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Abstrakt

Tato bakaléfskd prace se zabyva studiem dvou nekanonickych konformerti pateie DNA,
které jsou relativné Casto zastoupeny v komplexech DNA s proteiny. Celkové jsem se
zamgéfila na Ctyfi zastupce protein-DNA komplext, kteti ve své struktuie obsahuji alespon
jeden takovyto nekanonicky konformer. Ovéfuji zde jejich stabilitu a chovani v molekulové
dynamickych (MD) simulacich a zaméfuji se na to, jestli je popis jejich geometrie a stability
ve shod¢ s popisem V krystalografickych datech. Dale s pomoci MD simulaci zjist'uji, jak
ovliviuji interakce s proteinem konformaci patefe DNA. Simulace byly provadény ve tfech
silovych polich z rodiny AMBER, OL15, bscl a nové vyvinutém poli OL21. Vysledky ve
vSech silovych polich shodné€ ukazuji, Ze dva studované stavy se vyrazné lisi svou stabilitou.
Zatimco jeden z nich je v pfitomnosti proteinu zcela stabilni, druhy neni stabilni v zadné ze
studovanych struktur. Moje vysledky mohou pomoci zptesnit popis nekanonickych

konformert v krystalografickych databazich.



Abstract

This bachelor thesis focuses on study of two non-canonical DNA backbone conformers,
that are relatively frequently represented in DNA-protein complexes. Overall, I have focused
on four representatives of protein-DNA complexes, that contain at least one such non-
canonical conformer in their structure. Here I verify their stability and behavior in molecular
dynamics (MD) simulations and focus on whether the description of their geometry and
stability is consistent with that in crystallographic data. Furthermore, |1 use MD simulations
to determine how interactions with the protein affect the conformation of the DNA
backbone. The simulations were performed in three force fields from the AMBER family,
OL15, bscl and the newly developed OL21. The results in all force fields consistently show
that the two studied states differ significantly in their stability. While one is completely stable
in the presence of the protein, the other is not stable in any of the studied structures. My
results may help to refine the description of non-canonical conformers in crystallographic

databases.



Obsah

Lo UVOD i 9
2. STRUKTURA Lttt ettt 10
A Y 0 (U= W o] 0] (=] [ SRR 10
2.1.1. Primarnd StrUKTUTA.......ooiiiiiiiiicieeec e 10
2.1.2.  Sekundarni Struktura .........cceeieiiiieiiiie e 10
2.1.3.  Dihedralni Ghel.........ccoiiiiiiie s 10
2.1.4.  Terciarni StrUKTUTA .......ocviiiieiiiiie et 12
2.1.5.  Kvart@rni Struktura ........ccoooeiiiiiie e 12

2.2, SHIUKIUIA DINA ..ot 12
221, Struktura A-, B- @ Z-DNA ... 13

3. INTERAKCE PROTEINU S DNA .....couiiriiriiniierisssissssssssessssssssssssssens 15
3.1.  Specifické a nespecifickd interakce proteinu s DNA ... 15
4. DNA KONFORMERY ....ocoiiiiiiiiiiie sttt sttt st steeaesneesseenee s 17
4.1.  Konformery BB0O, BB15aBB12 ......cccccooiviiiiieieee e 18
5. KOMPLEXY PROTEIN-DNA ..ottt 19
5.1. 3JTG, Ets doména vazajici TGF-3 reCEPIOr.......cccviiiiieiiiiiieei e 19
5.2, 1Z84, Acll-aktivator transKriPCe.......coivveiveriiiiiiieisee e 21
5.3.  1G2F, TATA DOX KOMPIEX ...vveiiiiiiiiiieiecie et 22
5.4. 1T9I, LAGLIDADG homing endonukleaza..............cccooervviiiiiciiiniiiiciinnn, 23
6.  CILE PRACE ...ttt 25
7. METODY ottt bbbt be et e 26
7.1. S1lova pole @ PATAMEIIIZACE .......vivuveeiieeiieeiiee e 26
7.2. Ptiprava vychozich Struktur..........cccooiiieiiii e 28
7.2.1. Protonizacni stavy histidinu..........cccoceiviiiiiiiiiiic e 30

8. VYSLEDKY A DISKUZE ......oivuriirririririeesnessssessssssssssssssssssessssssssssssssssssens 31
8.1.  Stabilita MD SIMUIACT........eoiiiiiiiiiiiiie e 31
8.1.1.  Ets doména vazajici TGF-P receptor, 3JTG .........cccovvviiiiiiiiiiiicie, 31
8.1.2.  Acll-aktivator transkripce, 1ZS4 ..o 34
8.1.3.  TATADOX KOMPpIeX, LG2F ......cccoveiiiiiieiie et 36
8.14. LAGLIDADG homing endonukledza, ITOI ..........ccccoeviiiiiiiiiiiiciinnn 37

8.2, Stabilita KONTOrMEITi......ccoueeiiiiiiieiiieiieesie e 39
8.2.1.  Stabilita konformeru BB15 .........cccooviiiiiiiiicice s 40
8.2.2.  Stabilita konformeru BB12 ... 44

8.3. MM potencial a referencni kiivka QM.........cceiiiiiiiiiiiiiiee e 46



9.

10.
11.



1. UVOD

V této praci se zabyvam klasickou molekulovou dynamikou (MD), ktera dokaze
nasimulovat a analyzovat pohyb stovek az tisicti molekul, v ¢asech nékolika nanosekund ¢i
dokonce mikrosekund. Tyto molekuly mohou ménit konformaci, interagovat mezi sebou
nebo vytvaret a prerusovat nekovalentni vazby s okolnimi molekulami. MD nam tak muze
pomoci na atomarni Grovni objasnit ptivod a prub¢h déja, které by bylo obtizné studovat

pomoci experimentu.

V piipadé této prace se bude jednat o teoretické simulace komplexti protein-DNA.
interakci. Tyto interakce zprostfedkovéavaji funkci enzymi, jako jsou nukledzy, udrzuji
histony v chromatinu, kontroluji expresi gend, funkci polymerazy ¢i opravy samotné DNA

a mnoho dalsich dalezitych procesi.

Gavezzotti54™ popsal jako prvni molekulovou mechaniku s pouzitim silovych poli.
Prvni simulace Monte Carlo (MD) dle Metropolise a spol.®® byla provedena jiz v roce 1950
a jeji cil spocival v urceni stiedni hodnoty. Nasledujici silova pole v sedmdesatych letech
dvacatého stoleti byla zaloZzena na harmonickych potencialech. Tato fada silovych poli se
oznacovala jako 1.generace, za niz nasledovaly dalsi dvé generace silovych poli, ze kterych
se postupem c¢asu vyvinula soucasnad silova pole, s jejichz pomoci miizeme objasnovat

dynamiku zkoumanych molekul.

Mym tkolem bude spomoci empirickych potencidli urcit stabilitu vybranych
konformaci v n¢kolika simulovanych komplexech proteini s DNA. Existuje mnoho riznych
silovych poli, jako napf. AMBER, CHARMM, OPLS, GROMOS a mnoho dalSich.
V soucasnosti jsou nejvyuzivanéjS$imi silovymi poli verze z rodin AMBER a CHARMM. Ve
své praci budu vyuzivat riizné verze silovych poli z rodiny AMBER® (z anglického Assisted
Model Building with Energy Refinement) a to silova pole OL15, bscl a nové vyvinuté pole

OL21. Je ale tfeba poznamenat, ze vyvoj a zpiesiiovani silovych poli nadale pokracuje.

Konkrétné se budu zajimat o neobvyklé (nekanonické) stavy patete DNA a piisobeni
proteinu na n¢. Budu studovat, jak pfitomnost proteinu ovliviiuje jejich stabilitu, jestli
dochazi k jejich deformaci, nebo naopak zda je protein stabilizuje natolik, ze bude jejich
geometrie zachovana tak, jak je popsana v krystalografickych strukturach. Stabilitu téchto
nekanonickych struktur budu sledovat v zavislosti na ¢ase v priitbéhu MD simulaci pravé ve

zminovanych silovych polich z rodiny AMBER.



2. STRUKTURA

2.1. Struktura proteinu

Zékladni strukturu proteini urcuji aminokyseliny (oznaované téz dvoupismennou
zkratkou AK) propojené peptidovou vazbou. Svym specifickym uspoiadanim potadi

V fetézci a jejich originalnimi vlastnostmi, daji proteintim jejich potiebnou specifitu. V©

2.1.1. Primarni struktura

Primarni struktura je nejjednodussi struktura bilkovin, kterd je kodovéna poradim
nukleotidti, tedy v DNA. Toto pofadi udava aminokyselinovou sekvenci v proteinovém
fetézci, rovnéz tak i charakter postrannim fetézcim AK. Kazdy protein je jedine¢ny, a to
pravé diky primarni struktufe. Aminokyseliny jsou v fetézci propojeny kovalentni
peptidovou vazbou — CO-NH — (tedy kontaktem vznikajicim mezi aminovou skupinou —NH>
nalezici prvni aminokyseliné poskytujici —H, a karboxylovou skupinou —COOH patiici
nasledujici aminokyseliné z niz ziskdme —OH skupinu, nasledné dojde k odstépeni vody a
vzniku peptidu). Jejich potadi se zapisuje vzdy od N-konce k C-konci. Zbylé strukturni
usporddani (sekundarni, terciarni a kvartérni) se oproti primarni struktuie vyznacuje i

nekovalentnimi interakcemi mezi fetézci. W®

2.1.2. Sekundarni struktura

Sekundarni struktura je postavena spiSe na geometrickém, prostorovém uspotradani
tetézce bilkovin. Existuji zde dve struktury polypeptidovych fetézct, a to sklddany beta list
(B — list), ¢i sheet a alfa helix (o — helix) neboli pravotociva Sroubovice. Jejich tvar stanovuji
torzni neboli dihedralni thly. Zbytek fetézce se sklada z otocek, vyduti a spiral. Rozdil mezi
prvni strukturou a touto je, Ze vazby jsou zde tvofeny nekovalentné, piesnéji feceno

vodikovymi mistky. ¢“©)/©

2.1.3. Dihedralni uhel

Sekundarni struktura je urCena dihedralnimi uhly (Obrazek 1). Charakteristika
trojrozmérného uspotfadani jednoduché vazby nachézejici se mezi dvéma atomy B a C

definuje ihel svirany mezi rovinami. Prvni rovina je u atomtt ABC a protilehla druha rovina
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u atomd BCD (Obrazek 2). Celkové thlové rozpéti mize dosahovat od -180° do +180°

uhlovych stupiiti. Q)

Obrazek 1: Zobrazeni torznich uhlii @ a ¥ na
peptidovém retézci. Upraveny obrazek v inkscape
prevzat z:®

Torzni thel ® (phi) je thel vazby N-C, (centralni uhlik) k sousedni vazb¢ a tthel W (psi)
je mezi vazbou C-C, (tedy karbonylovy uhlik a centralni uhlik.) a opét piilehlou vazbou. ®

(omega) udava planaritu vazby, pokud je thel o roven 180°, pak se jedna o tzv. konfiguraci

trans naproti tomu, pokud bude roven 0, tak se jedné o konfiguraci opacnou, tedy cis.

dihedralni
uhel

Obrazek 2: Dihedralni uhel, obrazek prevzat z: ™

Planarita tthlu ® je zplsobena zvySovanim polarity (rozdil elektronegativit) peptidové

wrwe

zpisobujicimi dvojny charakter této vazby. Dochdzi tak k rovinnému uspofadani centralniho
a karbonylového atomu uhliku, kysliku a amidového dusiku. AvsSak konfigurace cis neni tak

Casta. Konformace ¥ vs. @ urcuje typ sekundarni struktury a na této zavislosti torznich thl

11



je zaloZzen Ramachandrantv diagram zobrazujici vSechny mozné kombinace mezi témito
uhly v peptidovém fetézci. Ramachandrantiv diagram je vyuzivan naptiklad k ovéfeni

strukturnich modelt.

