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1. UVOD

To, Ze proteiny jsou bilkoviny a DNA je nositelkou genetické informace, vi snad
kazdy. Jest¢ aby ne, tyto biologick¢é makromolekularni latky patii mezi jedny
Z nejnepostradatelnéjSich  latek pro témét vSechny organismy. Proteiny plni
v organismech funkci stavebni, katalytickou, transportni, zasobni ¢i pohybovou. DNA
uchovava a prendsi genetické informace, ¢imz ovliviiuje vlastnosti celého organismu.

Spojeni proteinu a DNA v komplex hraje v organismu dilezitou roli. Tyto
komplexy maji vliv na rtizné procesy, které se v bunice odehravaji. Nejcastéji ovliviuji
transkripci, replikaci ¢i opravu DNA. Dochazi v nich také k fad¢ dulezitych interakci,
které ovlivnuji jejich celkovou strukturu a funkci. Interakce proteinti s DNA se d¢li
na sekvencné specifické a nespecifické. Kazda z téchto interakci ovliviiuje protein-DNA
komplexy jinym zplisobem.

Diky neustalému zdokonalovéni a zrychlovani molekulové dynamickych simulaci se
teoretické studium téchto jedinecnych struktur stava stale jednodussim a dostupné&jsSim.
Nemaly podil na tom ma také zlepSovani silovych poli pro zkoumani nukleovych
vysledky.

Ve své praci se budu zajimat pfedev§im nespecifickymi interakcemi mezi kladn¢ a
zaporng€ nabitymi rezidui, tzv. solnymi muistky, a jejich popisem soucasnymi silovymi
poli. Pro analyzu jsem vyuzil silové pole OL15 a zamé&fim se v ném hlavné na stabilitu

vybranych interakci v molekulové dynamickych simulacich.



2. TEORETICKA CAST
2.1 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou nepostradatelné biologické makromolekularni latky, které
tvoti polynukleotidovy fetézec. Pti fyziologickém pH se chovaji jako kyseliny, proto se
nazyvaji nukleové kyseliny. Patii mezi jednu ze Ctyf velkych skupin biomolekul,
do kterych se tadi spole¢n¢ s bilkovinami, lipidy a sacharidy. Jejich zakladni funkci je
pfenos a uchovani genetické informace. Pfitomny jsou ve vSech buikach, kde se
nejcastéji vyskytuji v jadie. Mohou se vSak vyskytovat i v malych mnozstvich
mimo buné¢na jadra, konkrétné v mitochondriich, cytoplazmé ¢i chloroplastech. Dale je
muzeme nalézt v bakteriich ¢i virech.

RozliSujeme dva typy nukleovych kyselin, které se od sebe lisi cukernou slozkou a
jednou ze Ctyt bazi. Rozdil mezi sacharidy obsazenymi v nukleovych kyselindch je
na druhém uhliku, kdy na pozici druhého uhliku u 2-deoxy-D-ribosy se nachazi
navazany pouze vodik misto hydroxylové skupiny. Prvnim typem je ribonukleova
kyselina znama pod zkratkou RNA, ta ve své struktufe obsahuje D-ribosu a dusikatou
bazi uracil namisto thyminu, jenz je obsazen naopak u deoxyribonukleové kyseliny,
znamé&js§i pod svou zkratkou DNA. Pentéza obsazena ve struktufe DNA je
2-deoxy-D-ribosa.

Za prvni vyznamny krok 1ze v oblasti vyzkumu nukleovych kyselin povaZzovat jejich
objeveni §vycarskym lékafem a pfirodovédcem Friedrichem Miescherem v roce 1869.
Miescher se pokousel izolovat buiiky pro své experimenty z lymfatickych uzlin, coz
bylo pfili§ narocné. Nakonec vzorky pro své experimenty ziskal z hnisu na cerstvych
chirurgickych obvazech, které sbiral na chirurgické klinice. DNA se mu povedlo
izolovat z bilych krvinek, ale nebyl schopny ji dale zkoumat, jelikoz nemél dostate¢né
mnozstvi. Tuto novou latku nazval ,nuklein®, jelikoz se vyskytovala v bunéénych
jadrech. [1] Dalsim dulezitym milnikem v oblasti zkoumani nukleovych kyselin byly
rentgenoveé difrakéni snimky vlaken DNA, jeZ se podafilo ziskat Rosalind€ Franklinové
a Maurici Wilkinsovi roku 1952. Tohoto v nasledujicim roce vyuzili James D. Watson a
Francis H. C. Crick, ktefi stanovili strukturu DNA a sestavili jeji model, coz publikovali
v ¢asopise Nature pod nazvem ,,A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid“. [2] V roce

1962 jim nasledné za to byla udélena Nobelova cena.



2.1.1 Stavba nukleovych kyselin

Makromolekula DNA vytvaii stabilni dvousroubovici, ktera se sklada ze dvou
komplementarnich polynukleotidovych vladken, které jsou k sobé antiparalelni, tzn. ze
polarita obou vldken je navzdjem opacnd. Konec prvniho fetézce se oznacCuje jako
3" konec a je na ném navazana hydroxylova skupina. Druhy konec se znaci 5" a je
zakoncen fosfatovou skupinou. RNA se vétSinou skladd pouze zjednoho rizné
sto¢eného vlakna. MiZeme se setkat i s A-RNA, coz je oznaceni pro dvouSroubovici
RNA. [3]
2.1.2 Struktura DNA

Zakladni stavebni jednotkou DNA jsou nukleotidy, které se do polynukleotidového
fetézce (Obrazek 1) formuji pomoci fosfodiesterovych vazeb, kdy se fosfatova skupina
na 5. uhliku pentosy prvniho nukleotidu spojuje s hydroxylovou skupinou na 3. uhliku
pentosy druhého nukleotidu. Nukleotidy jsou monomerni jednotky skladajici se ze tfi
zakladnich slozek. Prvni ¢asti nukleotidu je dusikata heterocyklickd baze. Dalsi ¢asti je
péti uhlikaty sacharid (pentosa). Dusikatd baze a pentosa jSou spojeny
pomoci N-glykosidové vazby do tzv. nukleosidu. Poslednim dilkem nukleotidu je

fosfat.

(I) /&
0=P—0 N~ 0
| 0]
1
3'-konec

OH

Obrazek 1: Nukleotidy GCT spojeny v polynukleotidovy retézec (vytvoreno v programu
ChemSketch)
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Zakladem nukleovych bazi jsou aromatické heterocyklické slouceniny purin a
pyrimidin, proto se nukleové baze déli do dvou zédkladnich skupin podle toho, od které
slouceniny jsou odvozené. Mezi purinové baze se ftadi adenin a guanin.
Do pyrimidinovych bazi patfi cytosin s thyminem, ale také uracil, ktery nahrazuje
thymin ve struktufe RNA. Na obrazku 2 jsou pak zndzornény jednotlivé baze. Dusikaté
baze jsou spojeny se sacharidy N-glykosidovou vazbou. U purinovych bazi dochazi
ke vzniku vazby mezi dusikem na pozici ¢islo 9 a uhlikem C1° u sacharidu.

Pyrimidinové baze se k sacharidovému uhliku C1° vazi ptes dusik na prvni pozici.

0o NH,
NZ N HN N NF N
g8 Ty DD
NH  NH O HNT N NH N NH
Purin Guanin Adenin
NH- 0
N/) NF HN | s i |
k\ M A
N 0 NH 0 NH 0 NH
Pyrimidin Cytosin Thymin Uracil

Obrazek 2: Nukleové baze odvozené od purinu a pyrimidinu (vytvoreno v programu
ChemSketch)

Nukleové baze ve své molekule obsahuji donory 1 akceptory vodikovych vazeb. To
hraje velkou roli pro stabilizaci dvousroubovice DNA, jelikoz dochézi ke vzdjemnému
spojeni dvou bazi mezi sebou pomoci nekovalentni vodikové vazby. Parovani bazi neni
nijak ndhodné, ale podléha Watson-Crickovskym pravidlim komplementarity. U DNA
se vyskytuji dva pary komplementarnich bazi, pii kterém vzdy dochazi k parovani
purinové baze s pyrimidinovou béazi. Prvni par tvofi guanin s cytosinem, mezi kterymi
jsou pfitomny tii vodikové vazby. Ve druhém paru se vyskytuji vodikové vazby dvé a
tento par tvofi adenin sthyminem (viz Obrazek 3). Krom¢& Watson-Crickovskych
pravidel komplementarity se ve struktufe DNA setkame jeSté s dalSim pravidlem,
kterym je pravidlo Chargaffovo. To pojednava o obsahu nukleovych bazi v DNA a tika,

7e se pocet guaninti rovna s poctem cytosint, a to samé plati i pro adenin s thyminem.
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Obrazek 3: Komplementdarni pary cytosinu s guaninem a adeninu s thyminem (vytvoreno
v programu ChemsSketch)

J

V nukleovych kyselinach se sacharidy obecné vyskytuji v cyklické furandzové
formé. V polynukleotidovém fetézci DNA se jedna konkrétné o 2-deoxy-D-ribozu.
Uhliky tohoto sacharidu jsou ¢islovany po sméru hodinovych ruci¢ek. Uhliky, které
jsou zapojeny do formovani polynukleotidového fetézce jsou C1’, ktery na sebe vaze
nukleovou bazi. Dal§imi uhliky jsou C3" a C5’, ty zprostiedkovavaji vazbu s fosfaty.

Posledni sloZzkou nukleotidu je zbytek kyseliny fosforecné, tzv. fosfat. Fosfat udava
celkovy zdporny naboj makromolekule DNA, protoze se na fosfatu vyskytuji zaporné
nabité kysliky. Zaporny naboj kysliki je zptisoben odstépenim vodiku zjedné OH
skupiny ve vodném prostiedi a delokalizaci vysledného néboje na ostatni kysliky.
Zaporny naboj fosfatu hraje dileZitou roli v interakcich proteinu s DNA. S kladné
nabitymi aminokyselinovymi zbytky argininu a lysinu se totiZ mohou elektrostaticky
vazat a vytvaret tzv. solny mustek.

