci protein-DNA. 5]

2.2 Struktura proteinu

Proteiny jsou biomakromolekularni latky jejichz zakladni stavebni jednotkou jsou
aminokyseliny (AK) jez jsou substitu¢nimi derivaty karboxylovych kyselin. Existuje az 23
aminokyselin, které se mohou spojovat do riznych kombinaci a podilet se tak na tvorbé

proteint. Proteiny vznikaji na zakladé kondenzace karboxylové skupiny AK spolu s aminovou
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skupinou jiné AK za vzniku peptidické kovalentni vazby CO-NH-. Dle poctu AK vznikaji
bud’ oligopeptidy (s az 10 AK), polypeptidy (az 100 AK) nebo bilkoviny (s vice nez 100 AK).

Struktura proteint se sklada z nékolika urovni urcujicich vysledny tvar a funkci. Primarni
strukturou proteinu se mysli pofadi AK v jejich fetézci, které je kodovano nukleotidy v DNA,
coz proteinim udava jejich originalni vlastnosti a funkce.

Sekundarni struktura zahrnuje lokalni geometrické usporadani, kdy proteiny nabyvaji dvou
zakladnich struktur, jimiz jsou a-helixy (pravotociva Sroubovice) nebo f-sheet (skladany
list) - antiparalelni a paralelni. Tyto struktury jsou navzajem propojené za pomoci vodikovych
mustkt. Mimo to se fetézec mize skladat z nerepetitivnich struktur: otoCek (turns), S-vyduti
(bulge) ¢i smycek (loops).

Terciarni struktura je pak nasledné celkové, globalni uspotfadani vySe zminénych
sekundarnich struktur do urcitého prostorového tvaru napfiklad fibrilarniho (vlakenného)
nebo globularniho (klubko) tvaru.

Posledni Grovni pro popis proteinti je kvartérni struktura, coz je vzajemné prostorové
usporadani podjednotek, to se tyka napfiklad hemoglobinu, ktery se sklada ze Ctyt

podjednotek. [16} 1171 1181
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3 KONFORMACE DNA

Struktura DNA muze existovat v mnoha konformacich, které ovliviuji jeji schopnost vazat
se na proteiny ¢i provadét nejriiznéjsi biologické procesy v bunce. Konformace, v kterych se
DNA muze nachazet jsou ovliviiovany nejruzné€jSimi zménami podminek. Razné strukturni
variace polynukleotidového vlakna hraji roli naptiklad ve specifickych interakcich. Interakce
ovliviiuji zmény ve struktuie patefe DNA. 1!

Nejznaméjsi variantou DNA je dvousroubovice, nachazejici se ve tfech hlavnich formach
(A-, B- a Z-DNA). Avsak v buiikach se struktura DNA vyskytuje i v jinych nekanonickych
formach. Piikladem takovychto struktur muze byt bulge (vydutina), hairpin (vlasenka),
kvadruplex, triplex, Hollidayova struktura, R loop nebo i-motiv. Formy typu bulge, hairpin a
R loop jsou prevazné jednovlaknové struktury, kvadruplex je specialni struktura, ktera se
sklada z guaninovych bézi, k némuz je obdobné struktura i-motivu, kterd je bohata na
cytosinové baze. Triplex a Hollidayova struktura vznikaji propojenim vice vldken DNA
dohromady. VSechny vyjmenované struktury jsou zastupci nekanonickych konformaci,
kterych miize DNA nabyvat.!?!

Molekula DNA ma schopnost vytvaret rizné nekanonické struktury diky svym unikatnim
chemickym vlastnostem, praveé tyto nekanonické typy struktur se staly predmétem studovani
v této praci.

3.1 GAA hairpin, 1PQT

Prvni vybrana struktura s PDB ID: 1PQT (Obrazek 2) byl hairpin (vlasenka), tedy jedno

vladkenna struktura nukleové kyseliny s vnitro fetézcovym parovanim bazi. V tomto piipade

se jednalo o DNA s fragmentem d(GCGAAGC) obsahujicim sedm nukleotidu.

Experimentaln¢ byla tato struktura ziskdna pomoci NMR (Nuclear magnetic resonance)
metody. Vlasenky maji vyznamnou roli v expanzi tripletovych repetic u nemoci jako jsou

Huntingtonova choroba, Friedreichova ataxie ¢i syndrom X.

Ve fragmentu se nachazeji dva pary vazaného guaninu s cytosinem (G1-C7, C2-G6) a
trinukleotidovy loop (smycka) (Obrazek 3) tvofeny guaninem (G3) a dvéma adeniny
(A4, AS). Samotny heptamer vykazuje nékolik zvlastnich vlastnosti. Centralni triplet (GAA)
a deoxyriboza nachazejici se na patefi, maji vysoky vliv na stabilizaci celkové struktury
vlasenky DNA ve vodnych roztocich, jedna se tak o jeden z termodynamicky nejstabiln&jSich
fragmentt, dokonce stabiln€jsi nez korespondujici RNA hairpin r(GCGAAGC). Také je
vysoce odolny vué¢i nukleazam a této vlastnosti se vyuziva pifi in vitro syntéze

proteing. [21-1221- [23]
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Tato konkrétni sekvence se vyskytuje v mnoha dulezitych biologickych regionech. Tento
konkrétni segment se nasel napfiklad v replikacnich pocatcich viru herpes simplex, ktery
zptsobuje orofaryngealni infekce (v dutiné tstni) nebo také promotorové &asti E. coli. 2!

Struktura obsahovala v GAA triloopu nedefinovany NANT konformer, ktery obsahoval
nekanonické torzni thly a /y = g+/t. Bude zde tedy snaha nasimulovat tento step, aby bylo

dokézano, zda se a/y udrzi v nativnich hodnotach a zaroveri tento konformer klasifikovat.

Obrazek 2: Struktura 1PQT GAA hairpinu, tyrkysovda barva
vyznacuje step s nekanonickou konformaci. 1ytvoreno v PyMOL.

Obrazek 3: Struktura triloopu (GAA). Guanin
tyrkysova, centralni adenin riiZovy a postranni adenin
zeleny. I'ytvoreno v PyMOL.
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3.2 Levotocivy G-kvadruplex, 4USM

Dalsi vybranou strukturou je struktura s PDB ID: 4U5M, tedy levotocivy G-kvadruplex
DNA (Obrazek 4). Tato struktura byla ziskdna metodou X-ray difrakce (rentgenova difrakce)
s rozliSenim 1,5 A. G-kvadruplex je znama ¢&tyfvlaknova struktura, tento obsahuje 28
nukleotidd a Ctyfi draselné ionty. Doposud byly znamé pievazné€ pravotoCivé formy
kvadruplexti, avSak tato struktura je zajimava pravé tim, Ze je levotoCiva. Celé struktufe
pritadil server DNATCO NANT konformace a predbézna analyza ukazala populace
a /B = trans/high-trans stavu, proto byla tato struktura vybrana k podrobnéjsimu zkoumani.

Guaniny jsou vtomto komplexu vazany Hoogsteenovym parovanim v koplanarnim
usporadani, jez jsou propojeny centralnim linkerem (T13-T14), umoziuje to tak vysokou
polymorfnost struktury a pfispiva to k jejim jedineCnym vlastnostem. Sekvence
G-kvadruplexu se nachazeji v mnoha lidskych genomech a podileji se na bunécnych
regulacich, replikaci, translaci ¢i transkripci.

Ve strukture se objevuje usporadani head-to-head a tail-to-tail umoziujici snazsi pristup
tyminovych zbytkl ze smycek. Diky témto usporadanim se v komplexu vyskytuji Ctyfi
draselné ionty zasunuté mezi G-tetradové vrstvy obdobné jako u pravoto¢ivych ekvivalentt
kvadruplexi (Obrazek 5). Potencialni vyuziti takovychto struktur je napiiklad

v nanotechnologii. 124[%]

Obrazek 4: Struktura levotocivého G-kvadruplexu 4USM. Vytvoreno v PyMOL.
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Obrazek 5: G-tetrada. Vytvoreno v PyMOL.

3.3 Interkalovany duplex d(GCGAAAGC), 1UE2

Jako predposledni struktura samostatné DNA byla vybrana struktura interkalovaného
duplexu s PDB ID: 1UE2 (Obrazek 6), slozena ze dvou oktamerd, experimentalné zméfena
metodou X-ray difrakce. V tomto pfipadé se jedna o zvlastni druh duplexu, tedy o dvojici
bazové interkalovanych oktamerti , které jsou na obou koncich propojeny klasickym
Watson-Crickovym parovanim béazi a uprostied jsou baze interkalovany (zipper-like
duplex). 28]

Interkalaci bazi je obvykle mysleno vkladani malych organickych molekul, jako naptiklad
aromatickych jader, mezi nukleové kyseliny, coz dodava struktufe stabilitu. Uprostied
struktury 1UE2 se baze adeninu (A5) interkaluji navzajem a interaguji stackovou interakci. 27!

V pateti se v blizkosti interkalovanych bazi vyskytuji dvoji okupance, tedy dvé mozné
zastoupené konformace. Pravé tato Cast patefe bude studovana, protoze obsahuje NANT

konformace s nekanonickymi hodnotami torznich Ghla «/y = high-trans/trans a konformer

BBI12.
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Obrazek 6: Struktura interkalovaného duplexu 1UE2. Tyrkysové
jsou vyznaceny stepy obsahujici nekanonické konformace.
I'ytvoreno v PyMOL.

3.4 GCA hairpin, 1ZHU

Posledni vybranou strukturou DNA je dal$i hairpin s PDB ID: 1ZHU (Obrazek 7). Jedna
se 0 jednocytidinovou vlasenkovou smycku s tripletem GCA, ktery byl experimentalné ziskan
metodou NMR. Vlasenkova struktura GCA je slozena z kratkého helixu o ¢tyfech parech bazi
s GA parem bazi na obou jeho koncich a dvéma pary v centru propojenymi klasickym
Watson-Crickovym parovanim. Na 3'-konci duplex je navic nesparovany cytidine. Triplet
GCA vyskytujici se v této strukture je kodon kodujici aminokyselinu s ndzvem alanin. Jako
jeden triplet z mala miize mutovat na své teti pozici a stale bude kodovat alanin. Triplet GCA
neni schopen tvotit motiv (GCA); na rozdil od (GGA) nebo (GAA), tedy vlastnost parovat se
sam se sebou v antiparalelni orientaci a vytvaret tak naptiklad motiv (GGA).. Avsak, narozdil
od vySe zminénych, ma schopnost tvorby neobvyklé vlasenkové struktury s pouze jednim
reziduem ve smy¢ce. 128 2]

Zde se nachazel jeden step obsahujici a /y = g-/t, nachazel se v loopu GCA, jednalo se zde

tedy o obdobny pfipad jako u struktury 1PQT.
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Obrazek 7: Struktura 1ZHU hairpin  d(CAATGCAATG),
tyrkysové jsou vyznaceny stepy s nekanonickymi konformacemi.
I’ytvoreno v PyMOL.
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4 KOMPLEXY PROTEIN-DNA

Interakce mezi proteiny a DNA predstavuje zakladni mechanismus regulace genetické
exprese a mnoha dalSich biologickych procesti v burikach. Tyto interakce jsou nezbytné
k fizeni transkripce, replikace ¢i oprav DNA a dalSich funkcnich aspektt tykajicich se
genetické informace. Interakcemi strukturnich motivi proteini s DNA se mysli
napi. a-helixy, které upfednostiiuji interakci ve velkém zlabku DNA a [-sheet, jenz se

nespecificky vaze do malého zlabku.

Specifické interakce, mezi které mizeme zaradit napf. vodikové vazby, interakce
aminokyselinovych rezidui sbazemi v prohlubnich DNA (maly a velky zlabek).

391 Specifické

Nejvyhodnéjsi interakce probiha mezi vice vazebnymi aminokyselinami.
interakce se déli na dvé tfidy, a to na sekvencné specifickou vazbu a nepiimé Cteni. Sekvencné
specificka vazba je zalozena na presném rozpoznani baze DNA. Zde se protein vaze na
specifické sekvence nukleotidi DNA, patii sem napfiklad helix-turn-helix (interakce ve
velkém zlabku). Naproti tomu se u nepfimého Cteni jednd o interakci mezi patefi DNA a
proteinem, jez uz je na DNA vazany. Protein také muZze nabyvat sekvencni specifity. Jako
ptiklad nepfimého ¢teni mizeme uvést interakce transkripcnich faktord, ¢i enzymy opravujici
DNA. Nepiimé Cteni je nerozlucné spjato s konformacnim chovanim patere nukleovych
kyselin, (31} [32]

U nespecificky interakci oproti specifickym nezalezi na tom, o jakou sekvenci se jedna,
jsou tedy mén& selektivni. Casto se zde proteiny nachazeji v kombinaci s n&kolika riznymi
vazebnymi misty DNA. Kladn€ nabité aminokyseliny proteinu se vazi na zaporné nabité
fosfatové skupiny patefe DNA, jedna se tak o interakce elektrostatické. Ke slovu ale mohou
prijit i interakce van der Waalsovy ¢i hydrofobni. Nespecifické interakce prispivaji k silnéjsi
vazebné afinité proteinu na DNA. K takovym to interakcim patii napiiklad interakce histonu
v chromatinu. Specifické i nespecifické interakce pfispivaji napiiklad k regulaci bunécnych

procest. 331 [34]

Konformacni chovani cukrfosfatové patefe ale také prispiva k interakcim proteint
s nukleovymi kyselinami. Ve vzniklych komplexech je totiz patef Casto vice ¢i méné
deformovana a mize obsahovat i nekanonické konformacni stavy. Protoze nekanonické stavy
maji obecné jinou energii nez kanonické, musi byt stabilita protein-DNA komplexu
pritomnosti neobvyklych konformaci patefe ovlivnéna. NejCastéjsi konformaci je CasteCny

pfechod z B-DNA smérem k A-DNA forme, ale muze piechazet i na jiné méné Casté
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nekanonické formy. Protoze cilem této prace je studovat nekanonické o/y stavy, budu se

zabyvat také jejich moznym piispévkem ke stabilité a struktuie komplext proteind s DNA. 3]

4.1 DNA glykosylaza, 2F5N

Struktura s PDB ID: 2F5N (Obrazek 8) je prvnim zastupcem komplext protein-DNA.
Struktura byla ziskana experimentalné za pomoci X-ray difrakce a jeji rozliSeni &ini 2 A.
V komplexu se nachézi jeden zineCnaty iont. Protein, jenz se v tomto komplexu nachézi je
enzym glykosylaza — formamidopyrimidine-DNA glykosylaza, jejimz ukolem je se aktivné
podilet na opravé DNA, tim ze prohledava pary bazi DNA do té doby, dokud nenajde
poskozenou nukleobazi a tu nasledné odstrani.

