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Abstract

The bachelor thesis is devoted to computer simulations of proteins, which are introduced and
described here in a way so the work can serve as a primary explanatory text for students of
non-physical, biological fields. The work reacts to a current situation where a majority of
available textbooks, tutorials, software manuals, or scientific reviews are written from physics
or, in some cases, chemistry points of view, and they discourage students from biological fields
by their rather technical style. Here, attention to the practical aspects of basic protein
simulations is paid as an introduction to this research approach. In the thesis, protein structure
databases, visualization techniques, molecular-mechanical description, molecular dynamics
simulations, and basic data analyses are described and discussed. The methods are
demonstrated on a small globular protein actin, and the most popular visualization and

simulation software is employed for the practical parts.
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Uvod

Proteiny jsou velmi vyznamné v biologii zivych buné¢k. Jsou v kazdé butice organismu a jsou
stale obnovovany. Bilkoviny slouzi jako zaklad stavby a vyvijeni se zivych struktur. Jsou
pouzivany pro obnovovani a zachovéavani té€l organismui. Proteiny jsou vyznamné v mnoha
smérech, mezi jejich dal$i vyznam patii stavba enzymi a hormonl na které se podileji.
Napomadhaji drzet konstantni osmoticky tlak, a podileji se na spousté dalSich vyznamnych
¢innostech v zivych organismech. Vyznamnou roli hraji proteiny také v biotechnologickych
aplikacich. Bilkoviny jsou vyuzivany napiiklad v biokatalyze, kde slouZzi jako katalyzatory,
tedy zrychluji chemické reakce a snizuji aktivacni energii. Mohou byt uzivany také jako
specifické senzory. Dnes jsou bilkoviny vyuzivany také v oboru bioelektroniky, kde jsou

zkoumany jejich vodivé vlastnosti.

Bilkoviny jsou definovany strukturami, z kterych jsou sloZzeny. Mame Ctyfi strukturni Grovné
(primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni). Témito urovnémi méme popsan kazdy protein,
ktery je zndm. Od téchto struktur se odviji také funkce jednotlivych proteind. Funkce proteint
muze byt transportni, enzymatickd, zasobni, ochrannd, kontraktilni, hormondlni, strukturni a
toxiny. Tyto funkce jsou vzdy definovany podle struktury, kterou protein zaujima. Napiiklad
diky specifické geometrii aktivnich mist proteinii vime, kde maji enzymy sva aktivni mista.
Protein muze byt jednoduchy (obsahuje jen aminokyseliny) nebo sloZzeny (obsahuje
nebilkovinovou slozku). Diky struktufe metaloproteinu mizeme naptiklad zjistit, jak je
ovlivnén redoxni potencidl. Dale miizeme ze struktury jednotlivych proteinti vycist, jak svou

geometrii ovliviiuji propustnost iontovych kanal.

Vyznam pocitacovych simulaci pro studium proteinii spo¢iva v tom, ze mizeme vzit atomarni
strukturu proteinu ziskanou z experimentu, kterd nemusi byt vzdy dostate¢né detailni a
nasimulovat si, jak se bude struktura pohybovat nebo co se s ni bude dit, pokud bude naptiklad
ve vodném roztoku. Ziskame tak atomarni rozliSeni proteinu, ktery se pohybuje. Dale mizeme
zanalyzovat simulaci a ziskat tak detailni informace napftiklad o vibraénim spektru dané¢ho
proteinu, jeho polohach béhem simulace oproti experimentdlnim vysledkim, enzymatické

reakéni mechanismy, mechanismy pfenosu naboje v reakénich centrech.

Obsahem této prace je shrnuti jednotlivych krok, které je potfeba vykonat pii analyze proteinid
pomoci pocitacovych simulaci. Od ziskani experimentalnich dat z databaze, ptes vizualizaci a
optimalizaci, az po zékladni simulace a jejich analyzy. Tato bakalafska prace ma slouzit jako

manual a pfirucka pro dalsi studenty a zacate¢niky v poc¢itacovych simulacich.



Tato préace je usporadana, tak jak se bézné postupuje pfi studiu proteinii pomoci pocitacovych
simulaci. Nejprve jsou struéné shrnuty zdkladni vlastnosti proteint a piedstaven systém, na
kterém budou jednotlivé postupy demonstrovany. Dale se vénujeme proteinové databazi, kde
je mozné ziskat atomovou strukturu proteinu, jejiz znalost je nezbytnd k provedeni simulaci.
Dale jsou pfedstaveny vizualiza¢ni ndstroje, tedy software, ktery se obvykle pouziva
k zobrazeni proteinovych struktur i simulacnich trajektorii. Nasledné popisujeme, co je to
molekularné mechanicky popis, jaké jsou jeho pfednosti a limity, a zminiujeme dostupna silova
pole. Poté jsou piedstaveny samotné simulacni techniky a jejich konkrétni provedeni
v programovych balicich Amber a Gromacs. Nakonec diskutujeme zékladni analyzy, které se
beézné pii studiu proteinl provadéji. V zavéru prace je shrnuti celé metodologie pocitacovych

simulaci proteini, tak jak je zde pfedstavena v¢etné doporuceni dalSich postupi.



1 Proteiny

Proteiny, v Ceské literatufe znamé také jako bilkoviny, jsou biologické makromolekuly
ptitomné ve vSech zivych bunkach. Zde maji strukturni a zdsobni funkce. Z pohledu struktury
délime proteiny na jednoduché a slozené. Jednoduché jsou tvofeny pouze aminokyselinami.
Slozené (konjugované) obsahuji kromé aminokyselin v molekule také nebilkovinovou slozku,
coz muze byt sacharid, nukleova kyselina, lipid, ion kovu, nebo n¢jaky jiny organicky kofaktor.
Podle toho se slozené proteiny déli na glykoproteiny, nukleoproteiny, lipoproteiny,
metaloproteiny, nebo obecné holoproteiny. Z funkéniho hlediska rozliSujeme enzymy, které
katalyzuji chemické reakce, zdsobni proteiny (napt. ovalbumin ve vaje¢ném bilku), transportni
proteiny (napf. hemoglobin ptenaSejici kyslik v ¢ervenych krvinkach), ochranné proteiny
(napt. imunoglobulin), kontraktilni proteiny (napf. myozin podilejici se na svalovych
kontrakcich), hormony (napf. inzulin), toxiny (napft. hadi jed) a strukturni proteiny (aktin nebo

kolagen) [1-3].

