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1 UVOD

V oboru chemie vSe souvisi se v§im, vSe na sebe navazuje. Na zakladech se v chemii
stavi a tudiz bez zékladnich znalosti ¢loveék neni schopen chemii zcela porozumét. Jeji
krase, ale i ptikofim, ktera chemie ¢asto nabizi. Souvislosti, kterych je v oboru chemie
nespocet, nam davaji moznost nahlizet na obor chemie jako na obor, kde lze predvidat,
jak budou reakce probihat, jaké budou jejich mechanismy a jaké vysledky mohou byt
ocekavany. Nekdy se ale stava, ze opak je pravdou. Obor chemie je obor nepfedvidatelny

a to s sebou pfinasi jisté kouzlo a pavab.

Piikladem mohou byt nékteré DNA molekuly, které jsou velice vyjimecné a maji

jedinecné struktury

To, Ze je DNA nositelkou genetické informace je zndmo jiz velmi dlouho. Nékomu
také mize vytanout na mysli, jak takova molekula DNA vypada. Nejzndmné&jsi DNA
strukturou je urcit¢ pravotociva dvojita Sroubovice. DNA ale mliZze mit vice riznych

forem, Casto velmi zajimavych.

O tyto dalsi formy DNA se v poslednich letech zajima mnoho teoretickych chemik,
ktefi za pomoci vypocetni chemie simuluji rtizné systémy a prohlubuji tak znalosti

0 nekanonickych formach DNA.



2 TEORETICKA CAST

2.1 NUKLEOVE KYSELINY

Nukleové kyseliny byly poprvé objeveny v roce 1868 Friedrichem Miescherem. Byly

nalezeny v biologickém materidlu, a to v hnisu ¢i spermiich ryb. [1] [2]

Na zakladé¢ toho, jaky cukr je obsazen, rozeznavame dva typy nukleovych
kyselin. Ribonukleovou kyselinu (RNA), ktera obsahuje D-ribosu a deoxyribonukleovou
kyselinu (DNA), ve které je obsazena 2-deoxy-D-ribosa. [2]

Nukleové kyseliny jsou biologické makromolekuly, které mizeme nalézt ve vSech
buiikach 1 virech. Jsou jejich nedilnou soucasti. DNA je nositelkou genetické informace,
a bez RNA by nedochazelo k jejimu prepisu. DNA uchovava veskeré informace napf.

jak se bunka chova, jaky ma charakter, vlastnosti i to, jak se buiika bude dale d¢lit a rast.

Nukleové kyseliny nazyvame také biopolymery, podobné jako je tomu napiiklad
u bilkovin. Nukleové kyseliny maji své stavebni jednotky, kterym se fika nukleotidy,
ty pak vytvareji dlouhy fetézec. Tyto nukleotidy jsou sloZeny z nukleosidu, coz je

dusikata baze vazana s aldopentosou, ktery je vazan na fosfatovou skupinu.

U eukaryotnich organismt se DNA nachdzi v buné¢ném jadie ¢i v mitochondriich

a chloroplastech. V piipadé organismu prokaryotnich se DNA naléza v cytoplazmé.

2.1.1 STRUKTURA DNA

Dvousroubovice DNA je tvofena dvéma polynukleotidovymi vlakny
deoxyribonukleové kyseliny skomplementarni sekvenci (primarni struktura). Tato
vlakna mezi sebou interaguji a jsou obtoCena kolem spolecné osy. Helikdlni strukturu

vymezuje struktura sekundarni, ktera uréuje prostorovou formu stoceni.

Nukleotidy, které tvoii fetézce DNA, se skladaji z cukru, konkrétné z deoxyribozy,
dale z fosfatové skupiny a nukleové baze. Spojenim té€chto tii ¢asti vznikd nukleotid.

Polynukleotidovy fetézec DNA je vyobrazen na Obrazku 1.



Do fetézce jsou nukleotidy spojeny za pomoci kovalentnich vazeb, Konkrétné
s pomoci 3¢,5¢ diesterové vazby. Cisla 3 a 5¢ oznacuji &isla atomt uhliku na deoxyriboze,

na které se pak vazou fosfatové skupiny.

Dusikaté baze jsou pak Ve dvousroubovici DNA parovany na zékladé

komplementarity bazi.

Obrazek 1. Struktura polynukleotidového fetézce DNA (vytvoieno pomoci programu
ChemSketch)
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2.1.2 PAROVANI BAZi

DNA molekula se sklada ze dvou polydeoxyribonukleovych fetézcti. Za pomoci
vodikovych vazeb jsou nukleové baze jednoho fetézce spojeny s komplementarni bazi
Vv fetézci druhém. Nukleovou bazi mize byt adenin (A, Ade), thymin (T, Thy), cytosin
(C, Cyt) nebo guanin (G, Gua). Adenin s guaninem fadime mezi takzvané puriny a cytosin

s thyminem mezi pyrimidiny.

Na Obrazku 2 je znazornéno parovani bazi. Adenin je komplementarni s thyminem
a jsou spojeny dvéma vodikovymi vazbami. V pfipadé¢ guaninu, ktery se paruje
s cytosinem jsou tyto baze spojeny tiemi vodikovymi vazbami. Vlakna, ktera jsou
navzajem propojena vodikovymi vazbami a tvofi tak dvousSroubovici DNA, jsou
antiparalelni, coZ znamena, ze kazd¢ vldkno sméfuje opacnym smérem. Smeér vlakna
je definovan od 5° konce k 3 konci.

Obrazek 2. Parovani bazi — cytosin s guaninem (vlevo), thymin s adeninem (vpravo)
(vytvofeno pomoci programu ChemSketch)

2.2 PREHLED DNA FOREM
2.2.1 B-DNA

DNA se nejcastéji vyskytuje ve formé zvané B-DNA, kterou Crick a Watson popsali
jiz vroce 1953. [3] Tato forma se nékdy nazyva ,kanonickou“ formou a je
charakterizovana tvarem ukazanym na Obrazku 3 a charakteristickymi hodnotami
patefnich uhlu (viz nize). Kazdy fosfat v pateti B-DNA se navic mtze vyskytovat ve dvou
konformacich, nazyvanych Bl a BII. Tyto dvé konformace B-DNA se od sebe odliSuji
hodnotami svych torznich uhli. Existuje hypotéza, ze konformace BII je kli¢ova pro

rozpoznavani protein-DNA komplext.[4] Ukazalo se, Zze vyskyt této konformace zavisi
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na sekvenci. Zatimco dinukleotidy GC, CG, CA, TG a TA tvofii BII konformaci ochotné,
dinukleotidy TT, TC, CT a CC tuto BIl konformaci tvoti ziidka. [3] [4]

B-DNA forma neni ale jedinou moznou formou helixu. Existuji i dalsi zptisoby, jak

mohou byt fetézce usporadany.

K dalsim modeltiim pak patii naptiklad Z-DNA nebo A-DNA. A-DNA forma je stejné
jako B-DNA forma pravotociva, na rozdil od Z-DNA, ktera je levotocCiva.

Obrazek 3. Struktura B-DNA (vytvofeno pomoci programu PyMOL)
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2.2.2 A-DNA

A-DNA je s B-DNA shodna v tom, ze je také pravoto¢iva. Rozdil mezi témito dvéma
strukturami vSak spociva v tom, ze A-DNA je $irSi a ma plochy tvar (viz Obrazek 4).

To je zpusobeno rozdily v Ghlech patete (viz nize).

Tato forma se tvofi ve vlaknech DNA s nahodnou sekvenci za podminek nizké
vlhkosti nebo v roztoku, kde je aktivita vody redukovana ptidavkem ruznych typu
alkohold. [3]

Obrazek 4. Struktura A-DNA (vytvofeno pomoci programu PyMOL)
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2.2.3 Z-DNA FORMA

Z-DNA molekula je na rozdil od B-DNA levotociva (viz Obrazek 5).

Prvni oligonukleotidova duplexni monokrystalova struktura, kterd byla objevena
v roce 1979, [3] byla sekvence d(CGCGCGQG). Tato struktura je velice zajimava, a to diky
tomu, ze se sklada =z duplexu, ktery je tvofen dvéma antiparalelnimi vlakny

dvousroubovice a je levotociva. [3]

Patet Z-DNA je ve srovnani s B-DNA ¢i A-DNA nepravidelnd, a to proto,
ze baze d(G) a d(C) maji odlisnou konformaci. [3]

Obrazek 5. Struktura Z-DNA (vytvofeno pomoci programu PyMOL)
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2.2.4 TROJITA SROUBOVICE DNA

Mezi dalsi formy DNA mj. patii trojita Sroubovice (viz Obrazek 6), ktera byla
objevena v roce 1957. [3] Trojita Sroubovice je pravoto¢iva a sklada se napt. ze dvou
pyrimidinovych fetézcii a jednoho purinového fetézce. Tato trojita Sroubovice vznika
z dvojité Sroubovice, kdy se navaze dalsi vlakno pomoci Hoogstenovych vazeb. [3]
Toto vlakno muze pochazet bud’ z puvodni Sroubovice nebo z jiné. V piipadé, ze by
vlakno pochazelo z pivodni Sroubovice, pak by se Sroubovice rozpojila. Jedno vldkno

vytvoii s druhou ¢asti Sroubovice triplex a druhé vlakno ziistane samotné. [3]

Obrazek 6. Struktura triplexu (vytvoreno pomoci programu PyMOL)

2.3 KLASIFIKACE KONFORMACI PATERE

DNA je sama o sob¢ velmi variabilni. Mnohotvarnost DNA dokazuje zvysujici
se pocet nalezenych nekanonickych krystalovych a NMR struktur. Pro tplné pochopeni
polymorfismu DNA bylo nutné provést analyzu patefe DNA za Gc¢elem prohloubeni
znalosti o konformac¢nim chovani DNA. [5] Detailni klasifikace DNA konformaci
se postupem casu vyviji a stava se preciznéjsi. Diky tomu piibyvaji nové klasifikované
konformery. Zatimco dfive byly konformery nalézany a pfifazovany manualn¢,
vV nedavné dobé¢ byla vyvinuta automaticka klasifikacni metoda zalozena na pouziti umelé

inteligence (artificial inteligence, machine learning) a neuronovych siti. [5]
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Pomoci této metody bylo vroce 2013 identifikovano est novych konformeri. Ctyfi
z téchto konformeri byly pfifazeny do dvou funkéné odlisnych typt DNA Sroubovice, do
dvou velice dilezitych DNA skupin. Patfi sem guaninové kvadruplexy a Hollidayovy

struktury. Studium dvou z téchto nové objevenych konformert bude tématem této prace.