VyS$e zminénou nukleobazi je adenin parovany s mutagennim 7,8-dihydro-8-oxoguaninem
(8-0x0G), ktery je velmi podobny klasické dusikaté bazi guaninu. Mutagenni 8-0xoG je
jednim z nejcastéjSich oxidativnich poskozeni DNA. Vytvari transverzni mutaci G-C na T-A
(pokud neni opravena). V tomto piipadé se jedna o adenin a guanin z fetézce A a thymin
s cytosinem z fetézce B, mezi néz je vmezeteny fenylalanin (Obrazek 9). ¢!

Dalsimi moznymi zplGsoby poskozeni DNA jsou alkylace, depurinace ¢i deaminace
v prostiedi z chemickych reakci do nichz méa tendenci se DNA zapojovat. Glykosylazy tyto
poskozeni opravuji takovym zptuisobem, ze danou poskozenou bazi odvrati do apurinového ¢i
apyrimidinového aktivniho mista (AP-misto) enzymu a zahaji specifické modifikace
poskozené baze. 7]

V tomto komplexu se nachazelo hned nékolik stepti obsahujici nekanonické konformace
BB02, BB02, BB12, BB13 a nedefinované NANT. Zde bude hlavni snaha zjistit, zda se
v komplexu tyto konformace s «/y rekonformacemi udrzi v prabéhu MD simulaci. Z toho
jeden vybrany step obsahujici nekanonickou konformaci je interkalovany fenylalaninem, coz

by mohlo udrzeni se tohoto konformeru podporit.
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Obrazek 8: Komplex DNA glykosyldazy 2F5N, tyrkysové vyznacené jsou
nekanonické stepy, vytvoreno v PyMOL.

Obrazek 9: Interkalovany fenylalanin mezi baze, vytvoreno v PyMOL.

4.2 DNA Endonukleaza, 2GIG
Posledni vybranou strukturou obsahujici nekanonické a /y rekonformace je protein-DNA
komplex s PDB ID: 2GIG (Obrazek 10). Jedna se o restrikéni endonukleazu typu II. Hincll
v komplexu s DNA, kterd byla experimentalné ziskana pomoci rentgenové difrakce

s rozliSenim 1,8 A. Endonukleazy maji vysokou specifi¢nost, funguji na bazi vyhledavani
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konkrétni sekvence v DNA, u nichz se nasledné navaze na molekulu DNA a provede fez
v cukr-fosfatové patefi. Hlavni funkci Hincll je rozpoznat nepfimym cCtenim a vzapéti
rozitépit sekvenci GTYRAC, kde Y mtize byt C nebo T a R bud to A nebo G baze. 1*8!

Struktura DNA je interkalovana dvéma fenylalaniny na pozicich 138 v fetézcich
proteinu A a B. Tyto interkalace zasahuji pravé do stept s nekanonickymi konformacemi
v DNA, dalo by se tedy predpokladat, ze mohou zputisobit vynuceni nekanonické konformace
namisto konformace kanonické.

Komplex obsahuje dva sodné ionty, které se také nachazeji v misté dalsiho nekanonického
stepu, opét by se tedy dalo predpokladat, ze by si mohly vynucovat konformacni zmény patete

DNA vedouci k nekanonickym konformacim.

Obrazek 10: Komplex DNA endonukledzy 2GIG, kde jsou nekanonické stepy oznaceny
tyrkysove. Vytvoreno pomoci PyMOL.
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5 MOLEKULOVA DYNAMIKA (MD)

Prvni molekulova simulace byla provedena jiz na zac¢atku druhé poloviny 20. stoleti, av§ak
jeji zaklady sahaji do diivéjsi doby. V 19. stoleti J. C. Maxwell a L. Boltzmann predstavili
zakladni koncepty statistické mechaniky, roku 1905 A. Einstein poskytl pochopeni Brownova
pohybu, tedy nahodného pohybu castic a zaroven objasnil fotoelektricky jev vedouct
k zakladim kvantové mechaniky. V prvni poloviné 20. stoleti se vyvinula kvantova
mechanika, ta vedla k lep§imu porozuméni chovani ¢astic na mikroskopické urovni.

V dnesni dobé ma molekulova dynamika Siroké spektrum vyuziti v riznych oblastech
védnich obort, nejéastéji je vyuzivana napiiklad v molekularni biologii, bioinformatice,
farmaceutickém pramyslu ¢i chemii. Lze diky ni studovat nové vyvinuta léciva jejich
interakce, studovat vlastnosti a chovani materialti na atomarni trovni, dynamiku biomolekul,
pochopeni chemickych reakci a mnoha dalsich.

Molekulova dynamika se zabyva studiem pohybu atomt a molekul, a vyvojem systému
v urcitém cCase na zakladé obecného fyzikalniho modelu meziatomovych interakci. Snahou
MD je nasimulovat, zanalyzovat a pfedpovidat tak chovani atomt nebo molekul za riznych
podminek (teplota, tlak) a vyskytujicich se v riznych prostfedich, které by je mohly n€jakym
zpusobem, at’ uz pozitivné €I negativné ovlivilovat, za pomoci vypocetnich metod. MD
simulace jsou vyuzivany mnohdy v kombinaci s fadou experimentélnich technik jakoz jsou
rentgenova krystalografie, kryoelektronova mikroskopie (kryoEM), nuklearni magneticka
rezonance (NMR) atd. (31 [40]

Existuji rizné typy modeld MD jako jsou napiiklad model tuhé koule s nespojitym
potencialem, klasickd molekulova dynamika se spojitym potencialem, metoda drahového
integralu ¢ kvantové simulace. 4!

5.1 Klasicka molekulova dynamika

Pro systém na atomarni ¢i molekularni urovni, kde si mizeme atomy predstavit jako
jednotlivé body surcitou polohou a hybnosti. Interakce mezi Casticemi jsou popsany
empirickymi mezimolekulovymi potencialy, tedy silovymi poli.

Klasicky pohyb atomu v silovém poli popisuji klasické pohybové rovnice dle druhého
Newtonova zakona. Sila ]_i pusobici na Castici je rovna zméné jeji hybnosti v Case (Rovnice
1), kde i = 1, ..., N. Tato rovnice muze byt také zapsana jako analog ke kvantové
Schrodingerové rovnici - Liouvilleova rovnice (Rovnice 2), kde [q, p] je vektor soufadnic a

hybnosti a L je Liouvilleoav operator, kde I' = [q, p].
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a*t _ fi

Rovnice 1: Druhy Newtonitv zdkon -—
dt m;

ior
Rovnice 2:Liouvilleova formulace klasické mechaniky TS =Lr

Rovnice 1 se pak aplikuje s naslednou integraci na kazdou Castici v systému s tim, ze m; je
hmotnost dané Castice, r je jeji poloha jako funkce v Case t. K vyfeSeni téchto rovnic je potfeba
znat pocatecni polohy a rychlosti, nasledné bude rovnice feSena metodou konecnych diferenci
k ziskani vysledné trajektorie. Sily mezi ¢asticemi jsou urceny napiiklad z empirickych

potenciald, jakym miize byt napt. Lennard-Jonestv potencial (Rovnice 3). [4!!
NIZ /6
Rovnice 3: Lennard-Jonesiiv potencial V(T') = 4¢ [(;) - (;) ]

Kde ¢ je hloubka potencialové jamy (jak moc jsou cCastice pritahovany), o je vzdalenost

pfi niz je mezimolekulovy potencial mezi ¢asticemi nulovy a r je vzdalenost mezi ¢asticemi.

5.2 Silové pole
Pod pojmem silové pole (force field) v MD se mysli popis interakci nastavajicich v daném
systému. Silové pole vyuziva potencidlovych funkci s jejichz parametry ziskava schopnost
k vypoctu potencialni energie jakozto soucet energii vSech interakci v molekule a interakci
s ostatnimi molekulami v systému. Silova pole vyuzivana v této praci patii do rodiny AMBER

(Assisted Model Building with Energy Refinement). 4%

Parametry pro modelovany systém se ziskavaji z obecné rovnice potencialni energie (Ep).
Rovnice se sklada z péti ¢lent (Rovnice 4), dale se dé€licich na vazebné a nevazebné Cleny.
Do vazebnych ¢lent patii kovalentni vazby, thly a dihedraly a do nevazebnych elektrostatika
a van der Waalsovy interakce (Obrazek 11). Prvnim vazebnym ¢lenem je suma kovalentnich
vazeb, kde K, je silova konstanta vazby, r je aktualni vzdalenost mezi atomy a ro rovnovazna
vzdalenost, obdobn¢ je tomu u sumy vazebnych uhlia. Poslednim vazebnym ¢lenem je suma
torzi, tedy rotace kolem chemickych vazeb, kde n je periodicita funkce, V, je bariérou rotace,
@ je rotacni (torzni) thel a y znaci Uhel v kterém potencial dosahuje svého minima. Prvni
nevazebnym cClenem jsou van der Waalsovy slabé interakce. Vyuziva se proto
Lennard-Jonesova potencialu, kdy jeho rovnici najdeme o podkapitolu vyse (5.1), odpovida
za disperzni piitazlivost mezi atomy (-1/r% a zaroven odpuzovani jader pfi pfiblizeni atomd
(+1/1'2). A;j a By jsou parametry hloubky polohy minima kiivky a R zna&i vzdalenost mezi
atomy. Pro vypocet posledniho elektrostatického ¢lenu, se vyuziva Coulombova zakona.
Elektrostaticky potencidl je pro atomové naboje se stejnym znaménkem odpudivy, a naopak

pro stejna znaménka pfitazlivy. V sumé je gi a gj jez jsou parcialnimi naboji atomu a € je
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dielektricka konstanta. Vypoctem této rovnice ziskavame potencialni energii, jeji derivaci pak
sily. (4111431
Rovnice 4: Rovnice vypoctu celkové potencidlni energie.
Ep =E,+E,

_ 2
EP - Zkovalentni vazby Kr (7‘ - rO)

+ Ynty Ko (0 — 6o)*

Vn
+Ztorze7(1 + Cos[n(p - VD

atomy 4ij  Bjj
_I_Z y ] _]

> sz - 3 van der Waals
atomy 4i4;j
+ Z y 4id)

> eRy elektrostatika

orze

Bond
stretching

Angle
bending

N

Nevazebné interakce
Obrazek 11: Vazebné a nevazebné cleny (vytvoreno v Inkscape).

Rozli§ujeme tfi zakladni typy silovych poli a témi jsou all atom, united atom a coarse
grained pole. Silové pole all atom (AA) je prvni mozny teoreticky model MD popisujici
interakce na atomarni trovni s vysokou presnosti a zahrnuje explicitni popis, tj. kazdy atom,
veetné vodiku, je zastoupen svymi vlastnimi parametry (naboj, poloha, hmotnost). Vyuziva
se pro simulace MD v oblastech vyzkumu biomolekul &i v oblasti farmakologie. [*4

Oproti tomu silové pole United atom (UA) bylo vyvinuto hlavné k slozitéj$im simulacim
napfiklad skladani proteind. V tom to silovém poli jsou vodiky vazané na alifatickych uhlicich
v aminokyselinach sjednoceny dohromady, dochéazi tak diky tomu to sjednoceni
k minimalizaci naruseni rozlozeni riznych konformacnich stavt proteinu. Skupina atoma C a
H je tak chapana jako jednotné centrum interakce. [**!

Nejcastejsim problémem MD simulaci je jejich Casova narocnost. Coarse grained (CG) je
specialné vytvoren pro dlouhé simulace. Silové pole predstavuje skupiny atomua jako

27



,.efektivni kulicky, CG tak snizuje vypocetni naklady na vypocty, tim Ze jsou snizovany pocty
stuptiti volnosti daného modelu. Jednim z nejvice vyuzivanych CG modelt je model Martini,
vyuziva schéma mapovani ¢tyfi ku jedné (Ctyfi tézké atomy a pridruzené vodiky v jedné

,,GC kuligce®). 140!
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6 CILE PRACE

Hlavnimi cili této prace bude analyzovat, popsat a klasifikovat nekanonické konformacni
stavy cukrfosfatové patefe v nekolika neobvyklych DNA molekulach a v komplexech
proteinu s DNA a déale prozkoumat, jak dobfe jsou tyto stavy modelovany soucasnymi
silovymi poli zrodiny AMBER. Pro tuto praci byly vybrany specifické nekanonické
konformace torznich thli a a y. Nekanonické konformace jako je tato jsou jednou
z nejcastéjSich komplikaci molekulové dynamickych simulaci. Klasicka kanonicka
konformace a /vy, ktera se vyskytuje v konformaci BB0O, a odpovida tak kanonické B-formé
DNA, ma hodnotu « dle databaze DNATCO 304° a odpovida tedy g- (gauche-). Uhel y dle
databaze odpovida 44°, tedy g+ (gauche+). Pokud bychom tedy chtéli zkracené popsat
konformaci a /y pro kanonickou formu, zapsali bychom tento stav jako a/y = g-/g+.

Avsak, jak bylo vySe zminéno, budou zde studovany predevsim nekanonické konformace.
Do vyzkumu byly vybrany kombinace a/y, které obsahovaly a ¢i y v trans oblasti, jez se
vyskytuje okolo 180°. Tyto konformace byly zkoumany na jednotlivych modelovych DNA
molekulach, ale i v komplexech protein-DNA, kde predpokladame, ze dany stav prispiva ke
stabilit€¢ komplexu a v nékterych piipadech muze byt proteinem i vynucen.

Konformery, které by takové nekanonické stavy mély obsahovat jsou napiiklad BB12,
BB13, BB03, BB02 a mnoho dalSich. Experimentalné jsou popsany pro nespocet struktur,
avSak snahou této prace je zjistit, zda jsou stabilni a spravné popsany i v nasem teoretickém
modelovani.

Kromeé diive popsanych konformert byly vybrany i stavy patete, které neodpovidaji
zadnym definovanym konformacim (oznaCované v DNATCO jako “NANT® stavy),
obsahujici pravé vyse zminéné nekanonické a /y stavy. U nich bylo hlavni snahou, nalézt a
klasifikovat nové konformacni stavy (oznacované NS), které by jim nejlépe odpovidaly, aby
byly jasné definovany a mohly tak byt pfipadné€ dale pouzity pro zpfesnéni klasifikace
nekanonickych struktur v databazi DNATCO.