Zakladnimi stavebnimi kameny proteini jsou aminokyseliny, coz jsou malé chiralni chemické
slouceniny s obecnym vzorcem NH>-CH(-R)-COOH, které se li§i svym postrannim fetézcem
(R, tzv. reziduum). Piestoze v ptirodé¢ existuje velké mnozstvi riiznych aminokyselin, pouze 20
tzv. proteinogennich aminokyselin tvoii proteinové struktury (seznam téchto aminokyselin je
uveden v Tabulce 1). VSechny proteinogenni aminokyseliny maji L-enantiomerni (t;.
levotoc¢ivou) formu. Na zakladé chemickych vlastnosti jejich postrannich skupin délime
aminokyseliny na alifatické (Ala, Gly, Ile, Leu, Pro, Val), aromatické (His, Phe, Trp, Tyr),
kyselé (Asp, Glu), bazické (Arg, Lys), aminokyseliny obsahujici siru (Cys, Met), aminy (Asn,
Gln), anebo hydroxyly (Ser, Thr). Nékdy se mezi proteinogenni aminokyseliny fadi také
selenocystein (Sec), coz je cystein, kde je sira nahrazena selenem. Tato aminokyselina se ale

v proteinovych strukturach vyskytuje pomérné ziidka (napft. glutathionperoxidéaza) [1].

Sekvence aminokyselin, ktera tvofi tzv. primarni strukturu proteint (viz. nize) je kodovana
v deoxyribonukleové kyseliné (DNA). Ta se v prvni fazi syntézy bilkovin (tzv. genova
exprese) prepisuje na medidtorovou ribonukleovou kyselinu (messenger RNA nebo jen
mRNA), coz je proces znamy jako transkripce DNA, ktery katalyzovany RNA polymerazou
uvnitt bunééného jadra. Nasledné mRNA piechazi z jadra do cytoplasmy a pomoci ribozomu
dochazi k samotné proteinové syntéze, kdy se jednotlivé aminokyseliny spojuji pomoci

peptidickych vazeb (Ri-NH2 + HOOC-R> — Ri-NH-CO-R» + H20) do polymernich fetézci.



Potadi aminokyselin je ur¢eno sekvenci nukleovych bazich v DNA, resp. mRNA, a naznaceny

proces genové exprese tvori centralni dogma molekularni biologie [1-2].

Tabulka 1: Seznam proteinogennich aminokyselin, jejich tripismennych (3L) a

Jjednopismennych (1L) kodii a chemického slozeni jejich postrannich reteézcii.

Aminokyselina 3L kod 1L kod Postranni Fetézec
Alanin Ala A -CH3

Arginin Arg R -(CH2)3-NH-C(NH)NH»
Leucin Leu L -CH»-CH-(CH3)2
Isoleucin Ile I -CH(CHj3)-CH»-CH3
Valin Val A% -CH-(CHz3)2

Prolin Pro P -CsHoN

Fenylalanin Phe F -CH>-C¢Hs
Tryptofan Trp W -CHz-CgHsNH
Methionin Met M -CHz-CH2-S-CH3
Glycin Gly G -H

Serin Ser S -CH>-OH

Threonin Thr T -CH(OH)-CH3
Tyrosin Tyr Y -CH;-C¢H4-OH
Asparagin Asn N -CHz-C(O)-H2N
Glutamin Gln Q -CH>-CH>-C(O)-H2N
Cystein Cys C -CHz-HS

Lysin Lys K -(CH2)4-H2N
Histidin His H -CHz-C3H3N2

Kys. Asparagova Asp D -CHz

Kys. Glutamova Glu E -(CHz).-COOH

1.1 Struktury protein(
U proteind rozliSujeme Ctyii urovné strukturniho uspotfadani atomti do vysledné 3D geometrie.

Ty jsou zname jako primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni struktura protein.

Priméarni struktura

Priméarni struktura proteint je ur¢ena pofadim aminokyselin v polypeptidickém fetézci. Mlze
tam byt zahrnuta poptipadé i poloha disulfidovych vazeb tedy kovalentnich vazeb mezi
cysteiny, které zpravidla nejsou v ramci peptidického fetézce v tésné blizkosti. Primarni
struktura se experimentalné ziskava sekvenovanim daného polypeptidického fetézce. Poradi

aminokyselin urc¢uje konformaci a biologickou aktivitu proteint [1].



Sekundarni struktura

Sekundérni struktura urcuje zédkladni typy 3D uspofadani primarniho peptidického fetézce,
které zpravidla stabilizovano vodikovymi vazbami. Jde o pravidelné se opakujici struktury,
které maji n¢jaky typicky geometricky tvar. Sekundarni struktura byla nejdiive teoreticka a
pozd€ji byla potvrzena experimentdlné metodami rentgenové krystalografie [1].
Nejznadméjsimi a nejcastéjSimi typy sekundarnich struktur jsou tzv. a-helix (Sroubovice) a -

sheet (skladany list).

o-helix je Casto se vyskytujicim strukturnim motivem u globularnich bilkovin. Jde vétSinou o
pravotocivou Sroubovici, ktera je stabilizovana vodikovymi mustky. Jeji rozméry jsou presné
dané: 3,6 aminokyselinovych zbytktli na jednu otacku (zavit). Vyska jednoho zavitu je 0,54 nm
(podél osy spiraly). Vzdalenost mezi ekvivalentnimi atomy sousednich zbytk, tvoticich hlavni

fetézec, méteni podél osy spirdly = 0,15 nm [1].

f-sheet je geometricky ttvar, ktery vypada jako harmonika. Uhel, ktery sviraji jednotlivé
plochy je 153 (jde o pohled z boku na strukturu). a-uhliky jsou zde zastoupeny z vice oblasti
na rozdil od o-helixu. Jde o useky 5-10 aminokyselin. Stabilizatorem polypeptidi jsou

vodikové vazby mezi vodikem amidu a kyslikem karbonylu sousednich fetézct [1].