Konformace patete DNA jsou nejcastéji popisovany pomoci torznich (dihedralnich)
uhld. Torzni whly cukrfosfatové patefe jsou definovany kazdy pomoci Ctyt atomil
(viz Obréazek 7 a Tabulka 1). V piipadé glykosidické vazby torze y vSak nastavaji dva
piipady. Pro puriny je tato torze definovana jako O4° — C1° — N9 — C4, pro pyrimidiny
jako 04 —C1°— N1 -C2.

Obrazek 7. Nukleotidova jednotka (vytvoieno pomoci programu ChemSketch)

5'konec

3'konec

Tabulka 1. Definice torznich Ghlu (tabulka pievzata a upravena) [4]

Torzni uhel Definice uhlu
0} 03’-P-05-C¥
B P-05-C5-C4
Y 05 -C5-C4 -C3
o C5-C4-C3-0%
€ C4 -C3¥-03-P
g C3¥-03"-P-05
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Prace se bude vénovat hlavné¢ dvéma konformerim oznacenym ¢isly 35 a 117. [5]
Konformery 35 a 117 se vyskytuji napf. v riznych protein-DNA komplexech, ale také
v n¢kterych kvadruplexech nebo Hollidayové struktufe. A pravé tyto struktury, tedy
zminéné kvadruplexy, Hollidayova struktura a vybrané protein-DNA komplexy, budou
Vv praci zkoumany. V Tabulce 2 se nachéazi hodnoty dihedralnich thld konformeri 35
a 117 ve srovnani s hlavnimi formami DNA.

Tabulka 2. Hodnoty dihedralnich thld nekanonickych konformaci (pfevzato a
upraveno) [5]

Konformace Velikosti uhli [°]
o € d atl Bl y+l o+1 % y+1
252 259
Kanonicka 136 183 259 303 181 44 138 ) )
- - ) (high-  (high-
B forma e ® @) @ O @) O . .
anti)  anti)
83 205 287 294 174 54 83 199 202
A forma - - ) _ )
N ® (@) @) ® (@) ((N) (ant) (anti)
264
Konformer 136 199 288 253 73 168 87 (high 187
_ _ . Ign- .
35 e ® @) @ @) O N . (anti)
anti)
263
Konformer 139 196 286 249 73 172 145 (high 211
_ _ . Ign- .
117 e ® @) @ @) O O anti) (anti)

BéZnou konvenci pro popis torznich uhli je pojmenovani minim potencidlu za
pomoci specialnich termind. Jsou to napt. gauche™ (g*) pro hodnoty ~ 60°, gauche™ (g°)
pro hodnoty ~ — 60° (300°) a trans (t) pro ~ 180°. N¢které uhly se mohou vyskytovat ve
vice nez jedné konformaci a tak tfeba tihel o ¢i thel y mohou existovat v konformacich
g*, g nebo t. [3] Konformace deoxyribdzy je popisovana s pomoci pseudorota¢niho thlu
P (pucker). NejcastéjSimi konformacemi jsou jizni (south, P ~ 160°), oznacovana S,
a severni (north, P ~ 18°), ozna¢ovana N (viz Tabulka 2). Glykosidicky uhel ma minima

potencialu oznacena syn (~ 60°), anti (~180°) a nékdy high-anti (~260°).

Jednim zcili této prace je prozkoumat chovani vybranych nekanonickych

konformerii DNA v molekulové dynamickych (MD) simulacich a jejich stabilitu
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v riznych empirickych potencialech (viz nize). Konformery 117 a 35 byly vybrany
hlavné proto, ze obsahuji thel y v nekanonické oblasti y ~ 180°. Prave u této konformace
bylo nedavno ukazano, ze je pravdépodobné nespravné popsana v soucasnych silovych

polich. [6]

Z databaze krystalovych struktur analyzovanych v ¢lanku Cech et. al. [5] byly proto
vybrany Ctyfi vyznamné struktury, které tuto nekanonickou konformaci obsahuji -
guaninovy kvadruplex, Hollidayova struktura a dva komplexy DNA s proteinem. Tyto

struktury budou déle popsany detailné;ji.

2.3.1 KVADRUPLEXY

Kvadruplexy jsou slozeny z guaninovych tetrad. Tuto guaninovou tetradu tvofi Ctyfi

guaniny, jez jsou cyklicky uspotadané, ty jsou pak spojeny vodikovymi vazbami.

Ve stiedu kazdé tetrady se nachazi volny prostor se zapornym potencialem, ktery je
zde diky orientaci karbonylové skupiny od oblasti volného prostoru. Tento volny prostor
tvofi pii navrstveni téchto tetrad tzv. kanal, ktery je zaplnén jednomocnymi ionty,
sodnymi ¢i draselnymi. Rozdil spoc¢iva v tom, Ze Sodné ionty se nachazi v roving tetrady,

na rozdil od draselnych iontd, které se nachadzi v prostoru mezi jednotlivymi tetradami.

[7]

Smycky (loops) jsou takzvané spojovaci segmenty, které musi obsahovat
bimolekularni kvadruplexy. Smycky umoznuji zapojeni dalSich sekvenci guanini do

struktury kvadruplexu.

Jednotlivé smycky jsou tvofeny thyminy, ale mlize se zde vyskytnout naptiklad
i adenin. Smyc¢ky muzeme rozdé€lit na diagonalni a lateralni. Diagonalni mohou spojovat
dva prot&jsi fetézce. Orientace téchto fetézcu je antiparalelni. Tady smycka piechazi pies
oblast usti centralniho kandlu. Lateralni smycka také spojuje dva sousedni fetézce, jez
jsou stejné jako v predchozim piipadé antiparalelni a vytvafi struktury zndmé jako
vlasenka (hairpin). Externi smycka taktéz spojuje dva sousedni fetézce, ale jsou paralelni
a smycka je zde vedena ptes bocni ¢ast molekuly v oblasti zlabku. Externi smycka se

vyskytuje predevsim v bimolekularnich kvadruplexech. [7] [8]

17



Kvadruplexy vznikaji v pribéhu replikace a transkripce, kdy dochazi k rozpleteni
dvousroubovice. Vzhledem k velké stabilit¢ kvadruplexti je nelze vratit do pivodniho

stavu, protoze by to bylo velmi energeticky naro¢né. [8]

Pro ucely této bakalaiské prace jsou kvadruplexy zajimavé tim, Ze jejich patef Casto
obsahuje zajimavé nekanonické konformace. K dal§imu zkoumani byl vybran kvadruplex
(PDB ID 1A6H). V tomto piipadé se kvadruplex vyskytuje s ionty sodnymi. Dalsi jeho
zajimavosti je to, Ze struktura obsahuje nejen tetrady (G-G-G-G), ale i tetrady obsahujici
cytosin (viz Obrazek 8).

Obrazek 8. Guaninova tetrada G-G-G-G (vlevo) a tetrada obsahujici cytosin C-G-C-G
(vpravo) obrazek prevzat a upraven v programu ChemSketch) [9]
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2.3.2 HOLLIDAYOVA STRUKTURA

Jak jiz bylo vySe zminéno, konkrétn¢ konformer 117 se mize vyskytovat

v Hollidayové struktute, jinak zvané také Hollidaytv spoj.

Do procesu genetické rekombinace je zahrnuto kiizeni fetézci ze dvou sekvenci
DNA. Kli¢ovym meziproduktem v tomto procesu je pravé Hollidayav spoj. Sklada se ze
Ctyf fetézel, z nichZz kazdy je soucasti Ctyf antiparalelnich part (viz Obrazek 9). Pro
definovani trojrozmérné struktury Hollidayova spoje bylo pouzito mnoho biofyzikalnich
technik, jako je naptiklad gelova elektroforéza. [3]

Studie, ktera se zabyvala vlivem trinukleotidi v sekvenci (CCnnnNeN7NgGG) se
snazila urcit krystalovou strukturu 64 permutaci, kde Ng, N7 a Ng jsou libovolné volné
se vyskytujici nukleotidy. Ve studii bylo zjisténo, ze Hollidayovu strukturu tvoii
trinukleotidy ACC, GCC a ATC. Pouze trinukleotid ACC tvoii ¢isté Holliday junction,
zbylé dva mohou vytvorit A-formu i B-formu DNA. Spoleénym rysem pro tyto
trinukleotidy je cytosin v poloze Ng. [9]

Ne vSechny trinukleotidy NNC tvoii Hollidayovu strukturu, tudiz se cytosin sice jevi
jako nezbytny pro tvorbu Holliday junction, ale jeho ptitomnost neni dostacujici. [10] V
této praci byla jako vychozi struktura pouzita Hollidayova struktura (CCGGTACCGA)
sPDB ID INVY a rozlisenim 1,5 A, ktera byla zatim publikovana pouze na strankach
PDB databaze.