2.1.3 Formy DNA

Nejstabilngjsi a nejbéznéjsi formou DNA, kterd se ve vodném prostiedi a v Zivych
organismech muze vyskytovat, je takzvana B-DNA, oznacovana téZz kanonicka forma.
B-DNA je pravoto¢ivad dvouSroubovice. Jedna helikdlni otocka B-DNA je tvofena
priblizn€ 10,5 part bazi, které smétuji dovnitt Sroubovice a k ose Sroubovice jsou témér
kolmé. Vzdalenost mezi jednotlivymi bazemi je pak 3,4 A. [4]

Tato forma DNA byla dlouhou dobu povazovana za jedinou formu, avsak Watson
s Crickem se domnivali, ze DNA je ovliviiovana prostfedim, ve kterém se vyskytuje,
diky ¢emuz se mize ménit i jeji struktura ¢i tvar. [5] Podle vlastnosti prostiedi je DNA
schopna se vselijak otacet, roztahovat a jinak formovat, coz potvrzuje domnénku
Watsona s Crickem.

Dalsi pravotoc¢ivou formou deoxyribonukleovych kyselin je A-DNA, jez se lehce

podoba B-DNA. Na prvni pohled si lze vS§imnout, ze A-DNA je S$irsi a plossi. To je
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rozdilem je, Ze na jednu otacku ptipada 11 nukleovych bazi. Pro sviij vyskyt potiebuje
A-DNA prostiedi se snizenym obsahem vody, coz lze zapfiCinit zvySenim koncentrace
soli nebo ptidanim organického rozpoustédla do roztoku. [6]

Z-DNA se lisi oproti vySe zminénym formam v mnoha ohledech.
V polynukleotidovém fetézci obsahuje dinukleotidy, které se pravidelné opakuji a
na jednu otacku ptipada Sest dinukleotidii. Dinukleotidy jsou tvofeny ze stfidajicich se
guaninovych a cytosinovych nukleotidii. Zasadni rozdil je pak ten, ze se Sroubovice
Z-DNA ota¢i na levou stranu a jeji patet je nepravidelnd. To zpisobuje odliSna
konformace nukleovych bazi. [4,5]

2.2 Proteiny

Proteiny neboli bilkoviny se fadi stejné jako nukleové kyseliny do skupiny velkych
biomolekul, kam patii jesté¢ sacharidy a lipidy. Jedna se o organické makromolekularni
latky, které jsou zakladni soucasti Zivych organismil. V organismu hraji dilezitou roli,
jelikoZ patii mezi jeden ze zdrojl energie a dusiku, pisobi jako enzymy a také udrzuji
strukturu bun¢k a tkani. Proteiny se skladaji z aminokyselinovych zbytku. Tyto
aminokyselinové zbytky jsou spojeny pomoci peptidovych vazeb, které vznikaji
mezi karboxylovou skupinou prvni aminokyseliny s aminoskupinou nasledujici
aminokyselin. Spojenim nékolika po sob¢€ jdoucich aminokyselin vznikd polypeptidovy
fetézec. Podle poctu aminokyselin spojenych do fetézce rozliSujeme oligopeptidy, kde
se spojuje 2 - 10 aminokyselin, dale polypeptidy, obsahujici 10 - 100 aminokyselin, a
nakonec bilkoviny, jez jsou tvofeny 100 a vice aminokyselinami.

2.2.1 Struktura proteini

O prvni GspéSné rozlusténi struktury proteinti se v 50. letech 20. stoleti zaslouzil
biochemik britského pivodu Frederick Sanger. Jemu se podafilo stanovit sekvenci
aminokyselin v inzulinu. V roce 1958 za tento objev obdrzel Nobelovu cenu v oblasti
chemie. [7]

Ve struktufe proteinii se vyskytuji atomy uhliku, kysliku, dusiku a vodiku. Malé
procentualni zastoupeni tvofi atomy siry a selenu. Struktura proteinu hraje dilezitou roli
Vv interakcich s jinymi molekulami. Podle molekuly, se kterou proteiny interaguji, se
mohou dé€lit na glykoproteiny (interakce se sacharidy), lipoproteiny (interakce s lipidy),
nukleoproteiny (interakce s nukleovymi kyselinami) ¢i metaloproteiny (obsahuji
kationty kovti). Interakci  zprostfedkovavaji postranni fetézce jednotlivych

aminokyselin, které urcuji i fyzikalni a chemické vlastnosti proteinu.
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2.2.2 Primarni struktura

Primarni strukturou (Obrazek 4) proteinu se oznacCuje pofadi jednotlivych
aminokyselin spojenych v linedrnim fetézci proteinu pomoci peptidovych vazeb. Potadi
aminokyselin se ¢te od N-konce po C-konec. N-koncem rozumime volnou
aminoskupinu na jedné strané fetézce, na druhé stran¢ fetézce se pak nachazi volna
karboxylova skupina ¢ili C-konec. Z primarni struktury se dale odviji vyssi stupen
organizace prostorového uspotfadani molekuly. Primarni struktura kazdého proteinu je

jedine¢na, coz je zpusobeno sekvenci nukleotidii v DNA pfi syntéze bilkovin. [8]

HoN.__NH
NH
N-konec ©Hs :
H O
He )\ I OH
NH ?I]—N C—N

C-kone
0 \[ H o €

Obrazek 4. Sekvence aminokyselin ASR od N-konce po C-konec, peptidové vazby
znazorneny cervené (vytvoreno v programu ChemSketch)

2.2.3 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura proteinu se odviji od interakci mezi Castmi proteinového
fetézce, které se nachdzi pobliz sebe. Vlivem téchto interakci se protein skladd a
formuje do trojrozmérného tvaru. Razné Casti proteinu se skladaji do jedné ze dvou
zékladnich struktur. Témito strukturami jsou alfa-helix a beta-skladany list, které jsou

zobrazeny na obrazku 5.
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Obrazek 5: sekundarni struktura proteinii; prevzato a upraveno z [9]

Alfa-helix se nejcastéji vyskytuje ve formé pravoto¢ivé Sroubovice. Na jednu otacku
Sroubovice piipada 3,6 aminokyselin. Formovani do Sroubovice je zpiisobeno
vodikovymi vazbami, které se tvoii mezi C=0 a N-H skupinami polypeptidové patete,
jez jsou od sebe vzdaleny o Ctyfi aminokyseliny. [8] Tyto vazby se také podileji
na stabilizaci Sroubovice. Aminokyselinové postranni fetézce, které se nezapojuji
do stabilizace a formovani Sroubovice, vy¢nivaji smérem ven ze Sroubovice, kde
probihaji interakce s jinymi molekulami.

Beta-skladany list je tvofen dvéma fetézci, ty jsou navzijem rovnob&zné a
antiparalelni. Jejich stabilizaci opét zptisobuje ptitomnost vodikovych vazeb mezi C=0
a N-H skupinami polypeptidové patete. Beta-skladany list se déli podle vzajemné
orientace amino- a karboxylovych skupin. Jestlize jsou amino- a karboxylové skupiny
orientovany do stejného sméru jedna se o paralelni B-list. Pokud jsou orientace obou
skupin opacéné, jedna se o antiparalelni B-list. [8]

2.2.4 Terciarni struktura

Terciarni struktura je konecna trojrozmérna forma, do které se protein tvaruje.
Na jeho stabilizaci se podili vodikové vazby, které vznikaji mezi vzdalenymi atomy
vedlejSich fetézcii aminokyselin, ¢imz se 1i8i od sekundarni struktury. Dalsi interakce
formujici tercidrni strukturu jsou elektrostatické sily, disulfidové mustky ¢i nepoldrni
interakce. [10] Podle finalniho tvaru rozliSujeme dva druhy proteint: fibrilarni proteiny

(skleroproteiny) a globularni proteiny (sféroproteiny). Fibrilarni proteiny jsou ve formé
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podélnych vldken. Globularni proteiny se skladaji do kulovitého tvaru
S nerovnomérnym povrchem.
2.2.5 Kvartérni struktura

Kvarterni struktura vznikd spojenim dvou a vice podjednotek proteinii pomoci
nekovalentnich vazeb, nikoliv peptidovych vazeb. Podjednotkou se oznacuje jeden
polypeptidovy fetézec, ktery je do struktury zapojen. Mistu, kde dochazi ke vzniku
nekovalentni vazby, se fika vazebné misto. Jestlize se v kvarterni struktufe vyskytuji
stejné podjednotky, nazyvame je homodimery. Rozdilné podjednotky jsou pak
heterodimery. [11]

2.3 Protein-DNA komplexy

Protein-DNA komplexy obsahuji ve struktufe alespon jeden proteinovy fetézec a
jednu dvousroubovici DNA, které spolu vzajemné interaguji. Jejich interakce hraje
dalezitou roli v genetice organismu, jelikoz maji vliv na riizné procesy, které¢ se v buiice
odehravaji, jako je naptiklad transkripce, replikace ¢i oprava DNA. [12]