Terciarni struktura

Bilkoviny obsahujici sekundarni struktury se organizuji do kompaktnich doménovych
jednotek, které spojuje polypeptidickd kostra (backbone). Vztahy téchto domén popisuje prave
tercialni struktura. Déle popisuje rtizné zpiisoby, kterymi se riizné vzdalené aminokyseliny
dostavaji do tésné blizkosti v ramci primarni struktury. Tercialni struktura také popisuje vazby

stabilizujici konformace [1-2].

Kvartérni struktura

Neékteré globularni bilkoviny jsou sloZeny z vice polypeptidickych fetézct. Tyto bilkoviny se
nazyvaji oligomerni. Jednotlivé fetézce pak tvoii proteinové podjednotky. Vzdjemna orientace

téchto podjednotek v molekule oligomerniho proteinu se oznacuje kvartérni struktura [1-2].



1.2 Aktin

Aktin je nejvyse zastoupenym proteinem ve vSech eukaryotickych buiikdch. M4 nejvice ucasti
v interakcich protein-protein ze vSech proteinti. Ma schopnost pfechdzet mezi dvéma stavy -
monomernim (G-aktin) a vldknitym (F-aktin), za kontroly nukleotidové hydrolyzy, iontl a
aktin-vazebnych proteinti. Aktin je kritickd soucast v bunénych funkcich, naptf. bunécna
mobilita, udrzovani tvaru a polarity bun¢k, regulaci transkripce. Interakce mezi myozinem a

vlaknitym aktinem je zédkladem svalové kontrakce [2-5].

Na tomto proteinu budou v ramci této prace demonstrovany jednotlivé kroky, které se pfi
simulacich biomolekul provadéji. Tento protein byl vybran proto, ze je velmi dobie
prozkoumany a jeho data jsou velmi piesné. Konkrétné¢ vybrana struktura proteinu Aktin
v databazi PDB, je velmi dobra pro simulace, protoze nema zadné kofaktory, takze se snadno
parametrizuje, zaroven je velmi maly, diky tomu jsou simulace a veskera prace s proteinem
velmi rychld. RozliSeni je 1.54 A (angstromi). Protein byl popsian metodou rentgenové
difrakce. Pouzita struktura aktinu (PDB id 1J6Z) pochéazi z Oryctolagus cuniculus (Kralik
divoky) [6].
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2 Strukturni databaze

2.1 Detekce a predikce proteinovych struktur

Pro studium proteinti, analyzu jejich vlastnosti i provadéni pocitacovych simulaci je zasadni
znat atomarni strukturu téchto makromolekul. Ta se vétSinou detekuje experimentaln€ pomoci
rentgenové difrakce, popt. nukledrni magnetické rezonance ¢i kryogenni mikroskopie [7, 8].
V ptipad¢, ze je znama jen ¢ast struktury, je mozné chybéjici data doplnit také pomoci tzv.
homologniho modelovani [9, 10]. V posledni dobé je také mozné predikovat proteinové
struktury pouze ze znalosti jejich aminokyselinové sekvence, a to pomoci umélé inteligence
(AD) [11, 12], kde doslo k vyraznému vyvoji a zlepSeni pfesnosti s rozvojem strojového uceni

a neuronovych siti.

Rentgenova difrakce

Tato metoda slouzi k ur€eni atomové a molekularni struktury krystalu. Rentgenové paprsky,
které dopadaji na krystal, jsou rozptyleny do mnoha smérti. Po zméteni uhl a intenzit paprska
po rozptyleni je mozné vytvofit 3D obraz hustoty elektront v krystalu. Diky tomuto obrazu
muzeme urcit dale stiedni polohy atomt, chemické vazby a mnoho dalSich informaci. Touto

metodou byla uréena pievazna cast struktur, které se nachazeji v proteinové databazi PDB [7].

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR)

Metoda slouzici k ur€eni struktur proteinli a jejich komplext. Poskytuje také informace o
interak¢éni a konformacni dynamice v ¢asovém intervalu pikosekund az sekund (n€kdy i dni),
raznych roztocich, ale i v Zivych buitkdch. NMR je zaloZena na 4 krocich, od ptipravy vzorku,
ptes analyzu dat NMR, strukturdlni vypocty a nakonec posuzovani kvality. Samotni nuklearni
magnetickd rezonance vyuziva magnet, kterému je vystaven urCity protein a na n¢j jsou

vysilany radiofrekvencni signaly, zde se pak mé&ii jejich absorbce [7].

Kryogenni mikroskopie (CryoEM)

Metoda pracujici s elektronovou mikroskopii, vyuzivajici extrémné rychlé zmrazeni vzorku ve
vodné bazi. Diky velmi rychlému podchlazeni, se voda neuspotada do krystalické miizky, ale
vznikne amorfni led v okoli vzorku, ktery pfipomind sklo. Diky tomu je mozné vidét vzorek

ve velmi kvalitnim rozliSeni. Tato metoda nezobrazuje pohyb ani interakce molekul [8].
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Homologni modelovani

Uvadéna jako jedna z nejpiesnéjSich metod na predikci struktur. Vyuziva znalost sekvence
proteinu a znalost jeho homologniho proteinu, tento protein musi mit alesponn 30% schodu
v sekvenci s neznamym proteinem. Poté se neché pracovat software, ktery dopocita celkovou

strukturu [9, 10].

Metody umélé inteligence (Al)

Nova metoda na uréovani proteinovych struktur, ktera vyuzivd umélou inteligenci. Jeji boom
pfisel v roce 2021, kdy byl zpfistupnén software AlphaFold skupiny DeepMind. Tato metoda
urcuje struktury na zdklad€ umé¢lé inteligence, ktera vyuziva aminokyselinovou sekvenci a diky
informacim z nékolika sekvenénich databazi vytvoti jejich 3D strukturu diky evoluéné
pfibuznym proteinim. Metoda umél¢ inteligence mé velkou budoucnost, rapidné se rozvyji,

ale stéle je zde hodné prostoru pro zlepSeni [11, 12].