Obrazek 9. Hollidayova struktura (vytvoreno pomoci programu PyMOL)
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2.3.3 PROTEIN-DNA KOMPLEXY

Komplexy DNA s proteiny jsou mimoiadné dalezité pro mnoho biologickych
procest, jako jsou napft. transkripce, replikace, translace a dalsi. DNA v komplexu ¢asto
podléha konformacnim zmeénam (pfizplsobeni), které zahrnuji zménu konformace
deoxyribdzy z S (béznd pro B-DNA) smérem k N (bézna pro A-DNA). Nekdy ziejme ale
také dochazi k rekonformaci dalSich patefnich thld. V této praci se budu zajimat hlavné

o zmény uhll B a y v konformeru €. 35 (viz vyse). [11]

Prvni zminény protein DNA komplex je A represor — operator (Obrazek 10), jehoz
krystalograficka studie s rozlisenim 1.8 A detailn& popsala nové protein-DNA interakce
[12]. A represor, je sam o sob& c¢lenem obrovské skupiny vazebnych proteint
prokaryotické DNA, ktera je charakterizovana strukturalnim motivem helix — turn — helix
(HTH). [12] Represor pouziva jak konzervovany motiv HTH, tak i flexibilni tzv.
N rameno k rozpoznavani parovych bazi v hlavnich zlabcich DNA. Spoleéné pak rezidua
z HTH a N ramena tvoii specificka mista pro interakce vodikovymi vazbami s pary bazi.
Také mnoho dal$ich part bazi v tomto komplexu se podili na van der Waalsovych nebo

hydrofobnich interakcich s proteinem.[12]

Zajimavosti je také to, Ze vodikové vazby s pary bazi ve velkych zlabcich zahrnuji
také interakce, které jsou zprostiedkovany vodou a fosfaty patete. [12] [13] Pro tuto praci
je dulezitd ptitomnost B/y konformeru ¢. 35 mezi guaniny G13 a G14, které jsou v tomto

komplexu v pfimém kontaktu s proteinem.

20



Obrazek 10. Struktura A represor opetator protein-DNA komplexu (vytvofeno pomoci
programu PyMOL)
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Dalsim zminénym protein-DNA komplexem je RAP1 (represor aktivator
protein 1, Obrazek 11). RAP1 je multifunkéni protein, ktery se také podili na regulaci
transkripce, ale kromé toho je jeho pomoci vazana telomerova DNA vV kvasinkach
Saccharomyces cerevisae. [13] RAPI je velky protein, ktery se sklada z 827
aminokyselinovych rezidui. Ty ale obsahuji odlisné funkéni domény. Napiiklad
minimalni doména DBD byla ve studii definovana dele¢ni analyzou [13] a nachazi se
uprostied proteinu. Tato doména je az nezvykle velkd, avSak nenese zddnou vyznamnou
sekvencni shodu s zadnym ze znamych motivt, které se vazou v DNA. Oproti tomu
tzv. C-terminalni doména je nezbytna pro transaktivaci. [13] Také tento komplex
obsahuje B/y konformer ¢. 35 u bazi, které jsou v pfimém kontaktu s proteinem.

Obrazek 11. Struktura RAP1 protein-DNA komplexu (vytvoieno pomoci programu
PyMOL)
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2.4 TEORETICKA CHEMIE

Teoreticka neboli vypocetni chemie je odvétvi chemie, které umoziuje ziskavani dat
fyzikalni i chemické povahy za pomoci teoretickych metod, pod které spada molekularni
modelovani, kvantové-chemické vypoéty a poéitatové simulace. Casté jsou aplikace
pocitacového modelovani na systémy jako jsou bilkoviny, DNA i RNA, polymery ¢i
molekuly organického ptivodu ¢i anorganické povahy. Diky vypocetni chemii se da zjistit
naptiklad to, jakou ma molekula energii ¢i strukturu. Déle také to, jaké jsou vazebné

energie ¢i molekulové orbitaly a mnoho dal$ich uzite¢nych informaci. [14]

2.4.1 MOLEKULOVA MECHANIKA A DYNAMIKA

Molekularné-mechanicka molekulovd dynamika je vypocetné relativné nendrocna
a diky tomu je mozno ji aplikovat na studium relativné velkych systému, jakymi jsou

napt. nukleové kyseliny.

Molekulova dynamika je jedna z metod, ktera se zabyva tim, jak se molekula
pohybuje a vyviji v ¢ase. K propagaci soufadnic se v molekulové dynamice vyuziva
newtonovska mechanika. Diky této metod¢ je mozné porozumét a predvidat chovani
molekul. Pro popis molekul se vyuziva klasicka mechanika a slouzi k popisu malych

molekul az po molekuly s miliony atomu. [14]

Molekulova mechanika vyuziva metody silového pole neboli empirického potencialu.
V molekulové mechanice je molekula popisovéna jako seskupeni, které je tvoieno
bodovymi naboji a vdW kuli¢kami (ty maji reprezentovat atomy) a vazbami mezi nimi.
Vazby jsou v molekulové mechanice chapany jako pruziny, které maji svoji uréitou délku

a tuhost. [14]

Rovnice 1 popisuje vztah pohybu a vyvoje studovaného systému v zavislosti na ¢ase.

—32 [Rovnice 1]

F je sila, ptisobici na ¢astici, m je jeji hmotnost a a je zrychleni, tedy derivace rychlosti
v podle ¢asu t. Pro vypocet sil a energie celého systému se musi nejprve spocitat veskeré
vazebné i nevazebné interakce. Vazebnymi interakcemi se mysli naptiklad délka vazby

(Evazba), vazebni thly (Egnel) Nebo torzni tthly (Etorzniahel). Mezi ty nevazebné jsou zahrnuty
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van der Wallsovy sily (Evaw) a Coulombické sily neboli elektrostatické sily (Ec)
(viz Rovnice 2).

Aby bylo mozné energetické slozky spocitat, vyuziva se empirického potencidlu

neboli silového pole. [14]
Epot = Evazba + Eﬁhel + Etorznl’ uhel + EvdW + EC [ROVHiCE 2]

2.41.1 VAZEBNE A NEVAZEBNE INTERAKCE

Vypocet jednotlivych energii vazebnych i nevazebnych interakci je vyobrazen
Vv nasledujicich rovnicich. Vztah pro vypocet vazebné energie udava Rovnice 3, kde r je
vazebnd vzdalenost, ro je hodnota rovnovazné vzdalenosti a K, je silova konstanta

vyjadfujici tuhost vazby.
Epazpa = LKy (71— 19)° [Rovnice 3]

Pro vypocet energie vazebnych thla je dan vztah (viz Rovnice 4), kde « je vyjadienim
vazebného uhlu, ag je rovnovaznou hodnotou vazebného thlu a K, je silovou konstantou

vazebného uhlu.
Einer = 2K, (a— ag)? [Rovnice 4]
Pro torzni tihel existuje vztah vyjadieny v Rovnici 5, kde Et vyjadiuje torzni piispévek
k potencialni energii, ¢no vyjadiuje fazovy posun k n-té periodé, ¢ znazornuje vazebnou

torzi, En vysku potencialni bariéry v n-té periodé a n je prave perioda jedné harmonické

slozky.
Etorznigner = Lt Zn%" [1+ cos(n@ — @,,)] [Rovnice 5]

Torzni thel nabyvé hodnot od 0° do 360°. Torzni thly fikaji, jak se k sob& orientuji
jednotlivé segmenty molekul, napt. nukleotidd. V nukleovych kyselinach se jedna o uhly
o, B, v, 0, & C a y (viz vySe). Tyto thly nabyvaji v deoxyribonukleové kyseliné
charakteristickych hodnot.
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Rovnice 6 zobrazuje vztah pro vypocet Van der Waalsovy interakéni energie, kde &jj
znazorniuyje hloubku potencidlové jamy, rij vyjadiuje vzdalenost mezi dvéma atomy
a Rjj vyjadiuje rovnovaznou vzdalenost. [15]

Rii\ 2 Ri; \° .
EvdW = Zi<]’ Ei]' (J) -2 (i) [Rovn|ce 6]
T'i]' rij

Elektrostaticka energie lze vyjadiit vzajemnym pusobenim dvou parcialnich nabojt.

Tento vztah vyjadiuje Rovnice 7, kde qigj je souin paricalnich nabojd, o znazornuje

permitivitu vakua a rij predstavuje vzdalenost mezi atomy.

1 4iqj

Ec =Yy <Jmee [Rovnice 7]

47T£01"i]'

2.4.1.2 EXPLICITNI A IMPLICITNi ROZPOUSTEDLO

Do modelovani v molekulové dynamice Se ¢asto zahrnuje vodné prostiedi molekuly,
a to bud jako explicitni ¢i implicitni rozpoustédlo. Pokud je pouzito explicitni
rozpoustédlo, tak se v boxu molekula nachazi i s molekulami vody. Mezi explicitni
rozpoustédla patii naptiklad SPC/E [16] nebo TIP3P [17], TIP4P-Ew [18], které se lisi
svymi parametry a chovanim. [19] V pfipad¢é implicitniho rozpoustédla se hovofi

0 tzv. kontinuu, ve kterém dochazi k pohybu studovanych systémui. [20]

2.4.2 SILOVA POLE

Pro zacatek je dulezité si vybrat vhodna silova pole pro provedeni simulaci. Pro
studium nukleovych kyselin existuji rtiznéd silova pole. Mezi ty nejpouZzivanéjsi patii
silova pole AMBER[21] a CHARMM]|22]. V této bakalaiské praci je pouzit AMBER
(Assisted Model Building with Energy Refinement).