V organismech se nachazi celd fada proteinovych struktur, které jsou schopné se
vazat na DNA. Ve vétsiné piipadii se jednd o enzymy. Podle funkce DNA vazebnych
proteinti je mizeme rozdélit do nékolika skupin. Nejvetsi skupinu tvoii transkripéni
faktory, které, jak uz je zndzvu ziejmé, ovliviji transkripci. Dalsi skupinou,
ovlivitujici genovou expresi jsou DNA replikacni faktory, jejichZ piitomnost hraje
dilezitou roli pfi replikaci DNA. DNA reparacni faktory (proteiny) se déli do n€kolika
skupin, jimiZ jsou napfiklad proteiny opravujici baze ¢i celé nukleotidy
v dvousroubovici. Mezi DNA reparacni proteiny se fadi také faktory opravujici chybné
vlozeni bazi, jez mize vzniknout pii replikaci ¢i rekombinaci DNA. [13] Dalsi DNA
vazebné proteiny patii do skupin jako jsou napiiklad telomerické proteiny, strukturni
proteiny chromatinu nebo proteiny Stépici nukleové kyseliny. [14]

2.4 Interakce v komplexech protein-DNA

Interakce proteinii a DNA ¢asto doprovazi zmény ve struktufe obou makromolekul.
Béhem interakci dochéazi k tomu, Ze protein i DNA pfizpusobuji svij tvar tak, aby
vznikly kontakt mezi nimi byl optimalni. Tyto zmény ve struktufe a tvaru jsou
stabilizovany zakladnimi silami, jimiZ jsou elektrostatické sily, hydrofobni sily ¢i van
der Waalsovy sily. [15] Nejcastéjsim mistem interakce je okoli velkého a malého zlabku

nukleové kyseliny. VéEtsi podil interakci je pak ve velkém zlabku, jelikoz je 1épe
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ptistupny pro interakci, a navic je zde pfitomno i vétsi mnozstvi donorti a akceptord
vodikovych vazeb ve form¢ aminoskupin ¢i ketoskupin. [16]

Pti specifickych interakcich dochazi ke vzniku vodikovych vazeb mezi proteinem a
nukleovou Kkyselinou. Specifické interakce v protein-DNA komplexech lze rozdélit
na dvé skupiny podle volby vazebného mista. Base readout je ptipad, kdy protein
rozpoznava specifické sekvence bazi v DNA. Dale 1ze base readout rozdélit podle toho,
jestli se interakce vyskytuji ve velkém nebo malém zlabku. Druhym mechanismem je
shape readout, v tomto piipadé protein rozpoznava tvar DNA. Analogicky se pak shape
readout déli na globalni rozpoznavani tvaru a rozpoznani mistniho tvaru. [17]

Nespecifické interakce jsou na rozdil od specifickych interakei formovany pomoci
elektrostatickych sil. Ke vzniku kontaktu dochdzi mezi kladn& nabitymi postrannimi
fetézci argininu a lysinu v proteinovém fetézci a zaporné nabitymi fosfatovymi
skupinami, které tvofi patet nukleové kyseliny. Tato forma interakce se také Casto
nazyva solny mustek. [18]

V mé praci se budu zabyvat hlavné nespecifickymi interakcemi, zprostfedkovanymi
Casto pravé solnymi mistky. Vybral jsem si nésledujici tfi komplexy, které podrobim
molekulové dynamickym simulacim a nasledné¢ analyzam stability polarnich
nekovalentnich interakci.

2.4.1 1SKN

Prvnim ze tii protein-DNA komplexii, kterym se budu v této praci zabyvat, je
zastupce transkripénich faktord, ktery nese oznaceni s PDB kodem 1SKN (Obrazek 6).
Jedna se o =zakladni mateisky vyvojovy transkripéni faktor, ktery specifikuje
mesodermalni a endodermalni fazi u embrya had’atka obecného. DNA je ve formé
B-DNA a je v interakci sjednim proteinovym fetézcem. Interakce probiha ptrevazné
ve velkém zlabku, kde interaguje se Sroubovici proteinu podobné jako skupina proteinli

bZip. [19]
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Obrdazek 6: Struktura ISKN (vytvoreno v programu PyMOL)

2.4.2 3EYI

Dal8im studovanym komplexem, ktery jsem si zvolil je komplex s PDB oznac¢enim
3EYI1 (Obrazek 7). Jedna se o DNA-dependentni aktivator regulac¢nich faktort IFN.
Funguji jako okamzity bunéfny obranny mechanismus v sav¢ich buikach, kde jsou
Vv roli aktivatoru vrozené imunitni odpovédi v piipadé invaze cizich organisml dovniti
buriky. [20] V krystalové struktuie jsou na DNA, ktera je ve formé& Z-DNA, vazany dva

identické proteinové fetézce.

Obrdzek T: Struktura 3EYI (vytvoreno v programu PyMOL)

2.4.3 IMNN
Posledni protein-DNA komplex, jez jsem si vybral, nese PDB oznaceni 1MNN
(Obrazek 8). Tento komplex muzeme zatadit do skupiny transkrip¢nich faktord. IMNN

se podili na prib¢hu sporulace u kvasinky pivni. Aktivace komplexu je zahijena
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po dokonceni meiotické rekombinace, kdy se protein navaze na specifickou sekvenci
DNA. [21] Stejn¢ jako u ISKN je v interakci jeden proteinovy fetézec s jednou

nukleovou kyselinou ve form¢ B-DNA.

Obrdazek 8: Struktura IMNN (vytvoreno v programu PyMOL)

2.5 Molekulova mechanika

Na rozdil od kvantové mechaniky, molekulovd mechanika ignoruje pohyby
elektrontl a pocita energii systému jako funkci jadernych poloh. Molekuldrni mechanika
je zalozena na jednoduchych interakcich uvniti systému jako je napinani vazeb,
otevirani a uzavirani uhli anebo rotace kolem jednoduchych vazeb. Energie téchto jevi
je v molekulové mechanice popsana pomoci empirického potencialu (silového pole).
[22]

Jednotlivé interakce hraji v systému zdsadni roli a d€li se na dva typy interakci,
které¢ jsou zahrnuty ve vypoctu sil a energie celého systému. Prvnim typem jsou
vazebné (kovalentni) interakce, kam se fadi délka vazby, vazebné uhly anebo torzni
uhly. Druhym typem interakci jsou nevazebné (nekovalentni) interakce, mezi které jsou
zahrnuty van der Waalsovy sily a elektrostatické, nebo téz Coulombické sily. Spojenim
pfispévkl kovalentnich a nekovalentnich interakci ziskdme rovnici 1, diky niz se
vypocita celkova energie systému. [22]

Epot = Eponas + Eangies T Etorsions T Evaw + Ec 1)

Jednotlivé ¢leny rovnice 1 lze pak rozdélit na pét rovnic, z nichz kazdd popisuje
danou energii interakce. Prvni ¢len rovnice 1 uréuje vazebnou energii, ta se pocita

pomoci rovnice 2,

Eponas = XK, (r— TO)Z 2)
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kde K je silova konstanta, r je vzdalenost vazby a ro je hodnota rovnovazné
vzdalenosti.

Druhy ¢len udava energii vazebnych thli, ktera 1ze spocitat pomoci rovnice 3,

Eangtes = 3 Ko (6 — 00)? ®3)
kde Ky je silova konstanta vazebného uhlu, € je hodnota vazebného thlu a o je
rovnovazna hodnota vazebného thlu.

Posledni clen, patfici mezi kovalentni interakce, vyjadiuje energii torznich thli a
pocita se pomoci rovnice 4,

Etorsions = %t Zn = [1 + cos(n6 — O0)] (@)
kde En popisuje vysku potencialni bariéry v n-té periodé¢, kde n je periodou jedné
harmonické slozky. € je vazebna torze a fno je fAzovy posun v n-té periodé.

V silovych polich jsou nekovalentni interakce obvykle modelovany pomoci
Coulombova potencialu pro elektrostatické interakce a Lennard-Jonesovym potencialem
pro van der Waalsovy sily. [22]

Rovnice 5 popisuje elektrostaticky prispévek energie. Elektrostatika patfi

vvvvvv

mezi jedny z nejdulezitéjsich interakei odehravajicich se v biomolekulach v roztoku.

qi4j
Ec=Yicj—> )

4Ty

gi a gj jsou parcialni naboje, ¢o je permitivita vakua, rij je vzdalenost mezi atomy.

Finalni ¢len rovnice a nekovalentnich interakci je vyjadien v rovnici 6 a popisuje
energeticky piispévek van der Waalsoych sil. Jedna se o pfitazlivé a odpudivé sily, kdy
pfi piiblizeni dvou ¢astic dochazi k poklesu energie a nasledné k obrovskému vzristu

energie.

F\12 N6
Foaw = Sis2[(2) = (2)] ©)

E ptedstavuje hloubku minima kiivky, ro je vzdalenost mezi dvéma Casticemi, kde je
minimalni potencial a r je vzdalenost dvou atomt.

V této praci se budu zabyvat hlavné popisem solnych mistkii a jinych polarnich
interakci mezi proteiny a DNA. Pro tyto interakce je dilezitd hlavné rovnice 5,
vyjadiujici energii elektrostatické interakce mezi opacné€ nabitymi rezidui, jako jsou
napf. fosfaty a argininy nebo lysiny. Dulezita je ale i rovnice 6, kterd urcuje, na jakou
nejblizsi vzdalenost se mohou ptiblizit opacné nabité molekuly a spoluurcuje tak energii
interakce Vv rovnovazné vzdalenosti. Je dulezité poznamenat, ze na stabilitu solnych

mustkl a jinych poldrnich interakci mé vliv také pfitomnost rozpoustédla (vody). Voda
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totiz hydratuje ionty v nevazaném (volném) stavu a soutézi tedy s vazebnou energii
mezi ionty. Pokud je soucCet hydratacnich energii zicastnénych iontl vétsi nez jejich
interak¢éni energie, nebude jejich solny mustek v roztoku stabilni. Interakce mezi ionty a
solvatacni energie jsou v nukleovych kyselinach a proteinech v delikatni rovnovaze
a spoluurcuji stabilitu v§ech nemolekulovych komplext.
2.6 Molekulova dynamika

Molekulova dynamika (MD) je pocitacova simulace, diky niz jsme schopni
pfedpovidat a popisovat pohyb atomii v ur¢itém systému béhem casového useku.
Energie systému je urCena silovym polem. Molekulovou dynamiku lze aplikovat
pro studovani velkych systémt, jako jsou biologické makromolekularni latky, kam se
fadi jak proteiny, tak nukleové kyseliny. V molekulové dynamice se atomy povazuji
za malé kulicky a jejich dynamika se pocita pomoci Newtonovych pohybovych zakont.
[23] Pohyb castice popisujeme pomoci rovnice 7.

dzxi Fx-

preiaio (7)

mg
F predstavuje silu, ktera ptisobi na ¢astici ve sméru pohybu, mj je hmotnost ¢astice, X;
je souradnice, ve které se Castice vyskytuje, t je ¢as. Silu F mlizeme vypocitat jako
derivaci energie systému (popsaného silovym polem) podle soufadnic. S pomoci
integrace rovnice 7 mizeme predpovidat budouci polohu &astice za ureny casovy
interval (integracni krok). Soubor geometrii pro jednotlivé integracni kroky se nazyva

trajektorie.