2.1.4. Terciarni struktura

Pro to abychom popsali spravnou strukturu molekuly bilkoviny v jednom uceleném
polypeptidovém fetézci, tedy Vvjeji 3D podobé, pak je zapotiebi vyjit ze sekundarni

struktury. Jedna se o struktury o-helixu a B-listu o nichz je zminka vyse (viz 2.1.2.).

U terciarni struktury klasifikujeme tii tfidy. Prvni z nich je fibrilarni uspotadani, nazev je
odvozen od slova fibrila, tedy jemné vlakno, coz nam napovida, ze se jedna o vlaknitou
strukturu. Druhd tfida se nazyvé globularni (tvarem piipominajici klubko) a tieti tfidou jsou
domény, jez jsou vzdy usporadany tak, aby byly prostorové nezavislé na zbytku molekuly.
Domény maji svou vlastni klasifikaci, fadi se sem tfi zakladni typy (a-domény, f-domény a

o/B domény). Domény se daji brat jako jeden ze zdkladnich stavebnich kament proteind.

Pro tuto proteinovou strukturu jsou ve vazbach mezi sekundarnimi elementy
zakomponovany i van der Waalsovy pritazlivé sily, disulfidické a vodikové mustky, které

maji funkci stabilizace celkové struktury. ©©)

2.1.5. Kvartérni struktura

Kvartérni struktura popisuje, jak se nékolik fetézct proteinu sklad4 do jednoho celku, ve
form¢ tzv. podjednotek, které jiZ nejsou propojeny peptidovymi vazbami, ale
nekovalentnimi vazbami. V prostoru spolu tyto podjednotky nadale interaguji. Kvartérni
struktura tedy urCuje a popisuje umisténi podjednotek vici ostatnim podjednotkam.
Vétsinou jde o dimery ¢i tetramery. K proteiniim s kvartérni strukturou se fadi naptiklad

enzymy a klasickym p¥ikladem pro tento typ struktury je metaloprotein hemoglobin. “®)

2.2. Struktura DNA

Zékladni stavebni jednotkou DNA (deoxyribonukleovéd kyselina) je nukleotid, jehoz
fetézenim, tj. spojenim vice nukleotidli pomoci fosfodiesterové vazby (dvé esterové vazby a
fosfat), vznika polynukleotidové vlakno ¢i fetézec. Tato vldkna jsou dale propojena

vodikovymi mustky, na zaklad€ parovani bazi. Ob& polynukleotidova vldkna jsou vii€i sobé
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antiparalelni a komplementarni. Tuto strukturu popsali jiz vroce 1953 panové
James D. Watson a Francis Crick, ktefi za to o devét let pozdéji obdrzeli Nobelovu cenu.®

Chemicka struktura jednoho nukleotidu se sklada ze tii slozek, a to z péti-uhlikatého
cukru (aldopentéza), fosfatu a dusikaté baze. Sacharid, jenz se zde objevuje, je
2-deoxyribdza. Na prvnim uhliku tohoto sacharidu je diky glykosidické vazbé napojena
jedna ze Ctyf dusikatych bazi, specifickych pro strukturu DNA, jimiz jsou: adenin (A),
cytosin (C), guanin (G) a thymin (T). Oproti tomu v porovnani se strukturou RNA, se misto
thyminu (T), vyskytuje dusikatd baze zvana uracil (U), a misto deoxyribozy je zde pouze
ribéza. Baze se tidi zdkonem komplementarity, kdy se mezi sebou vaze vzdy jedna
pyrimidinova a jedna purinovéd bdze, tuto interakci zprostiedkovavaji vodikové miustky.
Adenin a thymin jsou propojeny dvéma vodikovymi mistky a cytosin a guanin tfemi
vodikovymi mistky. V neposledni fadé je na patém uhliku esterovou vazbou navazan
fosfat. 910

Na povrchu dvousroubovice nachdzime dva zlabky, které jsou jednim z moznych mist
pro interakci s nukleovou kyselinou. Prvni nese nazev ,,velky* a jak jiz nazev napovida, tak
bude vétsi a tim 1 1épe piistupny pro interakce, tudiZz se sem piesné vejde a-Sroubovice.

Druhy se nazyva ,,maly* Zlabek, ten naopak 1épe interaguje s p-listy. @1

2.2.1. Struktura A-, B- a Z-DNA

Forma B-DNA (Obrazek 3) je nejbéznéjsi pravotociva dvojita Sroubovice. Tuto formu a
jeji typické pateni stavy budeme nazyvat kanonickymi. Obsahuje dva Zlabky: velky zlabek,
ktery ma $iiku asi 12 A (Angstrom) a maly Zlabek, ktery je asi poloviéni, aviak skoro stejné
hluboky. Sklad4 se ze dvou antiparalelnich vlaken, tvoticich spirdlovité zavity, diky nimz
dostava DNA sviij specificky tvar. Jeden zavit obsahuje v priméru okolo 10,5 part bazi,
které jsou od sebe vzdaleny asi 3,4 A a jsou téméf kolmé k ose Sroubovice. V téchto
parametrech popisujicich uspofadani bazi, se B-DNA lisi od A- a Z-DNA forem. 2

Formy A- a Z-DNA jsou téz dvousroubovice, nicméné¢ A-DNA obsahuje 11 part bazi na
jeden zavit, které jsou naklonéné o 20° k ose, a zlabky u této formy DNA zde nejsou tak
hluboké. Z-DNA je napadné odlisnéd od zbylych dvou forem. Je to levotociva nekanonicka

$roubovice s tzv. ,.cik-cak* vzorem, kdy se st¥idaji purinové a pyrimidinové repetice. (34

13



Hlavni rozdil mezi B-DNA a formami A- a Z-DNA spociva v konformacnich stavech
patete. Klasickd B-DNA obsahuje kanonické stavy, ale pokud dojde k jakékoli zméné
konformace patefe DNA, ke které mize dochazet i diky interakci mezi proteinem a DNA,
pak se jedna o tzv. nekanonické stavy patefe. A- a Z-DNA maji pouze nekanonické stavy

patete. 1914

Obrazek 3: Strukturni rozdil mezi A- a B-DNA. Nahoie se nachazi B-DNA a dole A-DNA.
Obrazek byl vytvoren v programu PyMOL.

14



3. INTERAKCE PROTEINU S DNA

Pod pojmem interakce si pfedstavujeme vzajemné pusobeni mezi dvéma a vice Ciniteli,

Vv tomto piipadé mezi DNA a proteinem.

3.1. Specificka a nespecificka interakce proteinu s DNA

Specifické interakce proteinu s DNA klasifikujeme do dvou tfid. Prvni z nich se nazyva
piimé Cteni kontakti neboli sekvencné specifickd vazba. Kontaktem se zde mysli misto styku
pro interakci. U piimého Cteni se tento kontakt tyka proteinu s okrajovym lemem paru bazi.
Kdyz se protein spoji s bazi, dojde k tzv. ,base readout™ coz znamend, ze Se protein snazi
rozeznat o jakou bazi DNA se jedna. Zde tedy zalezi, o jakou sekvenci bazi jde, narozdil od
nespecifickych interakci, kde na sekvenci nezaleZzi. Casto se stava, ze tato vazba ovlivnit

strukturu DNA, a mize tak dojit napiiklad ke zméné kinetickych vlastnosti.

Druhou tfidou specifickych interakcei je neptimé ¢teni, které se vztahuje k interakci mezi
proteinem a pateti DNA. Zde ptichdzi ke slovu mnoho aspektl ovliviiyjicich interakci jako
jsou: deformace DNA, forma DNA, hloubka Zlabkl, ohnuti struktury patefe a mnoho
dalsich. Diky témto aspektim se vytvaii jedinecna specifi¢nost k sekvenci DNA, tudiz se

mohou tvofit kontakty jen s uréitymi energeticky vyhodn&jsimi strukturami. 96

Nespecifické interakce proteinu s DNA jsou zalozeny na interakci zdporné nabité
cukr — fosfatové patefe s proteinem. Vétsinou se jedna o kontakty vytvoiené patefi DNA na

kladné nabité aminokyseliny.