AMBER je programovy balik, ve kterém lze pouZit vice variant silovych poli, ktera
jsou vyuzivana pti studiu nukleovych kyselin. Dale se v tomto baliku nachazi vse, co je

tieba pro realizaci simulaci a pro analyzu vysledku. [21]

Za zminku stoji program LEAP, ktery se vyuziva pro ptipravu nového systému. Déle
programy, které provadéji minimalizace a molekularné dynamické simulace.
Mezi programy, které se vyuZzivaji pro analyz vysledkl patii program PTRAJ. Diky
tomuto programu je mozno analyzovat trajektorie ¢i souhrn soufadnic, které byly

vytvofeny diky molekulové dynamickym simulacim.
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Pti studiu nukleovych kyselin se nejvice vyuzivaji silova pole, kterd vychazeji ze
silového pole Cornell et al. [23] oznacovaného zkratkou ff94. Nasledné tpravy tohoto
silového pole vedly ke vzniku novéjsich verzi silovych poli — ff98 [24], ff99 [25].
Postupné se ale ukazalo, Ze ani v poli ff99 nejsou simulace duplexu DNA na delSich
casovych intervalech stabilni. Z tohoto diivodu byly nutné dalsi Gpravy potencialu. V roce
2007 vznikla nova verze silového pole ff99parmbscO [26], ve které se objevily nové
parametry pro torze o ay. V nasledujicich n¢kolika letech byly predstaveny dalsi verze
silovych poli, jez obsahovaly dalS§i zmény v torznich potencidlech. Naptiklad verze

silového pole parmbscl, ktera navazovala na verzi parmbsc0 obsahovala modifikace torzi
% €acd.

Modifikace empirickych potencialti byly vyvijeny také v Ceské republice, presnéji
v Olomouci. Zakladem pro navrh dihedralnich potencialt se stala metoda, ktera zahrnuje
konformacné zavisly vliv rozpoustédla [27], pomoci které byly postupné vyvinuty
korekce uhli x pro RNA [28], ¥ pro DNA [29], &/C pro DNA [30] a p pro DNA [31].
Vsechny navrZzené korekce jsou soucasti silového pole OL15 [31]. V Tabulce 3 jsou

piehledné uvedeny modifikace jednotlivych silovych poli.

Tabulka 3. Ptehled silovych poli pro DNA

Silové pole Rok Modifikace vzhledem
modifikace k ff99
94 [23] 1995
98 [24] 1999
99 [25] 2000
ff99parmbscO [26] 2007 aly
ff99parmbscO0yOL4 [29] 2010 oy, X
ff99parmbsc0-yOL4eLOL1 [30] 2013 aly, x, /¢
ff99parmbsc0-yOL4eCOL1BOL1 [31] 2015 aly, x, €/C, B
ff99parmbscl [31] 2015 aly, x, €/

Ptresto, Ze uvedené upravy vedly k vyraznym zlepSenim pro simulace kanonické
DNA i nekanonickych forem, jako jsou Z-DNA a guaninové kvadruplexy, za¢ina se
ukazovat, ze n€které torze jsou stale nepiesné, napt. o/y [6]. Studium téchto nepiesnosti

v molekuldch DNA je cilem této prace.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo vyhodnotit chovani nekanonickych stavii patefnich
uhlt B iy v MD simulacich nékolika riiznych kanonickych i nekanonickych molekul
DNA. Bylo posuzovano, zda jsou nekanonické stavy v simulacich stabilni a zdali hraji
Vv systému strukturni roli, a to v souvislosti s dal$imi jevy (rekonformacemi) v molekule,
které byly zjistovany vyhodnocenim dalSich patetnich thla v blizkém okoli studovanych
uhla B i y. Cilem bylo také porovnat, jak dobie jednotliva dnes pouzivana silova pole

(OL15 a bscl) popisuji nekanonické stavy patete.

3.2 METODY

3.2.1 VYBRANE STRUKTURY A PRiPRAVA

Simulace byly provadény ve dvou silovych polich doporu¢ovanych pro simulace
DNA struktur v programu AMBER, a to konkrétné pro pole OL15 a bscl. Pro samotnou
analyzu byly vybrany ¢tyfi odlisSné DNA systémy kvadruplex, Hollidayova struktura
a dva protein-DNA komplexy.

Vsechny vstupni systémy, které byly pouzité v této praci je mozné nalézt pod svym

PDB koédem v proteinové databazi www.rsch.org.

Pro simulaci kvadruplexu byla jako vychozi pouzita NMR struktura s PDB ID 1A6H
(prvni model ze ¢tyt obsazenych v PDB). Protoze NMR struktura neobsahovala kationty
Vv kanalu kvadruplexu, byly dodany 3 kationty Na* do prostoru mezi roviny tetrad a po
jednom nad a pod krajni roviny tetrdd, tedy na mista, kde byvaji kationty obvykle
Vv kvadruplexech pfitomny. Déle byly dodany kationty Na® k neutralizaci naboje patete

DNA a dalsi ionty Na* CI", aby vysledna koncentrace v systému byla 0,15M NacCl.

V ptipadé Hollidayovy struktury byla jako vychozi pouzita krystalova sktruktura
s PDB ID INVY s rozlisenim 1,50 A. Ve struktufe bylo ponechéno deset Sr?* ve svych
krystalografickych polohach a naboj patete byl neutralizovan draselnymi ionty K* a déale
byly pfidany iony K* a CI” pro dosazeni vysledné koncentrace 0,15M KCI. Protoze

v simulacich dochdzelo k rozpojovéani konct helixii a koncové baze exponované do
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roztoku zpusobovaly v simulaci artefakty (vytvarely stabilni kontakty se sousednim
helixem), bylo nutné provést dalsi simulace, u kterych byly pouzity restrainty na vodikové
vazby koncovych péril bazi. Parametry restrainti byly r1 =2.0 A, r2=25A,r3=3.2 A,
r4 = 5.0 A a silové konstanty rk2 = 20.0 kcal/mol/A?, rk3 = 30.0 kcal/mol/A?. K dal§im

analyzam byly pouzity simulace s t€mito restrainty.

Pro simulaci prvniho protein-DNA komplexu byla vyuzita krystalova struktura RAP1
protein-DNA komplexu s PDB ID 1IGN srozlisenim 2,25 A. Krystalova struktura
obsahovala v krystalografické bunice dva stejné protein-DNA komplexy a k simulaci byla
pouzita pouze prvni struktura. Ob¢ struktury obsahovaly stejny studovany nekanonicky
stav. Krystalova struktura neobsahovala vSechna rezidua RAP1 (tfetézec byl na tiech
mistech pferusen). Z toho divodu byl na koncova rezidua v mistech pferuseni dodan
restraint na vzdalenost, ktera byla vzata z krystalové struktury. Parametry restraintu byly
r1=171A,r2=20.1A,r3=221A,r4=25.1 A prolle 123 a Arg 126, dale r1 = 7.5 A,
r2=105A,r3=125A,r4=155A proGlu177aGlu 180 arl = 14.0 A, r2=17.0 A,
r3 = 190 A, r4 = 220 A pro Thr 186 a Phe 189. Silové konstanty byly
rk2 = 10.0 kcal/mol/A?, rk3 = 10.0 kcal/mol/A?. Retézce byly zakondeny rezidui acetatu
(ACE) a N-methylaminu (NME). Protonacni stavy histidind byly nejdiive uréeny
spomoci programu PROPKA [32] a poté byly vkrystalové struktufe vizualné
zkontrolovany pfitomnosti vodikovych vazeb odpovidajicich pfedpovézenym
protona¢nim staviim. VSech sedm histidind bylo dvakrat protonovano (HIP)
(pH krystaliza¢niho roztoku bylo 6.0). Naboj patete byl neutralizovan draselnymi ionty

K* a nasledné byly pfidany iony K* a Cl™ pro dosazeni vysledné koncentrace 0,15M KCI.

Pro simulaci A represor protein-DNA komplexu byla jako vychozi pouzita krystalova
struktura s PDB 1D 1LMB s rozlisenim 1,80 A. Aby se zabranilo tiepeni koncti duplexd,
(fraying) byly u terminalnich pari pouzity restrainty na vodikové vazby s parametry
rt = 20 A, r2 = 25 A, r3 = 32 A, r4 = 50 A a silové konstanty
rk2 = 20.0 kcal/mol/A?, rk3 = 30.0 kcal/mol/A?. Naboj patete byl neutralizovan pomoci
draselnych iontd K* a poté byly pifidany iony K* a ClI", aby vysledna koncentrace v
systému byla 0,15M KCI.

Vstupni struktury byly pfipraveny pomoci programu LEAP z programového baliku
AMBER. Simulace byly provadény kodem PMEMD z programového baliku AMBER za
izobaricko-izotermickych podminek (NPT). Teplota byla nastavena na 300 K (22 °C)
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atlak na 1 Atm (101,325 kPa). Casovy krok byl 4 fs. Pro prodlouzeni ¢asového kroku byl
pouzit hydrogen mass repartitioning (¢ast hmotnosti tézkych atomti byla pfesunuta na
vodikové atomy). Cutoff pro nevazebné interakce byl 9 A. Vazby k vodikovym atomiim
v molekulach rozpusténé latky byly zamrazeny metodou SHAKE s vychozim nastavenim
tolerance na 1 x 10°. Ewaldova sumace (PME) byla pouzita s vychozim nastavenim
miizky (1 A) a tolerance (1 x 10°). Soutadnice byly ukladany kazdych 10 ps. K solvataci
molekularnich systému byl pouzit vodni box SPC/E. Vsechny analyzy byly provadény
programem CPPTRAJ z baliku AMBER 18.