21



3. CILE PRACE

Cilem mé bakalarské prace je zmapovani polarnich interakci v komplexech
protein-DNA, kde se vénuji hlavné interakcim mezi zaporné€ nabitymi fosfatovymi
skupinami Sroubovice DNA s kladné nabitymi argininy a lysiny v proteinovém fetézci,
které¢ formuji tzv. solné mustky. Na zakladé MD simulaci se tedy snazim popsat, zda
jsou vybrané interakce v téchto komplexech stabilni, ¢aste¢né stabilni, nestabilni ¢i

dochdzi k alternaci mezi vazebnymi partnery.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Metody

Pro provadéné simulace jsem si vybral dva zastupce B-DNA a jednoho zastupce
Z-DNA z proteinové databanky www.rcsb.org. VSechny tii protein-DNA komplexy,
které jsem vybral, lze v této databazi nalézt pod Ctyfmistnym kédem. Kritériem volby
komplexii bylo vysoké rozlieni struktury do 2,5 A.

Prvni komplex nese oznaceni 1SKN a m4 rozliSeni 2,50 A. Vychazel jsem
z krystalové struktury komplexu, ktera byla zjisténa rentgenovou difrakéni metodou
pti pH 6. Ve struktufe se krom¢ DNA a proteinu vyskytovala také molekula LDA neboli
lauryl diemethylamin oxid. LDA je detergent, ktery je nezbytny pro krystalizaci daného
komplexu. Pro mnou provddéné simulace nebyl nijak vyznamny, proto jsem jej
ze struktury komplexu pomoci odstranil. Nésledn¢ jsem néboj patefe zneutralizoval
pfidanim draselnych ionti K™ a poté jsem piidal jesté dalsi K™ a CI ionty tak, aby
prostiedi v okoli komplexu mélo vyslednou koncentraci 0,15M KCI, coz odpovida
priblizné prostfedi buiniky. VSechny pfidané ionty jsou parametrizovany dle Jounga a
Cheathama. [24]

Druhym komplexem, kterym jsem se zabyval, je 3EYI, ktery ma rozliseni 1,45 A.
Opét jsem vychazel zkrystalové struktury, ktera byla rovnéz zjisténa rentgenovou
difrak¢ni metodou ovSem pii vys$§im pH, jez se rovnalo hodnoté 8,5. Pro neutralizaci
patefe jsem tentokrat misto draselnych iontd pouzil ionty sodné (Na*), protoze
Vv pfitomnosti téchto iontd byl pfipraven monokrystal. Pro zajisténi koncentrace
prostiedi 0,15 NaCl jsem nasledné pfidal dal$i Na* ionty a také CI” ionty.

Posledni komplex je IMNN s rozlisenim 1,40 A. Stejné jako u predeslych komplexti
jsem vychazel z krystalové struktury tohoto komplexu stanovené rentgenovou difrakéni
metodou, tentokrat pii neutralnim pH 7. U této struktury bylo potieba urcit protonizacni
stavy histidinti obsazenych v proteinu. K tomu jsem nejdfive vyuzil internetovy server
PropKa [25], ktery piedpovida protoniza¢ni stav histidinu podle pH a struktury v jeho
okoli. Nasledn¢ jsem pro ovéfeni spravnosti strukturu zkontroloval vizualné¢ pomoci
programu PyMOL [26], kdy jsem kontroloval pfitomnost vodikovych vazeb u histidint,
které by mohly protonizaci ovlivnit. Kontrola hraje v tomto piipad€ dilezitou roli,
jelikoz PropKa neni schopna pracovat s exitujici siti vodikovych vazeb uvniti molekuly.

Nakonec jsem po kontrole nahradil osm HIS forem histidinu za Sest forem HIE a dvé
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formy HID. U téchto forem se vodik vyskytuje navazany na dusik v poloze € nebo o.
[25]

Simulace jsem provadél za izobaricko-izotermickych podminek (NPT), kdy jsem
teplotu systému nastavil na 298 K (25 °C). Nastaveny tlak odpovidal 1 Atm
(101,325 kPa). Casovy krok simulace odpovidal 4 fs [27], coZ bylo umoznéno pomoci
procedury HMR (hydrogen mass repartitioning) [28], kdy dochazi k pfesunuti ¢asti
hmotnosti té¢zkych atoml na vodikové atomy. Cutoff nevazebnych interakci odpovidal
10 A a jednotlivé soufadnice atom@ byly ukladiny kazdych 10 ps. K solvataci
komplexti jsem vyuzil oktaedralni box S vodnim modelem SPC/E [29]. Pied zacatkem
produk¢éni simulace byl systém i velikost boxu minimalizovan a nasledné ekvilibrovan
S postupné se snizujicimi velikostmi restraini. Relaxaéni protokol byl pfevzat
z literatury [30].

Pro realizaci simulaci jsem pouzil programovy baliceck AMBER (Assisted Model
Building with Energy Refinement) [31], konkrétn¢ to byl kod PMEMD. Jedna se
0 programovy balicek, jeZ umoziiuje molekulovou dynamiku biomolekularnich
systému, kterymi jsou napf. nukleové kyseliny ¢i proteiny. [32] Simulace jsem provadél
Vv jednom silovém poli, které se doporucuje pro simulaci DNA struktur, toto pole nese
oznaceni OL15 [33]. Pro analyzu trajektorii jsem vyuzil program, spadajici do jiz
zminéného balicku AMBER, ktery se nazyva CPPTRAJ. Pro dal$i analyzu a vizualizaci
jsem vyuzil program VMD (Visual Molecular Dynamics) [34].

Pomoci histogramti vzdalenosti jsem si ur¢il pramérnou vzdalenost minima
histogramu, ktery oddéluje oblast pifimého kontaktu (4,3 A) od oblasti vodou
mediovaného kontaktu (5,4 A) u lysinu. Vzdalenost, pii které interakce zanika,
odpovidala vzdilenosti za druhym pikem histogramu (>5,4 A). U argininu bylo tyto
hodnoty téz8i urcit, jelikoz se piekryvaly oblasti pfimych a vodou mediovanych
kontaktl. Proto jsem urcil jen pfibliznou hodnotu, kterd urcuje, jestli se arginin nachazi
Vv asociované ¢i disociované form¢, kdy v asociované formé je zahrnut pfimy i vodou
mediovany kontakt (<6 A).

Dalsi dilezitou casti mé prace bylo zvolit, mezi kterymi atomy budu kontakty a
vzdalenosti méfit. V programu LEAP, ktery patii do programového balicku AMBER,
jsem si nasel pro jednotlivé molekuly, u kterych budu interakce méfit, z jakych atomil
se skladaji a jak jsou v programu oznaceny. Pro patei dvousroubovice jsem zvolil atom
fosforu, ktery je v LEAPu oznacen jako P. Pro molekulu lysinu jsem zvolil atom dusiku,

ktery je na konci aminokyselinové fetézce, tento atom dusiku je oznacen jako NZ.
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Pro arginin jsem vybral atom uhliku, na kterém jsou navazany aminoskupiny, a jeho
oznaceni je CZ.
4.2 Vysledky a diskuse
4.2.1 Stabilita studovanych komplexii v MD simulacich

Pomoci RMSD (z angl. root mean square deviation) jsem porovnal struktury
komplexu Vv priibéhu simulace s vychozi krystalovou strukturou. Cim jsou hodnoty
RMSD nizsi, tim je komplex ¢i molekula stabilnéjsi, tzn., ze pfi nulovém RMSD se
struktura oproti krystalové struktufe nelisi. RMSD jsem méfil pro jednotlivé slozky
komplexu a vysledky jsem zaznamenal do jednoho grafu pro kazdy komplex, aby Slo
porovnat, jak moc jsou jednotlivé slozky stabilni.

Na obrazku 9 mizeme vidét graf s hodnotami RMSD nukleové kyseliny a proteinu
v simulacich u komplexu 1SKN. DNA je pfi simulacich vyrazné stabilngj$i oproti
proteinu a po vétsinu ¢asu se drzi pii hodnotach okolo 2 A, az na né&kolik kratSich
odchylek. Protein se naopak drzi pti hodnotach okolo 4 A, kdy téchto hodnot zagini
dosahovat ptiblizn¢ v ¢ase 250 ns. Tyto hodnoty jsou zpisobeny volnym C-koncem
proteinu, ktery je ve vychozi krystalové struktufe v kontaktu se sousedni molekulou.
V simulaci ptivodni krystalovy kontakt neexistuje, takze konec ma vétsi tendenci se
Vv prostoru pohybovat, ¢imz ovliviiuji hodnoty RMSD. 1SKN je navic pomémné velky

komplex, coz také miZe zplisobovat vyssi hodnoty RMSD.

