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1. Uvod

wewvr

genetické informace, obsahujici instrukce k tvorbé proteind, které zajistuji vétSinu bunécénych funkei.
Useky, které koduji proteiny, tvoii oviem jen &ast celého genomu (u ¢lovéka jen nékolik procent).
Zbyvajici useky, tzv. temna hmota genomu, mohou plnit dal$i kli¢ové funkce, které se teprve
v posledni dob¢ dafi objasiovat. K nim patii ucast na celé fadé mechanismia regulujicich genovou

expresi, tj. ,,realizaci genii ve formé proteind .

Informace je v DNA ulozena ve formé sekvence jejich bazi. V kodujicich oblastech souvisi tato
sekvence piimo se sekvenci aminokyselin v pfislusném proteinu prostfednictvim genetického kodu.
Slozitéjsi je situace v nekodujicich oblastech. Postupné se ukazuje, Ze existuje dalsi informacni vrstva
prelozena pies prostou sekvenci bazi — i kdyz si DNA vpodstaté vzdy zachovava svou
dvousroubovicovou helikalni strukturu, moduluji rizné sekvence jeji strukturni, mechanické a dalsi
fyzikaln¢ chemické charakteristiky. Tato variabilita hraje pak dulezitou roli v mechanismech, které
uzivaji proteiny pro rozpoznani svych vazebnych mist na DNA. Vazba proteini k DNA ma zasadni
vyznam v regulaci exprese gent, ve sbalovani (packaging) DNA do buné¢ného jadra, v replikaci DNA

a v prepisu (transkripci) genetické informace do RNA.

Molekuly RNA primarné slouzi jako docasnd ulozisté genetické informace, ktera do nich byla
prepsana z DNA. Tyto molekuly (tzv. messenger RNA, mRNA) jsou pak uzity jako templaty, z nichz
je informace preloZzena do sekvence aminokyselin proteini. Tento pieklad (translace) je ovSem
vrcholné slozity a jemné regulovany proces, ktery se uskute¢iiuje v makromolekularnich komplexech
zvanych ribosomy. Jednotlivé aminokyseliny putuji k ribosomu navazany na svou specifickou RNA
(transfer RNA, tRNA), jejiz rozpoznani se déje na zakladé komplementarity s ptislusnym tsekem
mRNA. Samotny ribosom se také z velké cCasti skladd z RNA (ribosomalni RNA, rRNA). Lze jej
chapat jako molekulovy stroj obsahujici rigidni iseky RNA spojené ¢astmi flexibilnimi, které zajist'uji
nezbytnou prostorovou koordinaci. Mimo tyto jiz dlouho znamé (nikoli vSak plné pochopené) procesy
jsou v genomu kddovany RNA, které neodpovidaji Zadnym proteintim, ale maji regulaéni funkci. Tato
oblast aktivity RNA neni je$té ani zdaleka prozkoumana, je vSak ziejmé, Ze i zde hraji mechanické

vlastnosti RNA dulezitou roli.

Na rozdil od DNA, ktera se vyskytuje pievazné ve formé dvousroubovice % tvoii RNA vedle
dvousroubovicové struktury (ponékud odlisné od DNA) také celou fadu nehelikdlnich (téz
nekanonickych) prostorovych motivi. Ty jsou pak stavebnimi prvky vétsich struktur RNA °.
Specifické strukturni a mechanické vlastnosti téchto prvka spoluurcuji jejich funkéni roli v ramci

rozsahlejsich struktur.



Vedle zakladni ulohy, kterou maji molekuly DNA a RNA v biologickych systémech, vzriista i jejich

vyznam v oblasti uméle pfipravenych struktur pro nanotechnologické aplikace * °

. Vsyntéze se
primarn¢ vyuziva komplementarity bazi, kterd umoznuje velkou strukturni variabilitu i dynamické
efekty spojené srozpojovanim (melting) a opétnym spojovanim (hybridizaci) part bazi. Zakladni
vyhodou nanostruktur zalozenych na RNA je moznost vytvofit tyto struktury pfimo v buiice piepisem
vhodné upraveného genomu, ulozeného v DNA. Samotny proces transkripce realizuji bézné bunécné
mechanismy bez zasahu zvenci. Je-li dana sekvence vhodn¢€ navrzena, sbali se RNA v buiice sama do
pozadované struktury °. I v piipadé nanostruktur hraji mechanické vlastnosti daleZitou roli — uréuji

naptiklad, nakolik bude struktura tvarove stabilni viici tepelnému pohybu a nakolik ji 1ze zdeformovat

vazbou malych molekul (ligandi).

Strukturu nukleovych kyselin lze studovat fadou experimentalnich metod. Rentgenova krystalografie,
urcujici prostorovou konfiguraci molekuly v atomovém rozliSeni, se stala nepostradatelnou, Siroce
uzivanou metodou pro stanoveni struktur nukleovych kyselin a jejich komplext. Jiz prvni model
dvousroubovice DNA navrzeny Watsonem a Crickem vroce 1953 byl zalozen na difrakénich
charakteristikach svazkii DNA, prvni krystal oligomeru DNA z osmdesatych let odhalil zavislost tvaru
dvousroubovice na sekvenci bazi '. Metoda ma viak také svd omezeni — pfedné poskytuje velmi
omezené informace o konformaéni dynamice dané molekuly, za druhé konformace molekuly
v krystalu nemusi odpovidat jeji konformaci ve vodném roztoku. Naproti tomu nuklearni magneticka
rezonance (NMR) zachycuje konformaéni dynamiku v roztoku, jeji presnost vSak v soucasnosti
nezaruéuje zcela spolehlivou strukturni charakterizaci molekuly ’. Z dalsich metod vynika kryo-
elektronova mikroskopie (kryo-EM), jejiz rozliSovaci schopnost se stale zvySuje a ktera zasadné
prispéla k charakterizaci makromolekularnich komplex, jako je ribosom *. DileZitou metodou je také
tzv. cyklizace, zaloZzena na méfeni pravdépodobnosti, Ze dany oligomer DNA vytvoii cyklickou
strukturu spojenim svych konctl. Tato pravdépodobnost zavisi na globalnich strukturnich vlastnostech

oligomeru °.

Chceme-li experimentalné studovat nejen strukturu, ale i mechanickou tuhost (rigiditu), je rejstik
metod omezenéjsi. Krystalové a kryo-EM struktury jsou v podstaté statické, NMR poskytuje jen dil¢i,
nepiimou informaci. Uzite¢né informace lze ziskat cyklizaci, nebot’ pravdépodobnost vytvoreni
kruhové struktury zavisi nejen na tvaru oligomeru, ale i na jeho mechanické tuhosti '°. Samostatnou,
hojné rozsifenou tfidou metod jsou techniky mikromanipulace. V nich se dlouhé vlakno DNA nebo
RNA zachyti na jednom konci na podlozku a k druhému konci se ptipoji mikroskopicka kulicka,
kterou lze pak manipulovat pomoci magnetli nebo optickych pasti. Takto byly ziskany néckteré
zékladni mechanické charakteristiky DNA a helikilni RNA ''. S ohledem na nutnou délku vlakna
(typicky tisice az desetitisice parti bazi) je ovSem detailni studium mechanickych vlastnosti a jejich

sekvenéni zavislosti obtizné.



Nezbytnym doplitkem experimentalnich metod jsou metody vypocetni. Simulace molekulové
dynamiky umoznuji studovat strukturni zmény v rozliSeni jednotlivych atomt a pii pokojové teploté,
coz nedokaze zadnd experimentalni metoda. Mohou tak poskytnout detailni obraz konformacni
dynamiky a podklad pro navrh mikroskopickych mechanismi pozorovanych jevt. Mezi jejich hlavni
omezeni patii nezbytné zjednoduSeny popis meziatomovych interakci a limitovana velikost systému i

Sasova Skala simulaci > 2.