Pro simulace byla pouzita silova pole OL15, OL21 a bscl z rodiny AMBER. Silové pole
OL21 ma narozdil od starSich OL15 a bscl modifikaci a/y potencialu pro DNA, a mélo by
tedy nékteré nekanonické regiony, zejména a =t ay =t, 1épe stabilizovat. To by mélo vést ke
zvySené stabilit€¢ pfirozenych nekanonickych stavi v MD simulacich a sniZzené snaze
navstévovat regiony, které by v realit€¢ nemeély byt populovany. Pro porovnani stimto
vylepSenym silovym polem byla pouzita pole OL15 a bscl bez zminéné a/y modifikace.

Dal§i snahou je tedy dokazat, ze silové pole OL21 s modifikovanym a/y potencidlem
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zpresiuje popis nekanonickych stavli v priibéhu molekulové dynamickych simulacich oproti

polim OL15 a bscl.
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7 METODY

V nasledujici tabulce (Tabulka 2) jsou uvedeni jednotlivi zastupci konformert, ktefi byli
vybrani pro simulace s a/y uhly, ¢i jinymi nekanonickymi hodnotami. Terminem
,konformer se mysli popis prostorového usporadani molekul riznych forem, které muze
molekula zaujmout pfi rotaci kolem vazeb. Jednotlivé konformace se li§i v geometrii a energii,

pfi jejich studovani ziskdvame informace o vlastnostech danych struktur ¢i jejich interakcich.

Vybér jednotlivych konformeri byl proveden na zakladé nékolika kritérii, a to
dostate&ného rozliseni jejich nativni struktury (do 2 A), které udava miru detailnosti, s jakou
jsou atomy a jejich vzajemné vzdalenosti identifikovany ve struktufe. Velikost struktury hraje
v MD simulacich také svou roli, pokud by byla zvolena struktura pfili§ velka, nebyla by
optimalni pro rychlost simulace. Z toho diivodu byly vybrany struktury s takovou velikosti,
aby simulace probihaly v Case nékolika dni. A nakonec byl vybér ovlivnén dostateCnym
obsahem nekanonickych a/y rekonformaci ¢i jinych nekanonickych hodnot vhodnych pro
analyzu v dané molekule.

Nasledné byly struktury kontrolovany dle hodnot RMSD (root-mean-square deviation),
tedy stfedni kvadratické odchylky, poskytujici informace o podobnosti s geometrii daného
NtC konformeru. V tabulce je také uveden confal (konformacni validacni skore), ktery
vyhodnocuje spravnost zarazeni do urcitych konformacnich tfid NtC, nebo do jaké miry se

shoduje s referen¢nimi strukturami.
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Tabulka 2: Zastupci vybranych NtC konformerii obsahujici nekanonické konformace.

PDBID | NtC Krok konformeru RMSD | Confal
(fetézec cisla rezidui)
IPQT | NANT A_dA4_dA5S 1,04 0
A_dG5_dG6 1,52
A_dT7_dG8 1,04
A_dG8_dG9 0,85
A_dT10_dGl11 1,09
A_dG11_dG12 0,85
A_dT16_dG17 1,01
4USM | NANT A_dG17_dG18 0,86 0
A_dT19_dG20 0,99
A_dG20_dG21 0,85
A_dT22_dG23 0,96
A_dG23_dG24 0,85
A_dT25_dG26 0,96
A_C382_dG3 0,52
{UE2 NANT A_dA4_dA5S 0,40 0
A_dA5_dA6 0,71
BBI12 A_dG7_dCS8 0,36 90
1ZHU | NANT A_dC6_dA7 1,45 0
BB02 B_dA5_dG6 0,25 87
BB13 C_dC5_dCo6 0,40 59
NANT C_dA7_dGS8 0,95 0
BBI12 C_dG9_dT10 0,41 65
2F5N | NANT C_dT10_dCl11 0,56 0
BB12 C_dT11_dT12 0,54 18
BBO03 C_dT12_dA13 0,47 43
BB02 C_dA13_dC14 0,39 22
BBI12 C_dC14_dC15 0,42 70
NANT E_dC10_dCl11 0,46
2GIG | NANT F_dG8_dA9 0,56 0
NANT F_dC10_dCl11 0,53

7.1 Parametrizace silového pole
Jak jiz bylo vicekrat vySe zminéno, v praci byla pouzita tfi silova pole znama jako OL15,
OL21 a bscl z rodiny AMBER, modifikovana a odvozena od ptivodniho pole Amber ff99.
Pouzitim vice silovych poli vede k rozdilnym predikcim chovani molekul v pribéhu simulaci

v daném Case, coz je zaprtiCinéno riznymi parametry jednotlivych poli. Porovnani vysledkut z
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téchto tfi poli poskytne uzitecné informace k zji§téni jejich spolehlivosti a vhodnosti pro
konkrétni aplikace na systém.

Parametrizaci silového pole se rozumi definovani parametrd (Uhly, torze, vazebné
potencialy) a interak¢nich potenciald. Parametry urcuji chovani molekul a moznych interakci
v ramci simulace molekularni dynamiky. Silové pole se vybira na zaklad€ vhodnosti pro dany
simulovany systém. V tom to pfipadé byla vybrana optimalni silovad pole pro simulace
nukleovych kyselin a proteinti. Nejvhodnéjsim polem v dnesni dobé pro nukleové kyseliny by
meélo byt silové pole OL21. Hlavni snahou je tak vybrat takové silové pole, které by pak

nejlépe reprodukovalo experimentalni data. [14!

Pro modelovani energie systému ziskavame parametry z obecné rovnice potencialni
energie (Rovnice 4). Pouzité dihedralni parametry v polich, které jsou pro vysledné simulace
této prace dulezité, jsou nasledujici. Pro silové pole OL15, parametry pro a/y byly pouzity
z pole bscO (g+/t, Barcelona a/y modifikace) avSak hlavni modifikaci tohoto pole je
zptesnéni torzniho uhlu B cukr-fosfatové patete (Bori), vylepSeni €/{ = g/t (e{oL1) a
glykosidické torze y (yors).

Obdobné je tomu u pole bscl, ale jiz bez modifikace  dihedralniho thlu, zde je parm99.
Pro £/ je zde bscl £/{? a pro glykosidické torze bscl y.

V silovém poli OL21 byl modifikovan parametr a/y (OL21 a/y), zatimco z pole OL15
byla prevzata modifikace 3, €, C, a y dihedralnich uhla (Bov1). Pro modifikace parametri a/y
se vyuzilo metody, ktera zohlediiuje konformacné zavislé solvatacni efekty, aniz by dochazelo
k dvojimu zapo¢itani solvata¢ni energie. 1> 4!

471 Pro ptedpovéd fyzikalnich

Pro popis proteini bylo pouzito silové pole ff14SB.
vlastnosti vody v molekulové dynamické simulace byl vyuzit vodni model SPC/E 1“8
(extended simple point model) jakoz to reparametrizace od puvodniho SPC (simple point
chargé) modelu vody. Model je zaloZen na popisu vzajemné interakce mezi bodovymi naboji
a vdW kulickami. Voda je zde modelovana jako tfi bodovy (tfi atomovy) rovnoramenny
trojuhelnik, kde pro kazdy bod jsou pfifazeny parcidlni naboje a pro kyslik i1
Lennard-Jonesovy parametry; délka vazeb a thly jsou pevné dané. SPC/E zahrnuje praimérné
ucinky polarizace (average effects of polarization). Dal§im moznym vodnim modelem by
mohl byt vyuzit naptiklad TIP3P nebo ctytbodovy OPC, ktery je ale vypocetné velmi narocny.
Pro model SPC/E byly publikovany piehledové clanky, kde se navzajem porovnavaji
jednotlivé vodni modely pro rizné aplikace, kde jsem se inspirovala pravé pro vybér tohoto

modelu, pro struktury nukleovych kyselin.
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Jednotlivé MD simulace na GPU byly spustény v programu CUDA PMEMD (Particle
Mesh Ewald Molecular Dynamics)*! z balicku AMBER, ktery je k tomu primarné urden.
Program CUDA vyrazné snizuje Cas potiebny k provedeni simulaci, protoze vypocet probiha
na grafické karté. Casovy krok simulace byl nastaven na 4 fs.1’) K optimalizaci integra¢niho
kroku simulace bylo vyuzito metody HMR schéma prerozdéleni hmotnosti atomt na atomu
vodiku (Hydrogen mass reparttioning). Dochazi k prerozdéleni hmotnosti z tézsich atomu
(uhlik, dusik) na atomy vodiku, jejichz hmotnost tak zvétsi, ¢imz se snizi jejich rychlost a
zvetsi se prispévek k celkové kinetické energii systému. Technika HMR zlepSuje efektivitu
MD simulaci a umoziiuje dosazeni vyrazného zrychleni dynamiky. 1"

Simulace byly provadény za konstantniho tlaku, teploty a poctu Castic (NPT). Tlak byl
regulovan Monte Carlo barostatem a byl nastaven na 1 atmosféru (101 kPa), MC barostat
generuje nahodné zmény objemu v systému a vyhodnocuje jejich efekt na tlak. Teplota byla
konstantné udrzovana Langevinovym termostatem na 298 K (25 °C). Na vazby mezi vodiky
s jinymi atomy byla pouzita metoda SHAKE s toleranci 0,00001 A. Pouziti metody SHAKE
umoziuje simulovat s delSim Casovym krokem, s vét§i integracCni stabilitou a presnosti.
Souradnice nukleovych kyselin a proteint byly ukladany kazdych 10 ps. Vysledné trajektorie
byly analyzovany pomoci programu cpptraj z balicku AMBER. U struktur samotné DNA bez
proteinu byla celkova délka simulace 5 ns, abych ziskala podrobngj§i a komplexnéjsi

informace. Pro komplexy protein-DNA byla délka simulace nastavena na 1 ns. %!

7.2 Priprava vychozi struktury

Vychozi struktura byla ve formé pdb a musela byt nejprve upravena, aby mohla byt nactena
do programu LEaP. Nejprve bylo nutné u vSech struktur zneutralizovat nabojové interakce v
systému, aby nedochazelo mezi periodickymi oktaedrickymi boxy krepulzim a
minimalizovaly se artefakty. Nasledné€ bylo dodano potiebné mnozstvi iontd k dosazeni
vysledné koncentrace 0,15 M KCI s parametry iontdi dle Jounga a Cheathama. °!! Timto
zpusobem byly pfipraveny i ostatni struktury.

K solvataci struktur byl vyuzit oktaedricky box svodnim modelem SPC/E, jehoz
vzdalenost mezi vn&j§imi atomy a okrajem boxu byla minimalng 10 A. Pokud by byla
struktura vetsi, musi se jeji velikost vzit v potaz a zvétsit tak oktaedricky box, aby nedochazelo
k nechténym kontaktim s identickymi strukturami ve vedlejSich periodickych boxech.

V uvedenych strukturach se vyskytovaly 1 jiné ionty nez jen draselné a chloridové. Jednalo
se o ionty zinku vyskytujicich se ve struktuie DNA glykosylazy. Pro parametrizaci takovéhoto

[52

iontu byl vyuzit AMBER tutorial, popisujici pouziti pole ZAFF. 2! Z webové stranky

34



(https://ambermd.org/tutorials/advanced/tutorial20/ZAFF.php)  byly stazeny potfebné
parametry jako ZEFF.prep a ZAFF.frcmod, obsahuyjici parametry pro modelovani — vazby,
uhly, informace o naboji atd. (parametry byly stazeny v lednu 2024). Dle tabulky uvedené na
strankach musely byt vytvofeny nové vazby na Ctyifndsobné koordinovany iont zinku (Zn).
V tomto ptipade u 2F5N se jednalo o Zn-CCCC (center ID: 1). Dale byly spolu s parametrem
pro zinek dodany 1 pfislusné parametry pro rezidua, jez jsou na n¢j navazana, tedy v tom to
ptipadé Ctyfi cysteiny vazajici se ke kovu, které se nadale oznacovaly jako CYM. Nasledné
musely byt ve vychozich PDB pifepsana jména rezidui na jména modifikovanych rezidui ze
ZAFF, a to nasledovné: rezidua iontu zinku na ZN1 a rezidua Ctyt cysteinii na CY1.

U PDB ID: 1UE2, ktera v pavodnim pdb byla jen jednofetézcovou strukturou, bylo potieba
vygenerovat komplementarni fetézcovou strukturu, aby bylo mozné ji simulovat. Toho jsem
docilila za pomoci programu PyMol, kde bylo mozno ze symetrie vygenerovat nejblizsi

sousedy fetézce.

V neposledni fad€ bylo nutné urcit protonizacni stavy histidinu, jez se nachazi ve tfech
formach. U histidinovych zbytkd ziskanych rentgenovou difrakci nejsou uvedeny pozice
atomu vodiku, tudizZ nemizeme s piesnosti urcit o jaky protonizacni stav histidinu se jedna.
Pro ureni, o jaky typ histidinu se jedna, jsem vyuzila server PropKa 13, ktery navrhuje
protonizacni stav dle zadaného pH a struktury v okoli histidinu. Pro uji§téni se, ze je navrzeny
protoniza¢ni stav dle serveru PropKa spravny a konzistentni se siti vodikovych vazeb
v krystalu, bylo potieba vizualné zkontrolovat protonizaci za pomoci programu PyMol, spolu
se zméfenim délek vodikovych vazeb. Diky témto dvéma ovérenim protonizac¢niho stavu jsme
schopni urcit o jaky typ protonizace se jedna. V puivodnim PDB se histidin zapisuje
tiipismennym oznacenim HIS, které nefikd nic o svém protoniza¢nim stavu. Po urceni
protonizace programem PropKa bylo mozno volit jeden z nasledujicich typa. Prvnim typem
histidinu je HID (deprotonovany), kde je vodik umistén na 6 dusiku imidazolu, tedy blize
k postrannimu fetézci. Druhym typem je HIE (zvlastni forma), kde je vodik umistén
vzdalenéji od postranniho fetézce, a poslednim moznym typem je HIP protonovan na dusiku

[54

imidazolu, tj. nese kladny naboj. ¥ Dle dvojitého ovéfeni typu histidinu, byly pak

v pivodnim PDB histidiny oznacené jako HIS, pfepsany na jednotlivé typy HIP, HID ¢i HIE.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem této prace bylo sledovat chovani a stabilitu vybranych nekanonickych
konformaci cukrfosfatové patefe v MD simulacich neobvyklych DNA motivi a komplext
proteini s DNA. V prvni fadé€ se jednalo o simulace konformaci obsahujicich nekanonické
hodnoty torznich uhli a/y, provadéné s novym silovym polem OL21, jehoz modifikovany
potencial a/y by mél lépe popisovat pravé tyto konformace. Nasledné budou vysledky
porovnany s vysledky ziskanymi s pomoci star§ich silovych poli OL15 a bscl.