—— DNA

1SKN

protein

4,5

4 | ﬁ(

3,5

N\ M ’\U HYJ}}

}
|
W N “\“K By il ﬂrm’ y\WM My A“ﬁ‘i ‘

" H it ! il
‘ M M i mnmw w «‘ \” M"W A Num?‘
i n H | ‘

V
Hu b }1{ u‘
2,5 \M' W ”

MM“ N‘ "UL i w‘ M'\W‘ M t‘,ﬁ',AWMN,V.M i W Wﬂ i M } W M# ,w) N;M \M \‘\/ ,\M

RMSD [A]
N w

1,5

0,5

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

¢as [ns]

Obrazek 9: RMSD nukleové kyseliny a proteinu komplexu 1SKN
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Dalsi obrazek (Obrazek 10) popisuje hodnoty RMSD u komplexy 3EYI. Na obrazku
jsou hodnoty RMSD pro DNA a dva proteinové fetézce, které jsou identické, ale
v ptipadé¢ RMSD se pon¢kud lisi. Proteinovy fetézec B je totiz v pribéhu simulaci
do protein-DNA interakci zapojen méné, a tudiz se voln¢ pohybuje béhem simulace
Vv roztoku, coz se odrazi i na jeho RMSD. V prubéhu prvnich 400 ns se jeho RMSD
pohybuje u 4 A, poté se ale ustali a klesne k hodnot& zhruba 3 A, kde je uz pomérné
nizkd hodnota. DNA a proteinovy fetézec A se pohybuji v rozmezi hodnot 1,5 - 3 A,

takze jsou v pribehu simulace stabilni.

—— DNA
3EYI
protein A
6
protein B
5
4

DE ! “r"\" 1T m," . \M
23 i Il ‘ ‘\ “\ ﬁ M “ “”‘\‘H‘-“ (kA it
S u MM fi | LH\ ity W fu PM i | iy M ‘$ ﬁ"}(‘\h|["iﬁ”w:ﬂ it 'ﬂ
* 2 “'\ \ MM‘ ‘V'J WMMMW’ MAN\M ‘/J Ig m y) Y%J m WN, ‘{ Cﬂt%mh u “N?r j W/m WMW M‘vy\’d“‘ l\f /‘"M\M#w
| W PP n'\NMW ol "“y\ Ww AN L
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

¢as [ns]

Obrazek 10: RMSD nukleové kyseliny a proteinovych retézcii komplexu 3EYI

Hodnoty RMSD pro posledni komplex 1IMNN jsou popsany na obrazku 11, kde jsou
znazornény hodnoty pro nukleovou kyseliny a jeden proteinovy fetézec, ktery na dvou
mistech obsahuje neurc¢ena rezidua, takze je ve vychozi struktufe rozdélen na tii Casti.
Tento komplex je ze vSech mnou zvolenych po celou dobu simulaci nejstabilné;si.
Mensi skok 1ze zpozorovat ptiblizné v ¢ase 750 ns, kde dochazi k menSimu vzristu
hodnot RMSD u proteinového fetézce A a C, tyto hodnoty oviem nepiekracuji 4 A,
takZe nejde o nijak vyraznou zménu. Po celou dobu simulace se hodnoty RMSD drzi
vrozmezi 1 - 2,5 A, takZe je komplex a jeho slozky velmi stabilni. U fetézce DNA
dochazi priblizné v 340 ns K vyraznéjsimu zvySeni RMSD, které je zplsobeno
oddélenim koncové nesparované baze od dvouSroubovice a vytvofenim nového
kontaktu s proteinem. Protoze k tomu dochazi na konci DNA, nema to vyznamnéjsi vliv

na zkoumané interakce.
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Obrazek 11: RMSD nukleové kyseliny a proteinovych retézcit IMNN

4.2.2 Protein-DNA interakce

Cilem této prace bylo zmapovat protein-DNA interakce se zaméfenim na interakce
polarni a zejména interakce nabitych rezidui proteinu s patefnimi fosfatovymi
skupinami. U nalezenych interakci jsem zjist'oval, jestli jsou v MD prib&hu simulace
stabilni, Caste¢n¢ stabilni, nestabilni nebo dochazi k alternaci vybraného rezidua
mezi vice vazebnymi partnery. Pro nalezeni interakci jsem vychéazel ze clanki
pro jednotlivé komplexy a také z programu VMD, kde jsem tyto interakce vizualné
vyhledaval. Nejvétsi pozornost jsem vénoval interakcim, které byly zprostfedkovany
prostfednictvim elektrostatickych sil, hlavné t€émi mezi fosfatovou skupinou na pateti
nukleové kyseliny, ktera ma zaporny naboj a kladné nabitymi postrannimi fetézci
proteinu, které jsou tvofeny argininem a lysinem. Vazba mezi témito skupinami se
nazyva solny mustek. Kritérium pro kontakt lysinu s jinou skupinou jsem zvolil tak, ze
vzdalenost mezi centralnimi atomy byla do 4,3 A, déle vzdalenost v rozmezi 4,3 - 5,4 A
odpovidala vodou mediovanému kontaktu a po pfekroéeni hranice 5,4 A jsem urcil, ze
mnozstvi moznosti, jak mize k interakci s guanidinovou skupinou dochazet, coz ztézuje
uréeni jednoznacénych hrani€nich vzdalenosti. Proto jsem urcil kritérium pro jeho
kontakt s jinou skupinou do vzdalenosti 6 A, vniz je zahrnut i vodou mediovany
kontakt. Po prekroceni této vzdalenosti se jiz o kontakt nejedna.

Jak jsem jiz zminil vySe, v mnou provadénych simulacich jsem se setkal se ¢tyfmi

mozZnymi scéndfi vyvoje interakci V ase. Prvnim piikladem je stabilni interakce,
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pro kterou je prub&éh mezimolekulové vzdalenosti ukazan na obrazku 12. Tuto interakci
lze povazovat =za stabilni, jelikoz nedochdzi k vyrazné zméné vzdalenosti
mezi centralnimi atomy, u kterych dochazi ke vzniku kontaktu. Druhym piipadem je
interakce, ktera je Caste¢né stabilni (Obrazek 13). Tato interakce je po urcity ¢asovy
usek stabilni, poté ale dochazi ke zvétSeni vzdalenosti mezi atomy a interakce se stdva
nestabilni (mezi 400 a 500 ns). Na dal§im obrazku (Obrazek 14) je znazornén tieti
scénaf interakce, jimZ je nestabilni interakce, kdy dochazi v pribéhu zacatku simulace
k zaniku ptvodniho kontaktu, ktery se jiz do ptvodni formy nevrati. Ctvrty pribéh
interakce popisuje obrazek 15, kdy dochazi k alternaci mezi ptivodni a nové vzniklou
interakci. U tohoto typu interakce jsem také vypocital, jaké procento ¢asu je interakce

V piivodnim kontaktu a novém kontaktu.

Pribéh stabilni interakce
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Obrazek 12: Prubeh stabilni interakce
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Obrazek 13: Pritbeh castecné stabilni interakce
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Obrazek 14: Pribéh nestabilni interakce
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Obrazek 15: Pribéh alternujici interakce

4.2.3 Interakce v 1SKN

V protein-DNA komplexu s nazvem 1SKN jsem sledoval celkem 21 interakei.
Nejvetsi podil maji solné mustky, které tvoii 14 interakci. Z téchto 14 interakci jsou
Ctyfi stabilni a neméni vazebného partnera. Ty jsou tvofeny pouze aminokyselinovym
zbytkem argininu. Dalsi ¢tyfi solné mustky méni v prabéhu simulaci fosfatovou skupinu
za jinou, se kterou tvoii novy solny mustek a zaroven jeden z téchto solnych mustkt
prechazi do disociovaného stavu. Vodou mediované solné mustky se zde nachazi ¢tyfi,
kdy dva prechéazeji z vodou mediovaného kontaktu na piimy kontakt a zbylé dva
prechazi do disociovaného stavu. Ze zbyvajicich dvou solnych mistkl jeden vytvori
vodikovou vazbu s guaninovou bazi a druhy alternuje mezi plivodni strukturou a
disociovaného. Dale se v komplexu vyskytuji interakce zprostfedkované zaporné
nabitymi aminokyselinami jako je kyselina asparagova, kterd z pivodni interakce
s argininem vytvaii v pribéhu simulace kontakt s argininem novym a zaroven
i slysinem. Dal$i iontovou interakci tvoii kyselina glutamova, ktera na zacatku
interaguje s argininem pies mustkovou vodu, ovSem v prubéhu simulace dojde
k pfimému kontaktu. Dale se muzeme setkat se situaci, kdy se kladné nabita
aminokyselina vaze pomoci vodikové vazby na dusikatou bazi. V ptipad¢ tohoto
komplexu se vaze arginin vodikovou vazbou na guaninovou bazi a po cely pribéh
simulace je tato interakce stabilni. Dalsi interakce s dusikatymi bdzemi mohou tvofit
I neutralni aminokyseliny, které se pomoci vodikovych vazeb také zapojuji

do protein-DNA interakci. Tento piipad se zde vyskytuje dvakrat, kdy se stejna
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molekula asparaginu vaze na dvé rizné baze (thymin a cytosin) a po celou dobu je tento
kontakt stabilni. Dalsi vodikové vazby mohou neutrdlni aminokyseliny tvofit
s fosfatovou skupinou nebo s kladn€ nabitym reziduem. Konkrétné¢ u 1SKN dochazi
k interakci serinu s lysinem, ktery v prabéhu simulace vytvoii krom¢ pfimého kontaktu
1 kontakt vodou mediovany. S fosfdtovou skupinou interaguje threonin pies mistkovou
vodu a poté prechazi do disociovaného stavu.