Proteiny, které se vazi se stejn€ vysokou afinitou ke vSem sekvencim DNA, se nazyvaji
nespecifické vazebné proteiny. Oproti tomu proteiny, vazajici se na urcitou sekvenci
S nejvys$si afinitou, jsou specifické vazebné proteiny. Déle nds u interakce zajima, jak je dana
afinita rozpoloZena mezi sekvence. Jako pfiklad 1ze uvést restrikéni enzymy majici vysokou
specifitu vici konkrétnim sekvencim. Slouzi k ochrané buniky pfed invazivnimi sekvencemi
DNA jako jsou viry, kdy se snazi modifikovat tyto sekvence za pomoci metylaz. DalSimi
specifickymi vazebnymi proteiny jsou transkripcni faktory (TFs) regulujici riizné geny. TFs
maji vysokou specifitu s nejvyssi afinitou pouze k jedné vybrané sekvenci. To je velkou
vyhodou, pokud dany gen chceme exprimovat. Tim Ze se TFs vazi na ur€itd mista silnéji,
diky vyssi afinitd, pak lze takovéto geny snadno regulovat na rtiznych trovnich. ® Dalsi
moznou variantou pro vazbu jsou zlabky (jiz popséno vySe) anebo moznost spojeni za

pomoci vazebnych domén. Pro a-Sroubovici to jsou napfiiklad leucinovy zip, helix-otocka-
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helix (HTH-helix-turn-helix) a zinkovy zip. Pro f-listy to jsou histony a HMG-box (high
mobility group box). 1917
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4. DNA KONFORMERY

Projekt DNATCO se snazi klasifikovat geometrii patete DNA (Assignment of DNA and
RNA conformes). VSeobecné znamé rozdéleni DNA na formy A, B a Z miize byt na zaklad¢
klasifikace konformaci nukleotidovych krokti v DNA s pomoci algoritmu pfitazujiciho
ur¢itym charakteristickym hodnotam torznich uhli jednotlivé tiidy, zvané NtC (nucleotide
conformers), rozsifeno o dalsi konformery, oznaCované {tyfpismennymi symboly.
Naptiklad v NtC BB0O prvni dvé pismena definuji, 0 jakou formu DNA se v konformaci
jedna (A, B nebo Z), a tieti a ¢tvrta pozice kodu jsou jedinecna ¢isla zajist'ujici originalitu
NtC. Nachazi se zde jesté specialni tifida NANT, kterd je uréena pro konformace, nespadajici
do zadné jiné tfidy NtC. Takovychto tfid konformera NtC je 57 + 1 (NANT), a jsou v
puvodni literatufe uvedeny v prehledné tabulce, spolu se svymi charakteristikami.
Konformace NtC se mohou dale sdruzovat do pismen strukturni abecedy DNA, NtA,
skladajici se z 12 ¢lenti vychazejicich z podobnosti struktur NtC. 8

Krok konformeru NtC je jednozna¢né popsan vSemi Sesti torznimi Uhly patefe DNA,
spolu s dal§im torznim uhlem o (delta) nasledujiciho nukleotidu a dale dvéma hodnotami
torznich uhlt popisujicich rotaci glykosidové vazby obou bazi, tj. oblast od prvniho torzniho

tthlu § az po druhy torzni thel 1. Cely tento krok je zakreslen ervené (viz Obrazek 4). 18

Obrdazek 4: Krok konformeru ntC. Obrazek byl prevzat a

zpracovan v programu ChemSketch z
https://doi.org/10.1093/nar/gkw381. ¥
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4.1. Konformery BB0O, BB15 a BB12

Nejpfirozenéjsim a také nejcastéjSim konformerem je NtC BB00, téz nazyvany BI. Je to
kanonicka B forma DNA, kdy jeji hodnoty pateinich uhla jsou a ~ 304°, f ~ 180° ay ~ 44°,
Oproti tomu BB15 je velmi zajimavy a neobvykly stav, kdy [ je na stejnych hodnotach jako
u kanonické DNA, ale a a y se vyrazn¢ 1i$i, nebot’ nabyvaji hodnot, a ~ 340° a y se blizi 0°.
Protoze tyto hodnoty jsou v blizkosti maxim energie potenciali a a y, mohly by mit v MD
simulacich tendenci byt nestabilni a snahu vracet se zpét do kanonickych hodnot, jak budu
diskutovat niZe. A pravé tento neviedni konformer mé v této praci bude zajimat. * Druhym
neobvyklym konformerem je BBI12, opét jeden z frekventovanégjSich nekanonickych
konformert, kdy jeho uhly jsou rovny hodnotdm o ~ 257°, B ~76° ay ~ 171°, které jsou také
velmi odlisné od kanonické BBOO, ale uz nemaji tak kriticky vysoké hodnoty, a tudiz by
mohly byt v MD simulacich stabilni.®®
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5. KOMPLEXY PROTEIN-DNA

vvvvvv

interakci. Tato interakce je dulezitd pro funkci enzym, jako jsou nukledzy a metylazy,
udrzuje histony v chromatinu, zhust'uje a usporadava chromozomy, kontroluje expresi gent,
funkci polymeraz a hraje roli pfi opravé poskozeni samotné DNA, kdy se proteiny daji do

pohybu, aby se DNA co nejrychleji opravila a v mnoha dalsich dilezitych procesech. 6@

Pro kazdou interakci je specificky jiny protein. Napiiklad pro regulaci transkripce u
prokaryot je zapotiebi interakce s regulacnimi proteiny, které se vazi v oblasti promotoru
DNA. Pak muze dojit ke dvéma uc¢inkim proteinu, a to k pozitivnimu, kdy je vyvolana
transkripce, tak k negativnimu 0G¢inku, kdy dochazi k inaktivaci transkripce, diky vazbé

represoru na operator. (6%

Jak jiz bylo zminéno vyse, interakce v téchto komplexech proteini s DNA je bud’
sekvenéné specifickd, nebo strukturné specifickd, a proteiny mohou s DNA interagovat za

pomoci malého a velkého zlabku. ??

V této praci jsem se zametila na nasledujici tfi komplexy proteinii s DNA.

5.1. 3JTG, Ets doména vazajici TGF-p receptor

Krystalova struktura mysi EIf3 C-terminalni DNA-vazajici domény v komplexu s DNA
promotorem TGF-B receptoru typu Il DNA s rozliSenim krystalové struktury 2.20 A, je
zobrazena na obrazku 7. EIf3 (E74-like factor 3) je jednim z tficeticlenné rodiny
transkripcnich faktorii zvané Ets (E-twenty-six specific). Cela rodina Ets, stejné tak i Elf3,
kdyz je spravné aktivovan, tak je pak je schopen se specificky vazat na promotorovou
sekvenci DNA. Tato specifickd vazba Ets domény na jadro GGAA/T motivu DNA se ¢asto
nazyva zkratkou EBS (Ets-binding site). Kazdy faktor z rodiny Ets vyZaduje po aktivaci

parametry na rozpoznani spravného mista EBS.

EIf3 je zastoupen v mnoha burikach epitelu ¢i karcinomu, a také se podili na nadorovém
bujeni a metastazach vcetné nadord prsu. Pravé Elf3 by mélo siln¢ stimulovat, na dvou
vazebnych mistech, promotor genu TGF-B receptoru typu II (TBR-II), ktery se chova jako
nadorovy supresorovy gen. Tato vazebna mista sekvence mTPR-II DNA (viz Obrazek 5)
oznacujeme jako: misto B, kde se EIf3 dotyka jadra GGAA/T motivu DNA ve velkém
zlabku, coz je pro rodinu Ets normalni a EIf3 ma k tomuto mistu i vyssi afinitu, a dale

vazebné misto A, kde se EIf3 dotykd sekvence z mensiho zlabku DNA, coz uZ neni pro
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rodinu Ets tak obvykl¢. Interakce Elf3 s mistem B vede k lokalnim konforma¢nim zménam,
coz vede k posileni vazebné afinity k mistu A. Tudiz dochézi k postupné interakci, kde dojde
jako prvni k interakci s mistem B a nasledné diky konformaci, k interakci s mistem A. EIf3
diky témto vazebnym mistim mize naptiklad v buiikkach karcinomu prsu zvySovat expresi
TPR-II a snizovat tak nddorovou aktivitu téchto bunék. Pieruseni vazby mezi misty B a A

s EIf3 vede k drastickému snizeni aktivity promotoru genu TR-11.
B-site A-site

5" GAGGAGT|TTCC |TGT |TTCC |[CTCTCG 5°
3" CTCCTCA |AAGG|ACA |AAGG [GAGAGC 3°

Obrazek 5. Sekvence mTBR-IIDNA obsahujici obé vazebna mista A a B, Zluté zvyraznéné
G je nahrazeno C pro zvySeni krystalizace. Upraveny obrazek v inkscape prevzat z: ®?

Elf3 se sklada z péti specifickych domén (Obrazek 7): ostra a hakova doména (PNT a

AT/NLS), transaktiva¢ni doména (TAD), doména obsahujici serin a kyselinu asparagovou

PNT -] AT/NLS | ETS

1 63-127 129-159 189-229 236-256 273-354 371
Obrazek 7: Specifické domény Elf3, upraveno v programu inkscape a
prevzato z:

(SAR) a Ets doména (ETS). C — terminalni doména Ets, kterou se ve své praci zabyvam, je
velmi dilezitd pro spravnou funkci Elf3, a také je mimo jiné nezbytnd pro vazbu Elf3 na
TPR-11 gen jak in vivo, tak in vitro. ?? Konformery BB15 jsou tyrkysové vyznaeny na

obrazku 7, kde je vyobrazena cela struktura komplexu Ets domény vazajici TGF-[3 receptor.

Obrazek 6: Struktura 3JTG vytvorena v programu
PyMOL. RuzZova barva zndzormuje protein a
tyrkysova konformery BB15.
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5.2. 1784, hcll-aktivator transkripce

Tetramerni protein cll bakteriofaga A (Obrazek 9) je aktivatorem transkripce z promotoru
Pre, P1 a Pag bakteriofaga. Ridi lyticky a lyzogenni vyvoj bakteriofaga. Aktivuje se vazbou
na dvé repetice, které se nachazeji na lemu promotoru elementu -35 (viz Obrazek 8). Cll
nalezi do rodiny proteint, kterda dokaze diky motivu HTH (helix-turn-helix) jednoho
monomeru, vytvorit z kazdého dimeru sekvencné specifickou vazbu na repetice DNA, a

prostiednictvim druhého monomeru pfispiva k vazbé na DNA interakci fosfat/patet.

nontemplate strand 5 - TACCTCG TTGC GTTTGT TTGC ACGAAT -3°
template strand 3 "- TGGAGC AACG CAAACA AACG TGCTTAT -5°

«— upstream cll  -35element cll downstream —»

Obrazek 8: Pozice DNA viici pocatku transkripce (na +1 pro PRE), Cervené je oznacen element -
35 a purpurové ). cll specifické primé repetice. Obrdzek byl prevzat a upraven v inkscape. @

A cll mé dvé funkce, za prvé funguje jako homodimer, rozpoznavajici operatory DNA
S invertovanou repetici na stejné stran¢ jako RNA polymerédza (RNAP). To cIl usnadiiuje
vznik simultanni interakce protein/protein s C-terminalni doménou podjednotky o/c
RNAP/CTD. RNAP a aCTD vytvareji vicestranné interakce s doménami a aCTD formuje
interakci s DNA v malém zlabku, tésné pied elementem -35. Ztrata nebo jakakoli mutace

aCTD zpisobuje poskozeni v aktivaci promotoru A Pre V zavislosti na clI.