Dal§im ukolem bylo s pomoci MD simulaci popsat a definovat nové konformacni stavy
patefe DNA, které nebyly popsany v databazi DNATCO (kde jsou oznaceny jako NANT).
Tyto nové konformacni stavy jsem popsala hodnotami torznich uhla, které dobie
charakterizovaly nativni geometrii v MD simulacich. Chovani téchto stavii bylo opét

porovnano v simulacich s riznymi silovymi poli.
8.1 RMSD

Kontrola molekulové dynamickych simulaci byla provadéna vizualné v programu VMD a
pomoci grafi RMSD (root-mean-square deviation), tedy dle stifedni kvadratické odchylky
soutadnic. Hodnoty RMSD zprostfedkovavaji informaci o tom, jak moc se béhem simulace
jednotlivé snimky odchyluji od vychozi geometrie struktury, ziskané z experimentalni
analyzy. Z grafi RMSD miizeme usuzovat, zda byla MD simulace stabilni, nebo v ni doslo k
vyznamné rekonformaci molekuly, kterou doprovazeji vysoké hodnoty RMSD. Vysoké
hodnoty RMSD mohou byt indikaci riznych druhi probléma v simulacich a naznacuji potiebu
posouzeni pouzitelnosti simulované trajektorie. Pokud se hodnoty nijak extrémné neodchyluji
od puvodni experimentalni geometrie, pak mizeme usoudit, ze simulace probihala spravné a
muizeme s ni nadale pracovat a analyzovat ji. Mirné odchylky RMSD se vétSinou piipisu;ji
lehkym deformacim geometrie, které nijak neovliviiuji pouzitelnost simulace. RMSD muze
nabyvat vyssich hodnot pro molekuly vétSich rozméra, ptipadné kvali fluktuacim volnych

konct nukleové kyseliny nebo proteinu.

8.1.1 RMSD GAA hairpinu, 1PQT
Prvni zkoumanou strukturou je DNA hairpin 1PQT. RMSD (Obrazek 12) namétené pro
strukturu 1PQT v polich bscl, OL21 a OL15 se drzi okolo hodnot 1 A, struktura je tedy
v prubéhu simulace velmi stabilni a obdobna geometrii NMR nativni struktury. V ¢asovém
priibéhu zaznamu RMSD se nachazi n&kolik odchylek okolo 2-2,5 A, po kterych se ale RMSD

vraci zpét k niz§im hodnotam. Tyto odchylky jsou zpusobeny volnymi konci nukleové
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kyseliny. Celkové byly geometrie ve v§ech téchto tiech silovych polich stabilni po celou dobu

simulace.
RMSD 1PQT
3 T T T T T
'_ ' ! ' ' _. | bscl
25 m OL21
i m OL15
=z | _
A
:
1 . I . 1 . 1 . a5
1000 2000 . 3000 4000 5000
Cas [ns]

Obrazek 12: RMSD struktury GAA hairpinu 1PQT namérené v polich bscl, OL21 a OLI5.

8.1.2 RMSD GCA hairpinu, 1ZHU

RMSD (Obrazek 13) pro strukturu GCA hairpinu 1ZHU nepiekrocil ani v jednom ze tii
silovych poli hodnotu 3 A. Od NMR ptivodni struktury se v priibéhu MD simulace nijak
vyrazné neodliSuje. Lehké odchylky, které muzeme vidét u silového pole OLI15 jsou
zpusobeny odchlipovanim nesparované baze dC1, ktera volné fluktuuje v roztoku a baze
v loopu GCA dC6 se v prubéhu simulace také na mensi chvili odklopi, ale vraci se zpét.
Obdobn¢ je tomu u silového pole OL21, kde odchyleni od NMR nativni struktury neni tak
Sasté. Celkové jsou grafy RMSD ve viech polich velmi stabilni a nepiekracuji hodnoty 3 A.
Muzeme tedy fict, ze simulace probéhly v poradku a mizeme tak nadale analyzovat data

ziskana z nich.
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Obrazek 13: Graf RMSD pro strukturu GCA hairpinu 1ZHU ve vSech silovych polich.

8.1.3 RMSD G-kvadruplexu, 4USM
Hodnoty RMSD (Obrazek 14) struktury G-kvadruplexu 4USM se pohybovaly nejcasteji

v oblasti okolo 3 A. Nejblize se k ptivodni krystalové geometrii piiblizila simulace silového
pole bsc1 RMSD okolo 2 A. Stemy kvadruplexi byvaji vétsinou relativné stabilni, také diky
stabilizaci ionty K¥, nachazejicimi se v kanalu G-kvadruplexu. To platilo i zde, avsak vyssi
RMSD odchylky od pivodni geometrie byly zapficinény dlouhymi volnymi konci nukleové
kyseliny. Pro veétsi kontrolu jsem si ovéfila fluktuaci vySe zminénych volnych konct
v prubéhu simulace v programu VMD, kde bylo zfeteln€ vidét. Dal§im faktorem ovliviiujicim
vy$si hodnoty RMSD, byly dvoji okupance torzniho uhlu chi nachazejicich se na Ctyfech
mistech G-kvadruplexu, jez nabyvaly stfidavych hodnot syn a anti. Tyto torzni uhly mély
v prubéhu simulaci tendenci odchylit se od pavodnich nativnich hodnot, coz mize naznacovat
nepiesnost parametrizace glykosidického thlu nebo nespravné urCeni konformace v X-ray
struktute. Pribéh jednotlivych RMSD v kazdém silovém poli je az na obCasné odchylky
relativné stabilni, a neptesahuje 5 A. RMSD pro silové pole OL15 je zpo&atku simulace lehce

vy$§i, avsak poté se hodnoty také ustali v okoli 3 A. Celkové se jedna o stabilni simulace.
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Obrdazek 14: RMSD G-kvadruplexu 4U5M v silovych polich bscl, OL21 a OL15.

8.1.4 RMSD interkalovaného duplexu, 1UE2
Hodnoty RMSD (Obrazek 15) v simulacich struktury interkalovaného duplexu 1UE2 se
pohybovaly okolo 2 A. V poli OL21 je struktura po celou dobu simulace relativné stabilni a
nenabyva zadnych odchylek. Oproti tomu v poli OL15 dojde v ¢ase kolem 4500 ns ke zvySeni
odchylky k4 A z dtvodu, ze se baze dAS a dA13, které jsou ve stackingu, odklopuji a
opousteji své misto. Dochazi ke ztraté stackingu s okolnimi bazemi. Podobnou odchylku
vykazuje i pole bscl ve vétsi Casti prvni poloviny simulace ze stejného divodu, odklopovani

bazi dA4 a dA13. V poli OL21 k tomuto odklopovani bazi nedochazi.
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Obrazek 15: RMSD struktury interkalovaného duplexu 1UE2 v silovych polich bscl, OL21 a OLI5.

8.1.5 RMSD DNA glykosylazy, 2F5N

Stabilita dle RMSD se pro komplex DNA glykosylazy 2FSN provadéla zvlast pro
nukleovou kyselinu a zvlast’ pro protein.

Na prvnim RMSD (Obrazek 16) se nachazi pouze RMSD pro nukleovou kyselinu. RMSD
zde opét nepiesahuje hodnot 4 A, a drzelo se ve viech tfech polich spie okolo 3 A. Nejvice
stabilni a nejblizsi experimentalni krystalové strukture bylo pole OL21, které nema v prubéhu
simulace zadné vys$i odchylky. V poli bscl a OL15 doslo k mensim odchylkam, které
pripisuji velikosti nukleové kyseliny a jejim volnym konctim, které fluktuovaly v pribéhu
simulace, kde baze A dAl neni parovana, a tudiz v prubéhu simulace dochazelo k ¢astym

fluktuacim.
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Obrazek 16: Graf RMSD nukleové kyseliny struktury DNA glykosylazy 2F5N.
Protein dle RMSD (Obrazek 17) vypadéa velmi stabilné a mirné odchylky budou dany
velikosti proteinu. Po shlédnuti simulace v programu VMD pfipisuji mirné odchyleni

fluktuacim volnych koncti. Mizeme tedy fici, ze dle kontroly stability RMSD probé&hly

simulace vydareng.
RMSD 2F5N
B L B B B B R N R YT |
1 mOL21
m OLI5

RMSD [A]
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Cas [ns]
Obrazek 17: Graf RMSD proteinu struktury DNA glykosylazy 2F5N.
8.1.6 RMSD DNA endonukleazy, 2GIG
Kontrola stability u tohoto komplexu probéhla také zvlast pro nukleovou kyselinu DNA
endonukledzy a pro protein tohoto komplexu.) RMSD nukleové kyseliny, kterd vypada velmi
stabilné (Obrazek 18). Mimé odchylky od pavodni struktury jsou zpusobeny velikosti
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samotné nukleové kyseliny a fluktuaci volnych koncti v roztoku. Hodnoty RMSD se drzi pod

2A
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Obrazek 18: RMSD nukleové kyseliny DNA endonukledzy 2GIG.

RMSD proteinu (Obrazek 19) je opét stabilni, mirné odchylky zptsobuji volné konce
proteinu, které fluktuuji v pribéhu MD simulace. Celkové hodnoty RMSD nepiesahuji hodnot
3,5 A az na par vyjimek, z nichz se opét vraci k niz§im hodnotam okolo 2,5 A, kde setrvavaji

vétsinu simulace. Obé provedena RMSD poukazuji na stabilitu MD simulace.

42



m OL2]
m OL15

oe " | . | N | L | . o
0 200 400 600 800 1000

Cas [ns]

Obrdzek 19: RMSD proteinu struktury DNA endonukledzy 2GIG.
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8.2 NOVE KONFORMACNI STAVY

Jelikoz se ve studovanych molekulach DNA vyskytovalo mnoho nepfifazenych
konformac¢nich stavi NANT, bylo jednim z hlavnich tkolt tyto konformace popsat a
definovat pro né novy konformacni stav NtC, ktery by mohl byt vhodnym kandidatem na
rozsifeni databaze konformacnich stavi DNATCO.

Vychodiskem byla stavajici databdze DNATCO, ze které bylo Cerpano pfifazeni v ni
definovanych stavii NtC dle deviti torznich Ghld. S pomoci téchto deviti torzi byly také
definovany nové konformace, které byly v této praci oznaCovany zkratkou NS (new state).

Novy konformacni stav byl vytvafen na zékladé¢ dat ziskanych z molekuloveé dynamickych
simulaci. Histogramy jednotlivych torznich 0hlG nameéfenych v pribéhu simulace byly
vytvareny zvlast pro jednotlivé torze kazdého studovaného DNA stepu, a v nékterych
ptipadech jen pro torze a a y, pokud byla potieba analyza jen téchto uhli. Nejpopulovanéjsi
regiony histogramli byly charakterizovany pramérnou hodnotou torzniho uhlu v tomto
regionu. Pokud bylo navstévovano vice regiont, byly nové konformacni stavy vytvoreny
zarovei s nejpopulovanéjSim i pro né.

Navstévované regiony raznych uhli byly nasledné prifazeny k sobé podle toho, zda se v
Casovém prubéhu uhlt z MD simulace vyskytovaly zaroven. Napiiklad pokud se a v pozici
gauche+ vyskytovala zaroven s uhlem y, ktery se nachazel v pozici trans, pak byly ve
vysledné konformace ptifazeny k sobé a popsany jako o/y = g+/1t.

Zpusob nalezeni nejpopulovanéjSich regionli, v nichz se dané torze nachazeji, byl
aplikovan zvlast v kazdém silovém poli, kde byl region definovan pomoci histogramt. Pokud
byly histogramy obdobné ¢i totozné v jednotlivych silovych polich, pak byl proveden prameér
mezi vSemi poli a bylo dosaZzeno zisku regionti definujici dané torze. Timto zptsobem byl
definovan novy konformacni stav (NS) o deviti dihedralnich thlech popisujicich lokalni
konformaci patefe DNA.

V nékterych ptipadech byly rekonformace uhlt €/ nezavislé na rekonformacich thla a, 3
a v. Proto pro dosazeni vysledné definice nového stavu byl vybran pouze nejnavstévovanéjsi
region uhlu € a C, 1 kdyz se ne vzdy vyskytoval zaroven s definovanym stavem o, 3 a y.

Nasledné byly nové konformacni stavy spolecné s NtC konformery znamymi z databaze
DNATCO piitazovany awk skriptem. Tento skript analyzoval hodnoty deviti torznich Ghlt
pro kazdy snimek MD simulace a pfifadil jim NtC konformaci nebo novy stav NS na zakladé
nejmensi vzdalenosti v 9D prostoru torzi. Pfi pfifazovani byl pouzit cutoff na vzdalenost

analyzovaného snimku od referencni struktury, aby byly snimky pfifazeny pouze, pokud jsou
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dostatecné blizké k referencni struktute. Cutoff mél hodnotu 80°, takze snimky, jejichz

vzdalenost od referencni struktury byla vétsi nez 80° (RMSD) nebyly pfifazeny.

Kontrola molekulové dynamickych simulaci byla provadéna vizualné v programu VMD
(Visual Molecular Dynamics) a pomoci grafit RMSD (root-mean-square deviation), tedy dle
sttedni kvadratické odchylky soutfadnic. Hodnoty RMSD zprostfedkovavaji informaci o tom,
jak moc se béhem simulace jednotlivé snimky odchyluji od vychozi geometrie struktury,
ziskané z experimentalni analyzy. Z grafit RMSD muzeme usuzovat, zda byla MD simulace
stabilni, nebo v ni doslo k vyznamné rekonformaci molekuly, kterou doprovazeji vysoké
hodnoty RMSD. Vysoké hodnoty RMSD mohou byt indikaci riznych druhti problémt v
simulacich a naznacuji potiebu posouzeni pouzitelnosti simulované trajektorie. Pokud se
hodnoty nijak extrémné neodchyluji od pivodni experimentalni geometrie, pak mizeme
usoudit, ze simulace probihala spravné a miizeme s ni nadale pracovat a analyzovat ji. Mirné
odchylky RMSD se vétsinou piipisuji lehkym deformacim geometrie, které nijak neovliviiuji
pouzitelnost simulace. RMSD muze nabyvat vysSich hodnot pro molekuly vétSich rozméra,

pfipadné kvili fluktuacim volnych konct nukleové kyseliny nebo proteinu.