3.3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.3.1 STABILITA A DYNAMIKA STUDOVANYCH MOLEKUL V MD
SIMULACICH

3.3.1.1 KVADRUPLEX

Vychozi struktura kvadruplexu s PDB ID 1A6H pochazi z NMR experimentu
a Vv databazi byly uloZeny c¢tyfi mirn€ odlisné struktury (modely). Po shlédnuti téchto
modeld bylo zjisténo, ze hlavni odliSnosti se nachazeji v oblasti smycek tvofenych
thyminy. V pifipadé prvniho modelu jsou thyminové smyc¢ky zéasti exponovany do
roztoku a samotnému stemu se ptili§ neblizi. V druhém piipad¢ se thyminové smycky
piiblizuji stemu. V piipad¢ tfetiho modelu jsou thyminové smycky opét spiSe exponovany
do roztoku. Smycky nemaji tendenci se piiblizovat ke stemu. Tato situace je na obou
koncich velmi podobna. V poslednim piipadé¢ ¢tvrtého modelu jsou thyminové smycky
spiSe naklonény ke stemu kvadruplexu. Naproti smyckam je stem kvadruplexu, ktery je
tvofeny tetrddami guaninu a cytosinu relativné stabilni. Dilezité ale je, Ze na misté, kde
se vyskytuje studovana konformace 117 s B/y = g/t (C2-G3), se konformace patete

Vv riznych modelech 1isi (viz Tabulka 4).
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Tabulka 4. Konformace patete ve 4 modelech NMR struktury 1A6H

Model 1 Model 2 Model 3 Model 4
konformace By By By By
C2-G3_A 62/186 182/180 62/185 173/190
C2-G3_B 62/186 181/180 62/184 187/190

Rozdilné hodnoty v riznych modelech naznacuji, Ze v patefi miZe existovat
rovnovaha mezi dvéma stavy uvedenymi v Tabulce 4: konformaci s B/y = g/t a dalsi
konformaci s B/y = t/t. Je ale také mozné, ze konformace v tomto misté patefe neni
dostate¢né ur¢ena daty z NMR experimentu. Je nutno poznamenat, ze uhly 3 a y nebyly

vV NMR experimentu ptimo méteny.

V Grafu 1 a Grafu 2 je zobrazeno RMSD v MD simulaci pro stem a smycky
kvadruplexu zvlast’. Je vidét, ze stem kvardruplexu je relativné stabilni s malym RMSD,
zatimco RMSD smycek je pomérné velké. Z trajektorie je vidét, ze smycky méni
V simulaci svoje uspotfadani a stiidaji rizné konformace, napf. thymin je vazany do
zlabku kvadruplexu nebo naopak exponovany do roztoku. Toto je divodem zvySeného
RMSD smycky. Pro smy¢ky kvadruplexu je toto chovani relativné casté. [33] Malé
RMSD stemu naznacuje, ze stem kvadruplexu je stabilni a nedochazi v ném k velkym
odchylkam od vychozi struktury. Za zminku stoji relativné vy$si RMSD smy¢ek v poli

bscl, které naznacuje, ze toto pole miiZze popisovat smycky hiife nez pole OL15.

Vzhledem k tomu, ze vV piivodni struktufe nebyly udany pozice iontl sodiku v kanalu
kvadruplexu, byly dodany do struktury tfi kationty do prostoru mezi roviny tetrad a dale
po jednom nad a pod krajni roviny tetrad. V simulaci dva krajni kationty hned na zac¢atku
simulace opustily sva vazebna mista v kvadruplexu a oddifundovaly do roztoku. Zbylé
ti'1 kationty zlstaly vazany v prostoru kanalu kvadruplexu. Toto chovani je u kvadruplexii

obvyklé. [33] Mezi OL15 a bscl nebyly v tomto sméru vyznamné rozdily.
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Graf 1. RMSD stemu struktury kvadruplexu pro silova pole OL15 a bscl
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Graf 2. RMSD smyc¢ky struktury kvadruplexu pro silova pole OL15 a bscl
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3.3.1.2 HOLLIDAYOVA STRUKTURA

Vychozi Hollidayova krystalova struktura s PDB ID 1INVY byla vybrana diky velmi
dobrému rozligeni 1,50 A. Studovanid konformace P/y 117 je v fetézcich stejna s

B/y = g*/t =~ 42°, 155°. Tato struktura obsahuje také nékolik kationti stroncia.

V Grafu 3 je zobrazeno RMSD celé Hollidayovy struktury. RMSD v ptipadé obou
poli dosahuje relativné vysokych hodnot. V silovém poli bscl je RMSD Hollidayovy
struktury téméf po celou dobu simulace stabilni, oproti tomu RMSD Hollidayovy
struktury v silovém poli OL15 se na zac¢atku simulace pfilis stabilné nejevi, ale po 0,2 ps
se ustali tak jako je tomu v ptipadé silového pole bscl. Toto vychyleni bylo zptisobeno
vzdalenim dvou koncovych dvousroubovic od sebe, které bylo ale pouze piechodné.
Relativné vyss$i celkovd hodnota RMSD je zplsobena také vznikem nenativnich
vodikovych vazeb, které budou popsany nize. Jinak je simulace v Case stabilni a obé

silova pole poskytuji podobny popis.
Graf 3. RMSD Hollidayové struktury pro silova pole OL15 a bscl
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3.3.1.3 RAP1 PROTEIN-DNA KOMPLEX

Vychozi krystalova struktura sPDB ID 1IGN méla rozligeni 2,25 A. Vychozi
struktura obsahuje dva stejné protein-DNA komplexy v jedné krystalové bunce, ze které
byl k simulaci vzat pouze prvni komplex. Protein se k nukleové kyselin€ vaze ve dvou
Castech dvousroubovice. Struktura obsahuje nekanonicky stav ¢. 35 mezi rezidui guanin
31 a guanin 32 a tento stav je pfitomen v obou komplexech ptitomnych v krystalové
buiice. Vychozi krystalova struktura kazdého proteinu je na tfech mistech pierusena

a neobsahuje tedy vSechna rezidua RAP1 protein DNA komplexu.

Graf 4 zobrazuje RMSD cel¢ struktury RAP1 protein-DNA komplexu pro silova pole
OL15 a bscl. Az na jeden skok pti zhruba 0,6 us by se dalo fici, ze jsou RMSD pro obé
pole stejna a dosahuji hodnoty kolem 3 A. RMSD je relativné velké, je ale potieba vzit
Vv tvahu, ze tento komplex je relativné velky. Simulace se zda byt stabilni v obou silovych

polich s jen malymi rozdily mezi nimi.
Graf 4. RMSD struktury RAP1 protein-DNA komplexu pro silova pole OL15 a bscl
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U tohoto proteinu byly studovany také B faktory (viz Graf 5). V Grafu 5 jsou
vyznaceny jednotlivé helixy proteinu. V blizkosti nekanonického stavu v reziduu guanin
32 RAP1 protein-DNA komplexu se nachazeji nasledujici oblasti proteinu: Smycka mezi
helixem H1A a H1B (rezidua 377-385), helix H1B (rezidua 386-391), helix H1C (rezidua
401-409), ¢ast regionu nepevné sbalené struktury (rezidua 444-445), N terminalni rameno
(rezidua 446-450) a C terminalni smycka (rezidua 578-594).

Graf 5. B faktor RAP1 protein-DNA komplexu pro silova pole OL15 a bscl (upraveno
pomoci programu Inkscape)
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Z grafu je vidét, ze fluktuace helixt jsou spiSe malé a sekundéarni struktura proteinu
je tedy v simulaci relativné stabilni. To plati i pro vySe zminéné oblasti, které jsou
Vv kontaktu se studovanym reziduem guanin 31 duplexu. Vyjimkou jsou ¢asti regionu
nepevné sbalené struktury, kde jsou fluktuace znacné, coz lze ale ocekéavat. Fluktuace

Vv silovém poli OL15 a bscl jsou velmi podobné.
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3.3.1.4 )X REPRESOR PROTEIN-DNA KOMPLEX

Vychozi krystalova struktura s PDB ID 1LMB ma rozliseni 1,80 A. Ve vychozi
krystalové struktute se protein dotyka nukleové kyseliny ve dvou mistech — zlabcich.
V Grafu 6 je zobrazeno RMSD této struktury pro silova pole OL15 a bscl. V piipadé
obou silovych poli dosahuje RMSD hodnot okolo 2 A, které jsou pro takto velky komplex
piijatelné. RMSD je pro silové pole bscl o néco vyssi nez pro pole OL15.

Graf 6. RMSD struktury A represor protein-DNA komplexu pro silova pole OL15 a bscl
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U tohoto proteinu byly studovany také B faktory (viz Graf 7). V Grafu 7 jsou
vyznaceny helixy struktury proteinu. V blizkosti nekanonického stavu v reziduu guanin
13 L represor protein-DNA komplexu se nachazeji oblasti proteinu helix 3
(rezidua 44-51), smycka mezi helixem 3 a helixem 4 (rezidua 52-60) a N koncova smyc¢ka
(rezidua 1-8) a smycka mezi helixem 2 a helixem 3 (rezidua 40-43).

Graf 7. B faktor A represor protein-DNA komplexu pro silova pole OL15 a bscl
(upraveno pomoci programu Inkscape)
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Z Grafu 7 je vidét, ze oblasti helixt pfili§ neosciluji, naopak oblasti mezi helixy
nebo vyse zminénd N koncova smycka ¢i smycka mezi helixy 2 a 3 fluktuji vice. Vysoka
hodnota B faktoru zvlasté pro pole bscl znaci, Ze dochazi k oscilaci jednotlivych rezidui

a Ve zvySené mife.
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3.3.2 STABILITA NEKANONICKYCH STAVU PATERE B ay

Jak jsem zminila v ivodu, ve své praci jsem se zaméfila na dva rizné stavy
cukrfosfatové patere, které¢ obsahuji nekanonickou konformaci sousedicich uhlt B a v:
konformaci ¢. 117 a konformaci ¢. 35. [5] Stabilita t€chto nekanonickych stavi v MD

simulacich bude popsana v nasledujicim textu.