2.2 Proteinova databaze PDB

Proteinova databdze (Protein Data Bank, PDB) [6] je celosvétova online databaze, kam se
ukladaji 3D strukturni data velkych biologickych molekul, jako jsou proteiny a nukleové
kyseliny (RNA, DNA). PDB zalozil vroce 1971 Walter Hamilton v Brookhaven National
Laboratory a na poc¢atku obsahovala pouze 7 struktur. Od r. 1998 je PDB spravovana organizaci
Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB), kterou v dobé¢ jejiho zalozeni
vedla Helen M. Berman. Vr. 2003 byla pak vytvofena Worldwide Protein Data Bank
foundation (wwPDB), aby fungovala jako spravce jediného archivu PDB makromolekularnich
dat. Tyto data jsou volné pfistupné celosvétové komunité. Patfi pod ni organizace, které

ukladaji, zpracovavaji a distribuuji data PDB [6].

V soucasné dobé€ je v databazi uloZeno vice nez 200 000 zaznamil experimentalné urcenych
struktur proteinli a nukleovych kyselin. Kromé toho obsahuje databdze nové také struktury
predikované pomoci umélé inteligence (AlphaFold, vice nez 1000 000 zaznami) [12].
K prohledavani databaze se pouziva webovské dostupné na hlavni strance RCSB PBD [6]. Pii
hledani je krom¢ jména pozadované molekuly mozno specifikovat také rozliSeni, chemické
atributy, ¢i podobnost s jinou strukturou. Jako vysledek vyhleddvani se zobrazi seznam struktur
spliiujicich dand kritéria (typicky hledany protein a v§echny jeho dostupné varianty, napt. rizné

mutace, hybridni komplexy s dal§imi navazanymi molekulami ¢i organickymi kofaktory,
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super-komplexy nékolika proteind, ¢i struktury z riznych méfeni). Po vybrani preferované
struktury, se zobrazi jeji stranka s detailnimi informacemi o dané struktute. Ukdzka takového

zaznamu je uvedena na Obrazku 1 [6].

RCSBPDB Deposit+ Search v Visualize v+ Analyze ~ Download + Leam ~ More ~ Documentation ~ Careers | MyPDB v | Contact us

Structure Summary 3D View Annotations Experiment Sequence Genome Versions
( Biological Assembly 1 @ )
1J6Z
»

UNCOMPLEXED ACTIN
PDB DOI: 10.2210/pdb1J6Z/pdb

[ PESEVETER ® Download Files ~

Classification: CONTRACTILE PROTEIN
Organism(s): Oryctolagus cuniculus
Mutation(s): Yes @

Deposited: 2001-05-15 Released: 2001-08-15
Deposition Author(s): Otterbein, LR., Graceffa, P., Dominguez, R

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation @ © 3D Report | Full Report

Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value
Resolution: 1.54 A Clashscore ME—
R-Value Free: 0.223
R-Value Work: 0.179
© 3D View: Structure | 1D-3D View | R-Value Observed: 0.179

Validation Report | Ligand Interaction

Global Symmetry: Asymmetric - C1 @

Global Stoichiometry: Monomer - A1 @ This is version 1.3 of the entry. See complete history.

Find Similar Assemblies

Literature

Blological assembly 1 assigned by authors

The crystal structure of uncomplexed actin in the ADP state.

Obradzek 1: Ukdzka zdznamu z proteinové databdze PDB. Na levé strané je zobrazena struktura daného
proteint (v tomto pripadé aktin), v prostfedni ¢dsti jsou uvedeny zdkladni tdaje o této strukture
(ptivod, detekini metoda, rozliSeni, odkaz na plvodni publikaci) a v horni pravé c&dsti je menu

umoZhiujici staZeni strukturnich souradnic v poZadovaném formdtu.

Hlavnimi informacemi je nazev napft. ,,Uncomplexed actin“, PBD ID (tento ¢tyfmistny kod je
originalni pro kazdou strukturu, je mozné podle néj strukturu vyhledat, ale i ji diky tomu zadat
a nechat si ji zobrazit v riiznych systémech, jako je VMD a dal$i). Dal$imi informacemi jsou
klasifikace proteinu, organismus, v kterém se dana struktura nachazi, jestli je struktura po
mutaci. U kazdé struktury je né¢kolik obrazk jako 3D struktury a jsou zde informace o metode
a vysledcich uréeni struktury (popis metod pro ur€ovani struktur viz ¢ast 2.1). Dale jsou zde
uvedeny i parametry dané struktury. Dalsi diilezitou informaci je cela sekvence dané struktury,
a kde se nachazi mutace a dalsi struktury navic, pokud jsou pfitomny. Dalsi blok zahrnuje
uvedeni informaci ohledné navazanych struktur na protein (organické ligandy, ionty, apod.).

Posledni blok zahrnuje experimentalni data (délka, uhly...).
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3 Vizualizacni nastroje

3.1 Pocitacova grafika

PocitaCova grafika se zabyva zobrazovanim 3D objektti na 2D obrazovce, piicemz nejde jen o
jednoduchou projekci, ale zohlediiuje se zde i1 perspektiva. Déle se zabyva vykreslovanim a
prekryvanim objektli na obrazovce. Dal$im dilezitym pojmem v pocitacové grafice je tzv.
teselace povrchill, to znamend, Ze je vyplnén prostor neptekryvajicimi se geometrickymi

objekty [13].

Matematicky se problém zobrazeni fesi pomoci maticovych transformaci (pouzivaji se matice
4x4 a quaternionovy formalismus, ktery zjednoduSuje vypocty, linearni transformace jsou

vhodné implementaci na grafickych kartach) [13].

V programech pouzitych v této praci jsou dulezité tii grafické pojmy, které slouzi k vizualizaci
proteint, a témi jsou Coloring (obarvovani), Drawing (vykreslovani) a Material (typ povrchu

a textury).

Coloring

Vizualiza¢ni programy maji pomérné¢ hodné moznosti, co a jak obarvit. Barva na pocitaci je
tvofena pomoci pixelli na monitoru. Abychom vid¢€li urcité barvy na monitoru pocitace je
potfeba aby bylo vysilano spravné mnozstvi svétla, tii zdkladnich barev (Cervend, zelend a
modra). Vektor téchto barev se nazyva RGB (red, green, blue). Existuji i1 jiné reprezentace

barev jako HSV (Hue, Saturation, Value), CMYK (Cyan, Magenta, Yellow, blacK) [13].