8.2.1 Konformacni stavy GAA hairpinu, 1PQT

V GAA smycce této struktury byl zkouman step A_dA4_dAS, ktery je v databazi
DNATCO definovan jako nepopsany NANT konformacni stav. Proto byl zde ukol
nasledujici: zjistit, o jaky konformacni stav se zde jedna, a pokusit se ho popsat
charakteristickymi hodnotami torznich uhli. V tabulce (Tabulka 3) nize jsou uvedeny
pavodni nativni hodnoty z NMR struktury, ke kterym jsem se snazila pfiblizit. Nejvice jim
odpovidal novy konformacni stav NS1 a jiz existujici NtC konformace OP19, kde NS1 byl
vytvoren jako prunik jednotlivych torznich GhlG mezi v§emi silovymi poli, tj. utvofen z
nejpopulovanéjsich regiona torznich uhli, na zakladeé jejich soucasného vyskytu v danych
regionech v Casovém prubé&hu piiblizné celé MD simulace, pokud tomu tak bylo.

Tyto nejpopulovanéj§i nekanonické regiony «/y rekonformaci jsou vyobrazeny v
grafu (Graf 1) nize, kde jsou uhly a vyznaceny zelenou barvou a tthly y modrou. Torze ' i y
navs§tévovaly také méné obsazené kanonické regiony, avSak ty se v prubéhu simulace
vyskytovaly jen minimalné (pod 10 % celkového vyskytu). V konformeru OP19 byly
uhly a/y nekanonické a/y = g+/t (gauche+/trans). Tyto dva stavy se vyskytovaly v priabéhu
celé simulace ve vSech tfech polich. Jednotlivé nové konformacni stavy se v prubéhu simulace
velmi Casto stiidaly. Jedinym rozdilem mezi novymi konformacnimi stavy byly hodnoty torzi

€/{, v grafu (Graf 2) jsou uhly € vyznaeny modrou barvou a { oranzovou. V simulaci
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navstévovaly kanonickou 1 nekanonickou formu nezavisle na konformacich ostatnich

okolnich thla. Hodnoty torzi € /{ zastoupené nejCetnéjSim regionem odpovidaly stavu NS1.

Tabulka 3: Hodnoty deviti torznich wihlii [°] pro nativni strukturu a nové stavy (NS) ziskané z MD simulace, spolecné
s NtC konformaci OP19 struktury GAA hairpinu.

51 %1 el a | o2 | B2 | 12 52 %
nativni | 146 | 245 | 210 | 103 | 76 | 210 | 185 | 149 | 280
NS1 138 | 253 | 175 | 155 | 72 | 227 | 190 | 146 | 279
OP19 | 145 | 250 | 225 | 64 | 74 | 186 | 188 | 126 | 255

Graf 1: Histogram pro a/y stepu dA4_dA5 ve vsech silovych polich GAA hairpinu.
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Graf 2: Histogram € /{ stepu A_d14_dAS5 ve vSech silovych polich GAA hairpinu.
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Silové pole OL21, ve kterém je noveé modifikovan a /y potencial a torze €/{ jsou piebrany

ze silového pole OL15, nejlépe popsalo nekanonické stavy OP19 a NS1 jejichz geometrie se
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nejvice blizi nativni NMR konformaci. Novy konformacni stav NS1 se zde vyskytoval
v 60 %, dale se tento stav udrzel v 46 % v poli OL15 a nejhlfe na tom bylo silové pole bscl,
které tento stav udrzelo pouze v 48 %. Konformacni stav OP19 se nejvice vyskytoval
v silovém poli OL15 az v 26 %. V nasleduyjici tabulce (Tabulka 4) je celkovy procentualni
prehled novych konformacnich stavii jednotlivé v kazdém silovém poli. Jelikoz si tyto
konformacni stavy jsou v tomto piipadé velmi podobné (odlisné pouze v £/{), z pohledu uhla
a/y, které me zajimaji nejvice, by se dalo fici, Ze se jedna o tentyz stav. A tudiz celkové
procento obsazené témito stavy v daném silovém poli je v tuto chvili nejdilezitéjsim faktorem
pro posouzeni, jak presné silové pole popisuje nekanonické stavy a/y. Tabulka 4 ukazuje, ze
silové pole OL21 dokazalo nekanonicky stav relativné dobfe popsat a stabilizovat az na
necelych 90 % doby simulace, coz naznacuje, ze modifikovany a/y potencial v poli OL21
popisuje konformaci GAA smycky Iépe nez ostatni testovana silova pole.

Tabulka 4: Procentualni podil novych konformacnich stavii GAA hairpinu v jednotlivych silovych polich.

OL21 [%] OL15 [%] Bscl [%]
NS1 62,0 46,1 48,7
OP19 25,5 26,7 27,3
Soucet 87,5 72,8 76,0

Pro step A_dA4_dAS5 bylo hlavnim cilem zanalyzovat konformer s nekanonickymi
hodnotami a/y, avSak v této konformaci se vyskytuje 1 nekanonickd B nabyvajici hodnot
vys$Sich, nez je kanonicka trans okolo 180° (high-trans). Proto jsem zkusila porovnat torzni
uhel B pomoci histogramu v jednotlivych silovych polich a pozorovat tak jeji chovani
v prubéhu molekulové dynamickych simulaci. Na tomto grafu (Graf 3) je vidét evolucni
posun, kdy silové pole bscl je velmi obdobné silovému poli OL15, a oproti tomu novéjsi pole
OL21 jiz 1épe stabilizuje nekanonicky konformacni stav torzniho thlu . V poli OL21 uplné
vymizel stav okolo 60°, navstévovany v bscl, a radéji uhel B navstévoval nekanonicky stav,
ktery se nachazel v pivodni NMR struktute, tedy okolo 230°. V silovych polich OL15 a bscl
B navstévovala také stav okolo 110°, kteryzto v poli OL21 také skoro vymizel. Z tohoto
histogramu muzeme tedy usoudit, Ze nov€jsi silové pole OL21 dokaze lépe stabilizovat

nekanonicky stav i1 pro torzni uhel f.
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Graf 3: Histogram [ stepu A_dA4_dA5 GAA hairpinu ve vSech silovych polich.
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8.2.2 Konformacni stavy GCA hairpinu, 17ZHU
Tato struktura byla vybrana, protoze se zde nachazi step A dC6 dA7, ktery obsahuje
nekanonicky o/y = g-/f a tento step je v databazi DNATCO zarazen do tfidy NANT. Struktura
1ZHU obsahovala jeste jeden nedefinovany NANT step ato A_dC1_dA2, avSak jak jiz bylo
zminéno u ovérovani stability dle RMSD, tato rezidua se nachéazeji na konci nukleové kyseliny
a dochazi u nich k vysoké fluktuaci a dochazi tak k deformacim patefe. Proto tento step

nebudu analyzovat.

Hlavni snahou bude analyzovat a/y rekonformaci vtomto konformacnim kroku.
Predpokladam obdobné chovani jako u predchozi struktury GAA hairpinu 1PQT. Na zakladé
nalezeni nejpopulovanéjSich regionti deviti torzi se nalezeny konformacni stav shodoval
s NS1 v 1PQT. Byl zde tedy zaveden novy konformac¢ni stav NS1 definovany v piedchozi
kapitole 8.2.1 struktury GAA hairpinu. Tento novy stav NS1 obsahuje hodnoty uhla
a/y = g+/t, které se velmi podobaji hodnotdm nativnim dvoji okupance (B). Hodnoty vSech
torzi jsou uvedeny v porovnani s pivodnimi NMR hodnotami v tabulce (Tabulka 5) nize.
Torzni thel a si vzdy hned po zacatku MD simulace nasel vyhodnéjsi stav, ktery je v tomto
ptipadé nekanonicky gauche+ a vtomto stavu setrval po zbytek simulace, nebo se jen

minimaln¢ vracel do kanonického gauche-.

V MD simulaci se objevovala i konformace OP19, ktera také obsahuje nekanonické

hodnoty pro a/y = g+/¢, avSak neodpovida pavodnim hodnotam &/{. Tyto dva stavy si jsou

48



velmi podobné az na zminéné torze €/{, proto jsem je ve vysledcich uvedla oba a secetla je
tak dohromady jakozto podobnost k nativnim hodnotam.

Tabulka 5: Hodnoty nativni struktury GCA hairpinu a novych konformacnich stavii [°].

81 | x1 [ el | | a2 | B2 | y2 | 82 | g2
A_dC6_dA7 (A) | 142 [ 237 [ 175 | 250 [ 265 | 57 [ 166 | 123 | 263
A_dC6_dA7 (B) | 151 | 239 | 183 | 130 | 80 | 259 | 184 | 122 | 262
NS1 138 | 253 [ 175 | 155 | 72 | 227 | 190 | 146 | 279
OP19 145 | 250 | 225 | 64 | 74 | 186 | 188 | 126 | 255

Pro porovnani chovani thla a/y béhem MD simulace bylo vyuzito histogramt jednotlivych
torznich Ghlu, proveden pro vSechna tii silova pole. Z grafu (Graf 4) je viditelné, Ze torze
navstévovaly 1 jiné nez-li jen nekanonické regiony. Torzni uhel y pro pole OL21 a OL15
nejCastéji setrvaval v nekanonické trans poloze, oproti tomu v poli bscl, kde thel y setrvaval
v kanonické gauche+. Torzni thel o navstévoval nejcastéji nekanonicky region gauche+
v polich OL21 a OLI15, vpoli bscl tento stav spiSe setrvaval v kanonické gauche-.
Z histogramu a/y vyplyva, ze nejlépe nekanonickou konformaci udrzela pole OL21 a OL15,

to muzeme pripsat jejich evolucni vyspélosti.

Graf 4: Histogram a/y stepu A_dC6_dA7 GCA hairpinu ve vSech silovych polich.
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Vysledné procentuélni zastoupeni nového stavu NS1 je uvedené v tabulce (Tabulka 6) nize.
Celkové si jsou vysledky podobné pro silova pole OL21 a OL15. Silové pole bscl, které v
MD simulaci spise uptednostiiovalo kanonické konformace, se k pivodni nekanonické y trans
nepiiblizilo, podobnost s nativnimi hodnotami pole udrzelo pouze u a gauche-. Pole OL21 a

OL15 hodnoty uhld o/y vnovém konformacnim stavu NS1 udrzely v nekanonickych

49



hodnotach na vice jak 50 % celé MD simulace. Mlizeme tedy fici, Ze si torzni uhel o radgji
vyhleda nekanonické hodnoty nez-1i kanonické které po zbytek simulace navstévuje soucasné

s nekanonickou y v regionu trans.

Stavy OP19 se vyskytovaly u poli OL21 a OL15 procentualné nad 17 %, u pole bscl se
tento stav vyskytoval minimalné, z toho divodu, ze bsc1 nebylo schopné spravné nasimulovat
a udrzet nekanonické hodnoty torznich uhli o/y. Celkoveé souctem stavi NS1 a OP19
ziskavame v polich OL21 a OL15 vysledné hodnoty okolo 70 %.

Kdybychom zapocitaly k témto hodnotdm jes§t€ kanonicky druhy nejnavstévované;si
region uhlt, dosahlo by se hodnot u poli OL21 a OL15 az 85 %, pro pole bscl by jen samotné
kanonické konformace utvorily vice jak 60 % MD simulace.

Tabulka 6: Vysledné procentualni zastoupeni NS1 a OP19 v GCA hairpinu.

OL21 [%] | OL15 [%] | Bscl [%]

NS1 52,7 52,1 23,9
OP19 18,2 17,0 0
Soucet 70,9 69,1 28,1

Vysledna procenta poukazuji na shodu mezi strukturami hairpind 1PQT a 1ZHU, kdy
v nedefinovanych stepech se nachazely stejné konformace, které mezi sebou v praibéhu MD

simulace pfechazely.

8.2.3 Konformacni stavy G-kvadruplexu, 4USM

Struktura levotoc€ivého G-kvadruplexu je zajimava sama o sob€, avSak pro tuto praci byla
predev§im zajimava v tom, ze vSechny jeji stepy jsou v databdzi DNATCO oznaceny jako
nedefinované NANT konformace. Zde byly studovany stepy nachéazejici se v tabulce 7.
Vsechny tyto stepy obsahovaly v nativni struktufe stejné konformace, charakteristické
hodnotami torze a v poloze trans a v poloze high-trans, kde torze y se objevovala bud’ jako
kanonicka gauche+ anebo jako nekanonickéa gauche-. Takovato konformace nebyla pred tim
v databazi DNATCO popsana, a proto je zde uvedena jako nedefinovana. Pokud by uvedena
mnohonasobné se opakujici konformace byla v MD simulacich stabilni, bylo by mozné o ni
premyslet jako o nové konformaci, jez by mohla rozsifit databazi DNATCO. Zde se tedy
zaméfim hlavné na nekanonické tihly a/f a jejich stabilitu v riznych silovych polich.

Silova pole OL15 a OL21 by méla tento nekanonicky stav stabilizovat 1épe, diky
modifikaci torzniho uhlu f, ktera 1épe stabilizuje hodnoty uhlu 8 v oblasti high-trans. Pole

OL21 s modifikovanym a/y potencidlem by mélo stabilizovat thel a = trans 1épe nez pole
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OL15 a bscl. Na zakladé MD simulaci ve vSech tfech silovych polich byly vytvofeny nové
konformacni stavy vychazejici z hodnot maxim distribuci torznich uhlt v jejich histogramech
v jednotlivych silovych polich. V tabulce nize (Tabulka 7) jsou uvedeny nové konformacni
stavy (NS) spolu s nativnimi hodnotami torznich Ghlii ziskanymi experimentalni metodou
rentgenové difrakce. Z tabulky mizeme vycist, ze novy konformacni stav NS1 je populovany
predev§im v polich OL15 a OL21 a je svymi hodnotami velmi podobny hodnotam nativnim,
proto ho také mizeme oznaCovat za nativni.

Tabulka 7: Hodnoty torznich wihlit novych konformacnich stavii pro 4U5M spolu s nativnimi hodnotami z krystalové

struktury. Hodnoty tihlii jsou uvadeny v °.

51 %1 el Cl a2 B2 2 52 %
nativni | 143 | 234 | 303 92 171 | 229 55 143 | 234
NS1 | 143 | 222 | 307 84 176 | 224 55 143 | 222
NS2 | 141 | 228 | 307 | 133 | 304 | 160 | 307 | 133 | 228
NS3 | 146 | 235 | 279 | 145 | 295 | 155 | 320 | 146 | 235

Nekanonické stepy obsahujici torze a/f maji nativni hodnoty a/f = trans/high-trans.
V MD simulaci se se hodnoty pohybovaly predev§im v a/f = t/high (tras/high-trans)
(Tabulka 8), tyto hodnoty udrzela pole OL21 a OL15. V silovém poli bscl se hodnoty drzely
a/p = g-/t, tedy v klasickych kanonickych hodnotach.