3.3.21 KVADRUPLEX

V kvadruplexu jsou dvé symetricky poloZzend mista, kde se nachdzi nekanonicka
konformace patete B, y (konformer 117), konkrétn¢ mezi cytosinem 2 a guaninem 3, které
jsou soucasti sousednich vnitinich kvarteti kvadruplexu. Tato pozice byla vybrana,
protoze se nachazi ve stiedni ¢asti stabilniho stemu kvadruplexu. Nenachazi se v blizkosti
flexibilnich smy¢ek a neni tedy ovlivnéna zménami jejich konformaci. Casovy vyvoj
téchto dvou stavu v reziduu guanin 3 a guanin 14 je vyobrazen v Grafech 8 a 9 pro silové

pole OL15 a v Grafech 10 a 11 pro silové pole bscl.

V silovém poli OL15 jsou oba nekanonické stavy nestabilni a hned na zacatku
simulace zméni konformaci z B, y = g*/t na kanonickou konformaci B, y = t/g*. Sousedni
uhel a je touto zménou konformace také ovlivnén. Ve vychozi geometrii ma uhel o
hodnotu ptiblizn€ 240°, pti rekonformaci se ale zméni na kanonickou hodnotu kolem
300°. Chovani je v obou symetricky polozenych mistech velmi podobné. V druhém
fetézci navic V priabéhu simulace doslo k rekonformaci thlu o z kanonické hodnoty
a =g do hodnoty a =t a to naznacuje omezenou stabilitu kanonické konformace v této

¢asti molekuly.

V silovém poli bscl se prvni fetézec chova stejné, jako v poli OL15, ale v druhém
fetézci je stabilita nekanonického stavu €. 117 vyssi a udrzi se témét do tretiny simulace.

Pak ale dojde ke stejné rekonformaci do kanonického stavu, jako v prvnim fetézci.

Z MD simulaci vyplyva, Ze silova pole upfednostiiuji kanonickou konformaci, i kdyz
1 nekanonicky stav €. 117 je polem bscl na ur€ity ¢as udrzen. Porovname-li toto chovani
s experimentalnimi udaji z Tabulky 4, je vidét, Ze i v experimentu jsou mozné dva stavy,
ale Zadny z nich neni kanonicky, protoZe oba obsahuji torzi y v nekanonické hodnoté

y = t. PfestoZe experimentalni konformace neni zcela jednozna¢né urcena, zda se, Ze oba
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empirické potencialy by mohly popisovat tuto ¢ast patefe nespravné a destabilizovat stav

vy =1, v souladu s predikovanymi piedpoklady.

38



Graf 8. Casovy vyvoj uhli B, y, a v reziduu guanin 3 pro strukturu kvadruplexu v silovém
poli OL15. Vychozi experimentalni hodnoty jsou oznaceny teCkami na ose y.
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Graf 9. Casovy vyvoj thla B, y, a v reziduu guanin 14 pro strukturu kvadruplexu v
silovém poli OL15
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Graf 10. Casovy vyvoj uhla B, v, o v reziduu guanin 3 pro strukturu kvadruplexu v

silovém poli bscl
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Graf 11. Casovy vyvoj uhld B, y, o v reziduu guanin 14 pro strukturu kvadruplexu v

silovém poli bscl
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3.3.2.2 HOLLIDAYOVA STRUKTURA

V Hollidayov¢ struktuie se nachazi dvé symetricky polozena mista, kde se nachazi
nekanonickéa konformace patefe B/y = g*/t, konformer ¢. 117. Piesnéji mezi rezidui adenin

6 a cytosin 7 v fetézcich B a D.

Zacneme popisem simulace Vv silovém poli OL15. Ve vychozi geometrii mé thel
hodnotu pfiblizné 72°, thel y ~ 172° a tihel o ~ 263°. Hned v pocatcich simulace se B iy
uhly v obou fetézcich neudrzi a zméni konformaci z B/y = g*/t na kanonickou konformaci
Bly =t/g* (Grafy 12 a 13). Uhel 0. se v obou fetézcich posunuje blize ke kanonické hodnoté
300°. Nekanonicky stav je tedy v silovém poli OL15 nestabilni.

AvSak pro silové pole bscl je situace mirn€ odlisné (Grafy 14 a 15). V obou fetézcich
se nekanonicka konformace po jistou dobu udrzi a az poté piechazeji do kanonickych
hodnot jako v poli OL15. Dilezité ale je, ze v obou fetézcich se patef do nekanonického
stavu €. 117 dokaze vratit a setrvat v ném relativné dlouhou dobu (desitky az stovky ns)
To naznacuje, Ze stav ¢. 117 muze v této struktuie existovat a je 1épe popsan silovym

polem bscl.

Souvislost mezi nekanonickym stavem 117 a dal§imi okolnimi thly ukazuji Grafy 16
a 17 pro pole OL15 a 18 a 19 pro pole bscl. Hlavni informace je obsaZena v tihlu y, jehoz
hodnota je ve vychozi struktuie x ~ 200° (anti, typicka pro A-DNA) a pii rekonformaci
B/y do kanonického stavu se méni na y ~ 250° (high-anti, typicka pro B-DNA). Podobné
v bscl souvisi hodnota y s tim, jestli je B/y stav nekanonicky nebo kanonicky. Protoze
parametrizace y se v OL15 a bscl li$i, Ize soudit, Ze ma vliv i na stabilitu nekanonického

stavu 117. V poli bscl se zdé byt tihel ¢ popsan 1épe.
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Graf 12. Casovy vyvoj uhld B, v, a v reziduu cytosin 7 v fetézci B pro Hollidayovu
strukturu v silovém poli OL15
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Graf 13. Casovy vyvoj uhli B, v, a v reziduu cytosin 7 v fetézci D pro Hollidayovu
strukturu v silovém poli OL15
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Graf 14. Casovy vyvoj uhld a, B, v v reziduu cytosin 7 v fetézci B pro Hollidayovu
strukturu v silovém poli bscl

360 .

e Pl7 B 17 B eal7 B

300

240

180

ahel [*]

120

&0

O 1 1 1 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Cas [us]

Graf 15. Casovy vyvoj uhli a, B, y v reziduu cytosin 7 v fetézci D pro Hollidayovu
strukturu v silovém poli bscl

360 T T T T
o P37 D B D ewd’ D
300

240

180

Uhel [*]

120

60

Cas [us]

43



Graf 16. Casovy vyvoj uhld a, 8, x v reziduu cytosin 7 v fetézci B pro Hollidayovu
strukturu v silovém poli OL15
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Graf 17. Casovy vyvoj uhli a, 8, ¥ v reziduu cytosin 7 v fetdzci D pro Hollidayovu
strukturu v silovém poli OL15
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Graf 18. Casovy vyvoj uhld a, 8, x v reziduu cytosin 7 v fetézci B pro Hollidayovu
strukturu v silovém poli bscl
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Graf 19. Casovy vyvoj uhli a, 8, ¥ v reziduu cytosin 7 v fetdzci D pro Hollidayovu
strukturu v silovém poli bscl
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3.3.2.2.1 NENATIVNI VODIKOVE VAZBY

V prubéhu simulace Hollidayovy struktury se tvotily vodikové vazby, které nejsou
V pivodni experimentalni struktufe pozorovany (nenativni vodikové vazby, viz Obrazek
12). Jedna se o vazby mezi fosfatem rezidua adeninu 6 v fetézci A k aminoskupinam
rezidui cytosinu 2 v fetézci B, dale cytosinu 7 v fetézci A a cytosinu 8 v fetézci A.
Analogické vazby vynikaji i v symetricky polozeném fosfatu rezidua adeninu 6 v fetézci
C. Vzdalenosti vodikové vazanych rezidui na zacatku a v prub&hu simulace pole OL15
Vv prvnim a druhém fetézci jsou zobrazeny v Grafech 20 a 21 pro silové pole OL15
a v Grafech 22 a 23 pro silové pole bscl. Je vidét, Ze stejné vodikové vazby se tvoii
v obou silovych polich, OL15 i bscl relativné brzy na zacatku simulace a jsou relativné
stabilni. Tvorba téchto nenativnich vodikovych vazeb vede k mirné deformaci struktury,

jak je ukazano na Obrazku 13.

Podobné vodikové vazby na fosfatovou skupinu byly pozorovany uz diive napf.
v simulacich baleni RNA smycek [34]. V téchto pracich bylo ukazano, ze vodikové vazby
s fosfatovou skupinou jsou v silovém poli pfecenény, tj. jsou silné&jsi, nez by V realité
mély byt. Protoze fosfatova skupina ma v DNA stejnou parametrizaci jako v RNA, da se
piedpokladat, Ze tvorba pozorovanych vazeb je nejspise i v nasich simulacich artefaktem
silového pole a MD simulace tedy nepopisuje chovani systému spravné. Jde o dalsi
piiklad, ktery ukazuje, Ze soucasné silova pole vyzaduji dalsi korekce. Ze srovnani Grafi
18 a 19 s Grafy 22 a 23 je vidét, ze tvorba nekanonickych vodikovych vazeb nesouvisi

s rekonformaci nekanonickych stavl B/y (nastavaji v Case nezavisle).
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Obrazek 12. Vytez z posledniho snimku simulace Hollidayovy struktury — nenativni
vodikové vazby mezi fosfatovou skupinou a aminoskupinami cytosinli (vytvoieno
pomoci programu PyMOL, Inkscape)

Obrazek 13. Srovnani krystalové geometrie (fialova) a posledniho snimku 1us simulace
(rizova) Hollidayovy struktury (vytvofeno pomoci programu PyMOL)
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Graf 20. Ménici se velikosti vazeb mezi fosfaty v zavislosti na ¢ase v silovém poli OL15
pro Hollidayovu strukturu v prvnim fetézci

20

b P AB_AN4 C2 B P A6 AN4 CT A o P_AB AN4 C8 A
18 | ]

16 r .
14
12

10

vzdalenost [A]

Cas [us]

Graf 21. Ménici se velikosti vazeb mezi fosfaty v zavislosti na ¢ase v silovém poli OL15
pro Hollidayovu strukturu v druhém fetézci
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Graf 22. Ménici se velikosti vazeb mezi fosfaty v zavislosti na Case v silovém poli bscl
pro Hollidayovu strukturu v prvnim fetézci
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Graf 23. Ménici se velikosti vazeb mezi fosfaty v zavislosti na Case v silovém poli bscl
pro Hollidayovu strukturu v druhém fetézci
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3.3.2.3 RAP1 PROTEIN DNA KOMPLEX

Ve vychozi geometrii vykazuji uhly B a y rezidua guaninu 32 hodnot f ~ 100°,
ay ~ 160° (konformer 35). V konformeru 35 jsou tyto hodnoty spojeny se severnim
puckerem (N) a glykosidickou torzi x = anti v daném reziduu. V silovém poli OL15 se
konformace B/y = g/t na zacatku simulace velmi rychle zméni na kanonickou B/y = t/g"
a zustane V ni po zbytek simulace (Graf 24). Naproti tomu v silovém poli bscl je situace
odli$na (Graf 25). Na pocatku simulace se konformer 35 po jistou dobu udrzi, a ptestoze
pak rekonformuje do kanonického stavu B/y = t/g", je patef schopna se do konformace 35

Vv prubéhu simulace zase na kratsi ¢as né€kolika desitek ns vratit.