Takto aCTD slouzi jako proteinovy mustek, kde na jedné strané dochazi k interakci s cll
a na druhé s RNAP a pfes interakci s 64 na dalsi. VétSinou aktivatory tiidy II pfimo utvafi
kontakt protein/protein s 4 doménou vazanou na -35 element. Pokud se cll navaze, pak
dokaze ohybat operator DNA takovym zpisobem, ktery posili interakci 64 S elementem -35
to vede k sniZeni aktivacniho u€inku cIl. Druhou vykonavanou funkci A cllI je uloha
homotetrameru 97 aminokyselinovych monomerti. Diagnostikuje tak pifimé repetice,
protinajici hexamer promotoru, tetranukleotidovych sekvenci na protéjsi stran¢ duplexu

DNA oproti RNAP. ® Celkové rozliseni z krystalografické analyzy struktury je 1,70 A.
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Obrazek 9: Struktura 1254 (vytvoreno
pomoci PyMOL). Riizova barva zndzorriuje
protein a tyrkysova konformery BB15.

5.3. 1G2F, TATA box komplex

Struktura dvou Cys;His, Zinc finger/TATA box komplexti je ukazana na obrazku 10, kde
jsou rezidua konformeru BB15 vyznacena tyrkysové a nachdzeji se v blizkosti alfa helixu
proteinu. Cely komplex se sklada z jednoho proteinového fetézce a dvou fetézcl nukleovych

kyselin a jeho rozlieni je 2,00 A. @5

CysoHis: je slozen ze dvou cysteinovych a dvou histidinovych zbytkd, které napomahaji
k vazani zinku a stabilizaci struktury. Je to jeden z rozsifenéjSich typt zinkového prstu
(Zif268 z rodiny EGR), jenz funguje jako vazebny proteinovy motiv rozpoznavajici
sekvence DNA, v tomto piipadé k rozpoznani sekvence TATA boxu promotoru adenoviru
vazebného mista p53 (Hognessova boxu). CysoHisy je vétSinou transregulacni regulator
genoveé exprese, coz znamena, ze muze mit velky vliv na diferenciaci a potlaceni malignich

transformaci bun&k. ¢@)6)

Zinkovy prst se sklada z dvou ¢i téi B-listd a jednoho a-helixu. V N-koncové casti

vvvvvvv

velkém Zlabku, diky interakci s donory a akceptory vodikové vazby. Zinkovy prst neslouzi
pouze a jen Kkrozpoznavani sekvenci DNA, ale také k zprostiedkovani interakce

protein/protein nebo RNA/protein. ¢4
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Obrazek 10: Struktura 1G2F (vytvorena v
programu PyMOL). Riizova predstavuje
protein, Seda zinek a tyrkysova konformer
BB15.

5.4. 1791, LAGLIDADG homing endonukleaza

Struktura 1T9I je komplexem I-Crel LAGLIDADG homing (navadéci) endonukleazy s
DNA a jejiz rozlideni je 1.60 A (Obrazek 11). Proces ,,Homing* v ndzvu znamena v tomto
pripad¢, ze dokaze duplikovat urcité introny ¢i inteiny do nékterych typt alel, jez tyto
integrované oblasti ve své struktufe samy neobsahuji. To vSe je iniciovano endonukledzou
| — Crel kodovanou sekvenci ORF, kterd rozpozna urcité misto pro duplikaci a vloZeni.
Enzym | — Crel v podobé volnych homodimerti se nachazi jako samostatné geny uvnit
intervenéni sekvence intrond a inteind. Hlavnim tkolem endonukledzy je oprava
dvouvldknové DNA, kdy pfes intron jako jeji hostitelskou buiku, spusti bunécné
mechanismy opravy DNA. V piipadé tohoto komplexu se jako ,navadéci enzym bere
LAGLIDADG endonukleaza (I — Crel), ktera je povazovana za nejveétsi rodinu ,,navadécich®
enzymi. Endonukledzy se obecné vyskytuji pouze jen na velmi mélo mistech, nebo dokonce
jen na jednom. V tomto komplexu se nachézi, jak jiz bylo zminéno homodimerni I — Crel a
monomerni I — Scel, které se vazi na DNA, a mezi nimiz jsou na aktivnich mistech, s
kontaktem na kyselinu asparagovou, situovany ionty dvojmocného kovu s funkei Stépeni

vldken. Jak je vidét z obrazku 11, mnou sledovany stav BB12 se nachéazi v blizkosti
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aktivniho centra a Ize ocekévat, Ze jeho pfitomnost bude dulezitd pro funkci

endonukleazy. ?7

Obrdazek 11: Struktura 1T91 (vytvorena v programu PyMOL).
Riizova predstavuje protein, zelena vapnik, fialova sodik a
tyrkysova konformer BB12.
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6. CILE PRACE
Konformace nukleovych kyselin mohou byt klasifikovany do tzv. NtC tfid. Zam¢étila jsem
se na dvé z téchto NtC tfid, oznacené zkratkami BB15 a BB12, které patii mezi nejCastéji
zastoupené nekanonické konformery. Cilem této prace bylo zjistit, jak stabilni jsou
v molekulové dynamickych simulacich a jestli je jejich geometrie spravné popsana dnes
pouzivanymi silovymi poli. Tyto konformery se od kanonické B-DNA odli$uji hlavné

hodnotami patefnich uhli a a y, proto jsem se na n¢ zameéftila.

Pro konformer BB15 jsou dle klasifikace NtC (uvedené na webové strance DNATCO)
hodnoty uhli: o ~345° a y~350°, coz jsou relativné vysoké hodnoty, u nichz jsem se
domnivala, Ze by nemusely byt v prubéhu molekulové dynamiky stabilni. Oproti tomu
konformer BB12, kde jsou hodnoty thli: o ~ 257° a y~ 171°, jsem si vybrala z divodu
porovnani, protoze u téchto hodnot predpokladam, ze by mohly byt stabilngj$i a mély by
tedy v simulaci setrvat. V praci byly testovany dveé Siroce pouzivané varianty silovych poli,
bscl a OL15 z roku 2015 a jedno nové vyvinuté pole, OL21.
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7. METODY

Vybrala jsem si tfi zastupce dinukleotidu NtC konformery oznacené BB15 a jednoho

zastupce NtC konformeru BB12. Vybér zéastupcti byl zalozen na dostatecném rozliseni

krystalové struktury a nizkém RMSD (root-mean-square derivation), tedy stfedni

kvadratické odchylky od reprezentativni struktury daného NtC (podobnost s geometrii NtC).

Z duvodu rychlosti simulace byly voleny komplexy spiSe mensi velikosti. Dale byl vybér

zaloZen na konformac¢nim valida¢nim skore (confal) hodnotici jistoty zafazeni do dan¢ho

NtC.?® Viechny zvolené zastupce jsem uvedla do jedné piehledné tabulky (Tab.1).

Tabulka 1: Jednotlivi zastupci NtC konformerit BB15 a BBI2.

PDBID | NtC | Rozliseni [A] Krok konformeru RMSD? | Confal
(fetézec Ccisla rezidui)
B_dT9 dC10 0,19 85
B_dC10_dC11 0,23 77
3JTG | BBI15 2.20 C_dA104_dC105 0,21 64
C_dAlll dC112 0,17 72
C_dC114 dC115 0,25 91
17S4 | BB15 1,70 T _dG8_dC9 0,00 95
1G2F BB15 2,00 A _dG5_dC6 0,23 79
C_dGb511 dT512 0,39 63
ol | e 60 C_dG513_dA514 0,25 72
D_dT561 dC562 0,22 92
D_dA563_dC564 0,33 57

a) Stredni kvadraticka odchylka od reprezentativni struktury daného NtC.

7.1. Silova pole a parametrizace

V této praci se zabyvam soucasnymi silovymi poli z rodiny AMBER. Konkrétné jsem se

rozhodla otestovat tfi silova pole vhodna pro popis DNA: OL15, OL21 a bscl. Tato tfi riizna

silova pole byla zvolena proto, Ze odlisna pole mohou nékdy poskytovat riizné predpovédi a

jejich porovnani zvysi vypovidaci hodnotu teoretickych simulaci protein-DNA komplexi,

Naroky na piesnost silovych poli jsou u simulaci nukleovych kyselin vysoké, jinak by

nemohly spravné predpovidat vSechny konformacni zmény a chovani DNA, ¢i jinych
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organickych latek vyskytujicich se ve vybranych komplexech. V ptipadech, kdy se ukaze,
ze silova pole nejsou dostatecné piesna, je potieba provést dalsi Gpravy a publikovat opravu
pole. Kazdé ze tii vybranych poli obsahuje jiné modifikace vzhledem k ptiivodnimu silovému
poli Amber ff99, které byly zavedeny pro zlepsSeni popisu riznych DNA forem. Naptiklad u
pole bsc1 byly modifikovany parametry pro konformaci deoxyribozy, které byly oproti tomu
u pole OL15 byly ponechany beze zmény. Pro moji praci bude dilezité hlavné to, ze u pole
OL21 byly modifikovany parametry a a vy, které jsou u verzi OL15 a bscl stejné jako u
vychoziho pole ff99. 29

Aby silova pole z rodiny AMBER dokézala spravné modelovat energii systému, musime
mit k dispozici parametry pro modelovany systém. Tyto parametry se vyskytuji v
obecné rovnici potencialni energie. Rovnice se skldda z vazebnych (kovalentni vazby) a

nevazebnych (elektrostatika a van der Waalsovy interakce) ¢lent (Rovnice 1)
Rovnice 1: Zdkladni obecna rovnice celkové potencialni energie.

Eceikovs = Evazen. T Enevazen.

2
Ecelkové (R) = Zkovalentm’ vazby Kr (T - Teq)

+ Zﬁhly KG (9 - eeq)z

Vn
+ Ztorze? (1 + COS[Tl(p - )/D

+ N -2 van der Waals
ij ij
atomy 4i4j .
+2icj Ry elektrostatika

Jak jiz bylo zminéno, rovnice se sklad4 ze dvou casti. Do prvni ¢asti vazebnych c¢lent
patii suma kovalentnich vazeb, kde K je empirickéd konstanta mozné roztaznosti vazby, r je
vazebna vzdalenost a req je pfirozena (puvodni) délka vazby. Déle vzorec sumy uwhli
obsahuje empirickou konstantu ohybové sily thlu Ks, 6 je vazebny thel a 6eq znaci
rovnovaznou hodnotu thlu. Kg a Kr konstanty reprodukuji vibracni frekvence. Poslednim
vazebnym ¢lenem je suma torznich uhli, kde Vy znaci bariéru rotace ptirozenych vazeb, n

je periodicita rotace, ¢ znaci torzni thel a y tthel v némz potencial dosahuje svého minima.