Tato prace je vénovana teoretickému a vypocetnimu studiu mechanickych vlastnosti molekul DNA a
RNA. Nejprve jsou predstaveny zpiisoby charakterizace konformaci nukleovych kyselin, poté jejich
mechanické modely. Kratce je zminéna problematika simulaci molekulové dynamiky. Dalsi cast je
pak vénovana aplikacim. Z autorovy casopisecké produkce je pfedstaveno deset representativnich

praci, které pojednavaji jednotliva témata.

2. Konformacni charakteristiky nukleovych kyselin

DNA se prevazné vyskytuje jako dvousroubovice, kde kazdé ze dvou vlaken tvofi cukr-fosfatova pater
s navazanymi bazemi. Kazdé vlakno ma charakteristicky smér (polaritu) od 5° konce k 3¢ konci
(znaceni je zvoleno podle atomil cukru a charakterizuje smér syntézy vlakna v bunce). Vldkna
probihaji antiparalelné a jsou spojena pouze nekovalentné, vodikovymi vazbami mezi bazemi
v kazdém paru. Za fyziologickych podminek ma dvousroubovice DNA primér asi 20 A s pary
kolmymi na helikalni osu a se stoupanim asi 10.5 pard bazi na jednu otocku (tzv. B-DNA, obr. 1).
Dvousroubovice RNA se vyznacCuje ponckud vétsim primérem, sklonem part vzhledem k ose a
dutinou uvnitit (A-RNA). Jak uz bylo feceno, tvoii RNA kromé helixu také celou fadu nehelikalnich

(nekanonickych) motivii > .

Nejuplngjsi strukturni informaci predstavuji kartézské soutadnice vSech atomti dané makromolekuly,
jakoz i atomli okolnich molekul vody a ionti. Takovy obraz, ovSem staticky, mize v principu
poskytnout rentgenova krystalografie (ktera vSak nezachycuje vodikové atomy). Také atomisticka
molekulova dynamika poskytuje soufadnice vSech atomt, a to v tepelném pohybu. Tato detailni
charakterizace je nckdy nezbytna — napiiklad lokalizace vody a iontli tésné souvisi s vyskytem
konformacnich substavil v patefi DNA a se Sitkou jejich zlabkd, popsanych nize. Pro fadu aplikaci je
vsak uvedeny popis zbyteCn¢ podrobny. Proto byly vyvinuty zjednodusené konformacni

charakteristiky, které zachycuji rysy podstatné pro mnoho problémd.

Vyrazné zjednoduseni umoznuje fakt, ze baze, tvorené jednim kruhem nebo dvéma spojenymi kruhy,
jsou samy o sob¢ velmi rigidni. Je tedy nasnad¢€ povazovat je za tuha télesa (obr. 2). Tim je prostorova

konfigurace kazdé baze charakterizovana pouze Sesti soufadnicemi, znichz tfi popisuji polohu



zvoleného referenéniho bodu a tii charakterizuji orientaci baze v prostoru '*. Jelikoz poloha a orientace
studované molekuly jako celku je Casto irelevantni, uzivaji se vhodné soufadnice popisujici jen

relativni polohu a orientaci bazi a part bazi v molekule .

Leckdy je vhodné jesté dalsi zjednoduseni, kde nikoli jednotlivé baze, ale celé jejich skupiny jsou
popisovany jako tuha télesa (obr. 2). Typickym piikladem je globalni chovani dlouhého oligomeru,
kde sta¢i jen jedna skupina (handle) na kazdém konci '®. Ve strukturach RNA je také Gasto vyhodné
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povazovat za tuha télesa kratké useky dvousroubovice spojujici nekanonické motivy .
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Obr. 1. Zakladni helikdlni formy DNA a RNA. V obrazku jsou vyznaceny $itky velkého a malého

zlabku. Zména geometrie do A-formy méni Sifky Zlabki, takze velky se stava uz§im nez maly.

Pokud jde o cukr-fosfatovou patef, 1ze vazebné délky a vazebné hly povaZzovat s dobrou pfesnosti za
konstantni. Naopak torsni thly v patefi se mohou vyrazn€¢ meénit a zaujimat definované oblasti

'8 Daliim charakteristickym znakem dvousroubovice

konformac¢niho prostoru, tzv. substavy pateie
DNA i RNA jsou zlabky vinouci se podél celé struktury a vzniklé jako volny prostor mezi obéma
cukr-fosfatovymi patefemi (obr. 1). Vzhledem k nesymetrickému napojeni patefe a bazi maji oba

zlabky nestejnou Sitku — rozlisujeme velky zlabek (major groove) a maly zlabek (minor groove).



Obr. 2. Tii arovné konformacniho popisu nukleovych kyselin. Od atomického rozliSeni lze piejit

k arovni tuhych bazi (A) a odtud k popisu, kde skupiny bazi tvofi tuha télesa (B).

2.1 Popis na urovni tuhych bazi

V tomto popisu jsou baze povazovany za tuha télesa. Abychom udali polohu a orientaci dané baze
v prostoru, musime sni pfedev§im pevné spojit jistou soufadnou soustavu - referencni bod a
pravotocivou orthonormalni trojici vektorti. Po jistych diskusich se védecka komunita sjednotila na
standardnim zptisobu, jak to provést '*. Definici ilustruje obr. 3. Vychodiskem je idealizovana
geometrie Watson-Crickova paru, ktera je dokonale planarni. Referencni bod je zvolen v poloviné
usecky spojujici atomy C6 a C8, osa x je kolma na spojnici obou atomi C1°. Predpokladejme, Ze par
je soucasti dvousroubovice, kde vlakno obsahujici bazi vpravo je zvoleno jako referen¢ni a stoupa ve
sméru od 5° k 3° konci zroviny nakresny. Pak osa y je kolma na x a sméfuje od referen¢niho ke
komplementarnimu vlaknu. Osa z, ktera dopliiuje pravotoc¢ivou trojici, ukazuje ve sméru od 5° k 3¢

podél referen¢niho vlakna.

Zvoleny referen¢ni bod a trojici vektorti je mozno vyjadfit pomoci souradnic atomti bud’to jedné nebo
druh¢é baze. Takto ma kazda z obou bazi pfifazen soufadny systém, pficemz pro idealizovanou

geometrii paru souradné systémy obou bazi splyvaji (obr. 3).
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Obr. 3. Definice soufadné soustavy pevné spojené s bazi.

Na prvni pohled by se zdalo vyhodngjsi volit soufadny systém fyzikalné pfirozenéji, napf. umistit
jednotlivé souradné systémy oligomeru zna¢né heterogenni v zavislosti na sekvenci. Piijata definice
ma naopak tu vyhodu, ze v idealizované geometrii splyvaji po¢atky a osy obou bazi v paru a navic
pocatky a osy z lezi na ose celé dvousroubovice. Obecné se ovSem geometrie 1isi od idealni, ale tyto

perturbace vzhledem k ideélni struktute byvaji malé.

Také geometrie jednotlivych bazi se obecné poné€kud 1i§i od idedlni, a to zejména v simulacich
molekulové dynamiky, kdy nasledkem tepelného pohybu maji baze, jakkoli rigidni, pfece jistou
konformaéni dynamiku. Prvnim krokem tedy byva fitovani idealni struktury baze na danou geometrii.

S touto idedlni strukturou je pak spojen popsany soufadny systém.