Vsechny grafické zobrazovaci programy maji prednastavené barvy, které muizete pouzivat na
obarveni struktur, nebo jejich ¢asti. VEétSina programit ma moznost navoleni a nastaveni barev,

podle toho, co se komu libi.
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| Color Controls — X

Assign colors to categories:

Categories Names Colors
Display 4| |Background 0 blue -
Axes BackgroundTop |1 red
Name BackgroundBot 2 gray
Type Foreground 3 orange
Element FPS 4 yellow
Resname ¥ 5tan s

Color Definitions | Color Scale |

Method offsetl 0.23 | l
RGB v

Midpoint [ 0.42 | 1

Obrdzek 2: Nastaveni vlastnich barev, na barevné skdle. Program VMD. Kategorie, co chceme

obarvovat (Categories). Prednastavené barvy (Colors).

Drawing

Drawing neboli vykreslovani slouzi k vybéru, jak chceme dany objekt zobrazit, jakym stylem.
Rizné metody zobrazuji rizné véci, néco zobrazuje 1€pe vazby a jednotlivé molekuly, a jiné
zobrazeni zase 1épe ukaze sekundarni struktury [14]. Zakladni vykreslovaci metodou je metoda
,Lines®, kdy se molekularni struktura zobrazi jako pomoci cCar, které znazoriuji chemické
vazby mezi atomy. Samotné atomy se ale nijak nezvyraziuji. Podobné je tomu i v metode
,Licorice® (tzv. tyCinkovy model), kde jsou ovSem tyto Cary vykreslené pomoci 3D valcl o
dané tloust’ce, na které je mozné (na rozdil od ¢arového modelu) namapovat vybranou texturu
¢i povrch. Metoda ,,CPK*“ (pojmenovand po svych tviircich: Corey, Pauling, Koltun) je
roz§itenim ty¢inkového modelu o sférické zobrazeni atomu (jde o typické zobrazeni molekul
jako kouli spojenych tycemi reprezentujicimi chemické vazby). Naopak metoda ,,VDW*
zobrazuje pouze atomy pomoci kouli, jejichz velikost odpovida jejich van der Wallsovu
poloméru. To je vhodné pro ilustraci vyplnéni prostoru molekularni hmotou, i kdyz u proteint
se vice vyuziva povrchové vykresleni (,,Surface®). Nejcastéjsi metody vyuzivané pro
vizualizaci proteind jsou ,,Ribbons* (popf. ,,Cartoons* a jejich obdoby), které zobrazuji velmi

dobfe prvky sekundarni struktury, jako jsou Sroubovice (a-helix) a sklddané listy (B-sheet).
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Obrdzek 3: Rizné metody vykreslovaci metody jako Lines (a), Licorice (b), CPK (c), VDW (d),
NewRibbons (e), NewCartoons (f)

Material

Ve vSech tfech programech je mozné vybrat si materidl zkterého bude struktura
vymodelovana. Toto je dulezité, protoze pak si miizeme vybirat jak se bude odrazet svétlo, jak
bude struktura prithledna a jak se bude lesknout. Jsou dvé zakladni moznosti, které se nedaji
upravovat dale. Opaque, neboli neprihlednd a Transparent, neboli prihledny. VSechny
materialy jsou definovany podle péti nastaveni: neprithlednost (opacity), ambientni Cislo které

fikd, jak moc odrazi material okolni svétlo, difuze (diffuse)- odrazy zavislé na umisténi
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osvétleni a ne na sméru pohledu, Specular- ¢islo, které popisuje intenzitu zrcadlového odrazu,

lesk- ¢islo, které popisuje jak velké uhly sviraji zrcadlové odrazy [13, 14].

3.2 Program Mol* Viewer

Tento program je interaktivni vizualizacni software pro zobrazeni molekularnich struktur.
Software je dostupny online. Umoznuje rychle a snadno vizualizovat a analyzovat molekuldrni
struktury v 3D prostoru. Program umoziiuje zobrazeni molekul v riiznych reprezentacich, jako
jsou kulickové modely (CPK), ty¢inkové modely (licorice), plosné reprezentace nebo

elektrostatické potencialy [15, 16].

Mol*Viewer je propojen s webovym prohlizeCem a je na ném mozné sdilet své vysledky

s kolegy nebo vetejnosti pomoci URL adresy [16].

€ 5> C (& mobtarorghien o # % = 0 @ (Fuweom D)

Sequenceof DEZIUNCOM.. ¢ Chsn & LACTNAH. & AS
g O State Tree K Structure Tools
8 | e - CherErmvPGAIGAYLL I v PrrEoTALIATGLOL Sroasniv - ara © Structure

1J6Z | UNCOMPLEXED ACTIN

¥ Measurements
+ Add

# Quick Styles

© Components

H jsun Al | ADP 1380

# Volume Streaming

Enahle

Obrazek 4: Uzivatelske prostredi programu Mol* Viewer. Levy panel obsahuje riizné ndstroje
pro upravu zobrazeni struktury. Horni panel nad strukturou obsahuje primarni sekvenci dana

struktury. Panel v pravé casti obrazovky obsahuje informace o strukture.
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3.3 Program Chimera

UCSF Chimera je program pro zobrazovani a interaktivni analyzu dat molekularnich struktur,
poskytuje data diilezitd pro praci s molekularnimi strukturami. V tomto programu je mozné
vyuzit rizné typy analyz. Je mozné nechat si zobrazit uhly nebo délky jednotlivych vazeb. Dale
je mozné strukturu graficky upravovat, abychom dostali publikovatelné snimky raznych
struktur. Chimera byla vytvofena na University of California. Nové je moznost stazeni
programti ChimeraX, ktery ma lepsi vykon a dokéze pracovat s vétsimi strukturami. Od roku
2018 neni jiz program Chimera v aktivnim vyvoji. Tento program je zdarma stazitelny na

webové strance https:// www.cgl.ucsf.edu/chimera/ [17, 18].

Chimera spolupracuje s PDB databazi proteinovych struktur.