Zbylé dve sumy se jiz tykaji nevazebnych ¢lend rovnice, a to rovnice vyjadfujici van der

Waalsovu energii, kde Ajj a Bij jsou parametry obsahujici informaci o hloubce a poloze
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minima na kfivce potencialni energie dané dvojice interagujicich atomt a Rjj je vzdalenost
mezi atomy (Lennard-Jonestiv potencial). Druha suma nevazebného ¢lenu udava soucet
elektrostatickych energii mezi vSemi atomy nesoucimi statické naboje, jez mezi sebou

interaguji. Malé gja gj jsou parcialni naboje atomu a ¢ je dielektricka konstanta.

MD simulace vychazeji z druhého Newtonova zakona, kdy na zaklad¢ znalosti sily, ktera
pusobi na atomy, mizeme pomoci integrace Newtonovych rovnic ur¢it polohy atomu
pohybujicich se v ¢ase (polohy, kde se atomy budou nachazet po uplynuti zvoleného
¢asového intervalu). Soboru ¢asovych snimkl (koordindt atomil) se tika trajektorie. Sily

pusobici na atomy ziskdme derivaci rovnice 1.

7.2. Priprava vychozich struktur

Vychozi struktury byly nejdfive neutralizovany a poté byly pridany dal$i ionty tak, aby
vysledna koncentrace byla 0,15 M KCl s parametry iontii dle Jounga a Cheathama ©0),

Neutralizace boxu je potieba k tomu, aby nedochézelo mezi periodicky se opakujicimi
oktaedrickymi boxy k repulzi a dodani dal$ich iontl bylo provedeno proto, aby se podminky
simulace pfiblizily pfirozenému prostiedi v bunice. lonty byly ptfidany v programu LEaP
z programového baliku AMBER. Napiiklad pro neutralizaci patefe komplexu 3JTG jsem
musela do systému dodat 23 K* iontl a nasledné 22 CI" iontd 22 K" iontl pro dosaZeni

zvolené koncentrace 0,15 M KCI. Stejnym postupem jsem neutralizovala i zbylé komplexy.

Vsechny komplexy byly solvatovany za pomoci oktaedrického boxu s vodnim modelem
SPC/E @Y, jehoz velikost byla uréena tak, aby vzdalenost mezi vn&j§imi atomy molekul a
okrajem boxu byla alespont 10 A. Pouze u struktury 1ZS4 se kvili jeji velikosti a objemnosti
proteinu musel tento parametr upravit na 12 A, aby nedochazelo k nezadoucim kontaktim

mezi komplexy v sousednich boxech.

U komplexu 1G2F jsem z puvodniho PDB zjistila, ze zakladni buiika obsahuje dvé
identické struktury komplexu proteinu s DNA. Rozhodla jsem se pro simulaci vyuzit jenom
jednu z nich, a to tu prvni, pro snazsi orientaci v ¢islovani rezidui. Dale se v krystalické
struktufe tohoto komplexu vyskytovaly tfi stejné strukturni motivy zinkovych prsti
umoziujici vazbu proteinu na DNA, pro které bylo nutné dodat parametry, protoze
parametry zinkovych prstil nejsou automaticky ptifazovany programem LEaP. Toho jsem
docilila vyuzitim silového pole Zinc AMBER neboli ZAFF (zinc AMBER force field), které¢

bylo vyvinuto panem Martinem B. Petersem a kol. ©®? a patii mezi relativné dobie ovéiené
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parametrizace umoznujici spolehlivy popis nékolika chemicky odliSnych variant
koordinovaného zinku. Pro toto silové pole bylo nutno dodat soubory ZAFF.prep a
ZAFF.frcmod, které jsem ziskala zoficidlni stranky programu AMBER
(https://ambermd.org/tutorials/advanced/tutorial20/ZAFF.htm, soubory jsem stahovala
v lednu 2022).

ZAFF.prep obsahuje informace o atomovych typech atomu, konektivité molekuly, ¢i
parcialnich nabojich atomt. Diky tomuto souboru mame piipravenu cast potiebnych
informaci, jesté je ale zapotiebi parametrti pro vazby atomt, jejich vzajemné vzdalenosti,
uhly, Van der Waalsovych parametrii a n¢které dalsi potiebné informace pro spravny chod

simulace. Tyto parametry obsahuje druhy soubor ZAFF.frcmod.

Centrum zinku Zn-CCHH komplexu 1G2F bylo uspofadano tak, ze v okoli kazdého iontu
zinku (Zn) se nachazely dvé molekuly cysteinu (C) oznacujici se CYM (zkratka pro cystein
vazajici atom kovu) a dal$i dvé molekuly histidinu (H) oznacujici se HID. Aby doslo ke
spravnému pfifazeni parametrii programem LEaP, bylo nutno ve vychozi PDB souboru
prepsat jména rezidui iont zinku na ZN4 a dale musely byt pfepsany rezidua cysteinu na
CY4 a v neposledni fad¢ rezidua histidinu na HD2. Postup je popsan na na vetejn¢ dostupné
weboveé strance programu AMBER
(https://ambermd.org/tutorials/advanced/tutorial20/ZAFF.htm), kde je uvedena tabulka, jak
spravné parametrizovat ¢tyfnasobné koordinované zine¢naté ionty. Timto zapisem jsem

parametrizovala ionty zinku pro naslednou simulaci.

U komplexu 1T9I se nachéazely dalsi ionty, pro které je potieba vybrat parametry, a to
ionty Ca®* a Na*. Pro ionty Na* jsem, stejné jako u neutralizujiciho KCI, vybrala parametry

Jounga a Cheathama. Dvojmocné Ca®* ionty parametrizuji dle Kenneth M. Merz Jr. ¢

Pro spusténi jednotlivych simulaci byl vyuzit program PMEMD z balicku AMBER.
Parametry simulace jsou nésledujici. Tlak byl nastaven na 1 atmosféru (101 kPa) a byl
regulovan za pomoci Monte Carlo barostatu. Teplota byla nastavena na 298 K (25 °C) a byla
kontrolovana Langevinovym termostatem. Casovy krok simulace byl 4 f5.29 Aby bylo
mozno pouzit takto dlouhy integracni krok, muselo byt pouzito schématu pierozdéleni
hmotnosti atom@l na atomu vodiku (Hydrogen mass reparttioning ®) Pro zpracovani a
analyzu vyslednych trajektorii, pro néz byly soufadnice ukladany kazdych 10 ps, byl vyuzit
program cpptraj opét spadajici do programového balicku od AMBER.
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7.2.1. Protonizacni stavy histidinu

U wvychozich struktur nejprve musely byt u histidinovych zbytkii urceny jejich
protonizacni stavy. Ve strukturdch ziskanych rentgenovou difrakci (XRD z anglického
X-ray diffraction) nejsou uvedeny pozice vodikil, takze napt. v pfipadé¢ histidinu neni ze
struktury jasné, jaky je jeho protonizacni stav a musi se tedy zjistit. U piivodniho PDB se
histidin zapisuje tiipismennym oznacenim HIS, ale program AMBER pouziva tii mozné
typy zapisu histidinu, které osvétluji specifickou strukturu izomeru histidinu, a tedy i jeho
protonizacni stav. Prvnim typem je zkratka HID, kde se vodik na histidinu nachazi blize
postrannimu fetézci, tedy na 6 dusiku. Druhd moznost je HIE, kde se nachéazi vzdalenéji od
postranniho fetézce, tedy na ¢ dusiku. A tfeti posledni moznou variantou je HIP, kdy vodiky

histidinu jsou na obou dusicich a zaroveti je i kladné nabity. G

Ke spravnému uréeni, o jaky typ histidinu se jedna byl pouzit server PropKa ©®, ktery
navrhuje protoniza¢ni stav na zdkladé¢ zadaného pH a struktury v okoli histidinu.
V nékterych piipadech mtze ale PropKa navrhnout protonizaci, kterd je v rozporu se siti
vodikovych vazeb pfitomnych v krystalové geometrii komplexu. Proto byla struktura
nasledné vizudlné zkontrolovdna v programu PyMOL se zméfenim na délky vodikovych
vazeb histidinu s okolnimi molekulami a ptipadné byl protoniza¢ni stav upraven, tak aby
respektoval existujici sit’ vodikovych vazeb. Napiiklad u komplexu s PDB ID 3JTG bylo
puvodni krystalizacni pH roztoku 6,5 a tak byly tfi histidiny zapsany jako dvé protonované
formy HIP a jeden HIS nahrazen jako HIE.
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8. VYSLEDKY A DISKUZE

8.1. Stabilita MD simulaci

Pro prvni orientacni kontrolu stability komplexti v MD simulacich jsem pouzila RMSD
(root-mean-square derivation, stiedni kvadraticka odchylka). RMSD udava pro kazdy
snimek simulace odchylku okamzité geometrie od vychozi geometrie z krystalografické
analyzy. Pokud RMSD nabyva vysokych hodnot, ve kterych setrvava, pak je odchylka od
puvodni krystalické struktury velmi vysoka a znaci bud’ Spatné provedenou simulaci, nebo
to, ze komplex je v simulaci velice nestabilni a jeho geometrie se znacné deformuje. Naopak
pokud se hodnota RMSD drzi na nizkych hodnotach (napt. pod 2 az 3 A, v zavislosti na
velikosti molekuly), znamena to, zZe simulovana struktura se pfili§ neodliSuje od vychozi a
nedochazi k vyrazné nechténé deformaci. Mensi kratkodobé zmeény (zvyseni) RMSD nejsou
vétSinou dulezité, zvlasté pokud se struktura samovolné vraci k niz§im hodnotam RMSD.
Takova simulace je stabilni a vhodna k dalsi analyze. Hodnotu RMSD jsem méfila zvlast

pro protein a zvlast’ pro nukleovou kyselinu (DNA).

8.1.1. Ets doména vazajici TGF-3 receptor, 3JTG

Prvni graf RMSD (Obrazek 12) je pro komplex vazajici TGF-p receptor, kde mizeme
vidét hodnoty RMSD nukleové kyseliny v simulacich se v§emi testovanymi silovymi poli.
Pro vSechna pole je RMSD spiSe nizsi a odpovida stabilni simulaci. Pouze u silového pole
OL21 se RMSD v case 600 ns lehce zvysi a trochu se tedy 1isi od zbylych dvou silovych
poli. Pfipisuji to fluktuaci volnych koncti DNA, jeZ jsem vidé€la pii kontrole simulované
dynamiky v programu VMD (z anglického Visual Molecular Dynamics). Tyto volné konce
maji vétsi tendenci se pohybovat a tim zvySovat hodnoty RMSD. ProtoZe je zvySeni RMSD

docasné a brzy se vrati k pivodni nizs$i hodnot¢, nenaznacuje to problémy v MD simulaci.
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Obrazek 12: RMSD nukleové kyseliny v komplexu Elf3 s TGF-f
receptorem (3JTG) pro vSechna silova pole.