Poloha a orientace kazdé baze je takto vyjadiena Sesti soufadnicemi, z nichz tfi charakterizuji polohu
referen¢niho bodu a tfi orientaci trojice os v prostoru. Oligomer o N parech obsahuje 2N bazi a je tedy
charakterizovan 12N soufadnicemi. V fad¢ problému ale nehraje zadnou roli poloha a orientace
oligomeru jako celku. Vtom pfipadé maji vyznam jen relativni posunuti a rotace bazi, coz
charakterizuje pouze 12N-6 soufadnic (nebot’ napf. soufadny systém prvni baze lze volit jakkoli, tieba

totozny s laboratornim soufadnym systémem).

Soufadnice 1ze volit mnoha riznymi zptsoby, ustalila se vSak jista obecna pravidla, tzv. Cambridgeska
konvence °. Podle ni se soufadnice voli tak, aby charakterizovaly jednak relativni polohu a orientaci
dvou bazi v paru (intra-basepair coordinates), jednak relativni polohu a orientaci dvou sousednich part
(inter-basepair coordinates). Hodnota soufadnic obecné zavisi na tom, které ze dvou vlaken DNA se
zvoli jako referen¢ni. Podle pravidel musi byt soufadnice zvoleny tak, aby pfi zméné referen¢niho
vlakna se bud’to viibec nezménily (sudé soutadnice), nebo jen zménily znameni (liché soufadnice).
Toho se dosahuje volbou pomocnych souradnych soustav (middle frames) mezi bazemi v paru a mezi

sousednimi pary. Soufadnice definované podle téchto pravidel nesou standardni jména, uvedena na



obr. 4. Tak twist charakterizuje relativni otoCeni part kolem osy z (pro B-DNA asi 34°), roll je uhel
ohybu do zlabku (kladny do velkého, zaporny do malého) atd. I v ramci obecnych pravidel zbyva jesté
prostor pro ruzné matematické definice soufadnic. V praxi se nejCastéji pouzivaji dvé definice.
Program pro konformaéni analyzu zvany 3DNA " uZiva pro popis rotaci v podstaté varianty
Eulerovych ahla, zatimco definice v programu Curves+ *° je zaloZena na ,,axis-angle” parametrech, tj.
soufadnicich vektoru, jehoZ délka je rovna thlu oto¢eni a ktery ma smér osy otoceni. Pro obé definice

jsou lichymi soufadnicemi shear, buckle, shift a tilt, ostatni jsou sudé.
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Obr. 4. Schematické znazornéni a standardni jména vnitfnich soufadnic v popisu tuhych bazi. V kazdé
¢asti jsou vlevo uvedeny soufadnice transla¢ni a vpravo rotacni. Prvni fadek obsahuje liché soutradnice

(pfi zméné referenéniho vlakna méni znaménko), ostatni jsou sudé (ztistavaji beze zmény).

2.2 Globalni popis

V tomto popisu jde o seskupeni bazi v daném fragmentu nukleové kyseliny do jednoho celku, ktery je
pak chapan jako tuhé t&leso. Uloha neni zcela trivialni. Kli¢ové je vhodna volba soufadné soustavy,
ktera by s takovym télesem byla spojena. Piitom pozadujeme, aby byly do jist¢é miry zachovany

strukturni charakteristiky pivodniho fragmentu, napt. sméry do zlabkd. Témto pozadavkim vyhovuje



pramérovani soufadnych soustav jednotlivych bazi '°. Pfirozenou volbou poéatku je aritmeticky
pramér pocatki soustav spojenych sbazemi. Tato volba je zaloZzena na variacni vlastnosti
aritmetického priméru — je to onen bod, pro né&jz soucet kvadrati vzdalenosti k jednotlivym

pramérovanym bodlim je ze v§ech nejmensi.

Slozitéjsi je volba trojice orthonormalnich vektord, které charakterizuje orthogonalni matice jejich
soufadnic v laboratorni soustave. V analogii s body hledame primér jako takovou orthogonalni matici,
ktera ma soucet kvadratt vzdalenosti od jednotlivych primérovanych matic minimalni. Zde ovSem
odpovéd’ zavisi na pouzitém pojmu vzdalenosti matic. Pro euklidovskou vzdalenost podal feSeni
v uzaviené formé M. Moakher *', v kontextu DNA bylo poprvé pouZito v nasi studii o struktuie A-
traktd '®. Vzorce jsou vsak vypoletné dosti naroéné a hlavné prili§ spletité pro dalii teoretické
odvozovani (vyzaduji vypocet vlastnich hodnot, tj. nalezeni kofenti polynomu 3. stupn¢). Proto jsme

17 I . v . .
, Vniz se nejprve prevedou matice na kvaterniony a

navrhli a otestovali zjednodusenou metodu
z téchto se pak utvofi aritmeticky pramér, ktery po normovani na jednotku ptedstavuje vyslednou
orthogonalni matici. Numerické testy ukdzaly, Ze metoda je v praxi velmi pfesna (odchylka rotaci 1-

29),

Jsou-li takto skupiny bazi pfevedeny na efektivni tuha télesa, je mezi nimi mozno definovat vnitini
soufadnice zcela analogicky k soufadnicim mezi bazemi ¢i pary bazi. V piipadé, Ze efektivni télesa
predstavuji skupiny bazi na koncich oligomeru, byva vhodné definovat vzdalenost mezi nimi nikoli

useCkou v prostoru, ale podél oligomeru (contour length).

2.3 Torsni uhly v padteri a Zlabky

Patet DNA a RNA je vkazdém nukleotidu charakterizovana Sestici torsnich uhli, standardné
oznaCovanych alfa az zeta (obr. 5). Pii popisu se s vyhodou uplatiuji standardni jména jejich
intervalQ: gauche+, trans, gauche-. V isolované DNA je obvykle alfa v g-, beta v ¢ a gama v g+. Jina
konfigurace byla pozorovana jen v ojedinélych specialnich ptipadech. Naopak epsilon a zeta mohou
zaujimat dva rizné substavy *. Kromé obvykle pievazujiciho epsilon/zeta v t/g- (substav BI) se
vyskytuje jesté epsilon/zeta v g-/¢ (substav BII). Pii pfechodu mezi nimi se tedy epsilon a zeta méni
spole¢né, jako Casti ojnice (crankshaft motion). Zdiuraznéme, ze tyto preference plati pouze pro
isolovanou DNA — v komplexu s proteiny obsazuji viechny tihly spojité kontinuum stavii '*. Uhel
delta je soucasti cukrového kruhu, ktery se vSak spiSe charakterizuje pseudorotacnim fazovym thlem

(sugar pucker).
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Obr. 5. Torsni uhly v patefi vlakna DNA nebo RNA. Obrazek je pievzat z knihy W. Saengera ?, ktera

stale predstavuje zakladni pramen ke struktufe nukleovych kyselin.

Dilezitou charakteristikou dvousroubovice DNA i RNA je §iika jejich Zlabkd (obr. 6). Zlabky jsou
Castymi vazebnymi misty malych molekul (ligandll) i postrannich fetézcl proteinti a jejich Siika
umozZiuje vazbu nebo naopak ji stericky znemozituje **. Sitka zlabki je v podstaté dana minimalni
vzdalenosti fosforovych atomi mezi obéma vlakny. Zvolime-li pevné jeden atom fosforu a métime-li
vzdalenost ke vSem fosforim v druhém vlakné¢, najdeme dvé lokalni minima, jedno pro fosfor ve 3.
nasledujicim nukleotidu podél vlakna, druhé pro fosfor v ¢tvrtém nukleotidu (obr. 6). Prvni minimum
odpovida sifce malého Zlabku, druhé velkého. Z pohledu sekvence jsou tedy Sifky zlabkl nelokalni

soufadnice, spojujici mista vzdalena nékolik nukleotidu.



maly zlabek velky zlabek

INiNiN ¥ RININE
-2 -1 0 i1 i+2 43
Obr. 6. Definice Sitky malého a velkého zlabku. Dané dvojici sousednich pard (tmavé Seda) je

pfifazena §itka velkého Zlabku (Cervené vyznacena vzdalenost mezi atomy fosforu) a malého zlabku

(pramér modre vyznacenych vzdalenosti).