V Grafech 26 a 27 (pro OL15 a bscl) jsou zobrazeny Casové prubéhy uhll a, 0, %
rezidua guaninu 32. Ve vychozi geometrii vykazuji hodnoty a ~ 245° (nekanonicka),
0 ~—93° (severni pucker, N) a y ~ 174°. V silovém poli OL15 se v prubéhu simulace tyto
uhly zméni do kanonickych hodnot. V silovém poli bscl ale vykazuji jasnou souvislost
s nekanonickym stavem P/y. Kdyz je B i1 y nekanonicka, drzi si své nekanonické hodnoty
také zminéné uhly. Protoze se pole OL15 a bscl lisi v parametrizaci puckeru ribozy
a uhlu y, Ize fici, Ze pole bscl popisuje diky témto odlisnostem konformaci 35 Iépe. Dale
1ze tici, Ze ob¢ pole pravdépodobné podceniuji populaci stavu 35, mozna diky nepfesnému

popisu stavu y = t, v souladu s nasimi piedpoklady.
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Graf 24. Casovy vyvoj thla B, v v reziduu guanin 32 pro strukturu RAP1 protein-DNA
komplexu v silovém poli OL15
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Graf 25. Casovy vyvoj thli B, y v reziduu guanin 32 pro strukturu RAP1 protein-DNA
komplexu v silovém poli bscl
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Graf 26. Casovy vyvoj uhli a, 8, y v reziduu guanin 32 pro strukturu RAP1 protein-DNA
komplexu v silovém poli OL15
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Graf 27. Casovy vyvoj Ghlt a, 8, % v reziduu guanin 32 pro strukturu RAP1 protein-DNA
komplexu v silovém poli bscl
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3.3.2.4 )} REPRESOR PROTEIN-DNA KOMPLEX

V tomto komplexu se nekanonicky stav B/y = g*/t nachazi na reziduu guanin 14. Ve
vychozi geometrii nabyva thel  hodnoty ~ 69° ay ~ 168°. V prub&hu simulace v silovém
poli OL15 (Graf 28) se tihly B iy po dobu prvnich 0,2 us drzi ve své vychozi konformaci,
avsak poté svou konformaci zméni na hodnoty blizké kanonickym, B=t,y = g*. Po zbytek
simulace ale nejsou pfilis stabilni a tthel y méni svoji konformaci i na g~. Naproti tomu

Vv silovém poli bscl se thly B iy drZi ve své vychozi konformaci (viz Graf 30).

Uhly a, 9, ¥, které souviseji s nekanonickou konformaci 35, odpovidaly v pivodni
geometrii hodnotam 258°, 82° a 185° v tomto potadi. Casovy vyvoj téchto hla je
zaznamenan Vv Grafu 29 pro silové pole OL15 a Grafu 31 pro silové pole bscl. Je vidét,
ze vyvoj téchto uhlu kopiruje vyskyt nekanonického stavu 35 v simulaci. To bylo
pozorovano 1 v piredchozi simulaci protein-DNA komplexu RAPI1. Stejné, jako
v pfedeslém piipadé tedy lze vyvodit, Ze pole bscl popisuje diky odliSnostem
V parametrizaci ribozy a glykosidického uhlu konformaci 35 Iépe. Pole OLIS5
pravdépodobné podceiiuje populaci stavu 35, coz je mozna 1 diky nepfesnému popisu

stavu y = t, v souladu s predpoklady.
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Graf 28. Casovy vyvoj uhla B, y v reziduu guanin 14 pro strukturu A represor protein-
DNA komplexu v silovém poli OL15
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Graf 29. Casovy vyvoj uhli a, 8, y v reziduu guanin 14 pro strukturu A represor protein-
DNA komplexu v silovém poli OL15
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Graf 30. Casovy vyvoj uhli B, y v reziduu guanin 14 pro strukturu A represor protein-

DNA komplexu v silovém poli bscl
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Graf 31. Casovy vyvoj uhli a, 8, y v reziduu guanin 14 pro strukturu A represor protein-

DNA komplexu v silovém poli bscl
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Protoze v tomto komplexu byl studovany nekanonicky stav 35 v poli OL15 malo
stabilni a Vv poli bscl stabilni, rozhodla jsem se prozkoumat souvislost jeho stability se
siti vodikovych vazeb mezi proteinem a rezidui guanin 13 a guanin 14, mezi kterymi se
stav 35 nachazi. Casovy vyvoj délky vodikovych vazeb je pro obé& pole ukazan v Grafu
32. Je vidét, ze v poli bscl, ve kterém je stav 35 stabilni, jsou v prib&hu simulace vétSinou
zachovany také vSechny souvisejici vodikové vazby. U pole OL15, kde je stav 35 stabilni
jen na zacatku simulace (asi po 0,2 ps), je méné stabilni 1 sit’ vodikovych vazeb. Zatimco
n¢které nativni vodikové vazby jsou stabilni po celou dobu simulace OL15, jiné jsou
nestabilni. Nelze ale nalézt zaddnou korelaci mezi nestabilitou nékteré vodikové vazby
a stavu 35. Z toho lze usuzovat, ze stabilita nekanonického stavu 35 je urCena spiSe
kvalitou popisu dihedralnich uhlt nez kvalitou popisu vodikovych vazeb v empirickém

potencialu.
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Graf 32. Mérené vzdalenosti vodikovych vazeb okolo rezidua guanin 14 ve struktufe A
represor protein-DNA komplexu pro ob¢ silova pole
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3.3.3 POPIS KONFORMACE DEOXYRIBOZY

Pii tvorbé komplext proteini s DNA dochéazi Casto k urcitému konformacnimu
ptfizpisobeni interagujici DNA. Hlavnim rysem tohoto pfizptisobeni je zména
konformace deoxyribézy z kanonické jizni (S) konformace do konformace severni (N),
typické pro A-DNA, nebo alesponn konformace blizsi k N. Protoze kvalita popisu S/N
rovnovahy v protein-DNA komplexech neni pro empirické potencialy pfilis

prozkoumana, rozhodla jsem se prozkoumat ji pro RAP1 1 A represor komplex.

3.3.3.1 RAP1PROTEIN DNA KOMPLEX

Ze vsech rezidui molekuly DNA jsem vybrala pouze ty, u kterych byla konformace
deoxyribozy vyrazné vzdalena od kanonické konformace S pro B-formu. Casovy vyvoj
pseudorotacnich hli (puckertt) deoxyribézy (P) je ukdzan v Grafu 33. Pocatecni
(experimentalni) hodnota P je v grafech znazornéna teckou na ose y. Je vidét, Ze pokud
je pocate¢ni hodnota P v okoli ~ 120°, obé pole (OL15 i bscl) ji vétsinou udrzi a popisuji
ji tedy spravné. Pokud je ale nativni hodnota v okoli N (~18°), maji ob& pole tendenci
posouvat P smérem k vys$§im hodnotam (blize ke kanonické B-DNA formé). Potvrdilo se
tak nase podezieni, Ze obé zmifiovana pole nepopisuji konformaci deoxyribozy

dostatecn¢ piesne.
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Graf 33. Casovy pribéh puckeru deoxyribozy, P, urezidui, ktera se v krystalové struktuie
odchyluji od B formy struktury RAP1 protein-DNA komplexu pro obé¢ silova pole
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3.3.3.2 A REPRESOR PROTEIN DNA KOMPLEX

Také u A represor protein-DNA komplexu jsem ze vSech rezidui molekuly DNA
vybrala pouze ty, u kterych byla konformace deoxyribozy vyrazn€ vzdalena od kanonické
konformace S pro B-formu. Casovy vyvoj pseudorotaénich Ghlt deoxyribozy (P) je
ukazan v Grafu 34. Pocate¢ni (experimentalni) hodnota P je v grafech znazornéna teckou
na ose y. Jako u ptedchoziho protein-DNA komplexu je vidét, Ze pokud je pocatecni
hodnota P v okoli ~ 120°, ob¢€ pole (OL15 i bsc1) ji vétsinou udrzi a popisuji ji vice méné
spravné. Pokud je ale vychozi hodnota v severni oblasti N (~ 18°), maji obé pole tendenci
posouvat P smérem k vy$§im hodnotam (blize ke kanonické B-DNA formé). I u tohoto
komplexu se tedy znovu potvrdilo, Zze ob¢& zminovana pole nepopisuji konformaci

deoxyribozy dostatecné piesné.
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Graf 34. Casovy pribéh puckeru deoxyribozy, P, urezidui, ktera se v krystalové struktuie
odchyluji od B formy struktury A represor protein-DNA komplexu pro ob¢ silova pole
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4 ZAVER

V chemii se K jejich studiu muze vyuzivat teoreticka chemie, do které spadaji molekulové
dynamické simulace. Za pomoci téchto simulaci se da zjistit mnoho zajimavych
informaci. Vysledek simulaci je ale ovlivnén tim, jaké silové pole (empiricky potencial)
bylo pouzito. V této praci byla pro studium nekanonickych konformaci DNA pouzita dvé
silova pole — OL15 a bscl. Tato pole jsou si svymi parametry velmi podobnd, a tudiz

byly vysledky z obou poli snadnéji porovnatelné.