RMSD pro protein (Obrazek 13) je zpocatku niz$i nez pro DNA, ale postupné se
Vv pribéhu simulace zvysi, nejdfive v poli bscl a pak také v polich OL15 a OL21. Op¢t to
zpisobuji volné konce proteinu, které fluktuuji v prostoru boxu, avsak tyto konce nejsou
Vv blizkosti DNA a nijak neovliviiuji interakci proteinu s DNA a nedochazi tak k deformacim
patete DNA. Hodnoty RMSD se drzi do 3 A a struktura se tedy vyznamné& neodchyluje od
puvodni krystalové struktury. Celkov€é jsou MD simulace komplexu vazajiciho

TGF-p receptor podle RMSD stabilni a vyrazné se v jednotlivych silovych polich nelisi.
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Obrazek 13: RMSD proteinu v komplexu EIf3 s TGF-£ receptorem
(3JTG) pro vsechna silova pole.
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Dal8im potvrzenim stability je graf B faktori, které zjistuji dynamické chovani atomu
proteinu, tedy jejich lokalni pohyb a flexibilitu. Vzdy jsem sledovala piedev§im chovani
proteinu pobliz patete DNA, kde by mohly velké fluktuace znamenat problematicky popis
interakce proteinu s DNA. Na prvnim grafu B faktoru (Obrazek 14) je Ets doména vazajici
TGF-p receptor. Jak lze v grafu vidét, v oblastech o helixti a 8 listd se nenachazeji vysoké
hodnoty B faktori, které by znacily vysokou fluktuaci fragmentl. V pocatecni oblasti
prvnich rezidui, kde za¢ina prvni volny konec proteinu, je vysoka hodnota B faktoru, a to
samé v koncové oblasti rezidui dochéazi k znaénému narustu hodnot. Toto je bézna situace,
protoze volné konce proteinu a smy¢ky mnohou v roztoku relativné volné rekonformovat.
Lze to pozorovat i u Loopu 1 a 2, kde je opét zvySena hodnota B faktoru. Tyto hodnoty B

faktoru jsou shodné ve vSech tech polich, ve kterych byl dany komplex simulovan.

V Cervené vyznaéenych tsecich je protein v kontaktu s pateti DNA. Hodnoty B faktoru
zde nejsou nijak vysoké a naznacuji spiSe stabilni rozhrani proteinu s DNA. Loop 2 ma sice
vysoké hodnoty, ale koncova rezidua, ktera Loop 2 obsahuje, jiz nijak nezasahuji do
blizkosti patete DNA, a tudiz ji nijak neovliviiuji. Celkové je dle grafu B faktoru tento

komplex spise stabilni
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Obrazek 14: B faktor komplexu EIf3 s TGF-£ receptorem (3JTG) pro
vSechna silova pole.
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8.1.2. AclI-aktivator transkripce, 1ZS4

Nasleduji grafy RMSD pro Acll-aktivator transkripce. Prvnim z nich je RMSD nukleové
kyseliny (Obrazek 15), na némz je vidét, ze je ve vSech ohledech stabilni, drzi se na
hodnotach od 3 do 4 A. Hodnoty jsou vyssi jednak proto, Ze se jedna o dlouhy fragment
DNA (27 bazi v jednom fetézci) a také kvili volnému pohybu nesparovanych rezidui na

koncich duplexu.
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Obrazek 15: RMSD nukleové kyseliny v komplexu Acll-aktivator
transkripce (12854) pro vsechna silova pole.

Dalsi graf (Obrazek 16) ukazuje hodnoty RMSD pro protein tohoto komplexu. Zde jsou
hodnoty RMSD od ptivodniho krystalu opét vyssi, coZ je dano velikosti samotného proteinu
skladajiciho se ze ¢tyf podjednotek, ktery ma tedy i1 vice volnych koncti, které se béhem
simulace ndhodné& pohybuji. Opét tyto vykyvy nemaji vliv na celkovou stabilitu komplexu a

z grafii je patrné, ze hodnoty pro vSechna silova pole jsou podobné.
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Obrazek 16: RMSD proteinu v komplexu Acll-aktivdtor transkripce
(1Z84) pro vsechna silova pole.

Graf B faktort pro Acll-aktivator transkripce je ukazan na obrazku 17. Tento komplex je

nejveétsi zkoumanou strukturou a jeho protein se sklada ze ¢tyt samostatnych podjednotek

(oznacenych velkymi pismeny A, B, C, D) obsahujici mnoho volnych konci, které by

teoreticky mohly ovliviiovat patei DNA. Avsak jak se da z grafu vy¢ist, v oblastech, kde se

protein piiblizuje patefi (oblasti jsou opét Cervené oznaceny) nejsou hodnoty B faktoru nijak

vysoké. V pocatecnich a koncovych tsecich kazdé z podjednotek proteinu jsou opét vysoké

hodnoty B faktoru, z diivodu jejich volnych konct, které volné fluktuuji v prostoru. Celkové

muzeme tedy fici, Ze komplex je z tohoto pohledu stabilni. To plati shodné ve vsech silovych

polich.
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Obrazek 17: B faktor komplexu Acll-aktivdtor transkripce (1Z54) pro vsechna
silova pole.
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8.1.3. TATA box komplex, 1G2F

Nésleduji posledni grafy RMSD pro komplexy obsahujici konformer BB15, a to grafy
pro TATA box komplex. Prvnim znich je opét graf RMSD pro nukleovou kyselinu
(Obrazek 18), které je stabilni a nepfesahuje hodnotu 3 A kromé jednoho vykyvu v poli
OL15, kdy se volné konce DNA na chvilku rozpojily, ale nasledné se zase vratily do

puvodniho stavu.
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Obrazek 18: RMSD nukleové kyseliny v komplexu TATA boxu (1G2F)
pro vSechna silova pole.

Hodnoty RMSD pro protein (Obrazek 19) nepiesahuji cca. 3-4 A a jsou relativné stabilni
okolo 2,5 A, kam se také po odchyleni k hodnot& 4 A vraceji.
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Obrazek 19: RMSD proteinu v komplexu TATA boxu (1G2F) pro vSechna
silova pole.
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Z pohledu na graf B faktori pro komplex TATA boxu (Obrazek 20) je patrné, Ze je opét
stabilni. Vyssi hodnoty B faktorti v tomto grafu patii smycce mezi rezidui B1 a B2 a smycce
mezi B5 a B6 listu a opét pocateénimu a koncovému volnému konci proteinu. V ¢ervené
vyznaCenych oblastech fragmenti o helixti, které jsou v blizkosti patefte DNA, je mira
fluktuace proteinu velmi nizkd. U tohoto grafu B faktoru jako u jediného z prezentovanych

se hodnoty lisi pro riizna silova pole, rozdily jsou vSak spise malé.
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Obrazek 20: B faktor komplexu TATA boxu (1G2F) pro vSechna silova
pole.

8.1.4. LAGLIDADG homing endonukleaza, 1T91

Hodnoty RMSD pro komplex endonukleazy LAGLIDADG (jediny zvoleny zéstupce
tiidy NtC BB12) jsou stabilnéjsi a nizsi oproti komplextim, které obsahovaly NtC konformer
BB15. Prvnim grafem je RMSD nukleové kyseliny (Obrazek 21), které i kdyz se mirné 1isi
pro jednotliva silova pole, od zac¢atku do asi poloviny simulace postupné vzriistalo a poté se

ustélilo a nepfesahlo hodnotu 3 A. Nejéastéji se RMSD pohybovalo na hodnoté okolo 2 A,

cvwvr
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Obrazek 21: RMSD nukleové kyseliny v komplexu LAGLIDADG homing
endonukledzy (1T91) pro vSechna silova pole.

Graf RMSD pro protein struktury 1T9l (Obrazek 22) je jednim s nejniz§imi hodnotami
pohybujicimi se maximalné& do 2 A, coZ vypovida o jeho nejvétsi stabilité v priibéhu danych
simulaci, a tedy se protein od pivodniho krystalu odchyluje nejméné. To ndm shodné

potvrdilo RMSD pro simulace se vSemi tfemi silovymi poli.
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Obrazek 22: RMSD proteiny v komplexu LAGLIDADG homing
endonukleazy (1T91) pro vsechna silova pole.
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U tohoto komplexu se jeho protein sklada ze dvou identickych podjednotek, u nichz jsou
nejvyssi hodnoty B faktoru (Obrazek 23) v poc¢atecnich a koncovych oblastech proteinu, kde
jeho volné konce vyrazné fluktuuji v prostoru, a v oblasti, kde se nachazi dlouhd smycka
mezi fragmenty B1 a B2 listu a smy¢ka mezi helixy a4 a a5. Tyto fragmenty vSak nejsou
v blizkosti patefe DNA, coz znamena, Ze ji nijak neovliviiuji, a tudiZ je na zaklad¢ grafu B

faktoru i tento komplex stabilni a mtizeme ho tedy dale analyzovat.
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Obrazek 23: Graf B faktoru komplexu TATA boxu (1T91) pro viechna silova
pole.

8.2. Stabilita konformeru

Cilem mé prace bylo zjistit, jak stabilni jsou vybrané konformacni rodiny patefe
nukleovych kyselin (NtC), BB15 a BB12, v MD simulacich komplexi proteinii s DNA.
Zacénu konformerem BB135, pro ktery jsou vyznacné thly a a vy, které maji oba neobvyklé
hodnoty — uhel y ma hodnotu okolo 360° a tihel oo hodnotu okolo hodnot 340°. Pokud se
hodnoty téchto thlt v simulaci udrzi (budou fluktuovat v okoli vychozi hodnoty z krystalové

struktury), budu moci konformer BB15 povazovat za stabilni.