3. Mechanické modely

Jsou-li definovany soufadnice popisujici konformaci molekuly DNA nebo RNA, vznika otazka volné
energie spojené s témito soufadnicemi. Znalost funkce volné energie umoziuje udat jeji zménu
zpusobenou odchylkou soufadnic od jejich rovnovaznych hodnot, tedy volnou energii vynaloZenou na
deformaci molekuly. Volna energie jako funkce soutfadnic urCuje tedy mechanické vlastnosti dané

24,25

molekuly

Zde se nejdiive zaméfime na volnou energii v popisu tuhych bazi pro dvousroubovici DNA nebo
RNA. Jak uz bylo uvedeno, urcuji soufadnice relativni posunuti a rotaci bazi modelovanych jako tuha
télesa. Pfitom je vyhodné definovat jednak skupinu soutfadnic pro dvojici bazi v kazdém paru, jednak
skupinu soufadnic pro dva sousedni pary — viz obr. 4. Predpokladame, Ze tyto soufadnice maji
vlastnosti dané Cambridgeskou konvenci, tj. pifi zméné referen¢niho vlakna bud’to méni znaménko

(liché souradnice) nebo zlstavaji beze zmény (sud¢).
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3.1 Deformacni energie

Volna energie jako funkce téchto soufadnic ma obecné sloZity tvar, zachycujici i roztrzeni (melting) na
dv€ samostatna vlakna. Zde se vSak omezime na malé deformace, které jiz zachycuji fadu biologicky
vyznamnych konformaénich zmén. Pak lze predpokladat *, e volna energie (té2 deformaéni energie)

je kvadratickou funkci soutadnic (harmonické aproximace), tedy
(w— W) K(w—W). ()

kde W je vektor soutadnic, W vektor jejich rovnovaznych hodnot a K symetricka positivng
definitni matice tuhostnich konstant (tuhostni matice). Je-li systém v kontaktu s tepelnym rezervoarem

o teploté 7, ma kanonické rozdéleni pravdépodobnosti soufadnic tvar

E(w)
p(w) = Aexp| — , (2)
k, T
kde jsme symbolem A4 oznacili normujici konstantu. Dosazenim kvadratické funkce pro deformacni
energii (1) nabyva rozdeleni tvaru vicerozmémého Gaussova rozdéleni. Uzitim vztahli pro jeho

momenty pak dostaneme
Ww=(w), k7K™ =(Aw ® Aw), 3)

kde jsme oznalili AW =W — W . Vidime, 7¢ prvni moment (stiedni hodnota) je pi¥imo roven
hodnotdm soufadnic v minimu energie a druhy moment (kovarian¢ni matice) souvisi jednodusSe

s tuhostni matici. Kovarian¢ni matice

C=(Aw ® Aw) (4)
ma prvky
C, =(Aw,Aw,), )

kde W, jsou slozky vektoru W, Wl. jsou slozky vektoru W a Awl. =W, — v?/l..

Tyto vztahy urCuji souvislost mezi momenty kanonického rozdéleni a parametry funkce deformacni

energie (mechanického modelu), tj. W a K. Jsou-li momenty odhadnuty zné&jaké realizace
kanonického souboru (napf. ze simulaci molekulové dynamiky), umoziuji tyto vztahy vypocitat

parametry modelu.
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Parametry W a K plné charakterizuji mechanické vlastnosti molekuly v popisu tuhych bazi a
v harmonické aproximaci. Pro jednoduchou charakterizaci tuhosti molekuly jako celku mize slouzit

konformadni entropie »’, dana Gibbsovym vztahem
S. = —kij(W)ln p(W)dw . (6)

Po dosazeni vicerozmérného Gaussova rozdéleni z rovnice (2) dostaneme
1 N

S =—k,In|(27)" detC|, (7)
2

kde e =2,718 ... je zaklad pfirozenych logaritmi. Vyhodné je pracovat s entropii na jednu soutadnici,
s, =S, /N, )

kterd je intenzivni veli¢inou a umoznuje tedy porovnavat systémy s riiznym poc¢tem soufadnic.

3.2 Casteéné deformace

Casty je piipad, kdy deformaci nepodléhaji viechny soufadnice, ale jen nékteré. Ozna¢ime-li W,

deformované soufadnice a W, ostatni, miiZzeme psat
W= 9

kde jsme prerovnali slozky tak, ze jsou nejdiive vypsany deformované soufadnice a pak ostatni.

Tomuto zapisu odpovida rozdéleni kovariancni a tuhostni matice na bloky (submatice) ve tvaru

C= C, C, K = K, K, (10)
- T ’ - T
C12 sz K, K,
Lze rozlisit dva krajni piipady — bud’to jsou zbyl¢ soufadnice W, fixovény, nebo jsou volné a relaxuji

do svych energeticky optimalnich hodnot. V piipad¢ fixovanych W, lze tuhost vzhledem k W,

snadno urcit pfimo ze vztahu pro deformacni energii (1) — je to submatice K11 tuhostni matice K,

odpovidajici deformovanym soufadnicim.

12



V ptipad¢, Ze nedeformované soufadnice W, jsou volné, ma deformacni energie pro kazdé dan¢ w,

hodnotu minima vzhledem k W, . Protoze deformacni energie je kvadratickou formou, 1ze minimum

nalézt analyticky. Vysledna deformacni energie nabyva tvaru
- 1 ~
E(W1)=5AW1 - KAw,, (11)

kde AW1 =W, — Wl , a je tedy opét kvadratickou formou. Jeji parametry jsou dany vztahy
~ 1 -1
W, =(w)), k,TK'=C,. (12)

Efektivni tuhostni matice vzhledem k W, je tedy urena submatici C,, kovarianéni matice C,

odpovidajici deformovanym soufadnicim **.

3.3 Model alosterie

V aplikacich pfedstavime model alosterické interakce mezi dvéma proteiny vazanymi na DNA, ktera
je zprostiedkovana elastickou vazbou pies usek dvousroubovice mezi obéma vazebnymi misty *°.
Alostericky efekt je dan rozdilem deformacni energie vazby druhého proteinu za pfitomnosti prvniho a

bez jeho pritomnosti.

Ulohu Ize snadno formulovat v terminech pravé uvedeného mechanického modelu, predpokladame-li,

7e vazba proteinu se projevi fixaci nékterych soutadnic. PiSme
W=W, | (13)

kde soufadnice W, jsou fixovany vazbou prvniho proteinu, soufadnice W, vazbou druhé¢ho a W,

jsou relaxované. V souladu s tim rozdélme tuhostni matici na bloky, takze
K, K, K;
_ T
K=K, K, K,| (14)
T T
K Ky Ky
Dalsi krok spocivd v blokové faktorizaci tuhostni matice na tvar LDU (dolni trojuhelnikova,
diagonalni, horni trojuhelnikovd). Jezto tuhostni matice je symetrickd, mame pouze
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K =UDU".