Tabulka 8: Hodnoty torznich tihlii a /B ve vybranych nekanonickych stepech struktury 4USM. Jsou-li pro jednu torzi
uvedeny dva stavy (naprv. t/(g-)), pak prvni je dominantni a druhy méné populovany.

Step Uhel Nativni struktura OL21 OL15 bscl
(a/B)
A_dG5_dG6 a6, B6 t; high t/(g-); high gt
A_dT7_dG8 a8, B8 t; high t; high gt
A_dG8_dG9 a9, B9 t; high t; high gt
A_dT10_dGl11 all, B11 t/(g-); high t/(g-); high g+t
A_dG11_dG12 al2, B12 t/(g-); high t; high g-;t
A_dT16_dG17 al7, B17 t high g-/t; t/(high) g-/(t); high gt
A_dG17_dG18 | «l8, P18 ’ t; high t; high g-;t
A_dT19_dG20 a20, 20 t; high t; high g-;t
A_dG20_dG21 a2l, B21 t; high t/(g-); high g-;t
A_dT22_dG23 a23, B23 g-/(t); t/(high) | g-/t; high/t t; t
A_dG23_dG24 a24, 24 g-/t; t/high | g-/(t); t/(high) gt
A_dT25_dG26 a26, 26 t/g-; high/t g-/(t); t/high gt

Hlavni snahou bylo, aby silova pole udrzela nejlépe po celou dobu simulace nativni

hodnoty, tedy hodnoty nového konformaéniho stavu NS1. Konformacni stavy NS2 a NS3 jsou
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charakterizovany kanonickymi hodnotami torzi @ a 5, avSak v experimentalni struktuie se
vyskytuji nekanonické hodnoty y (gauche-). V tabulce (Tabulka 9) jsou uvedeny vysledky
s cutoffem novych konformacnich stavi v jednotlivych silovych polich. Vysledna procenta
predstavuji praimér hodnot vSech vybranych stept, viz Tabulka 10.

Jedinou vyjimkou, u které¢ doslo v MD simulaci se silovym polem OL21 k vyraznému
odchyleni od stavu NS1, byl step A_dT10_dGl11, kde doslo ke zméné thlu y v dT10 z
konformace anti na syn. Tymin dT10 interaguje stackovou interakci s koncovym kvartetem
kvadruplexu, ale jeho prekryv a interakce s kvartetem neni optimalni, a proto dochazi relativné
snadno k uvolnéni dT10 do roztoku a k pfipadné rekonformaci thlu %. Protoze tato zména
nesouvisela s konformaci patete, zahrnula jsem obé konformace (s 1 =235°1s 1 = 58°) do
stavu NS1. To bylo prakticky provedeno tak, ze byla zavedena nova specialni konformace s
xl = syn (yl = 58°) a jeji populace byla zapocitana do populace stavu NS1. Celkova
procentualni populace stavu NS1 pro step A_dT10_dG11 v poli OL21 se zapocitanim
hodnot y jak anti, tak syn byla 87,3 %. V tabulce 10 je tato hodnota oznacena hvézdickou s
poznamkou.

U ostatnich silovych poli tomu tak nebylo, jejich simulovana chi hned na zacatku simulace
ptreskocila do polohy anti. Tento pteskok do jiné polohy byl zapficinén tim, ze struktura ma
v tomto konformacnim kroku dvoji okupanci, coz znamena, ze mize nabyvat, jak hodnot syn,
tak hodnot anti (pro chi) v poméru 50:50. Dalsi dvoji okupance se nachazely u y4, x13 a x14,
avSak ty zde nijak nadale neovliviiovaly vybrané konformacni stepy.

Silové pole OL21 dokazalo udrzet stav NS1 v necelych 70 % celé simulace, pole OL15 v
68 % simulace, celkovy rozdil mezi poli je pfiblizn€ o 2 %. V porovnani mezi jednotlivymi
stepy, silové pole OL21 dokazalo 1épe definovat nové konformacni stavy a také dokéazalo
nasimulovat moznost dvoji okupance oproti poli OL15 a bscl, coz by mélo byt diky novejsi
modifikaci o/y potencidlu pole OL21 pro vySsi stabilizaci. V polich OL15 a OL21 se
v prubéhu zbylé simulace navstévovaly konformace NS2 a NS3, a jen malé procento jinych
konformacnich stavi. Naopak v silovém poli bscl se prevladal konformacni stav NS3, ktery
se odchyluje od nativnich hodnot, pficemz pole jen minimaln€é konvergovalo k témto
hodnotam po dobu celé MD simulace. Tato skute¢nost by mohla byt zptisobena neschopnosti

silového pole bscl adekvatné stabilizovat a /y potencial.

52



Tabulka 9: Procentualni podil novych konformacnich stavii v jednotlivych silovych polich.

(o /p) OL21 [%] OL15 [%] bscl [%]
NS1(t/high) 69,8 68,0 2,2
NS2 (g-/t) 10,3 5.4 11,8
NS3 (g-/t) 11,1 14,9 49,5
Jiné stavy 8,8 11,8 36,5

Tabulka 10: Procentudlni podil novych konformacnich stavii 4USM v jednotlivych silovych polich.

OL21 [%] OL15 [%] bscl [%]
NSI NS2 NS3 NSI NS2 NS3 NSI NS2 NS3
A_dG5_dG6 | 854 | 78 | 53 | 847 | 67 | 46 | 00 | 128 | 87,1
A_dT7.dG8 | 91,1 | 1.1 38 | 953 | 00 | 03 | 54 | 00 | 42
A_dG8_dG9 | 845 | 102 | 43 | 763 | 128 | 96 | 00 | 99 | 894
A_dT10_dG11 | 873% | 45 | 196 | 494 | 1.6 | 176 | 00 | 00 | 00
A_dG11.dG12 | 798 | 130 | 48 | 865 | 28 | 25 | 24 | 263 | 71,0
A_dT16.dG17 | 343 | 109 | 353 | 136 | 144 | 712 | 1,5 | 52 | 855
A_dG17.dGI8 | 842 | 90 | 34 | 85 | 79 | 39 | 52 | 269 | 67,7
A_dT19.dG20 | 83,6 | 23 | 78 | 949 | 0,1 12 | 81 | 05 | 194
A_dG20.dG21 | 814 | 128 | 3.8 | 872 | 74 | 34 | 03 | 150 | 843
A_dT22.dG23 | 43,1 | 92 | 338 | 328 | 89 | 51,6 | 02 | 01 | 94
A_dG23.dG24 | 459 | 423 | 81 | 809 | 09 | 25 | 26 | 442 | 520
A_dT25_dG26 | 37,1 | 0,1 30 | 294 | 09 | 104 | 04 0 | 242

* Populace stavu NS1 zahrnovala x 1 s hodnotou anti i syn, viz text.

8.2.4 Konformacni stavy interkalovaného duplexu, 1lUE2

U struktury interkalovaného duplexu 1UE2 se vyskytovalo nékolik nedefinovanych NANT

stept, u nichz jsem se rozhodla je nadefinovat novym konformacnim stavem. Struktura

obsahovala dvé vlakna, ktera byla identicka, z toho diivodu jsem analyzovala pouze jedno a

predpokladala jsem obdobné chovani obou fetézci. Jednalo se o tii stepy A_C382_dG3,
A_dA4_dAS a A_dAS5_dA6, kazdy z nich mél unikatni hodnoty torznich Ghla, tudiz se muselo

nadefinovat vice novych konformacnich stavii. Nové konformacni stavy se ziskaly z pruméru

nejpopulovanéjsich hodnot jednotlivych torznich uhli, mezi v§emi silovymi poli. U stavil

A_dA4_dAS a A_dAS5_dA6 byla v krystalové struktufe dvoji okupance, tudiz jsem zde

pracovala i s moznosti vice okupovanych regiont uhly. Nové konformacni stavy jsou uvedeny

spolu s nativnimi hodnotami (i hodnoty okupance) v tabulce (Tabulka 11) nize. Nové

konformacni stavy se snazi co nejlépe reprezentovat naméfené experimentalni geometrie.
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Déle bude studovan koncovy step A dG7 dC8 definovan databazi DNATCO jako
konformer BB12, kde budou pozorovany hodnoty torze a/y = g-/t a budu zji§tovat jejich
stabilitu v prubéhu MD simulaci.

Tabulka 11: Hodnoty torznich uhlit novych konformacnich stavii 1UE2 a hodnoty nativni ve vybranych
nekanonickych stepech [°].

Step o1 x1 el €1 a2 B2 v2 52 x2
Nativni 123 | 254 | 168 | 268 | 310 | 161 | 55 | 149 | 2064

A 2
(382463 BB00 138 | 253 | 183 | 258 | 304 | 180 | 44 | 138 | 258
Nativni (A) | 88 | 213 | 221 | 299 | 293 | 216 | 57 | 147 | 286
A_dA4_dAS Nativni (B) | 90 | 213 | 239 | 296 | 218 | 151 | 164 | 126 | 237
ICO1 83 | 203 | 220 | 290 | 297 | 223 | 54 | 145 | 283
NSI1 90 | 217 | 218 | 290 | 179 | 185 | 187 | 115 | 233
Nativni (A) | 147 | 286 | 218 | 166 | 293 | 199 | 50 | 145 | 266
A_dAS5_dA6 Nativni (B) | 126 | 237 | 236 | 202 | 290 | 199 | 50 | 145 | 266
ICO5 141 | 273 | 255 | 174 | 289 | 178 | 50 | 147 | 275
NS2 115 | 233 | 238 | 183 | 62 | 194 | 299 | 144 | 271

Stepu A C382 dG3 byl skriptem pfifazen konformacni stav BB0O, ktery je svymi
hodnotami kanonicky, prestoze step je databazi DNATCO definovan jako NANT. To je
pravdépodobné zptuisobeno méné piisnym cutoffem pro pfifazeni pouzitym v naSem skriptu
ve srovnani s obdobnym cutoffem v DNATCO. Hodnoty o/B/y odpovidaji kanonickym
gauche-/trans/gauche+.

Pro step A_dA4_dAS5 byl zaveden novy konformacni stav NS1, ktery by se mél piiblizovat
(B) nativnim hodnotam definujicim step. Torze jsou nekanonické a /y = #/t. Zaroven byl stepu
skriptem pfifazen jiz existujici NtC konformer ICO1.

Obdobn¢ tomu bylo u stepu A_dA5_dA6, kde byl vytvoren novy konformacni stav NS2
na zakladé nalezeni druhych nejpopulovanéjsich regiond, a skriptem byl pfifazen NtC
konformer ICOS, ktery odpovidal nativnimu konformeru (A). Konformacni stav NS2 ma
hodnoty a/y = g+/g- nekanonické.

V tabulce (Tabulka 12) nize je jiz evidovano vysledné procentualni zastoupeni
jednotlivych novych konformacnich stavi v silovych polich. Step A C382 dG3 jemuz byla
pfifazena kanonicka konformace BB0O vysel u vSech silovych poli nad 70 %.

Silové pole OL21 u stepu A_dA4_dAS5 se nejvice priblizilo zastoupeni nativnich stavi A i
B (dvoji okupance) a dokazalo tak simulovat i nekanonické hodnoty a/y. Pole OLI15
definovalo tento step spise na zakladé konformace ICO1. Nejproblemati¢té)si situace nastala

u silového pole bsc1, které nebylo schopné step popsat vubec. ICO1 je velmi podobna nativni
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konformaci (A) v tom smyslu, Ze vSechny torze jsou ve stejnych minimech. Hodnoty téchto
torzi se ale od ICO1 n€kdy vyraznéji li§i, coz vede k tomu, ze struktury v MD jsou ve velké
casti snimku od referencni ICO1 vzdalen€jsi nez cutoff. Proto jako ICO1 je kategorizovana jen
Cast snimku simulace, pficemz dalsi Cast je sice strukturné blizka, ale jiz nekategorizovana .
Posledni nedefinovany step A dAS5 dA6 byl nejlépe popsan polem OL15 az na 84 % celé
simulace. V pribéhu simulaci se nekanonicka konformace, kterou popisuje konformacni stav
NS2, vyrazné neprojevila. VSechna pole z velké vétSiny populovala existujici konformacni
stav ICO5, ktery obsahoval kanonické hodnoty a/y, jen v poli bscl se v 15 % simulace objevila

nekanonicka varianta s o’y = g+/g-.

Celkové nejlépe dokazalo popsat stepy silové pole OL15. Oproti tomu silové pole bscl
nedokazalo u dvou stepu ze tfi studovanych spravné€ popsat ani polovinu simulace. Pfipisuji
to Spatné stabilité simulace, kterou jsem objevila na zdkladé RMSD a vizualni kontroly ve
VMD, coz se projevilo na nespravnych populacich stepu A_dA4_dAS, kde v poli bsc1 ve vice
jak poloviné simulace dochazelo k odklapéni bazi do roztoku, v dusledku ¢ehoz nemohlo pole
spravné popsat jednotlivé torze nativniho konformacniho stavu.

Tabulka 12: Procentudlni zastoupeni novych konformacnich stavii v jednotlivych silovych polich u struktury
interkaloveného duplexu..

OL15 [%] OL21 [%] Bscl [%]
Step . " «

Soucet Soucet Soucet
A_C382_dG3 | BB0O 70,1 75,0 70,7
ICO1 43.8 31,2 3,1

A_dA4_dAS NS1 14.0 57,8 24.0 55,2 0 3,1
ICO5 75,6 57,1 8,2

A_dA5_dA6 NS? 8.4 84.0 1.1 63,5 153 23,5

Step A dG7_dC8 byl definovan jako konformer BB12, tedy nekanonicky konformer
obsahujici a/y = g-/t (Tabulka 13). Zde bylo hlavni snahou zjistit, zda se dany nekanonicky
stav udrzi po dobu MD simulace a potvrdi tak experimentalné naméfena nekanonicka data.

Tabulka 13: Nativni hodnoty torznich iihlit A_dG7_dC8 stepu interkalovaného duplexu [°].