Nasledujici grafy (graf ¢. 24-30) ukazuji Casové prib&hy obou uhli, o iy, ve tfech
ruznych komplexech proteinu s DNA v pribéhu simulaci dlouhych 1 us a provadénych ve
vSech tfech testovanych silovych polich. Z grafl je vidéet, Ze ani jeden thel se v Zadném ze
simulovanych komplexti neudrzel a naSel si energeticky vyhodné&jsi stav. Ve vSech ptipadech
mél novy stav hodnoty thli o ~ 300° a y ~ 60°, coz odpovida geometrii nejbézné;si
(kanonické) DNA, kterd je oznacovana jako NtC konformer BB00. K ptfechodu ze stavu

BB15 do kanonického BB0O doslo ve vSech ptipadech velice rychle, jiz v prvnich snimcich
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MD simulace. Vychozi hodnoty uhlti a a y se pak uz v simulaci neobjevily, ani na velmi

kratkou chvili. To by mohlo naznacovat, ze stav BB15 je energeticky velice nevyhodny.

8.2.1. Stabilita konformeru BB15

Ve vétsin€ simulaci, ale byly pozorovany kratké Casové intervaly, ve kterych thly o ay
navstévovaly jiné regiony nez kanonické BB00. Vyjimkou je jen simulace dinukleotidu
dA104 dC105 (Obrazek 24) v tetézci C komplexu 3JTG, kde je kanonicky stav BB0OO zcela
stabilni. Na jiném misté tohoto komplexu, v dinukleotidech dT9 dC10 a dC10_dC11
(Obrazek 25 a Obrazek 26) v fetézci B byly nakratko navstévovany oblasti s oo ~ 180° a y ~
180°, a to v malé mife v polich OL15 a bscl a o néco ¢astéji v poli OL21. Stav s a/y ~ t/t se
relativné Casto nachazi v krystalovych strukturdch RNA (NtC AAO1) a v mensi mife 1 v
DNA (BB03). Vyskyt v nasich simulacich tedy neni pravdépodobné nezadouci a jeho nizka
frekvence odpovida tomu, ze jde o méné Casty stav patefe. Tento stav se vyskytoval v
dinukleotidu dA111 dC112 v fetézci B (Obrazek 27). Také se zde nasel stav s a/y ~ g+/t u
dinukleotidu dC114 dC115 v fetézci C (Obrazek 28). Také tyto stavy se dle databaze
DNATCO v krystalovych strukturach vyskytuji, i kdyz fidce.

Nasleduji grafy (Obrazky 24-28) struktury Ets domény vazajici TGF-f3 receptor (3JTG)

obsahujici konformer BB15.
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Obrazek 24: Graf uhlii a a ykonformeru BB15 (rezidua: dA104_dC105) pro
strukturu Ets domény vazajici TGF-p receptor (3JTG). Tento dinukleotid si jako
Jediny udrzel, bez jediného vykyvu, ve vSech polich nové hodnoty okolo a ~ 300°

a y ~ 45 které odpovidaji konformeru BBOO.
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Obrazek 25: Graf uhlii a a ykonformeru BB15 (rezidua: dT9_dC10) pro
strukturu Ets domény vazajici TGF- S receptor (3JTG). Vychozi krystalové
hodnoty se v simulaci neudrzely a byly nahrazeny hodnotami a ~ 300 a

y~ 80 (BBOO).
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Obrazek 26: Graf uhlii o a ykonformeru BB15 (rezidua: dT10_dT11) pro
strukturu Ets domény vazajici TGF-preceptor (3JTG). Vychozi krystalové
hodnoty se v simulaci neudrzely a byly nahrazeny hodnotami a ~ 300°a
y ~ 70° (BB0O).
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Obrazek 27: Graf uhlii a @ ykonformeru BB15 (rezidua: dT111_dT112) pro
strukturu Ets domény vazajici TGF-p receptor (3JTG). Zde se hodnoty opét
podobaji predeslym grafiim, tedy o ~300a y ~ 80, bez navstév jinych oblasti.
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Obrazek 28: Graf uhlii a a ykonformeru BB15 (rezidua: dC114_dC115) pro
strukturu Ets domény vazajici TGF- [ receptor (3JTG). Posledni graf patiici
strukture 3JTG potvrzuje stejné jako grafy predeslé, Ze se hodnoty odpovidajici
konformeru BB15 neudrzely.

Dal$im zkoumanym zastupcem obsahujicim stav BB15 je struktura Acll-aktivatoru
transkripce (1ZS4). Ani v této struktufe se stav BB15 v MD simulaci neudrzel a v prvnich
krocich simulace pfeSel na hodnoty blizké konformeru kanonické B-DNA (BB00). Krom¢

toho se v prub&hu simulace v malé mite objevoval i stav s a/y ~ g-/t u dinukleotidu dG8 _dC9

v fetézci T (Obrazek 29), ale pouze v poli bscl.
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Obrdzek 29: Graf uhli a a ykonformeru BB15 (rezidua: dG8_dC9) pro
strukturu Acll-aktivator transkripce (1254).

Poslednim zastupcem obsahujicim konformer BB15 byla struktura TATA box komplexu
(1G2F), ktera stejné jako predchozi struktury potvrzuje nestabilitu tohoto konformeru.
Hodnoty obou thlt dinukleotidu dG5_dT6 fetézce A (Obrazek 30) zde Castéji navstévovaly

oblasti o ~ 180 a y ~ 180, kterym lze ptifadit jiz zminovany konformer BBO03.
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Obrazek 30: Graf uhlii a a ykonformeru BB15 (rezidua: dG5_dC6) pro
strukturu 74 7A box komplexu (1G2F).
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8.2.2. Stabilita konformeru BB12
Pro zkoumani stability nekanonickych konformert jsem si vybrala jest¢ jednoho
zastupce, konformer tiidy NtC BB12. Ten byl vybran i proto, Ze jiz pti pohledu na hodnoty
uhli vychozi geometrie o ~ 260° a y ~170°, se dalo predpokladat, ze bude stabilnéjsi nez
predchozi konformer BB15. Obé& hodnoty se totiz nachazeji v oblasti, kde maji thly oc ay na

svém potencialu lokalni minima. Komplex obsahuje Ctyfi vyskyty stavu BB12.

Nasleduji grafy (Obrazky 31-34) zobrazujici hodnoty uhlti o ay struktury LAGLIDADG
homing endonukleazy v zédvislosti na probihajicich simulacich, znichz jasné¢ vyplyva
udrzitelnost predpovézeného stavu konformeru BB12. Z grafti je vidét, ze se thly a a y
prakticky po celou dobu molekulové dynamické simulace drzely v blizkosti vychozich
hodnot z krystalové struktury. Dinukleotidy dT563_dC564 (Obrazek 31) a dG513_dA514
(Obrazek 32) tetézce C jako jediné vyluéné setrvaly v hodnotach konformeru BB12 a
nenavstévovaly zadné jiné stavy a potvrzuji tak, Ze tento stav mize byt v naSich MD

simulacich zcela stabilni.
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Obrazek 31: Grafuhlii a a ykonformeru BB12 (rezidua: dT563_dC564) pro
strukturu LAGLIDADG homing endonukldzy (1T91). Stav dinukleotidu se az na
Jjediny vykyv udrzel v hodnotach piivodniho krystalu.
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Obrazek 32: Graf uhlii a @ ykonformeru BB12 (rezidua: dG513_dA514) pro
strukturu LAGLIDADG homing endonukidazy (1T9l). Stav dinukleotidu se udrzel
V hodnotach piivodniho krystalu.

U dinukleotidu dG511 dT512 fetézce C (Obrazek 33), pouze v poli OL21, byla ¢asto
navs$tévovana oblast s hodnotami a. ~ 300° ay ~55°, ktera odpovida konformeru NtC ABOS5,
ktery je jednim z nejcastéjsich konformertt RNA. Avsak uhly se vzdy vratily do piivodnich

vychozich hodnot byly tak stabilni po vétsinu simulace.
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Obrdzek 33: Graf uhlit o a ykonformeru BB12 (rezidua: dG511 dT512) pro
strukturu LAGLIDADG homing endonukledazy (1T91). Dinukleotid navstévuje
oblasti s hodnotami okolo o ~ 300°a y ~ 55°, avsak se vzdy vrati do piivodnich
hodnot, tudiz je stav hodnot vychozi struktury udrzen.
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Dinukleotid dT561 dC562 fetézce D (Obrazek 34) navstévoval hodnoty a~70° a
v ~220°, které piiblizn¢ odpovidaji konformeru NtC BBOS5 (konformer pfemost’ujici formy

BlaBll).
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Obrazek 34: Graf uhlii a a ykonformeru BB12 (rezidua: dT561_dC562) pro
strukturu LAGLIDADG homing endonuklazy (1T9l). Z grafu je patrné, zZe
dinukleotid chvilkové navstévuje oblasti konformeru NtC BB05, ale po vétsinu
Casu simulace se vraci do hodnot vychozi struktury.

8.3. MM potencial a referené¢ni kiivka QM

Molekulové mechanicky (MM) potencial, popisujici zavislost energie na hodnot€ thli o
a y, mize byt srovnan s referencni potenciadlovou kiivkou ziskanou kvantové mechanickym
(QM) vypoctem. MM 1 referenéni potencidl jsou pro oba zkoumané uhly ukazany v
Obrézcich 35 a 36. Jak MM, tak i QM kiivka obsahuje vliv solvata¢ni energie, jak je popsano
v referenci od P. Juretka, M. Zgarbova a spol.??), ze které byly kiivky pievzaty.

Zobrazené potencialy udavaji, jaké hodnoty thld jsou pro dihedraly o a y energeticky
nejvyhodngjsi. Na obou kiivkach vidime lokalni minima v okoli 180° (trans, t) a +60°
(gauche+, g+) a -60° (gauche-, g-). [ kdyz se MM a QM kiivky v n€kolika ohledech 1isi, obé

vykazuji tato tfi minima s pfiblizné podobnym potfadim energii.

Z ptedeslych grafti bylo zjiSténo, Ze thly s hodnotami o ~ 340° a y ~ 360°, které se
nachazeji v NtC konformeru BB15, nebyly udrzitelné ani v jedné z provedenych simulaci.

Zde je diky kfivkdm MM a QM mozné ukézat, pro¢ tomu tak bylo. Uhel a s hodnotou okolo
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340° odpovida velmi vysokym hodnotam energie a pro udrzeni tohoto stavu v simulaci by
tak musela byt vynaloZena zna¢na energie zvenci — vice nez 20 kJ/mol. I kdyZ protein muize
svym pusobenim stabilizovat energeticky vyssi nekanonické stavy, je nepravdépodobné, ze
by byl schopen stabilizovat stav, ktery je energeticky takto nevyhodny. Proto se stav BB15
v v simulacich neudrzel a thel o si nasel vyhodngjsi hodnoty okolo 300°. Uhel 300°
odpovida globdlnimu minimu s nejnizs§i moznou energii (Obrazek 35). To samé plati i pro
uhel y, ktery si také nasel novou hodnotu v minimu 60°, tedy g- (Obrazek 36). Dle
Boltzmannovy rovnice jsme zjistili, ze pro energie odpovidajici krystalovym geometriim dle
uvedenych grafi by pravdépodobnost vyskytu stavu BB15 ve volnych simulacich (bez

ovlivnéni proteinem) byla pii pokojové teploté nizsi nez 0,1 %.