Provedeme-li vynasobeni na pravé strané¢ a porovname odpovidajici bloky s levou stranou, zjistime, ze

I K, K,, K;Kj
U={0 I K, Kj| (15)
0 0 |

Kaa - KabK;;KZb 0 0
D= 0 K, 0 [ (16)
0 0 K,

kde

Kaa = K11 - K13K;31K1T3
K, =K, _K13K;K§3 : (17)
Kbb = Kzz - K23K;K§3

Dosazenim faktorizované tuhostni matice do vyrazu pro deformacni energii £ dostaneme
E=E +E, +E, (18)

kde jednotlivé ¢leny jsou dané vztahy

El - %Awl ) [Kaa - KabK;[l’KZb ]Awl

1 _ _
E, = E[Kb[l:KZbAwl "‘sz]'Kbb [bel:KgbAwl * AW2] (19)
b~ koK)

K, [KIKAw, + KK AW, + Aw, |

Lze ukazat, Ze kazdy z téchto tfi ¢lend je positivné definitni kvadratickou formou. Kazdy ¢len je tedy
nezaporny a je nulovy tehdy a jen tehdy, je-li argument kvadratické formy nulovy. To umoziuje pfimé

vycisleni deformacni energie i vypocet hodnot relaxovanych soufadnic. Jsou-li fixované pouze W, a

to na hodnotéach Wfl) (odpovida vazbé pouze prvniho proteinu v modelu alosterie), je deformacéni

energie dana pouze prvnim ¢lenem,
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1
ED - EAwf” K, -K, K, K" Jaw®, (20)

kde odchylku vektoru soufadnic W, od rovnovazn¢ hodnoty jsme oznacili AW%I) = ng) - Wl.

Zbylé soufadnice relaxuji na hodnoty minima deformacni energie pfi pevném W, tedy na hodnoty,

pro néz
E,=FE, =0. (21)

S ohledem na positivni definitnost je toto minimum dosazeno v jediném bodé¢, totiz pro ty hodnoty

M , w®

2 3

w soufadnic W, a W, které anuluji pfislu$n¢ argumenty kvadratickych forem, tedy

O _ -y T (1)
Aw;’ =-K, K  Aw,

(22)
1y _ -1 T 1) -1 T (1)
Aw;’ =-K K AW’ — K K, Aw,

M M

kde jsme ozna¢ili AW," =W, M _ W

A M _
—W,, AW, =W’ —W,.

Tyto vzorce ukazuji, jak se méni relaxované soufadnice W,, W, vdisledku fixovani W (tj.
navazani pouze prvniho proteinu). Analogicky vypocet se provede pro fixované W, (pouze druhy

protein) a pro fixované W, i W, (oba proteiny soucasn¢). Alostericky efekt je pak dan rozdilem

deformacni energie pro oba proteiny navazané soucasné a pro prvy a druhy vazané samostatng, tj.

AE=E"» —ED _F® (23)

Negativni hodnoty tohoto rozdilu znac¢i kooperativitu (prvni protein zvySuje afinitu druhého), kladné

hodnoty antikooperativitu, nula neptitomnost jakékoli vazby.

4. Molekulova dynamika

Kanonicky soubor statistické mechaniky, nutny pro parametrizaci vySe uvedenych mechanickych
modeld, je aproximovan trajektorii molekulové dynamiky v atomistickém rozliSeni, s explicitnim

zahrnutim vody a iontd. ProtoZe simulace molekulové dynamiky (MD) slouZi pouze jako zdroj dat a

N 2

Simulace molekulové dynamiky v atomovém rozliSeni spocivaji v numerickém feSeni Newtonovych

pohybovych rovnic pro jednotlivé atomy, modelované jako hmotné body *°. Meziatomové interakce
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jsou vyjadieny funkci potencialni energie (tzv. silové pole, force field), ktera zavisi na soufadnicich
vsech atomd. Silové pole obvykle zahrnuje prispévky v disledku deformace délek vazeb a vazebnych
uhla (kvadratické Cleny), dihedralnich thlu (pro kazdy thel jeden nebo nékolik ¢lenti Fourierovy fady
vyjadiujici periodicky potencial), jakoz i elektrostatické interakce mezi bodovymi parcialnimi naboji
na jednotlivych atomech a Lennard-Jonesovy interakce. Podminku konstantni teploty a tlaku lze
aproximovat zavedenim vhodného algoritmického termostatu a barostatu. Typickd biomolekularni
simulace zahrnuje desitky az stovky tisic atomil. Nejvétsi cast simula¢niho ¢asu spotiebuje vypocet

nevazebnych interakci.

Na pocatku je vzdy nutné v pocitaci sestavit simulovany systém. V piipadé¢ dvousroubovice DNA
nebo RNA staci znat sekvenci — vychozi konformace se pak voli pro vSechny sekvence stejna, totiz
standardni (kanonicka) B-DNA, resp. A-RNA. Pro nekanonické motivy RNA je tfeba znat strukturu,
vzatou obvykle z krystalovych dat (napft. krystaly ribosomu obsahuji fadu RNA motivil). Molekula se
pak solvatuje, tj. obklopi molekulami vody a ionty. Nukleové kyseliny jsou za fyziologickych
podminek zaporné nabité — kazdy fosfat nese jeden zaporny naboj. Je tedy tieba ptidat odpovidajici
pocet kationtli (typicky K+ nebo Na+), aby byl systém neutralni. Navic se Casto pfidava dalsi stl,
obvykle ve fyziologické koncentraci 150 mM KCI nebo NaCl. Uziva se oktahedralni simulacni box,
ktery umoziuje volnou rotaci molekuly. Periodické okrajové podminky davaji virtualné¢ nekoneény
systém a odstranuji tak povrchové jevy. Navic jsou nezbytné pro efektivni vypocet elektrostatickych

interakci (Ewaldova metoda).

Systém nejprve prochazi tzv. ekvilibraci, kdy se v nékolika cyklech minimalizace energie a kratké
molekulové dynamiky odstrani eventualni sterické zabrany ¢i vakuové bubliny v rozpoustédle, vzniklé
pri sestavovani systému. Nasleduje produkéni faze, tj. volna (unrestrained) molekulovd dynamika,
vét§inou za podminek konstantni (pokojové) teploty a konstantniho (atmosférického) tlaku.
V pravidelnych intervalech se zaznamenavaji soufadnice jednotlivych atomi (snapshots). Takto
vznikne ¢asova fada struktur, aproximujicich kanonicky soubor statistické mechaniky. Na kazdé
struktufe 1ze pak zméfit pozadované soufadnice a nasledné analyzovat jejich Casové fady. Takto byly
napi. provedeny a vyhodnoceny simulace souboru oligomeri DNA obsahujicich vSechny
tetranukleotidové sekvence °'. Momenty soufadnic lze uZit pro odhad parametr mechanickych

modeld, jak je uvedeno vyse **.