Step o1 x1 el (1 a2 | B2 | y2 52 x2
A_dG7_dC8 | 133 [ 268 | 195 | 269 | 260 | 69 | 168 | 150 | 206

Pro ovéfeni, zda se stav udrzi bylo vyuzito grafii Cetnosti, které ukazuji jednotlivé
zastoupeni regionu, které torzni uhly o a y navstévuji v prub&hu simulace. V grafu (Graf 5)

jsou uhly o vyznafeny modrymi barvami a zelenymi jsou oznaceny uhly y.
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Bohuzel dokazalo v pribéhu simulace udrzet nekanonické hodnoty o/y pouze pole bscl,
zatimco u ostatnich silovych poli si v pribéhu simulace torzni thly vynutily kanonické
hodnoty, ve kterych nasledné setrvaly po vétsSinu simulace. Vyskyt nekanonickych hodnot
muze byt dan tim, Ze je step koncovym reziduem nukleové kyseliny, tudiz mize byt v krystalu
deformovan krystalovymi kontakty. Tento step ale obsahuje nizkou hodnotu torze [
(B /vy = g+/1), pticemz obdobné konformace byly jiz diive v praci Chad R. Simmonse et al.

1551 oznageny za artefakt pole bscl. To miize byt diivodem, pro¢ se v poli bscl dokazala tato

nekanonicka konformace udrzet.

Graf 5: Histogram a/y stepu A_dG7_dC8 interkalovaného duplexu v jednotlivych silovych polich.
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8.2.5 Konformacni stavy DNA glykosylazy, 2F5SN
V komplexu DNA glykosylazy bylo vybrano hned nékolik nekanonickych konformaci
obsahujicich o/y rekonformace. Nachazi se zde NtC konformace BB02, BB13, BB12, BB03
a nedefinované NANT. VSechny konformace jsou zndmé prave tim, ze obsahuji nekanonické
uhly o/y. Hlavnim ukolem zde tedy bylo zjistit, zda se v struktufe tohoto komplexu tyto
nekanonické konformace udrzi, jak bylo pfedpovézeno experimentalnimi daty. Vybrané stepy

s jejich nativnimi hodnotami jsou vypsany v tabulce (Tabulka 14) nize.
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Tabulka 14: Nativni hodnoty deviti torznich 1thlit vybranych konformacnich krokii struktury DNA glykosyldzy [°].

NtC Step o1 x1 el Cl a2 B2 v2 52 x2
BB02 | B_dA5_dG6 | 142 | 265 | 189 | 242 | 30 | 189 | 303 | 155 | 256
BBI13 | C_dC5_.dC6 | 136 | 261 | 196 | 307 | 210 | 69 | 168 | 141 | 232

NANT | C_dA7_dG8 | 140 | 296 | 234 | 220 | 130 | 176 | 180 | 148 | 275
BB12 | C_dG9_dT10 | 133 | 272 | 182 | 289 | 235 | 77 | 171 | 150 | 210
NANT | C_dT10_dC11 | 140 | 210 | 211 | 252 | 29 | 151 | 320 | 154 | 256
BB12 | C_dT11_dT12 | 154 | 256 | 187 | 306 | 229 | 56 | 179 | 142 | 213
BB03 | C_dT12_dA13 | 142 | 213 | 199 | 278 | 145 | 186 | 176 | 142 | 246
BB02 | C_dA13_dC14 | 142 | 246 | 193 | 242 | 28 | 150 | 325 | 145 | 270
BB12 | C_dC14_dC15 | 145 | 270 | 211 | 289 | 247 | 70 | 163 | 156 | 220

Prvnim konformac¢nim krokem byl B dAS5 dGo6, ktery dle databaze DNATCO odpovida
konformeru BB02. Pro analyzu ahld o/y bylo vyuZito histogramt (Graf 6), které ukazuji, ze
pole OL21, OL15 ani bscl neprokéazaly udrzeni nekanonickych hodnot a/y. Torzni thly a1y
setrvaly hned od pocatku simulace v kanonickych gauche-/gauche+. Jen minimalné je na
grafu vidét, ze thel y v poli OL21 navstivil 1 region trans a o region gauche+, jina pole tyto

stavy nezaznamenala.
Graf 6: Histogram a/y stepu B_dA5_dG6 (BB02) DNA glykosylazy.
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Dalsim konforma¢nim krokem byl C_dC5_dC6 v druhém fetézci komplexu. Zde hodnoty
a/y odpovidaly ao/y = high-trans/trans. Hned v prvnich snimcich MD simulace se uhly
odklonily od nativnich hodnot a nasly si jiné stavy v kterych setrvaly (Graf 7). V prab&hu
simulace se zde udrzel nekanonicky stav o chvili déle nez u pfedchoziho konformaéniho

kroku, ale opét se prosadily kanonické regiony pro thly o/y. Nekanonické hodnoty a/y se
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objevily na malou chvili v polich OL21 a OLI1S5. Silové pole bscl, nedokazalo udrzet
nekanonické nativni hodnoty.

Graf 7: Histogram a/y stepu C_dC5_dC6 (BB13) DNA glykosylazy.
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Krok C dA7 dG8 me¢l hodnoty a/y = #/t. Tento konformacni krok se se svymi

nekanonickymi hodnotami také neudrzel. Opét, jak je patrné z grafu (Graf 8), se pouze
v silovém poli OL21 na chvili udrzel nekanonicky stav y trans. Z t€chto tii histograma je jasné

vidét, ze v zadném z uvedenych vybranych stepti se nekanonické konformace neudrzely na

delsi dobu MD simulace.
Graf 8: Histogram a/y stepu C dA7 dG8 DNA glykosylazy.
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Celkové se po peclivém zanalyzovani vSech histogramt provedenych ve vsech silovych
polich neobjevilo jediné udrzeni nekanonického stavu a z histogrami je viditelné, ze si ve
strukture DNA glykosylazy vSechny stepy nasly regiony s kanonickymi hodnotami,

ve kterych setrvaly po zbytek simulaci. Pouze silové pole OL21 dokazalo alespoii po
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minimalni ¢as zaznamenat a udrzet tyto konformace, avsak také si posléze nasly kanonické
hodnoty.

Neni vylouceno, ze se zde nekanonické hodnoty nemohou nachazet, protoze teoretické
vypocty nejsou vzdy zcela spolehlivé. Pokud ale tyto stavy nedokéazalo udrzet ani jedno pole
ze tii, priklanéla bych se k tomu, ze silova pole modelovala strukturu spravné. Neshodu mezi

experimentem a simulaci tedy pfipisuji mozné nepfesné interpretaci experimentalnich dat.

8.2.6 Konformacni stavy DNA endonukleazy, 2GIG
V tomto komplexu se nachéazely tfi konformaéni kroky obsahujici nekanonické hodnoty
uhli a/y. Hlavni snahou zde tedy bylo zjistit, zda se tyto nekanonické konformace o/y udrzi
v MD simulacich. Nativni hodnoty jednotlivych konformacnich kroki jsou uvedeny v tabulce

(Tabulka 15) nize.

Tabulka 15: Nativni hodnoty deviti torznich tihlii vybranych konformacnich krokit DNA endonukledzy [°].

Krok
NtC Konformeru ol x1 el C1 o2 B2 v2 62 x2

NANT | E_dC10_dC11 | 147 | 237 | 201 | 303 | 174 | 132 | 188 | 135 | 248
NANT | F_dG8_dA9 101 | 233 | 2230 | 295 | 259 | &3 167 | 138 | 228
NANT | F_dC10_dC11 | 131 | 249 | 210 | 231 | 60 179 | 295 | 148 | 269

V prvnim stepu E_dC10_dC11 byly hodnoty a/y = t/t. Tento step je interkalovan
fenylalaninem. Pro zjiSténi, zda se hodnoty udrzely v pribéhu MD simulace bylo vyuzito
histogram® (Graf 9). Uhel a nabyval v prab&hu simulace hodnot gauche+, gauche- i trans.
V silovém poli OL21 se uhel a vyskytoval pfevazné v kanonickém regionu gauche-, ale i
v nekanonickém regionu trans. Uhel ¥ byl v kanonickém regionu gauche+ a v mensim
zastoupenim v nekanonickém trans. V silovych polich OL15 a bscl se thly a/y nachazely
ve vSech regionech, nejCastéji a /y nabyvaly nekanonickych hodnot oy = gauche+/gauche-,
ale nenavstévovaly nativni nekanonické o/y = trans/trans jako v poli OL21. Dalo by se fici,
ze nekanonické hodnoty mohou byt vyvolany interkalaci fenylalaninem, kde by tato
interkalace mohla vyzadovat nekanonické hodnoty trans/trans ¢i gauche+/gauche-.

V dalsim konformac¢nim kroku F dC10 dC11 druhého fetézce, ktery byl taktéz
interkalovan fenylalaninem, byly hodnoty a/y = g+/g-. Histogram (Graf 10) ukazuje, ze v
silovych polich OL21 a bsc1 se torzni uhel y nachazel nej¢ast&ji v regionu trans a gauche+,
v poli OL15 se thel y objevoval ve vSech regionech s nejcastéjSim zastoupenim v regionu
gauche+. Torzni thel a se pak ve vSech tfech polich nachazel proménlivé mezi vSemi regiony,

z toho nejvice byl populovan v kanonickém regionu gauche-. Neni tedy vylouceno, ze
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interkalace fenylalaninem vyzaduje uhly a/y v nekanonickych hodnotach, kde se také

v prubéhu simulaci objevovaly.

Graf 9: Histogram a/y v interkalovaném stepu E_dC10_dC11 DNA endonukledzy.

Histogram o/y E_dC10_dC11

8000

6000

g
£ 4000
°
0
2000
0
0 90 180 270 360
Velikost thlu [°]
a-OL21 y-OL21 a-OL15 =——v-OL15 a-bscl y-bscl
Graf 10: Histogram afy v interkalovaném stepu F_dC10_dCl11 fenylaninem DNA
endonukledzy.
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Nasledujici konformacni krok F_dG8_dA9 obsahujici a/y = g-/t se nachazel
v piitomnosti dvou sodnych iontd (aktivni misto). Z grafu (Graf 11) vychazi, ze nejlépe
byla a/y rekonformace popsana silovym polem bscl, kde thly setrvaly v nativnich
nekanonickych hodnotach po celou dobu MD simulace. Torzni uhly a/y v silovém poli
OL21 setrvavaly nejCastéji v kanonickych hodnotach gauche-/gauche+, avsak thel y

také navstévoval region nekanonickych hodnot trans. Silové pole OL15 se zdrzovalo
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vice v hodnotach kanonickych regioni a nekanonické hodnoty navstévovalo pouze
minimalng.

Graf 11: Histogram a/y stepu F_dG8_dA9 v aktivnim misté DNA endonukleczy.
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V mé piedeslé bakalaiské praci %! jsem se zabyvala jinou modelovou strukturou
DNA endonukleazy, kde se taktéz v MD simulaci v aktivnim misté objevily
nekanonické hodnoty o/y ahli v konformaci BB12. Prestoze ve zde studované
endonukleaze byla konformace neuréena (NANT), hodnoty vSech uhla se blizily
konformaci BB12. Po dikladném prohledani databaze DNATCO jsem nasla dalsi DNA
endonukleazy, které v aktivnim misté obsahuji nativni nekanonické hodnoty, a to jak
BB12, tak i dal§i konformace BB03 a NANT konformace s nekanonickymi hodnotami
torzi a/y. Mizeme tedy predpokladat, Ze tyto nekanonické hodnoty thli a/y se zde

opravdu mohou vyskytovat.
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8.3 SHRNUTI

Silova pole pouZita v této praci maji rizné popisy potencialli a a y. Na grafech (Graf 12 a
Graf 13) jsou potencialy a/y pro silova pole OL21 kde je potencial a/y nové modifikovany,
zatimco silova pole OL15 a bscl pouzivaji stejny starsi potencial pivodem z bscO. Potencialy
uvedené v grafech znaci, jaké regiony jsou energeticky nejvyhodnéjsi pro uhly a/y. Pro uhel
a i1 y by mély byt nejvyhodnéjsi kanonické regiony, neni vSak vylouceno, aby oba uhly
navstévovaly i region trans. Pro uhel o je energeticka bariera relativné nizka , takze by nemél
byt problém ji piekonat. Obdobné¢ je tomu pro torzni thel y, kde je bariéra jen o néco vyssi.
Pro oba uhly je patrné, Ze pravdépodobnost udrzeni stavu okolo 180° je v modifikovaném poli
OL21 vyssi. Z vyslednych dat v této praci je zfejmé, ze noveé modifikovany potencial a/y
prispiva k stabilité torzi a/y, prestoze v nékterych pripadech si byla silova pole, 1 kdyz maji
jiné potencialy, velmi obdobna a simulovala tedy podobné vysledky.

Graf 12: Potencial y silovych poli OL21, OL15 a bscl.
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Graf 13: Potencial o. silovych poli OL21,0L15 a bscl.
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Konformery vybrané pro tuto praci, obsahovaly v krystalovych strukturach neobvyklé
nekanonické konformace a/y torznich uhli. To, ze databaze eviduji dané konformery
v publikovanych krystalovych strukturach, neznamena ze zde tyto konformery musi byt
skuteCn¢ stabilni. Molekulové dynamické simulace potvrdily vyskyt nékterych
nekanonickych konformert, ale zaroven zpochybnily jejich vyskyt v jinych kontextech,
napiiklad u struktury DNA glykosylazy (2F5N).

V tabulce (Tabulka 16) nize jsou uvedeny nativni hodnoty uhli a /y z krystalovych a NMR
struktur v porovnani s nejcast€ji navstévovanymi regiony v priabéhu jednotlivych MD
simulaci ve vSech silovych polich. Uvedeny jsou i nativni hodnoty dvojich okupanci v
krystalovych strukturach. Hodnoty ziskané z prabéhu simulaci jsou tabelovany dle nejvyssi
populace (tj. nejCast&ji nav§tévovany region jako prvni a druhy nejcastéji navstévovany region
jako druhy, oddélen stiednikem). Cervené vyznaené hodnoty jsou totozné s hodnotami
nativnimi. Nejvice se nativnim hodnotam dokazalo pfiblizit silové pole OL21 oproti tomu

starsi pole bscl nedokéazalo udrzet nativni hodnoty skoro v zadném konformacnim kroku.
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Tabulka 16: Nativni hodnoty a/y v porovndani s nejcastéji navstévovanymi regiony v priibéhu MD simulaci. Jsou-li
v simulaci populovany dva regiony, je populovanéjsi uveden jako prvni a méné populovany jako druhy, oddéleny
strednikem. Cervené jsou oznaceny hodnoty shodné s nativnimi.