Popsané interakce a jejich zmény jsou sumarizovany Vv tabulce 1. Na obrazku 16 je
zobrazena legenda mapy pro lep$i orientaci ve 2D mapach. Obrazek 17 piedstavuje
souhrn interakci v komplexu 1SKN ve formé 2D mapy, do které jsem zaznamenal

vSechny interakci, v€etné€ interakci zminénych v ptivodni literatute.
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Tabulka 1: Souhrn interakci v komplexu 1SKN

Plvodni interakce Nova interakce
Porad inter.agujl'ci .typ interégujici jcyp pribih
rezidua® int.?) rezidua int.
1 R457 B dT13 | sm | R457 B_dT12 sm pohyb mezi dvéma fosfaty
2 R499 E496 R499 E496 Y alternace
3 K460 A_dC10 | sm | K460B_dT13 sm pohyb mezi dvéma fosfaty
4 R516 A_dG8 sm R516 A_G8 | solvatace alternace
5 K512 A_dT9 K512 A T9 sm alternace
6 D461 R508 sm D461 K512 sm Castecné stabilni
R508 D461 sm R508 A_T9 sm Castecné stabilni
R508 A_dC10 [ sm stabilni
8 R507 A_dC10 [ sm R507 B_dG5 vV nestabilni
9 K460 B_dT13 | sm | K460 B_dT13 | solvatace alternace
10 R503 B_dG4 sm stabilni
11 R506 B_dG4 sm nestabilni
12 R506 B_dG3 sm stabilni
13 K510 B_dG5 K510 B_dG5 sm alternace
14 K510 S478 v K510 5478 alternace
15 T517 B_dA6 T517 voda solvatace alternace
16 R521 B _dT7 sm R96 B_dA6 sm pohyb mezi dvéma fosfaty
17 R522 B _dG8 sm stabilni
18 R525 B_dT7 R525 voda | solvatace alternace
19 R519 A_dG8 vV stabilni
20 N511 A dC10 | wv stabilni
21 N511B_dT7 vV stabilni

3 Rezidua aminokyselin jsou popsana jejich jednopismennou znackou a poradovym &islem
v fetézci. Rezidua nukleové kyseliny jsou popsana jednopismennou zkratkou fetézce a poté
dvoupismennou zkratkou a ¢islem, kde se na prvnim misté nachazi malé d, coz je zkratka pro
deoxy, po ném nasleduje zkratka baze a poradi rezidua v fetézci.

b typ interakce; sm — solny miistek, vv — vodikova vazba
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Obrazek 16: Legenda 2D map
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4.2.4 Interakce v 3EYI
V komplexu s PDB ozna¢enim 3EYI jsem sledoval celkem 13 interakci. Solny

Obrazek 17: 2D mapa komplexu 1SKN

mustek je v téchto 13 interakcich zastoupen jedenactkrat. Zadna z téchto interakci neni
stabilni. Fosfatovou skupinu pfi téchto interakcich vymeéni arginin i lysin vzdy v jednom

ptipad¢. Vodou mediované solné mustky pfevazuji nad pfimymi kontakty aminokyselin




s fosfatem. Dohromady se zde nachazi pét vodou mediovanych kontaktl, které
Vv pribéhu simulace méni fosfatovou skupinu. Dva tyto kontakty vytvafi lysin, jenz ma
na zacatku vodou mediovany kontakt s fosfatem, ale v pribéh simulace vytvofi pfimy
kontakt sjinou fosfatovou skupinou. Jeden ztéchto lysini dokonce prechazi
do disociovaného stavu. Zbylé tfi vodou mediované kontakty tvofi arginin, ktery
ve dvou piipadech piechazi z vodou mediovaného na piimy kontakt a jeden piechazi
z ptimého kontaktu na vodou mediovany. Dale se zde vyskytuji tfi interakce, kde kladné
nabitd rezidua neméni fosfatovou skupinu, ale dochazi ke zméné zprostredkovatele
kontaktu. Lysin je u téchto interakci zastoupen dvakrat, kdy jednou tvoii na zacatku
primy kontakt a ptechazi na vodou mediovany, ve druhém ptipad¢ je to naopak. Arginin
je v tomto ptipadé vodou mediovany na zacatku a piechazi na p¥imy kontakt. Posledni
solny mustek vtomto komplexu pfipada argininu, ktery Vv pribéhu simulace tvofi
vodikovou vazbu se serinem. Dale se zde vyskytuji dvé interakce, které tvoii neutralné
nabita aminokyselina s nukleovymi bazemi, mezi nimiz se formuje vodikova vazba, jez
je vpribéhu simulace stabilni. Konkrétné se jedna o asparagin, ktery interaguje
S cytosinovou bazi a guaninovou bazi.

Vsechny zminéné interakce jsou shrnuty v tabulce 2 a na obrazku 18 podobné jako
u komplexu 1SKN.

Tabulka 2: Souhrn interakci v komplexu 3EYI

Plvodni interakce Nova interakce
Porad interagujl’ci .typ interégujici fcyp Pribih
rezidua? int. rezidua int.
1 A_N141C_dC3 vV stabilni
2 A_N141 C_dG4 vV stabilni
3 A_R142 C_dC5 sm | A_R142 A D139 pohyb mezi dvéma fosfaty
4 A_R142 C_dG6 A_R142 C_dG4 sm pohyb mezi dvéma fosfaty
5 A_K138 C_dG4 sm A_K138 C_dG4 alternace
6 A_K138 D_dG6 A_K138 D_dG6 sm alternace
7 A_K160 C_dC3 A_K160 C_dG2 sm pohyb mezi dvéma fosfaty
A_K160 C_dcC3 A_K160 voda solvatace alternace
A _R124 C_dG2 sm | A_R124 A_S159 vV stfidani kontakt(
B_R124 D_dG2 B_R124 D_dG2 sm alternace
10 B_K160 D_dC1 B_K160 D_dC3 sm pohyb mezi dvéma fosfaty
11 B_R142 D_dC5 B_R142 D_dG4 sm pohyb mezi dvéma fosfaty
12 B_K138 C_dG6 sm B_K138 D_dG4 sm pohyb mezi dvéma fosfaty
13 A_R146 A_D143 | sm A _R146 C_dC5 sm pohyb mezi dvéma fosfaty

3 Jelikoz se v krystalové struktuie komplexu 3EYI vyskytovaly dva proteiny, jsou
aminokyseliny odliSeny pomoci jednopismenné zkratky podle toho, ke kterému proteinu patfi.
Rezidua nukleové kyseliny jsou popsana jednopismennou zkratkou fetézce a poté
dvoupismennou zkratkou a Cislem, kde se na prvnim misté nachdzi malé¢ d, coz je zkratka
pro deoxy, po ném nasleduje zkratka baze a poradi rezidua v fetézci.
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b typ interakce; sm — solny miistek, vv — vodikova vazba

fosfat (PO.) lysin (K') arginin (R")  |kys. asparagova (D)| kys. glutamovd (E)| protein | baze voda
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Obrazek 18: 2D mapa komplexu 3EYI

4.2.5 Interakce v IMNN

V mnou poslednim zkoumaném komplexu pod PDB oznacenim IMNN jsem
pozoroval celkem 15 interakci. VétSina téchto interakci je opét zastoupena solnym
mustkem, ktery se zde vyskytuje v 11 ptipadech. Tfi z t€chto 11 interakci jsou stabilni a
nedochazi u nich ke zméné¢ vazebného partnera. Dva zastupce téchto interakci ma
arginin a jednoho lysin. Ke zméné fosfatu dochdzi v ptipadé komplexu 1MNN pouze
jednou, kdy arginin z vodou mediovaného kontaktu s jednim fosfatem vytvati primy
kontakt s novym fosfatem a zaroven i vodou mediovany kontakt s dalsim fosfatem.
Arginin dale tvoii dva vodou zprostiedkované solné miistky, kdy jeden ptechazi
do pfimého kontaktu a druhy zanikd a arginin misto néj tvoii vodikovou vazbu se
serinem. Kromé solnych mustki je arginin také vazany vodikovou vazbou k dusikatym
bazim, dvakrat je vazan ke guaninové bazi a jednou k thyminové. Arginin vazany v této
formé je po celou dobu simulaci stabilni. U lysinu dochazi ve tfech ptipadech ke zméné

pfimého kontaktu na vodou mediovany a ve dvou ptipadech z vodou zprostiedkovaného
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na ptimy. Dale u jednoho solného mustku tvofeného lysinem dochazi k disociaci lysinu.
V jednom ptipad¢ dochazi dokonce ke vzniku solného mustku, kdy lysin pfechazi
z vodou mediovaného kontaktu s guaninovou bazi k interakci s fosfatem, kdy dochazi
Kk pfimému tak vodou mediovanému kontaktu.
Vsechny interakce jsem opét shrnul v tabulce 3 a jsou také popsany na obrazku 19.
Tabulka 3: Souhrn interakci v komplexu IMNN

Plvodni interakce Nova interakce
Poradi interagujl'ci .typ interégujici jcyp pribeh
rezidua? |int.? rezidua int.