V této bakalaiské praci byly molekulové dynamickymi simulacemi studovany cCtyfi
DNA struktury, které obsahovaly nekanonické konformery patetnich thld B a y:
kvadruplex, Hollidayova struktura a dva protein-DNA komplexy. U vSech Etyt systémi
byla studovana stabilita a dynamika systémt. V ptipad¢ kvadruplexu se ukazalo, ze je
stabilni stem kvadruplexu, avSak jeho smycky v pribéhu simulaci méni svou konformaci
vice. Pole OL15 poskytovalo o néco mensi RMSD neZ pole bscl. U Hollidayovy
struktury bylo RMSD v piipadé obou silovych poli relativné velké, i kdyZz celkova
konformace molekuly se oproti vychozi krystalové struktute pfiliS neménila. V piipadé
prvniho protein-DNA komplexu (RAP1) byl krom RMSD studovéan jest¢ B faktor, ktery
mél ukazat, jak flexibilni je ¢ast proteinu vazici se na DNA. RMSD komplexu bylo pro
ob¢ pole prijatelné vysoké a mezi poli byly jen malé rozdily. Pfi studiu B faktoru se
ukazalo, ze sekundarni struktura proteinu (helixy) je relativné rigidni a také cCasti
interagujici s DNA maji spiSe malé fluktuace. To znamend, Ze studované komplexy jsou
silovymi poli popsany spiSe dobie. U druhého protein-DNA komplexu bylo studovano
RMSD i B faktor jako v predchozim piipadé. RMSD opét dosahovalo hodnot kolem 2 A,
avSak pro tak velky komplex je toto RMSD pfijatelné. B faktor byl pro obé silova pole

vysoky, coz znaci velké oscilace rezidui.

Dale byla pro vSechny systémy studovana stabilita nekanonickych stavii patefe  a .
U kvadruplexu se nachazely dvé symetricky poloZend mista, kde se vyskytovala
nekanonickéd konformace patefe B, vy, a to mezi cytosinem 2 a guaninem 3, které byly
soucasti sousednich vnitinich kvartetd kvadruplexu. Ukazalo se, ze se stavy neudrzi
a touto zménou je ovlivnén 1 blizky thel a. V obou silovych polich tato situace byla velmi

podobna. I v Hollidayové struktute byla dve symetricky polozena mista, kde se nachazela
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nekanonickd konformace patete P/y. Nekanonické stavy se v pribéhu simulaci také
vétSinou neudrzely a zménily své konformace do kanonickych hodnot. Jen v pfipadé
silového pole bscl dochéazelo k tomu, ze stavy B a y své konformace sice méni, ale maji
tendence se vracet ke svym pocatecnim konformacim. V prubéhu Simulace vznikaji
v Hollidayov¢ struktuie vodikové vazby, které nebyly v ptivodni experimentalni struktuie
pozorovany. Tvorba téchto pozorovanych vazeb je ale spise artefaktem silovych poli
a MD simulace tedy nepopisuji chovani systému v tomto sméru spravné. U RAP1 protein-
DNA komplexu dochazi ke zméndm stavi B/y rezidua guaninu 32, avSak kazdém silovém
poli jinak. V silovém poli OL15 oba stavy zméni své konformace do kanonické a v té se
stabiln¢ drzi, naopak u silového pole bscl se vraci ke svym vychozim (nativnim)
konformacim. U A represor komplexu byly studovany stavy B i y rezidua guanin 14.
V silovém poli OL15 stavy své vychozi konformace relativné dlouhou dobu (0,2 ps) udrzi
a nasledné se zmeéni. U silového pole bscl se drzi ve svych vychozich konformacich.

Stabilita této konformace naznacuje, ze muze hrat dilezitou strukturni roli.

Kromé nekanonickych B/y stavii jsem u protein-DNA komplexti zkoumala 1 to, jak
dobie jsou vybranymi silovymi poli popsany konformace deoxyribozy. Ukazalo se, ze
ob¢ silova pole destabilizuji nativni severni (N) pucker u téch deoxyribdz, které se
Vv krystalovych strukturach v tomto nekanonickém stavu nachazely. V obou silovych

polich dochazelo k rekonformaci do jizni (S) kanonické formy typické pro B-DNA.

Zavérem lze fici, Ze vybrané nekanonické B/y stavy patefe DNA nejsou v soucasnych
silovych polich pravdépodobné popsany dostatecné piesné. Pivod tohoto problému
spociva z ¢asti V nepifesném popisu y potencialu, u kterého je ptili§ destabilizovéan stav
y = t. To je v souladu s pfedeslymi studiemi, které to ukazaly u molekul RNA. Dale ale
Ize najit i nepfesnosti v dalSich torznich uhlech, naptiklad y a pseudorota¢nich thlech,
které popis nekanonickych stavli B/y také ovliviiuji. Mé zavéry ukazuji, ze soucasna

empiricka pole pro DNA nejsou dostatecné piesnd a budou potiebovat dalsi tipravy.
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5 SUMMARY

Nucleic acids are one of the most important components of all living organisms.
In chemistry, they can be studied by using methods of theoretical chemistry, which
include molecular dynamics simulations. With the help of MD simulations, a lot of
interesting information can be obtained. However, the results of the simulations are
affected by quality of force field (empirical potential) used. In this work, two force fields
- OL15 and bscl - were used to study of non-canonical DNA conformations. Because
these force fields are very similar, they can be compared quite easily.

In this bachelor's thesis, four DNA structures containing non-canonical conformers of
the backbone angles B and y were studied by molecular dynamics simulations:
quadruplex, Holliday junction and two protein-DNA complexes. Stability and dynamics
of these four systems was studied. In the case of a quadruplex, it has been shown that
while its stem is stable, its loops change their conformation considerably in the
simulation. The OL15 field provided a slightly smaller RMSD than the bsc1 field. For the
Holliday structure, the RMSD was relatively large for both force fields, although the
overall conformation of the molecule did not change much compared to the initial crystal
structure. In the case of the first protein-DNA complex (RAP1), in addition to RMSD,
B factor was also studied to show how flexible the DNA-binding portion of the protein
is. The RMSD of the complex was acceptable for both fields and there were only small
differences between the force fields. The study of B factor showed that the secondary
structure of the protein (helices) is relatively rigid and also the parts interacting with DNA
have rather small fluctuations. That means that the studied complexes are described rather
well by the force fields. For the second protein-DNA complex, both RMSD and B factor
were studied as in the previous case. The RMSD again reached values around 2 A, but
for such a large complex this RMSD is acceptable. The B factor was high for both force
fields, indicating large residue oscillations.

Furthermore, the stability of non-canonical states of the  and y dihedrals of the sugar-
phosphate backbone was studied for all systems. In the quadruplex, there were two
symmetrically placed sites where the non-canonical conformation of the B, y dihedrals
occurred, between cytosine 2 and guanine 3, which were part of the adjacent inner
quartets of the quadruplex. It turned out that the non-canonical states are not maintained
in the MD simulation and this fact also affects the neighboring dihedral angle o. In both

force fields, the situation was very similar. Also in the Holliday junction there were two
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symmetrically placed places where the non-canonical conformation of the dihedrals p/y
was located. The non-canonical states were also unstable during the simulations and
changed their conformations to canonical values. Only in the case of the bscl force field,
did the B and y dihedrals tend to return to their initial conformations, fluctuating between
their native and canonical values. During the simulation, hydrogen bonds were formed in
the Holliday junction, which were not observed in the original experimental structure.
Formation of these hydrogen bonds is probably a force field artefact, which means that
MD simulations do not describe the behavior of the system correctly in this respect. In
the RAP1 protein-DNA complex, the B/y state of guanine residue 32 behaves differently,
in each force field. In both force fields it transitions to the canonical conformation in the
beginning, but in the bscl force field it is able to returns to its initial (native)
conformation, while in OL15 this does not happen. In the A repressor protein-DNA
complex, the B and vy states of the guanine residue 14 were studied. In the OL15 force
field, the states changed their initial conformations only after a relatively long time
(0,2 us) and in the bscl force field they remained stable in their initial conformations.
This suggest that non-canonical B/y state plays an important structural role in this protein-
DNA complex.

In addition to non-canonical B/y states, | also studied how well the deoxyribose
conformations are described by the chosen force fields in protein-DNA complexes. Both
force fields have been shown to destabilize the native north (N) sugar pucker in those
deoxyriboses, for which this non-canonicall state was found in the crystal structures. In
both force fields | observed reconformation into the south (S) canonical form typical of
B-DNA.

In conclusion, the selected non-canonical B/y states of the DNA backbone are
probably not described with sufficient accuracy in the current force fields. The origin of
this problem lies, at least paritally, in the inaccurate description of the y potential, for
which the y =t state is overly destabilized. This is in line with previous findings that have
shown this for RNA molecules. However, we can also find inaccuracies in other torsion
angles, such as y and pseudorotation angles, which also affect the description of the non-
canonical p/y states. My conclusions show that the current empirical force fields for DNA

are not accurate enough and will need further adjustment.
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