Zakladnim predpokladem pro kvalitni simulace je volba vhodného popisu meziatomovych interakci,
tj. silového pole ' . Skute¢né interakce jsou v silovém poli drasticky zjednoduseny a stanoveni
optimalnich parametri pole (tj. konstant v jednotlivych ¢lenech) je velmi obtiznou tlohou. V oboru
simulaci nukleovych kyselin jsou nejkriti¢téj$i parametrizace torsnich thld v patefi. Neni proto divu,
7e vyvoj silovych poli je pfedmétem intensivniho zdjmu ** **. Obecné lze doporugit volbu aktudlniho,

avsak jiz provéteného silového pole.
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Dalsimi limitujicimi faktory simulaci molekulové dynamiky jsou omezena velikost systému (typicky
ne vice nez asi 30 pard bazi v rovné dvousroubovici) a dosazitelného simulaéniho ¢asu (jedna nebo
n¢kolik mikrosekund). Z téchto diivodu je tfeba nepodlehnout pokuseni piili§ dalekosahlé interpretace
vysledkil bez uvazeni experimentalnich skute¢nosti. Podle nazoru autora je molekulova dynamika
pouze jednou z metod, ktera v kombinaci a v dialogu s ostatnimi experimentalnimi a vypocetnimi

metodami miize posunout nase znalosti ptirody o kricek dale.

pocateéni struktura I3 o 5% . konecna struktura

T i'v' .T .5.0 g

Obr. 7. Ilustrace principu molekulové dynamiky fragmentu DNA. Startovni struktura (vlevo), majici
formu kanonické dvousroubovice B-DNA nezavislé na sekvenci, je solvatovana vodou a ionty (modré
K+, cervené Cl-) v oktahedralnim periodickém simula¢nim boxu (uprostfed). Struktura samovolné
béhem simulaci piejde do formy charakteristické pro danou sekvenci a z jejich tepelnych fluktuaci 1ze
odvodit mechanické vlastnosti. Vpravo je posledni struktura celé ¢asové fady, ohnutd do malého

zlabku (Cerna Sipka).

5. Aplikace

V tomto oddile predstavime vybrané aplikace uvedené teorie. Nejprve se zaméfime na tematiku
mechanickych vlastnosti standardni dvouSroubovice DNA. V¢EtSi pozornost budeme vénovat
specialnim sekvencim, tzv. A-traktim, které tvoii nékolik adenind nebo thymint za sebou (nesmi vSak
obsahovat podsekvenci TA) **. Mechanika A-trakti ma piimé biologické konsekvence. V posledni
dob¢ pritahuji pozornost rovnéz jevy alosterie, tj. ovlivnéni afinity ligandu vazbou jiné¢ho ligandu na
vzdaleném mistg, zprostiedkované DNA *°. Mechanicky model alosterie, ktery jsme navrhli, je popsan
v dalsi casti. Tematiku DNA uzaviraji prace o mechanice dvousroubovice s oxidativnim poskozenim.

V zavéru kratce pojedname o mechanice strukturnich motivii RNA.
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5.1 Sekvencné zavisle mechanicke vlastnosti DNA

Nasim cilem je pfifadit libovolné sekvenci DNA parametry mechanického modelu na tGrovni tuhych
bazi — tedy ke kazdé sekvenci udat jeji rovnovaznou prostorovou konfiguraci (tj. rovnovazné hodnoty
soufadnic jejich bazi) a jeji tuhostni matici. Pro libovolnou deformaci daného fragmentu DNA 1ze pak
vypocitat pfislusnou deformacni energii. V tomto modelu jsme omezeni harmonickou aproximaci,
kterd vSak je zcela dostacujici pro mnohé biologicky relevantni situace (tvofeni smycek, deformace

v nukleosomu, sbalovani genomu ve virech atd.)

Jelikoz baze DNA jsou ¢tyf druhd (A, G, C a T), lze vytvorit 16 dvojic (Casto se mluvi o dimerech,
ackoli se tim mysli dva po sobé nasledujici pary bazi — dana dvojice bazi v jednom vlakné uz
s ohledem na komplementaritu uréuje dvojici bazi ve druhém vlakné&). Nékdy tvofi rtuzné dvojice
stejny dimer, napf. sekvence AA znaci stejny dimer jako TT. Vyloucenim této redundance dospé&jeme
k deseti unikatnim dimertim, které 1ze rozdélit do tii skupin podle toho, jaké typy bazi jdou za sebou:
purin, (j. A nebo G — znaci se R) nebo pyrimidin (tj. C nebo T — znaci se Y). Unikatnimi dimery typu
YR jsou napt. CG, TA a CA, pro RR mtizeme zvolit AG, GG, AA a GA a pro RY AT, AC a GC.
Nejjednodussi verze mechanického modelu je zaloZena na predpokladu, Ze jednotlivé dimery, tak jak
jdou v dané sekvenci za sebou, jsou nezavislé (predpoklad lokality). Jinak fe¢eno, neexistuji zadné
ktizové Cleny (coupling terms) ve funkci deformacni energie, které by obsahovaly zaroven soutfadnice
dvou riznych dimert. Celkova deformacni energie je pak souctem deformacnich energii vSech po
sob¢ nasledujicich dimert. Podle toho Ize tedy mechanické vlastnosti napt. sekvence ACTG slozit
z vlastnosti dimert AC, CT (= AG) a TG (= CA). Omezime-li se na soufadnice mezi pary bazi (inter-
basepair, obr. 4), mame uréit pro kazdy unikdtni dimer Sestici rovnovaznych soufadnic a tuhostni
matici 6x6. Celkovy vektor rovnovaznych soufadnic dané sekvence je pak pouze zietézenim téchto
Sestic odpovidajicich jednotlivym dimerim a celkova tuhostni matice je blokové diagonalni s bloky
6x6 pro jednotlivé dimery. Na téchto predpokladech byl zaloZen vibec prvni odhad strukturnich a
tuhostnich parametri vSech deseti dimert, publikovany vroce 1998 na zakladé analyzy souboru
krystalovych struktur **. Zde je viak tieba doufat, Ze krystalovy soubor representuje kanonicky soubor
statistické mechaniky, pricemz efektivni teplota tohoto souboru neni znama a je tfeba ji odhadnout
jinym zptsobem. Tyto obtize odpadaji v simulacich molekulové dynamiky. Stanoveni parametrti pro
vsech 10 unikatnich dimert ze simulaci vybranych oligomerid bylo provedeno v nasi praci, uvedené
v Priloze 1. Ackoli ptedpoklad lokality je dosti radikalni, je tento model Uispésny v fadé biologickych
problémt a parametry z této prace jsou stale uzivany v n€kolika zahrani¢nich laboratotich. Nedlouho
poté jsme publikovali analogicky model (Ptiloha 2) pro soufadnice v ramci jednotlivych parti (intra-

basepair). Zde jsou pouze dva soubory parametrii, odpovidajici parim A-T a G-C.

Opusténi predpokladu nezavislych dimeri vede k nelokalnimu modelu, kde jakakoli soufadnice mtize

byt vazana (coupled) s jakoukoli jinou — nevylucujeme tedy zadné ¢leny ve funkci deformacni energie.
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Ptitom lze ocekavat, Ze vazba (coupling) mezi soufadnicemi bude nejvétsi, jsou-li baze blizko sebe, a

bude slaba pro vzdalené baze. Detailni teoreticka a vypocetni studie jedné sekvence (Pfiloha 3)

vskutku ukézala, ze tuhostni matice sice neni blokové diagondlni, ale ¢leny se vzdalenosti od

diagonaly rychle klesaji.
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Obr. 8. Tuhostni matice sekvence G(TA),C (vyfez stfedni ¢asti). Vyznacené ¢tvercové bloky 6x6

odpovidaji soufadnicim pro jednotlivé pary (intra-basepair) a pro jednotlivé dvojice nasledujicich pari

(inter-basepair). Uvazovana funkce potencidlni energie je obecnou kvadratickou formou vsech

soufadnic, nejsou tedy vylouceny zadné ktizové ¢leny (vazby, couplings) mezi soufadnicemi. Pfesto

ma matice v podstaté pasovou strukturu, kde vyrazné nenulové kiizové ¢leny jsou soustfedény kolem

diagonaly. Nejvétsi jsou ty, které popisuji vazbu mezi danou bazi a jejimi nejbliz§imi sousedy

(Cervené obtazena zona). Kazda baze mimo krajnich ma 5 nejblizSich sousedii — jednoho partnera

v paru a 4 baze ve dvou nejblizsich okolnich parech.
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5.2 Mechanicky model A-traktii