1 R326 B_dG4 R326 S259 vV Castecné stabilni

2 R326 B_dC3 R326 B_dC3 sm alternace

3 K110 B_dC3 sm stabilni

4 R111C dG10 | wv stabilni

5 R177 C_dGS8 vV stabilni

6 R58 C_dT6 vV stabilni

7 K212 B _dC14 | sm | K212 B dCi14 alternace

8 R208 C_dT5 R208 C_dT6 sm pohyb mezi dvéma fosfaty
R208 C_dT5 R208 B_dC14 pohyb mezi dvéma fosfaty

9 K176 C_T5 K176 voda solvatace alternace

10 K176 C_T6 sm K176 C_T6 alternace

11 R254 C_dT7 sm stabilni

12 R97 C_dG8 sm stabilni

13 K50 C_dT9 K50 C_dT9 sm alternace

14 K54 C dG10 | sm | K54 C _dG10 alternace

15 K264 B_dG2 vV K264 B_dG2 sm nestabilni

3 Rezidua aminokyselin jsou popsana jejich jednopismennou znackou a pofadovym ¢islem
v fetézci. Rezidua nukleové kyseliny jsou popsana jednopismennou zkratkou fetézce a poté
dvoupismennou zkratkou a &islem, kde se na prvnim misté nachdzi malé d, coZz je zkratka

pro deoxy, po ném nasleduje zkratka baze a potradi rezidua v fetézci.
b typ interakce; sm — solny miistek, vv — vodikova vazba
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Obrazek 19: 2D mapa komplexu IMNN

4.2.6 Souhrnné poznatky

V mnou zkoumanych komplexech jsem se celkem zaméfil na 49 interakci. Nejvetsi
¢ast téchto interakci tvorily solné miustky, kterych bylo 36, tj, 73 %. Z téchto 36 solnych
mustklt mél nejvetsi zastoupeni arginin, jeZ v pivodnim krystalu tvofil 21 téchto
kontaktt, coz je 58 %. Lysin tvofil zbyvajicich 15, tj. 42 %. Zachovani téchto interakci
nastalo pouze v sedmi piipadech, kdy doslo k plnému zachovani u argininu Sestkrat
(30 %) a u lysinu pouze jednou (5 %). Tam, kde k zachovani nedoslo, dochazelo nejvice
k pohybu kladné nabitych reziduii mezi blizkymi fosfatovymi skupinami. Takovych
interakci jsem v pfipadé argininu pozoroval sedm, tj. 33 %, a u lysinu ctyfi, tj. 19 %,
kde navic ve dvou piipadech dochéazelo k pfechodu lysinu do roztoku.

V komplexech jsem také pozoroval velké mnoZstvi solnych mustki, ve kterych
nebyly ionty v pfimém kontaktu, ale interakce byla zprostfedkovana molekulou vody
nachazejici se mezi kationtem a aniontem. Tuto interakci budu nadale oznacovat jako
vodni mustek nebo vodou mediovany kontakt. Celkem jsem sledoval 15 kontaktd, které
byly vodou mediované v pivodnim krystalu, coz tvoti 42 % vSech solnych mustki.

Lysin a arginin maji téméf rovnocenné zastoupeni pfi té€chto interakcich. U argininu se
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setkdvam se sedmi interakcemi a u lysinu s 0Smi. To znamena, Ze Ve vSech argininem
tvofenych solnych mustcich je piesné tretina vodou mediovana, tj. 33 %. Z 15 solnych
mustkl tvofenych lysinem je 53 % vodou mediovanych. Dale pii interakcich dochéazelo
ke zméné zprostfedkovani vodou, kdy spolu ptivodni rezidua tvofila solny mustek, ale
bud’ mezi n¢ vstoupila voda, nebo byl vodou mediovany miistek nahrazen piimym
kontaktem. Solnych mustkt,, mezi které vstoupila voda, jsem pozoroval celkem pét,
Ctyfi v ptipad¢ lysinu a jediny u argininu. Solnych mistkt, které¢ byly spojeny vodnim
mustkem a presly na pfimy kontakt, bylo Sest. Lysin byl opét zastoupen Ctyimi
interakcemi, arginin pouze dvéma. Dtulezitost vodou mediovanych interakci je

U argininu jsem dale pozoroval, Ze po zaniku solného mustku vytvofil vodikovou
vazbu s nukleovou bazi v jednom piipad¢, ve druhém piipadé pak vytvotil vodikovou
vazbu s neutralni aminokyselinou. Lysiny ze solnych mustk podobné interakce
nevytvarely.

V ptipadé nckolika solnych mistkli dochézelo ktomu, ze kladné¢ nabitd
aminokyselina ztracela interakci s fosfatovou skupinou a pifechazela do roztoku,
ze které¢ho ale byla schopna se k pivodnimu fosfatu vratit a na ¢as pivodni interakci
obnovit. Tyto situace jsou zajimavé tim, ze dochazi k postupnému ustavovani
rovnovahy mezi dvéma stavy (vazany kation vs. hydratovany kation). Pokud by bylo
dosazeno rovnovahy, miizeme z poméru ¢asu stravenych v simulaci v jednom a druhém
stavu ur€it rovnovaznou konstantu, kterd tento dé€j charakterizuje. Proto se jimi budu
zabyvat podrobné&ji. V nasledujicich grafech popisuji jejich chovani. Na obrazku 20 je
zndzornén graf, ktery popisuje chovani argininu R516, ktery na zacatku simulace tvofil
solny mistek s guaninem A_G8 a v prub¢hu simulace piechazel do roztoku a dochazelo
k alternaci mezi témito dvéma stavy. Obrazek 21 popisuje alternaci kontaktu lysinu
K460 s thyminem B_T13, jenz byl c¢ast simula¢niho ¢asu mediovany vodou a
pfechodem do roztoku. Graf vyobrazeny na obrazku 22 znazoriiuje chovani argininu
R525, jenz v puvodnim krystalu tvofil vodou mediovany solny mustek s thyminem
B_T7 a vpribc¢hu simulace alternoval mezi ptivodnim kontaktem a pfechodem
do roztoku. VSechny vys$e zminéné situace se vztahuji ke komplexu 1SKN. U komplexu
3EYI1 graficky popisuji jedinou alternaci, ktera je zobrazena na obrazku 23. Ta probiha
v pfipadé lysinu A K160, ktery v plivodnim krystalu tvoii vodou zprostfedkovany
solny mustek s cytosinem C_C3 a v pribé¢hu simulace piechazi do disociovaného stavu

a dochazi kustavovani rovnovahy mezi vazebnymi partnery. V komplexu 1MNN
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rovnéz popisuji jedinou interakci (Obrazek 24). V tomto piipadé lysin K176 formuje
vodou mediovany solny mustek sthyminem C_T5 a v prub&hu simulace alternuje

mezi ptivodnim kontaktem a disociovanou formou.
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Obrdazek 20: Alternace R516 - A_G8/voda
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Obrdazek 21: Alternace K460 - B_T13/voda
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Obrazek 24: Alternace K176 - C_T5/voda

Kladné nabitd rezidua netvofila solné mustky pouze s fosfatovymi skupinami.
V mnou zkoumanych komplexech jsem také pozoroval solné¢ mustky, jeZ se objevovaly
mezi zaporn¢ nabitou aminokyselinou a kladné nabitou kyselinou. Jednalo se o dva
pfipady, kdy arginin, jakozto kladn¢ nabitd aminokyselina, tvofil solny mistek
s kyselinou glutamovou a také s kyselinou asparagovou. Pfi posledni zminéné interakci
navic doslo k tomu, ze se v prubéhu simulace kontakt argininu s kyselinou pfterusil a
misto néj se vytvofil solny mistek s fosfitovou skupinou dvouSroubovice DNA
a zéaroven s kyselinou asparagovou vytvofil solny mustek lysin.

Arginin a lysin se dale v n€kolika ptipadech vazaly vodikovou vazbou k dusikatym
bazim ¢i neutrdlnim aminokyselindm. Arginin byl ve Cctyfech pfipadech spojen
vodikovou vazbou s bazemi guaninu (3) a thyminu (1), ve kterych byl stabilni po celou
dobu. Lysin byl takto vazan v jediném piipad¢, a navic skrze mustkovou vodu. Tato
interakce v pribéhu simulace zanikla a doslo ke vzniku solného mustku mezi lysinem a
fosfatem nukleové kyseliny, jez byl stfidavé v pfimém 1 vodou mediovaném kontaktu.
Dale se lysin vazal pomoci vodikové vazby k neutralni aminokyseliné, pfi simulaci vSak
doslo k tomu, Ze mezi rezidua vstoupila voda a kontakt byl tudiZz tvofen pfes vodni
mustek.

Nasledujici interakce jsem sledoval, jelikoz byly popsany V plvodni literatufe
u jednotlivych komplext. Jednd se o interakce, kdy neutrdlni aminokyseliny tvotily
vodikovou vazbu s dusikatymi bazemi nebo s fosfatem. Vodikovou vazbou byl k bazim

vazan asparagin, coz se ukdzalo jako stabilni interakce po celou dobu interakce.
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K fosfatu se vodikovou vazbou vazal threonin, jez v pribéhu simulace oddisocioval
do roztoku.

Vsech 49 interakci, které jsem sledoval a zminil v této podkapitole, jsem shrnul

do tabulky 4.
Tabulka 4: Souhrn vsech interakci

solny mustek Arginin Lysin  Asparagin Threonin

celkem 21 15 - -

stabilni 6 1 - -

zména fosfatu @ 7 4 - -

pGvodni vm ? 7 8 - -

novy vm 1 4 - -

baze, AK9, roztok 3 0 - -

ostatni interakce

solny mustek s AK 2 0 0 0
w9 s bazi 4 1 4 0

vv s AK 0 1 0 0

vv s fosfatem 0 0 0 1

4 Zahrnuty i interakce, které byly vodou mediované v plivodnim kontaktu (arginin - 3,
lysin - 2)

b)vm - vodou mediovany kontakt

9 AK - aminokyselina

9 vv - vodikové vazba
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5. ZAVER

Spolecné vytvareji komplexy, které ovliviiuji mnoho pochodd v buiikach a velkou
zasluhu na tom maji jejich vzajemné interakce. Pro svou bakalafskou praci jsem si
vybral tii protein-DNA struktury s PDB oznac¢enim 1SKN, 3EYI a IMNN.