Obrazek 5: Uzivatelske prostredi programu Chimera. GUI tvori jedno velkeé vizualizacni okno,
kde je zobrazena struktura (zde aktin), se kterou je mozné volné otacet. Nastaveni a dostupné

nastroje jsou dostupné pres menu umistneném v levem hornim rohu.
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Obrazek 6: Snimek aktinu z programu Chimera. Je zde mozné videt cely protein (zobrazeny
pomoct listovych smycek) s navdazanou nukleovou kyselinou (tyckovy model s riiznym
obarvenim atomii: cerveny kyslik, modry dusik, Zlutd sira). (a) Zdkladni nastaveni, (b) barevné
rozlisent ruznych casti proteinu a organickych kofaktorii (ADP), (c) barevné odliseni pozadi,
(d) indikace vodikovych muistku, systéem zvyrazneéni polohy ligandu, (f) zobrazeni povrchu
proteinu s patrnou pozici ADP a iontu, toto zobrazeni je dobré proto, abychom videéli tunely,

kterymi mohou byt provadeny riizné interakce s molekulou.
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3.4 Program VMD

VMD je program pro zobrazovani a naslednou praci s velkymi biomolekuldrnimi systémy.
Muze byt vSak pouzit také ke zobrazeni obecnéjsich struktur, protoze je propojen s Protein
Data Bank (PDB) a dokaze ¢ist vSechny soubory v ni obsazené. VMD obsahuje pestrou skéalu
vykreslovacich a vybarvovacich metod, od jednoduchych ¢ar az po metody NewCartoons.
Tento program se také pouziva pro zobrazovani a analyzu molekuldrné dynamickych simulaci.
Dokaze zobrazit simulace jak z programu AMBER, tak z programu GROMACS. Vyhotovené
snimky je mozné v programu rendrovat, abychom ziskali publikovatelné snimky. VMD

podporuje své uzivatele formou tutoridlli a manudlii na svych webovych strankach (odkaz

nize). [14, 19]

Tento program je podporovan MacOS X, Unix a Windows systémy. Je zdarma stazitelny na

strankach http://www.ks.uiuc.edu/Research/vimd/ [19]. Spolupracuje s proteinovou databéazi
PDB.

sphere Resouton #4777 (8
Bond Radws §l <| 03 _pm
Bond Resouton 4| 1 ﬂ!j

oo

Obrazek 7: Uzivatelskeé prostredi VMD. V pravém hornim rohu je termindlové okno, kde jsou
vypsany data. V levém dolnim rohu je hlavni ovladaci panel. Uprostred je okno pro specifikaci

grafického zobrazeni a samotna zobrazena struktura je vidét na pravé strané.
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(b)

Obrazek 8: Tento snimek je zakladni obrazek proteinu aktin, ktery je bez uprav. Je zde zobrazen
cely protein. Pouzita vykreslovani pomoci jednoduchych cas (lines) spojujici interagujici

atomy. Jednotlivé atomy jsou obarvené na zakladeé chemickych prvkii

(b)

Obrazek 9: Zde jsou byla pouzita metoda vyberu jednotlivych struktur. Na trech snimcich jsou

uvedeny jednotlivé struktury jako (a) helix, (b) beta sheet a (c) coils.
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3.5 Program PyMol

PyMOL je uzivateli sponzorovany open-source program pro vizualizaci molekuldrnich
systémul. Vyvinula jej firma Schrodinger. V programu PyMol 1ze rendrovat, abychom dosahli
publikovatelnych snimku. Také je mozné v PyMolu spustit animace vychazejici z molekularné
dynamickych simulaci. Je zdarma stazitelny na strdnce https:/pymol.org/. Spolupracuje

s databazi PDB protein databazi [20].

Obrazek 10: Uzivatelské prostiedi PyMol, v horni casti obrazovky je prikazovy radek a menu.

V pravé casti mame oviadani obrazu samotného, jako otdcent struktury a zoom.

Obrazek 11: Tento snimek je bez uprav. Je na ném zobrazen protein Aktin. Je zde videt

navazand nukleova kyselina.
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Obrazek 12: Na tomto snimku mame ligand Adenosin difosfat. Byla pouZita selekce jenom
daného ligandu, dale byl vybran materidl opaque a styl licorice. Pouzili jsme barveni na

zaklade elementu a pridali jsme oznaceni jednotlivych elementii. Toto je dobré proto, aby bylo

videt z ceho se dany ligand sklada.

Obrdzek 13: Zde jsou upraveny barvy. Fialové jsou zobrazeny Sroubovice (helix). Zluté jsou

vidkna (strand). Zelené jsou spiraly (coil)

23



Obrazek 14: Na snimku cislo 14 je pridan na predchozi snimek povrch ( surface). Je probarven

podle struktur, které jsou pod povrchem

Obrazek 15: Zde je findlni vyrendrovany snimek proteinu aktin s povrchem o prithlednosti 0,5.
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4 Simulacni techniky

Pocitatové simulace jsou dulezitou soucasti studia proteinti i jinych makromolekuldrnich
struktur (napf. nukleové kyseliny, membrany, supermolekuldrni komplexy atd.). Simulace
proteinli maji jasné dany postup, za¢inajici v PDB databazi, kde ziskdme informace o daném
proteinu, dale musime protein prevést do matematického modelu, abychom s nim mohli
provadét simulace. DalSim krokem je pak tzv. parametrizace a ndsledna optimalizace proteinu.
Pak dochazi k provadéni samotnych molekuldrné dynamickych simulaci, které se pak nasledné

analyzuji a interpretuji.

K provadéni jednotlivych krokd zminénych vyse se pouziva rizny vizualizacni software (napf.
PyMol [20] ¢i VMD [14, 19]) a specializovany simulacni software (napt. Amber [21, 22] nebo
Gromacs [23, 24]), jehoz soucasti jsou zpravidla i nastroje pro analyzu dat. Pocitacové
simulace a jejich piipravy se obvykle provadé¢ji v pocitacovém prostiedi operacniho systému
UNIX/Linux. Je tomu tak proto, ze vétSina simula¢nich programi je pro tento operacni systém
napsano, a to jak z historickych divoda (pocitacové simulace se zacaly provadet jesté pred
vznikem opera¢niho systému Windows), tak kvili efektivit¢ (UNIX od svého vzniku

podporuje multitasking i multi-user pfistupy, a proto se pouziva na vypocetnich klastrech).