Praveé uvedeny nelokalni model piedstavuje Gplny popis mechanickych vlastnosti dané sekvence na
urovni tuhych bazi a v harmonické aproximaci. Aplikovali jsme jej nejprve na specialni sekvence, tzv.
A-trakty. Jsou to sekvence nékolika (aspon 4) adenint a thymint, které neobsahuji dimer TA. A-trakty
maji pozoruhodné strukturni vlastnosti, napf. velmi vysoky negativni propeler (Ghel rotace mezi
bazemi v paru podél jeho dlouhé osy, obr. 4) a maly zlabek vyrazné se zuzujici ve sméru od 5° k 3°
konci adeninové sekvence **. Je-li A-trakt vnofen do molekuly DNA s obecnou sekvenci, zpisobuje
ohyb do malého Zlabku, a to asi o 17-21 stupiiti na kazdy A-trakt °. Struktura A-traktd je dosti

studovana, ale jejich mechanické vlastnosti zstavaly dlouho neznamé.

keal-mol”! -deg‘2

- roll - roll

0.05

0.04

0.03

0.02

Obr. 9. Diagonalni elementy tuhostnich matic symetrickych (zelend) a nesymetrickych (Gervena) A-

traktd, spolu s kontrolni sekvenci neobsahujici A-trakt (modra). Symetrické trakty vykazuji vyraznou

nelokalitu — rust tuhosti smérem ke stiedu traktu.
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V nasi praci (Priloha 4) jsme se zamérili na srovnani riznych zpisobli méfeni ohybu DNA. Tato
problematika ma mj. vyznam pro uréeni ohybu experimentalnich struktur — je znamo, Ze napf.
krystalové struktury A-traktd davaji v disledku mezimolekulovych kontaktd v krystalu (packing
forces) ohyb ve sméru kolmém k tomu, ktery je pozorovan v roztoku **. Naproti tomu pievladal nazor,

x 36
(]

ze NMR zachycuje ohyb v podstaté spravné . V praci jsme v8ak ukazali, Ze nékteré struktury NMR

davaji ohyb A-traktu sice ve spravném sméru, ale nerealisticky velky.

Dalsi prace (Priloha 5) je jiz vénovana mechanickym vlastnostem A-traktti. Studovali jsme jednak
asymetrické trakty o sekvenci A,,, jednak symetrické A,T,. Vysledky ukazaly vyraznou nelokalitu
mechanickych vlastnosti symetrickych traktli — diagonalni prvky tuhostni matice vzristaji ke stfedu

traktu, a ani pro nejdelsi studovany trakt AsTs nejevi znamky saturace (obr. 9).

Biologicky vyznam A-trakti spoc¢iva predevsim v jejich schopnosti branit tvorbé nukleosomi. DNA
v bunécném jadre je sbalena pomoci velkych komplext zvanych nukleosomy, v nichz je 147 part bazi

obtoceno v témet dvou otockach kolem proteinového (histonového) jadra (obr.10).

deformace

E

oligomer DNA
A-trakt

threading

f«~ o,

y 4 \ g
N
d ) !

/ krystal nukleosomu

Obr. 10. Stanoveni deformaéni energie Gseku DNA (A-traktu) v nukleosomu. Usek je vkladan do
DNA na rtiznd mista v komplexu a prislusné deformovan (threading). Vysledkem je profil deformacéni

energie jako funkce polohy fragmentu v nukleosomalni DNA.

Volna energie tvorby téchto komplexi zavisi na sekvenci DNA. Podle soucasnych znalosti je
rozhodujicim faktorem mechanicka deformabilita DNA — flexibilni sekvence tvoii nukleosomy snaze
nez sekvence rigidni. A-trakty prakticky nukleosomy vitbec netvoii. Jejich pfitomnost v genomu tedy
zajidtuje oblast bez nukleosomii, kde je DNA vystavena puisobeni dalSich regulacnich proteinti *’.
Tento mechanismus vyuzivaji organismy k jemné regulaci exprese gent. V posledni dobé byl tento

3

e , . ~ ’ o 8 ~ S [y
ucinek vyvolan i uméle, vsunutim A-traktd do genomu *°. Spekulovalo se, Ze v pozadi jevu stoji
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neobvyklé mechanické vlastnosti A-traktl, ale ptfimy ditkkaz chybél. V nasi praci (Ptiloha 5) jsme
mechanicky model A-traktu pouzili k vypoctu jeho deformacéni energie v nukleosomu. Vysledky

ukazuji nejen vEtsi deformacni energii A-traktd ve srovnani s kontrolni sekvenci, ale naznacuji, Ze

vvvvv

nukleosomi jesté vice. Toho by bylo mozné vyuzit v budoucich experimentech, kde efekt vylouceni

nukleosomil (nucleosome exclusion) by mél byt pti pouziti symetrickych A-traktt silné;si.

kcal-mol-1

60} CG10 A10 AsTs |

40}

20¢

-60 -40 -20 0 20 40 60
pozice paru bazi

Obr. 11. Deformacni energie spojena s vlozenim A-traktu na rizné pozice v nukleosomu. Deformace
asymetrického traktu (Cervend) vyzaduje vySsi energii nez kontrolni sekvence (modrd). Symetricky

trakt (zelend) ma energii jesté vyssi nez asymetricky.

5.3 Modelovani alosterickych jevii

Jev alosterie je velmi dobfe znam v oboru proteinti. Spoc¢iva v tom, Ze ligand zméni svym navazanim
vlastnosti proteinu tak, ze dochazi k ovlivnéni afinity jiného ligandu s vazebnym mistem vzdalenym
od prvniho. Ligandy tedy neinteraguji pfimo, ale pouze ucinkem zprostfedkujiciho proteinu. Méné je
znamo, 7e alosterické jevy existuji i v oboru DNA **'. Jeden ligand zméni svym navazanim strukturu
a mechanické vlastnosti DNA, coz ovlivni afinitu jiného ligandu (obr. 12). Tento efekt ma pouziti pii
vyvoji 1éCiv, kde prvni ligand se Casto vaze do malého zlabku (jde typicky o diaminy nebo pyrol-
imidazolové slouceniny). Zménéna struktura a flexibilita dvousroubovice DNA pak pusobi inhibi¢né

na dané patologické procesy.

Pro popis tohoto jevu jsme rozsifili mechanicky model o dalsi skupinu soufadnic, definujici Sifky
zlabkl (Ptiloha 6). Vazba prvniho ligandu je modelovana fixovanim (constraining) soufadnic ve
vazebném misté na hodnoty znamé ze struktury komplexu. Ostatni, nefixované soufadnice pak

nabyvaji svych energeticky optimalnich hodnot v souladu s touto vazbou (constraint). Takto jsme
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modelovali efekt vazby netropsinu k sekvenci TATATA a predpovedéli, Ze netropsin zdeformuje tuto

sekvenci neobsahujici A-trakt do tvaru, ktery je velmi podobny skutecnému A-traktu (obr. 13). Jde

tedy o zptsob jistého strukturniho mimikry jen spomoci malého ligandu. Ohyb ptedpovézené

struktury je v kvantitativni shodé s experimentalnimi daty™.

Obr. 12. Princip alosterie v DNA. Navazani ligandu (modra oblast) zméni strukturu a deformabilitu

dvousroubovice, coz ovlivni afinitu dal$ich liganda.