PDB ID NtC Krok konformeru Nativni OL21 OL15 bscl
a/y (A;B) aly aly aly
IPQT | NANT A_dA4_dAS g+/t g+/t g+/t g+/t
A_dG5_dG6 t/g+ t/g+ t/g+ g-/g-
A_dT7_dGS8 t/g+ t/g+ t/g+ g-/g+
A_dG8_dG9 t/g+ t/g+ t/g+ g-/g-
A_dT10_dGl11 t/g+ t;g-/g+ t;g-/g+ g+/g+
A_dG11_dG12 t/g+ t/g+ t/g+ g-/g-
JUSM. | NANT A_dT16_dG17 t/g+ g-it/g+ g-/g- g-/g-
A_dG17_dG18 t/g+ t/g+ t/g+ g-/g-
A_dT19_dG20 t/g+ t/g+ t/g+ g-/g+
A_dG20_dG21 t/g+ t/g+ t/g+ g-/g-
A_dT22_dG23 t/g+ g-;t/g+ g-;t/g-;g+ t/g+
A_dG23_dG24 t/g+ g-t/g-;g+ t/g+ g-/g-
A_dT25_dG26 t/g+ t;high/g+ t;g-/g+ g-/g+
A_C382_dG3 o-/g+ g-/g+ g-/g+ g-/g+
NANT A_dA4_dA5 g-/g+ ; high/t | g-;t/g+;t g-/g+ g-/g+
1UE2
A_dA5_dA6 g-/g+ ; gt g-/g+ g-/g+ g-/g-
BB12 A_dG7_dC8 high/t g-/g+ g-/g+ g-/t;g+
1ZHU | NANT A_dC6_dA7 high/t g+t g+t g-/g+
BB02 B_dA5_dG6 g+/g- g-/g+ g-/g+ g-/g+
BB13 C_dC5_dC6 high/t g-/g+ g-/g+ g-/g+
NANT | C_dA7_dG8 t/t g-/g+ g-/g+ g-/g+
BB12 C_dG9_dT10 high/t g-/g+ g-/g+ g-/g+
2F5N | NANT | C_dT10_dCl11 g+/g- g-/g+ g-/g+ g-/g+
BB12 | C_dT11_dTI2 high/t g-/g+ g-/g+ g-/g+
BB03 | C_dT12_dAl3 t/t g-/g+ g-/g+ g-/g+
BB02 | C_dA13_dC14 g+/g- g-/g+ g-/g+ g-/g+
BBI12 | C_dCl14_dCl15 high/t g-/g+ g-/g+ g-/g+
NANT | E_dC10_dC11 t/t g-;t/g+it g+/g- g+/g-
2GIG | NANT F_dG8_dA9 high/t g-/g+it g-/g+ g-/g+
NANT | F_dC10_dC11% g+/g- g-;g+it g-ght | ghghit

Ad1) v silovych polich u tohoto konformaéniho kroku thly a/y navstévovaly vSechny

regiony
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V strukturach hairpint GAA a GCA (1PQT, 1ZHU) se objevovaly nekanonické
rekonformace o/y = gauche+/trans. Tyto struktury byly definovany stavy OP19 a nové
vytvorenym stavem NS1, kde se stavy liSily pouze v hodnotach €/{. Obé& struktury byly
silovymi poli adekvatné popsany, zejména pole OL21 dokéazalo nekanonicky stav velmi dobte
popsat a stabilizovat, diky nové modifikaci o/y potencialu oproti polim OL15 a bscl.

Struktura levotocivého guaninového kvadruplexu obsahovala nekanonickou konformaci
o/ = trans/high-trans. Tuto konformaci definovaly nové konformacéni stavy NS1, NS2 a
NS3, kde NSI1 nejlépe reprezentovalo geometrii blizkou krystalové geometrii. Silova pole
OL21 a OL15 dokézala udrzet stav NS1 v necelych 70 % celé simulace oproti poli bscl, které
nedokazalo spravné popsat nativni nekanonické hodnoty. Divodem optimalnéjSich vysledkt

silovych poli OL21 a OL15 je modifikace torzniho uhlu .

Molekula interkalovaného duplexu obsahovala né€kolik stepli s nekanonickou oy
rekonformaci. V poli OL21 byla molekula, dle RMSD a vizualni kontroly ve VMD, stabilnéjsi
oproti zbylym polim. Nekanonické konformace nejlépe popsalo nové silové pole OL21.

Zajimavé je, ze v MD simulacich DNA endonukleazy (2GIG) se nekanonické hodnoty a/y
vyskytovaly ve vysoké mife. Muzeme tedy predpokladat, ze proteiny typu endonukleazy
mohou podporovat vyskyt nekanonickych hodnot torznich uhld «/y. Toto tvrzeni bylo
potvrzeno i v mé piedeslé bakalarské praci u protein-DNA komplexu s PDB ID: 1T91, coz je
jiny typ endonukledzy, u které byla pozorovana stabilita konformeru BB12, u kterého byly
hodnoty uhld a/y = high-trans/trans. Rozhodla jsem se tedy pro prostudovani databaze
DNATCO, nalezeni podobnych komplext obsahujicich endonukleazu a zkontrolovani hodnot
uhld a/y, zda neobsahuji ve svych nativnich geometriich nekanonické hodnoty a/y.
Napriklad u struktur s PDB ID: 1A73, 1R7M, 1BHM, ICWO0 a mnoho dalSich, jsem
v databazi zaznamenala nékolik konformacnich krokt obsahujici budto NANT konformery,
v nichz jsou hodnoty a/y nekanonické, nebo obsahovaly konformery jako jsou BB12 ¢i
BB13. Dalo by se tedy predpokladat, ze tyto nekanonické hodnoty a /y by se mély v aktivnim
misté opravdu nachazet a pro enzym endonukleazu by mohly byt strukturné a funkéné
dilezité.

Komplex DNA glykosylazy (2F5N) nedokazala silova pole udrzet v nativnich
nekanonickych hodnotach ani u jednoho stepu. V kazdém stepu doslo v MD simulaci k
rekonformaci do klasickych kanonickych hodnot uhlt a/y = g-/g+. Protoze se toto chovani
projevilo u vSech pouzitych silovych poli, je zde vysoka pravdépodobnost, ze by u tohoto

komplexu mohly tyto kanonické hodnoty dobie reprezentovat realitu. Je tedy mozné, ze
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experimentalni hodnoty pro tento komplex mohly byt ureny neptesné. Obdobné tomu bylo i
v mé predeslé bakalarské praci, kde jsem studovala dvé konformacni rodiny BB15 a BB12,
kde u tfi modelovych komplext protein-DNA byl NtC konformer BB15 v simulacich

nestabilni, coz jsme vysvétlili moznou chybou v experimentalnim uréeni geometrie. 1>
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9 ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo prozkoumat stabilitu a kvalitu popisu nekanonickych motiva
cukrfosfatové patere ve trech soucasnych empirickych potencialech z rodiny AMBER: bscl,
OL15 a OL21. Zam¢fila jsem se pifi tom na konformery obsahujici nekanonické hodnoty
torzich thli o nebo vy, protoze nejnove€jsi z testovanych silovych poli, OL21, obsahuje
modifikaci prave té€chto torznich uhli, ktera by méla stabilizovat predevSim o =t ay =t
konformace. Bylo vybrano nékolik konformert z databaze DNATCO, konkrétné NtC
konformery BB02, BB03, BB12 a BB 13, obsahujici nekanonické kombinace torznich ahla o
nebo y. Kromé& nich jsem ale do studie zahrnula i n€kolik dalSich, v databazi DNATCO
neur¢enych (NANT) konformera, které také obsahovaly nekanonické kombinace torznich
uhld a/y. Pro testovaci simulace byly vybrany ctyfi neobvyklé molekuly DNA, a to
levotocCivy guaninovy kvadruplex, GAA hairpin, GCA hairpin a interkalovany duplex a také
dva komplexy proteinu s DNA, a to DNA glykosylaza a DNA endonukledza s navazanymi
DNA duplexy.

Ve vétsin€ z provedenych simulaci se ukazalo, ze nové silové pole OL21 s modifikovanym
potencialem a/y popisuje nekanonické stavy patefe 1épe, nez starsi silova pole bscl a OL15,
ktera sdileji stejny ptivodni a/y potencial. V molekule levotocivého guaninového kvadruplexu
(4U5M) popsalo silové pole OL21 vSech 12 neurcenych (NANT) stavi patefe jako stabilni s
geometrii blizkou krystalové geometrii. Protoze silové pole OL15 poskytlo podobné dobré
vysledky a pole bscl naopak nedokazalo nativni stav stabilizovat, domnivam se, ze divodem
zlepSeni je modifikace torzniho thlu v OL15 a OL21. V molekulach hairpini GAA a GCA
poskytlo silové pole OL21 primérné vétsi populace nativnich nekanonickych stavii nez bscl
1 OL15. Konec¢né, v molekule interkalovaného duplexu jsem pozorovala vétsi procentudlni
populaci nativnich nekanonickych a/y stava v poli OL21 nez ve zbylych dvou variantach a

simulovana molekula byla v OL21 také viditeln¢ stabilné&jsi.

Schopnost silovych poli populovat nativni nekanonické o/y stavy patefe se potvrdila i v
komplexu DNA endonukleazy 2GIG, kde byla pozorovana zvySena populace nekanonickych
o/y stavi jednak v oblasti aktivniho mista komplexu a také v oblasti interkalace
fenylalaninem. Zatimco silové pole OL21 predpovidalo vyssi populace nekanonickych stavi
v interkalované struktute, v aktivnim misté predpovidalo vétsi populace pole bscl. Podobné
nekanonické stavy jsem pozorovala jiz ve své bakalarské praci v aktivnim misté jiného typu

endonukledzy a z databazové studie vyplyva, Zze jsou nativné pfitomny 1 v dalSich
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endonukleazach. D4 se tedy predpokladat, ze tyto nekanonické o/y stavy (v aktivnim misté i

v oblasti interkalace) jsou dulezité pro strukturu a funkci endonukleaz.

Naopak u DNA glykosylazy (2GIG) byly vSechny nekanonické o/y stavy nestabilni ve
vSech testovanych silovych polich. Podobné chovani jsem pozorovala jiz ve své bakalarské
praci u tii dalSich komplexti proteini s DNA. Proto se domnivam, Ze v té€chto pfipadech
popisovala silova pole paterf DNA spravné a nekanonické stavy a/y byly v krystalovych
strukturach urCeny nepfesne.

Dal§im cilem bylo pokusit se popsat, pokud mozno také charakterizovat v databazi
DNATCO neur¢ené (NANT) konformacni stavy ve vySe uvedenych molekulach DNA. V
nékolika pfipadech se to podafilo a v MD simulacich jsem pozorovala stabilni dosud
nepopsané konformery, které byly svou geometrii blizké vychozim nativnim krystalovym
nebo NMR strukturam. Tyto konformery jsem pojmenovala zkratkami NSx, jako Nova
Struktura s pofadovym ¢islem x. Celkem byly identifikovany 6 nové konformacnich stavy, z
nichz tfi se vyskytovaly v levoto¢ivém guaninovém kvadruplexu, jeden v molekulach GAA a
GCA hairpint a dva v interkalovaném duplexu. Tyto nové struktury by mohly byt vzaty jako
zaklad pro rozSifeni databaze DNATCO o dalsi prirozené se vyskytujici, dobfe

charakterizované a stabilni NtC konformery.
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10 SUMMARY

The main goal of this work was to investigate the stability and quality of the description of
non-canonical sugar-phosphate backbone motifs in three recent empirical potentials from the
AMBER family: bscl, OL15 and OL21. In doing so, I focused on conformers containing
non-canonical values of the torsion angles o or vy, since the newest of the force fields tested,
OL21, contains a modification of these very torsion angles that should stabilize in particular
the oo = t and y = t conformations. Several conformers were selected from the DNATCO
database, namely the NtC conformers BB02, BB03, BB12 and BB13, containing non-
canonical combinations of torsional angles a or y. However, in addition to these, I also
included in the study several other unassigned (NANT) conformers in the DNATCO database
that also contained non-canonical combinations of o/y torsion angles. Four unusual DNA
molecules, namely the left-handed guanine quadruplex, the GAA hairpin, the GCA hairpin
and the intercalated duplex, as well as two protein-DNA complexes, namely DNA glycosylase

and DNA endonuclease with bound DNA duplexes, were selected for the test simulations.

In most of the simulations performed, the new OL21 force field with a modified a/y
potential was found to describe non-canonical backbone states better than the older bscl and
OL15 force fields, which share the same original o/y potential. In a left-handed guanine
quadruplex molecule (4U5SM), the OL21 force field described all 12 unassigned (NANT)
backbone states as stable with a geometry close to crystal geometry. Since the OL15 force
field provided similarly good results and the bscl field, on the other hand, failed to stabilize
the native state, I suggest that the reason for the improvement is due to the modification of the
torsion angle 3 in OL15 and OL21. In the GAA and GCA hairpin molecules, the OL21 force
field provided, on average, a larger population of native noncanonical states than both bscl
and OLI1S5. Finally, in the intercalated duplex molecule, I observed a larger percentage
population of native noncanonical o/y states in the OL21 field than in the other two variants,

and the simulated molecule was also visibly more stable in OL21.

The ability of the force fields to populate native non-canonical o/y backbone states was
confirmed in the 2GIG DNA endonuclease complex, where an increased population of non-
canonical a/y states was observed both in the active site region of the complex and in the
phenylalanine intercalation region. While the OL21 force field predicted a higher population
of non-canonical states in the intercalated structure, the bscl field predicted a higher
population in the active site. Similar non-canonical states were observed in my undergraduate

thesis in the active site of another type of endonuclease, and the database study suggests that
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they are natively present in other endonucleases. Thus, it can be assumed that these non-
canonical o/y states (both in the active site and in the intercalation region) are important for

the structure and function of endonucleases.

In contrast, for DNA glycosylase (2GIG), all non-canonical o/y states were unstable in all
force fields tested. Similar behavior was observed in my undergraduate thesis for three other
protein-DNA complexes. Therefore, I believe that in these cases the force fields described the
DNA backbone correctly and the non-canonical o/y states were inaccurately determined in
the crystal structures.

Another goal was to try to describe, if possible also to characterize in the DNATCO
database, the unassigned (NANT) conformational states in the above DNA molecules. In
several cases this was successful and in MD simulations 1 observed stable previously
undescribed conformers that were close in geometry to the initial native crystal or NMR
structures. I named these conformers with the abbreviations NSx, as New Structure with serial
number X. In total, six new conformational states were identified, three of which occurred in
the left-handed guanine quadruplex, one in the GAA and GCA hairpin molecules, and two in
the intercalated duplex. These new structures could be taken as a basis for expanding the
DNATCO database to include other naturally occurring, well-characterized and stable NtC

conformers.
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