Cilem pocitacovych simulaci je ziskani znalosti o atomarnich detailech proteind, které nejsou
jednodusi méftitelné experimentalné. Typicky se studuje strukturni stabilita a flexibilita téchto
makromolekul (tj. jak moc se dany protein miize ménit, zda jsou jeho podjednotky stale ve
stejné poloze nebo se miize pieskupovat, jak moc tyto pohyby ovliviiuji aktivni mista proteini
apod.). Simulace se dale vyuzivaji ke studiu reakénich mechanismi (kolik energie je potieba
k tomu, aby se dany ligand/kofaktor dostal aktivniho mista proteinu, jak dlouho to trva, jakym
zpiisobem je tam orientovany a stabilizovany, pro¢ dochazi k pferuseni/vytvoreni chemickych
vazeb, popt. pfenosu naboje atd.). Krom¢ zékladniho vyzkumu se tedy pocitacové simulace
proteinlt vyuzivaji také v bioinzenyrstvi ¢i farmakologii, kde slouzi k predikci aktivity
modifikovanych proteinovych struktur ¢i designu novych latek, které s proteiny interaguji

(1éc¢iva, herbicidy, pesticidy apod.).

4.1 Operacni systém UNIX/Linux

Operacni systém Linux, ktery je vybudovan na ptivodnim designu systému UNIX, byl vytvofen
L. Torvaldsem a R. Stallmanem vr. 1991 [25]. Zatimco UNIX, tedy systém podporujici
multitasking a multi-user piistupy, vznikl jiz na konci 60. let minulého stoleti v Bellovych

laboratofich a poté naSel své uplatnéni v akademickém prostfedi, Linux mél snahu rozsifit se
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mezi bézné uzivatele. Dnes jde o moderni operacni systém, ktery je v mnohém
konkurenceschopny a srovnatelny se systémy Windows a MacOS. Na rozdil od téchto
komer¢nich systému je ale zdrojovy kéd Linuxu volné dostupny a modifikovatelny (tzv. open
source), coz umoznilo vznik mnoha riznych linuxovych distribuci (napi. Fedora, Debian,
Ubuntu, Gentoo, atd.). Ty maji spolecné tzv. linuxové jadro (oznacované jako kernel — jde o
zakladni infrastrukturu opera¢niho systému pfimo komunikujici s hardwarem), ale lisi se
v uzivatelské nadstavbé (grafické prostredi, systém spravy apod.). Na rozdil od Windows
podporuje ale Linux i ovladani pomoci ptikazové fadky v terminalovém okné, které sice miize
pusobit az trochu archaicky, umoznuje ale pokroc¢ilému uzivateli velkou flexibilitu pti ovladani
systému (predev§im diky moznosti skriptovani a snadnému programovani). Mezi béznymi

uzivateli je Linux zndmy podle svého loga — tu¢néka.

Pocitatové simulace (nejen) proteint se provadéji zpravidla na pocitacovych klastrech (coz je
soustava pocitaci, které jsou propojené pomoci internetovych kabeld a ovladaji se pres fidici
uzel — tzv. frontend) nebo HPC architekturach (superpocitace designované na velké vypocty,
kde je potieba masivni paralelizace, rychly pienos dat a &asto i velka opera¢ni pamét). V Ceské
republice existuje tzv. narodni pocitacova infrastruktura (tedy celorepublikovéd sit
pocitacovych klastrit), ktera je zndma jako virtudlni organizaci MetaCentrum (MetaVO) [26].
Jednotlivé klastry jsou fyzicky umistény na rGznych mistech (vétSinou na univerzitich a
védeckych institutech jako je Akademie véd CR), navzajem jsou propojené optickymi kabely
a jsou pfistupné z n€kolika frontendid. MetaCentrum VO je volné piistupné pro védecké
pracovniky, akademické zaméstnance, i univerzitni studenty. Mezi instituce zapojené do
MetaCentra patii 1 Pfirodovédecka fakulta JihoCeské univerzity. Studenti této fakulty mohou
tedy ziskat k témto vypocetnim zdrojim pouhym vyplnénim piihlasky pomoci online

formulafe na webu MetaCentra.

Putty

Frontendy MetaCentra jsou spravovany operacnim systémem Linux a pfistupuje se k nim
pomoci SSH (tj. secure shell) protokolu [25]. Pracuje-li uzivatel bézné na operacnim systému
Linux, je toto prvni ptekdzkou na cesté k pocitacovym simulacim, protoze (1) pro SSH pfistup
z Windows je nutné pouzit specializovany program znadmy jako Putty [27] a (2) na frontendu
se pracuje pomoci linuxové ptikazové fadky v termindlovém okn€. Protoze systém Windows
je velmi rozsifeny a v biologickych oborech zcela bézny, popisujeme zde jak ovladani

programu Putty, tak zakladni linuxové piikazy.
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Putty je voln¢ dostupny SSH klient, ktery zprostfedkovava spojeni mezi pocitacem uzivatele
(tedy strojem, na kterém Putty spustime) a pocitacem, na kterym bézi tzv. SSH server (v tomto
ptipadé frontendy MetaCentra. Putty je bezplatny, voln¢ stazitelny a neni nutné jej instalovat
do systému (tj. staZzeny binarni EXE soubor miizeme rovnou spustit). K pfipojeni je nutné znat
ptihlaSovaci tdaje na klastry MetaCentra, které uzivatel obdrzi po vyplnéni ptihlasky a jejim

nasledném schvaleni [26].

PuTTY Configuration X

Category:
—|-Session Basic options for your PuTTY session
Pl Logging
—|- Terminal
Keyboard Host Name (or IP address) Port
Bell | 22
-Features
—-Window
Appearance ©ssH  (OSerial () Other  Telnet v
Behaviour
- Translation Load, save or delete a stored session
+-Selection Saved Sessions
Colours
—]-Connection
-Data Default Settings Load
Proxy metacentrum
+-SSH Save
Serial
- Telnet Delete
Rlogin
SUPDUP

Specify the destination you wantto connectto

Connection type:

Close window on exit:

(OAways (O Never © Only on clean exit

About [ Open ] Cancel

Obrazek 16: Rozhrani programu Putty, které umoznuje zadani prihlasovacich udajii a

nasledné spojeni s pocitacovym klastrem pomoci SSH protokolu.