Vybrané komplexy jsem studoval pomoci molekulové dynamickych simulaci
v silovém poli OL15. V kazdém komplexu jsem sledoval stabilitu piivodnich kontaktt
v pribé¢hu MD simulaci. Zaméfil jsem se pfevazné na solné mustky, u kterych jsem
sledoval, jak se meéni vzdalenost mezi centralnimi atomy vazebnych partnert,
podle ¢ehoz jsem dale vyhodnotil povahu interakce.

Nejprve jsem si u kazdého komplexu zjistil, jak jsou jejich jednotlivé slozky
Vv prib¢hu MD simulaci stabilni. V ptipad€ vSech komplexi bylo RMSD po vétSinu
casu simulace pfijatelné velikosti. Odchylky byly vétSinou zplisobené volnymi konci
struktur, které fluktuovaly v roztoku. Jediné vétsi odchyleni jsem pozoroval v piipadé
proteinu u komplexu 1SKN, které bylo zptisobeno C-koncem, ktery v simulaci postrada
svlj ptivodni krystalovy kontakt, takZe mé v¢Etsi tendenci se v prostoru pohybovat, ¢imz
ovlivituje hodnoty RMSD.

Ve své praci jsem pozoroval celkem 49 interakci, jejichZ stabilitu a zmény jsem
zobrazil v podobé¢ 2D interak¢nich map. Z téchto map lze rychle vy¢ist, zda je interakce
stabilni, a pokud ne, jaky je jeji osud v pribéhu MD simulace, tedy napf. jaka nova
interakce se misto ni vytvafi.

Nejveétsi cast ze 49 sledovanych interakci piedstavovaly solné mustky, které byly
tvofeny vice argininem nez lysinem. Jen ¢ast z nich byla v pribéhu interakce stabilni -
arginin se jevil jako stabilnéjsi, jelikoz udrzel daleko vice ptivodnich kontaktt, nez lysin
(29 % vs. 5 %).

V situacich, kdy nedochazelo k zachovani plvodnich interakci, jsem se dale
nejcastéji setkaval s pohybem kladné nabitych reziduii mezi blizkymi fosfaty. Arginin
byl v téchto interakcich opét zastoupen vice, ale procentualné se vyskyt téchto interakci
v komplexech piiblizn€ rovnal a objevoval se zhruba v 30 % procentech ptipadl. To, Ze
kladné nabita rezidua proteinu netvoftila specifické interakce s konkrétnim fosfatem, ale
naopak alternovala mezi blizkymi fosfaty, je v souladu s pfedpokladem, Ze jsou tyto

interakce nespecifickeé.

43



Rezidua, ktera nebyla v pfimém kontaktu, se ¢asto objevovala v interakcich, které
byly zprostfedkovany pomoci vodniho mistku. Vodou zprostfedkované kontakty se
Castéji vyskytovaly u lysinu, ktery mél v ptivodnim krystalu i v pritbé¢hu simulaci vétsi
zastoupeni nez arginin. Lysin tedy ochotnéji a Castéji tvotil vodou mediované kontakty.
Arginin u vodou mediovanych kontaktd Casto ptechazel k jiné fosfatové skuping.
Sledoval jsem vSak i pfipady, kdy se arginin radéji pomoci vodikové vazby navézal
na bazi, neutralni aminokyselinu ¢i presel do roztoku. Dale je diilezité zminit, ze vodou
mediované kontakty byly v nékolika ptipadech ptferuSeny a alternovaly mezi ptivodnim
kontaktem a interakci s roztokem (solvataci).

Dalsi interakce, které jsem pozoroval, byly zprostiedkovany vodikovou vazbou.
Vodikovou vazbu jsem nejcastéji sledoval mezi dusikatymi badzemi DNA a
aminokyselinovymi zbytky proteinu. V mens$im zastoupeni se také vodikova vazba
formovala mezi aminokyselinami v proteinu. Téchto interakci se v proteinu vyskytuje
samoziejmeé obrovské mnozstvi, jelikoz formuji strukturu proteinu. Ve své praci se vSak
vénuji jen tém interakcim, které ovliviuji interakce proteinu s DNA.

Dva z mych studovanych komplexti byly transkripcni faktory, které jsou typické
vyskytem sekvencné specifickych interakci, kdy sekvencné specifickd aminokyselina
proteinu reaguje s konkrétni dusikatou bazi. Tyto interakce byly po celou dobu simulaci
stabilni, coZ je zajimavé srovnat s vySe popsanymi nespecifickymi interakcemi, které
casto méni zplisob vazby (pfimy vs. vodou mediovany), stiidaji nejblizsi interagujici
fosfaty nebo zanikaji na ukor plné solvatace interagujicich partnerd. Vysledky mych
simulaci tedy naznacuji, Ze sekvencné specifické interakce jsou energeticky vyhodné a
stabilni, kdeZzto nespecifické interakce jsou neselektivni (alternace mezi dvéma
sousednimi fosfaty), vykazuji energeticky blizké alternativni stavy (pfimé vs. vodou
mediované kontakty) a nékteré znich jsou na hrané stability, protoze alternuji
s disociovanym, pln¢ hydratovanym stavem.

Vysledky popsané v této praci ukazuji, ze nespecifické mezimolekulové kontakty
pozorované v krystalovych geometriich mohou byt v roztoku nestabilni a v rovnovaze
S jinymi zplisoby vazby. V piipad€¢ navySeni po¢tu simulovanych komplexti, by mohlo
dojit na zaklad¢ statistické analyzy stability a rovnovah interakci k odhadnuti
rovnovazné interakéni konstanty a porovnani s konstantami ziskanymi z experimentu.
Takové porovnani by mohlo ukdzat, které interakce jsou v empirickém potencidlu
popsany spravné a které potiebuji dalsi upfesnéni. Ziskané vysledky by mohly vést

ke zpfesnéni teoretického modelovani interakei mezi proteiny a nukleovymi kyselinami.
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6. SUMMARY

Proteins and DNA are among the most important substances for all living
organisms. Together, they form complexes that influence many processes in cells, and
their interactions with each other are of great importance. For my bachelor thesis | have
chosen three protein-DNA structures with PDB designations 1SKN, 3EY1 and 1IMNN.

| studied the selected complexes using molecular dynamics simulations in the OL15
force field. In each complex, I monitored the stability of the original contacts during
the MD simulations. | focused mainly on salt bridges, where | observed how
the distance between the central atoms of the bonding partners changed, by which |
further evaluated the nature of the interaction.

First, for each complex, | noted how stable their individual components were
over the course of the MD simulations. For all complexes, the RMSD was of
an acceptable magnitude for most of the simulation time. Deviations were mostly due to
the free ends of the structures fluctuating in solution. The only major deviation |
observed in the case of the protein for complex 1SKN was due to the C-terminus, which
lacks its original crystal contact in the simulation, so it has a greater tendency to move
in space, thus affecting the RMSD values.

In my work, | observed a total of 49 interactions, whose stability and changes were
plotted as 2D interaction maps. From these maps one can quickly tell whether
an interaction is stable, and if not, what its fate is during the MD simulation, e.g. what
new interaction is created instead.

The largest fraction of the 49 observed interactions were salt bridges, which were
formed more by arginine than by lysine. Only a fraction of these were stable
during the interaction - arginine appeared to be more stable as it retained far more
of the original contacts than lysine (29% vs. 5%).

Further, in situations where there was no maintenance of the original interactions, |
most often encountered movement of positively charged residues between nearby
phosphates. Arginine was again more abundant in these interactions, but the percentages
of these interactions were approximately equal in the complexes, occurring in about
30% of the cases. The fact that the positively charged residues of the protein did not
form specific interactions with a particular phosphate but instead alternated
between nearby phosphates is consistent with the assumption that these interactions are

nonspecific.
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Residues that were not in direct contact often appeared in interactions that were
mediated by a water bridge. Water-mediated contacts were more frequent for lysine,
which was more abundant in the original crystal and during the simulations, than
arginine. Thus, lysine more readily and frequently formed water-mediated contacts.
Arginine at water-mediated contacts often switched to a different phosphate group.
However, | have also observed cases where arginine preferred to bind to a base, a
neutral amino acid via hydrogen bonding, or moved into solution. It is also important to
note that water-mediated contacts were broken in several cases, alternating between
the original contact and the interaction with the solution (solvation).

Other interactions that | observed were mediated by hydrogen bonding.
The hydrogen bonding | observed most often was between the nitrogenous bases
of DNA and amino acid residues of the protein. To a lesser extent, hydrogen bonding
also formed between amino acids in the protein. These interactions are of course
abundant in the protein, as they shape the structure of the protein. In my work, however,
I focus only on those interactions that affect the protein-DNA interactions.

Two of the complexes | studied were transcription factors, which are characterized
by the occurrence of sequence-specific interactions, where a sequence-specific amino
acid of the protein reacts with a particular nitrogenous base. These interactions were
stable throughout the simulations, which is interesting to compare with the nonspecific
interactions described above, which often change the binding mode (direct vs.
water-mediated), alternate the closest interacting phosphates, or disappear
at the expense of full solvation of the interacting partners. Thus, the results of my
simulations suggest that sequence-specific interactions are energetically favorable and
stable, whereas non-specific interactions are non-selective (alternation between two
adjacent phosphates), exhibit energetically close alternative states (direct wvs.
water-mediated contacts), and some are on the edge of stability because they alternate
with a dissociated, fully hydrated state.

The results described in this work show that the non-specific intermolecular contacts
observed in crystal geometries can be unstable in solution and in equilibrium with other
modes of binding. If the number of simulated complexes is increased, a statistical
analysis of the stability and equilibria of the interactions could be used to estimate
the equilibrium interaction constant and compare it with those obtained
from experiment. Such a comparison could show which interactions are correctly

described in the empirical potential and which need further refinement. The results
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obtained could lead to a refinement of the theoretical modelling of protein-nucleic acid

interactions.
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