Pro konformer BB12 je tomu naopak. Z ptedchozich MD simulaci bylo zji§téno, ze se
hodnoty charakteristické pro tento konformer udrzely bez vétSich potizi. Pro thel
y ~ 170°, ktery je blizky energetickému minimu, to nebyl takovy problém. Uhel o ~ 260° se
opét blizil energetickému minimu. Pro stabilizaci téchto uhli nemuselo byt vynalozeno tolik

energie, kolik by bylo potieba pro stabilizaci konformeru BB15.

Je také dilezité poznamenat, ze simulace byly provedeny s riznymi verzemi silovych
poli, které se liSily pravé v tom, jak popisuji potencial a a y. Pfesto byly vysledky simulaci
ve vSech silovych polich velice podobné. To naznacuje, Ze nestabilita stavu BB15 neni
pusobena nepiesnosti silového pole. Neptesnosti silovych poli jsou zndmé tim, Ze plisobi
vyznamné a nezadouci odchylky simulaci od redlného chovani molekul a pole jsou proto
Casto vinény znespolehlivosti MD simulaci. V tomto piipadé se vSak s nejvetsi
pravdépodobnosti o takovou nepiesnost nejednd, protoze vysledky riznych parametrizaci

jsou v jednoznaéné shodé.
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Obrazek 35: Torzni potencialy MM a QM pro torzi « (S ynastavenou na g+.
Energetickda minima v hodnotach okolo 60°, 170° a 280°.
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Obrazek 36: Torzni potencialy MM a QM pro torzi y (S o nastavenou na g-).
Energeticka minima v hodnotach okolo 60°, 180° a 280°.

Skutecnost, Ze se dany konformer nachazi v mnoha vyskytech v publikovanych
krystalovych strukturach, jest¢ nemusi znamenat, ze se skutecné jedna o skute¢né stabilni
strukturu. Jednim problémem pfi interpretaci elektronovych hustot je jejich malé
rozliSeni. V této praci jsem vybrala struktury s relativné vysokym rozliSenim (3JTG
22A,17S4 1,7 A, 1G2F 2,0 A a 1T9I 1,6 A), piesto neni toto rozliseni dostate¢né
k jednoznacnému urceni poloh vSech atomi s dostatecné malou chybou. Dal$im
problémem je pouziti (nepfesnych) empirickych potencidlti pfi fitovani elektronové

hustoty ziskané zrozptylovych dat. Krystalografické struktury proto mohou nékdy
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obsahovat nerealistické konformace. Z predeslé diskuze vyplyva, Ze konformer BB15 by

mohl byt ptikladem neptesné uréené krystalografické struktury.
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9. ZAVER
Vybrani zastupci nejéastéjSich nekanonickych konformert, nazvani v NtC kategorizaci
BB15 a BB12, byli podrobeni molekulové dynamickym simulacim ve tiech silovych polich
zrodiny AMBER, OL15, bscl a nové vyvinutém OL21. Pole OL15 a bscl si jsou velmi
podobna, oproti tomu silové pole OL21 se lisi parametrizaci dihedralnich Ghla cukr-
fosfatové pateie o ay, coz mize mit vliv na chovani konformera BB15 a BBI12 v

komplexech proteini s DNA.

Konformer NtC tfidy BB15 se vyznacuje patetnimi tthly a ~ 340° a y ~ 0°, a konformer
BB12 thly o ~ 257° a y ~ 171°. Zatimco hodnoty uhla v BB15 jsou velmi neobvyklé a
oc¢ekavala jsem, ze by v MD simulaci mohly byt nestabilni, hodnota uhlu y v konformeru
BB12 je sice nekanonicka, ale odpovida lokalnimu minimu na potencialu y, a mohla by tedy
byt stabilngj$i. Stabilitu obou konformerti jsem se snazZila prozkoumat s pomoci MD
simulaci celkem sedm vyskytd BB15 a ¢étyt vyskyti BB12 v celkové ¢tyfech rtuznych
protein-DNA komplexech.

Nejdiive bylo nutno ovéfit, zda jsou vSechny simulace stabilni. To mi potvrdila analyza
zavislostt RMSD a B faktori proteinu na ase, kterd ukézala relativné nizké RMSD odchylky

i nizké B faktory pro proteinova rezidua v blizkosti nukleové kyseliny.

Pro vSechny tfi komplexy, které obsahovaly celkem sedm dinukleotidi s konformaci
BBI15 potvrdil jednotny trend, kdy hned v prvnim kroku simulace se hodnota obou uhld, o i
v, odchylila od vychozi hodnoty z krystalografické analyzy a vzdy piesla na energeticky
vyhodnéjsi stav. Tim byl u vétSiny dinukleotidii stav odpovidajici konformeru BBO0O,
typickému pro kanonickou dvousroubovici B-DNA. V této nové konformaci setrval
dinukleotid po vétSinu simulace. V n¢kolika piipadech uhly o a y navstévovaly 1 jiné
regiony, jako jsou AAO1 nebo BBO03. Tento trend byl patrny pro vsSechna tfi silova
pole, nezavisle na jejich odlisnych parametrech. Z toho lze usoudit na jednoznacnou

nestabilitu konformeru BB15 v MD simulacich.

Pro jediny vybrany protein-DNA komplex, ktery obsahoval ¢tyti vyskyty konformeru
BB12, se ve vSech vyskytech potvrdila stabilita tohoto stavu ve vSech provedenych MD
simulacich. VSechna tfi silova pole tedy nezavisle potvrdila, Ze se hodnoty torznich uhli se
béhem simulaci mohou udrzet v blizkosti vychozich hodnot z krystalografické analyzy, a

stav BB12 je tedy v mych simulacich zcela stabilni.
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Tato pozorovani jsou ve shod€ stvary kvantové mechanickych a molekulové
mechanickych potencialii pro thly a a y dostupnymi v literatufe. Kfivky téchto potencidlti
nam udavaji zavislost energie na hodnoté zvoleného uhlu a energeticky nejvyhodnéjsi stavy
pro a a y. Z nichz je patrné, ze hodnoty v konformeru BB15 (a ~ 340° a y ~ 0°) odpovidaji
vysokym hodnotam energie a na udrzeni takového stavu v dynamice by musel interagujici
protein vynalozit neobvykle vysokou interak¢ni energii. Naproti tomu na stabilizaci hodnot
uhlt v konformeru BB12 (a0 ~ 257° a y ~ 171°), které jsou blizké energetickému minimu,
neni potiebna tak vysoka energie. Tvary MM 1 QM potenciall tedy vysvétluji pozorovanou

nestabilitu konformer BB15 a stabilitu konformeru BB12.

Vysledky mé prace mohou poslouzit ke zlepSeni strukturni interpretace
krystalografickych dat a zvySeni spolehlivosti krystalografickych databazi. Naznacuji, ze
zatimco nékteré popsané konformacni stavy patete, jako je BB12, jsou odivodnitelné a
stabilni, jiné jako je BB15, jsou pravdépodobné nerealistické a mohou byt vysledkem

nespravné interpretace mapy elektronovych hustot.

51



10. SUMMARY
Selected representatives of the most common non-canonical conformers, named BB15
and BB12 in the NtC classification, were subjected to molecular dynamics simulations in
three force fields from the AMBER family, OL15, bsc1 and the newly developed OL21. The
OL15 and bsc1 force fields are very similar to each other, in contrast, the OL21 force field
differs in the parameterization of the dihedral angles of the sugar-phosphate backbone o
and y, which may affect the behavior of the BB15 and BB12 conformers in protein-DNA

complexes.

The NtC class BB15 conformer is characterized by backbone angles of o ~ 340° and
v ~ 0°, and the BB12 conformer by angles of a. ~ 257° and y ~ 171°. While the values of the
angles in BB15 are very unusual and | expected that they might be unstable in the MD
simulation, the value of the angle yin the BB12 conformer, although non-canonical,
corresponds to a local minimum at the potential y, and thus might be more stable. I tried to
investigate the stability of both conformers using MD simulations of a total of seven
occurrences of BB15 and four occurrences of BB12 in four different protein-DNA

complexes.

First, it was necessary to verify that all simulations were stable. This was confirmed by
my analysis of the time dependence of the RMSD and B factors of the protein, which showed
relatively low RMSD deviations as well as low B factors for protein residues near the nucleic

acid.

For all three complexes, which contained a total of seven dinucleotides with the BB15
conformation, a uniform trend was confirmed, where in the very first step of the simulation
the value of both angles o and vy, deviated from the initial value from the crystallographic
analysis and always switched to the more energetically favorable state. This was, for most
dinucleotides, the state corresponding to the BB0OO conformer, typical of the canonical B-
DNA double helix. The dinucleotide remained in this new conformation for most of the
simulation. In a few cases, angles o and vy visited other regions such as AAO1 or BB03. This
trend was evident for all three force fields, independent of their different parameters. This

suggests a clear instability of the BB15 conformer in the MD simulations.
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For a single selected protein-DNA complex containing four occurrences of the BB12
conformer, the stability of this state was confirmed in all MD simulations performed. Thus,
all three force fields independently confirmed that the torsion angle values can be maintained
close to the initial values from the crystallographic analysis during the simulations, and the

BB12 state is therefore completely stable in my simulations.

These observations are in agreement with the shapes of the quantum mechanical and
molecular mechanical potentials for the o andy angles available in the literature. The curves
of these potentials give us the dependence of the energy on the value of the chosen angle and
the most energetically favorable states for o and y. These show that the values in the BB15
conformer (o ~ 340° a y ~ 0°) correspond to high energy values, and the interacting protein
would have to expend unusually high interaction energy to maintain such a state in the
dynamics. In contrast, such high energy is not required to stabilize the values of the angles
in conformer BB12 (o ~ 257° ay ~ 171°), which are close to the energy minimum. Thus, the
shapes of the MM and QM potentials explain the observed instability of the BB15 conformer
and the stability of the BB12 conformer.

The results of my work can be used to improve the structural interpretation of
crystallographic data and increase the reliability of crystallographic databases. They suggest
that while some of the described backbone conformers, such as BB12, are reasonable and
stable, others, such as BB15, are likely unrealistic and may be the result of misinterpretation

of the electron density map.
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