-~ maly Zlabek

vazba
netropsinu

: pndpeﬂer

20

19
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TGGTATATACTG

TGGTATATACTG

Obr. 13. Navazani netropsinu zuzi maly zlabek, ostatni soufadnice pak relaxuji tim zpisobem, ze

vysledny komplex (Cervend) je strukturné podobny A-traktu (Sedd), ackoli dana sekvence A-trakt

neobsahuje a v nepfitomnosti ligandu mu neni viibec podobna (modra).
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Dalsi aplikaci mechanického modelu alosterie je popis elastické interakce mezi dvéma proteiny
vazanymi na DNA (Pfiloha 7). Proteiny jsou tak daleko, Ze nemohou interagovat pfimo, pfesto vazba

3% se méni

jednoho ovliviiuje afinitu druhého (obr. 14). Experimentalné pozorovany efekt
z kooperativniho na antikooperativni se vzdalenosti mezi proteiny, a to periodou asi 10 paru bazi, tj.
s helikalni periodou DNA, a vyhasina, jak se proteiny vzdaluji. Tomu odpovida i predpovézeny
energeticky profil (obr. 15). Na rozdil od experimentu vSak model poskytuje i detaily pfislusnych

strukturnich zmén.

EcoRV

Obr. 14. Schematické znazornéni elastické vazby mezi dvéma proteiny prostfednictvim DNA

spojujici jejich vazebna mista.
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Obr. 15. Energeticky rozdil vazby druhého proteinu za piitomnosti a bez ptitomnosti prvniho. Nulova
hodnota znaci absenci kooperativity — proteiny se neovlinfnuji. Zde ale mira kooperativity kolisa
s periodou 10 part bazi pozorovanou i experimentalng a vyhasina se vzdalenosti proteint. Energetické

zmény jsou pomérné malé, piesto je model dokaze zachytit.
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5.4 Mechanické vilastnosti poSkozené DNA

Oxidativni poskozeni vede k celé¢ tadé strukturnich anomalii v dvousroubovici DNA, jako jsou
abazicka mista nebo nové vzniklé kovalentni vazby v daném vlakné (intrastrand cross-link) ¢i mezi
vlakny (interstrand cross-link). Takova mista mohou mit neobvyklé mechanické vlastnosti, coz pak
ovliviiuje biologickou funkci DNA. Rovnéz proteiny uréené k opravé mohou vyhledavat tato
poskozeni na zaklad¢ jejich mechanickych charakteristik. NaSe studie (Ptiloha 8) vznikla ve spolupraci
se skupinou Elise Dumontové (ENS Lyon, Francie) se zaméfila na dvé zdanlivé pribuzné varianty
kovalentni struktury spojujici obé vlakna (interstrand cross-link), kde v jedné se vazby tcastni guanin
(ICL A), ve druhé adenin (ICL B, obr. 16). Rozsahlé kvantové vypocty provedené E. Dumontovou se
spolupracovniky dopliuji simulace molekulové dynamiky a analyza mechanickych vlastnosti. Ackoli
se vazby ucastni v obou ptipadech purin, vede kazdy systém ke zcela odlisné struktuie (obr. 16), které

odpovida i zcela odlisna mechanika.
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Obr. 16. Struktury a schematickd znazornéni interakci studovanych oxidativnich poskozeni DNA,

zahrnujicich vznik nové kovalentni vazby (cross-link) mezi obéma vlakny.

Zatimco tuhost ICL A se téméf nelisi od kontrolniho duplexu, je ICL B podstatné flexibilnéjsi (obr.
17). Tato vétsi flexibilita zajistuje entropickou stabilizaci dané struktury a tim pfispiva k vétsi

vytéznosti oxidativni reakce ve srovnani s ICL A, pozorované experimentalng **.
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Obr. 17. Entropie struktur s oxidativnim poskozenim z obr. 16.

5.5 Mechanika strukturnich motivit RNA

Obdobny pfistup jako v pripadé DNA lze pouzit i pro studium mechaniky strukturnich prvkii RNA.
Jde typicky bud'to o krat$i dvouSroubovice nebo o riizné nehelikdlni (nekanonické) motivy. Prvni
uvedend prace (Ptiloha 9) se tyka vlastnosti diilezitého pohyblivého prvku v ribosomu, tzv. L1 stalku
(obr. 18), ktery reguluje posun RNA pii syntéze proteintt ** Struktura je tvofena spojenim ¥ helixi

(three-way junction), k némuz je pfipojen jeden z ribosomalnich proteint.

Obr. 18. Struktura L1 stalku a jeho umisténi v ribosomu.
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Mechanicky model parametrizovany ze simulaci molekulové dynamiky prokazal, ze flexibilita L1
stalku neni jen disledkem flexibility v misté, kde se helixy spojuji, ani jen vysledkem flexibiliy
samotného helixu nesouciho protein, jak se diive spekulovalo. Oba pfispévky jsou podstatné, pficemz

spojeni helixti ptispiva asi 25-40 procenty k celkové variabilité v ohybu (podle druhu organismu).

Druha zde uvedena prace (Ptiloha 10) je zaméfena na studium vlastnosti jiného dulezitého motivu, tzv.
C-loopu, vyskytujiciho se na tfech mistech vribosomu a uzivaného i jako stavebni prvek
v nanostrukturach RNA *. Jde o nekanonicky motiv tvofeny dvéma trojicemi bazi a obklopeny na

obou stranach kratkymi helixy (obr. 19).

ZXIIeH

LXIIPH

Obr. 19. Struktura C-loopu, nekanonického motivu RNA. V mechanickém modelu je kazdy z helixt

obklopujicich motiv representovan jako tuhé téleso.

Pro popis mechanickych vlastnosti C-loopu, do té doby zcela neznamych, jsme pouzili model, v némz
kazdy z helixd je nahrazen tuhym télesem. Konstrukce téchto efektivnich tuhych téles je zaloZena na

priumérovani polohy a orientace bazi v helixu, jak je popsano vyse. Nekanonicky motiv mezi obéma
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helixy zprostiedkuje jejich efektivni interakci, tj. chova se jako pruzina. Uvazujeme vSech Sest stupit
volnosti popisujicich relativni posunuti a rotaci jednoho télesa vzhledem k druhému. Model je opét
parametrizovan z volnych (unrestrained) simulaci molekulové dynamiky. Vysledky ukazuji, Ze
efektivni tuhost motivu se pfili$ nelisi od tuhosti béZzného helixu, pfestoze vzajemné pootoceni helixti
(twist) je mnohem vétsi nez u bézné dvousroubovice. Funkci tohoto motivu je tedy adjustace

vzajemné polohy helixi bez snizeni mechanické tuhosti, coz Ize vyuzit i v navrhu nanostruktur.

6. Zavér

Predlozena prace se zaméfuje na studium mechanickych vlastnosti molekularnich systému, konkrétné
nukleovych kyselin, vypocetnimi metodami. Mikroskopickd velikost systému umoziuje stanoveni
téchto vlastnosti bez nutnosti vnucené deformace, pouhou analyzou tepelné vybuzenych strukturnich
fluktuaci. Soubory statistické mechaniky pro tuto analyzu jsou generovany standardnimi simulacemi
molekulové dynamiky v atomovém rozliSeni. V praci jsou nejprve zformulovany vhodné mechanické
modely a pak na ptikladech ukazana jejich aplikace. Studované problémy zahrnuji A-trakty DNA a
jejich vliv na tvorbu nukleosomtl, alosterické jevy v DNA nebo vlastnosti strukturnich motivii RNA
vyznamné v biologii i v nanotechnologickych aplikacich. V budoucnu by se chtél autor vénovat
jednak problémim zahrnuti anharmonickych jevil, jednak modelim zaloZzenym na spojovani prvki

jako jsou tyto do vétsich celkd.
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