V zédsad¢ je nutné zadat pouze jméno serveru (tzv. Host Name, napt. ,skirit.ics.muni.cz*
v piipad¢ frontendu Skirit), vSe ostatni je prednastaveno automaticky (napt. SSH spojeni pres
port 22). Po stisknuti tlacitka ,,open* se otevie ¢erné terminalové okno, kam je nutné zadat
uzivatelské jméno a heslo (pfi zadavani hesla se z bezpecnostnich diivodl v okné neobjevuji
zadné znaky). Po ptihlaSeni se v okné objevi informace o stroji, na kterém pracujeme a tzv.
« (s e 1 L . . , .
,prompt* (misto, kam se pisi linuxové piikazy, je oznaceno zvyraznénym nebo blikajicim

kurzorem).
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Obrazek 17: Terminalové okno po prihldseni na pocitacovy klastr Skirit, ktery patii do
infrastruktury MetaCentra VO. Okno je zprostredkované programem Putty a ovladani probiha

pomoci prikazového radku.

Abychom nemuseli pokazdé zadavat uzivatelské jméno, mizeme ho specifikovat uz pfi
prihlaseni, jako soucast Host Name. Uzivatelské jméno je nutné napsat pfed jméno serveru a
tyto dvé jméno od sebe oddélit zavinacem (napft. ,,masul 14@skirit.ics.muni.cz”). Takto zadané
udaje tedy pripominaji emailovou adresu. Piihlasovaci udaje a jiné nastaveni je v Putty také
mozné ulozit (staci zvolit jméno pro tyto Udaje, napf. ,,metacentrum®, zadat jej do ,,Saved
Sessions* a ulozit tlacitkem ,,save — pfi dalSim spusténi je pak mozné na toto jméno jen dvakrat

kliknout a rovnou se otevie terminalové okno).

Pokud budeme chtit pies SSH server spoustét i néjaky graficky software (napt. néjaky
jednoduchy vizualiza¢ni program nebo nastroje na tvorbu a zobrazovani grafli), je potieba
nastavit jeSté takzvany X-Server. Operacni systémy Linux totiz pouZzivaji jiné grafické
knihovny nez Windows. Aby bylo mozné zobrazit graficky program spusStény na Linux ptes
Putty ve Windows, je potfeba nejprve tyto knihovny nainstalovat a zafidit, aby se s nimi
spoustény program spravné spojil. To presné déla X-Server, kterych existuje n€kolik. Pro nase
ucely dostacuje jednoduchy X-Server zndmy pod jménem XMing, coZ je maly, volné dostupny
program, ktery se nainstaluje do Windows a je potieba jej spustit pred spuSténim Putty (XMing
bézi na pozadi, pfi jeho spusténi se nezobrazi zadné okno). V Putty je pak potieba jeste

zaSkrtnout ,,Enable X11 Forwarding* v Connection — SSH — X11.
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Zakladni linuxové piikazy

V terminalovém okné&, které zprostiedkuje program Putty, se pracuje pomoci linuxovych

ptikazl [26]. Ty nam umoziuji provadét zakladni operace se souborovym systémem (tedy

vytvaret nové soubory, editovat je nebo mazat, uspotradavat soubory do slozek apod.) i spoustet

dostupné programy (napft. software pro tvorbu grafil). Samotny simulacni software se ale

nepousti pfimo na frontendu (tedy serveru, na ktery se hlasime), ale na nékterém z vypocetnich

strojui (tzv. nodll) daného klastru. Aby nase vypocty neovlivitovaly praci dalSich uzivatell a

naopak, zajiStuje spousténi programl na jednotlivych vypocetnich strojich tzv. frontovy

systém, o kterém se zminiujeme dale v této praci, pii popisu samotnych simulaci.

Zakladni linuxové piikazy, které by mél uzivatel znat jsou uvedené v Tabulce 2.

Tabulka 2: Seznam zakladnich prikazii na ovladani klastru.

Prikaz Popis

clear Vycisti stranku

Is Zobrazi v§echny slozky a soubory v dané slozce

Is -1 Zobrazi vSechny slozky a soubory v dané sloZce v¢etné detailnich udajti o
jejich velikostech a pfistupovych pravech

cd Piesune nas do slozky, jejiz jméno napiSeme za piikaz

cd .. Ptesune nas ze slozky, kde pracujeme o jednu Groven vyse

exit Ukon¢i pfipojeni a tim 1 program Putty

rm Vymaze slozku nebo soubor

mv Piesune slozku nebo soubor

cp Zkopiruje soubor do jiného souboru

head Zobrazi prvnich 10 fadek souboru (pocet 1ze specifikovat)

tail Zobrazi poslednich 10 fadek souboru (pocet Ize specifikovat)

more Zobrazi obsah souboru stranku po strance

nano Jednoduchy textovy editor pro psani a upravu souborti

vi Pokrocily textovy editor pro psani a upravu souborti

mkdir Vytvoti soubor nebo slozku

pwd Vytiskne jmeno adresaie, ve kterém se nachdzime

cat Vypise cely obsah souboru (dé se pouzit ke spojovani soubortt)

grep Prohledavani textovych soubort

history Zobrazi historii pouzitych piikazi
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4.2 Molekuldarné-mechanicky popis

Chceme-li studovat vlastnosti molekuldrnich systém pomoci pocitacovych simulaci, je
potieba je reprezentovat vhodnym fyzikalnim modelem. ProtoZze velikosti molekul jsou
mikroskopické (typické rozméry sttedné velkych proteinti jsou 5-10 nm), m¢li bychom jejich
struktury a vlastnosti popisovat pomoci kvantové teorie [28]. Takovy pfistup by nam sice
v principu umoznil studovat napf. chemické zmény, pfenosy naboje ¢i opticka spektra, ale
kvantovy popis je velmi komplikovany a v praxi aplikovatelny pouze na relativné malé
molekuly (do 100-1000 atomu). Pokud se zajimdme pouze o strukturni nebo dynamické
vlastnosti, pfi kterych nedochazi ke zménam topologie (tj. nevznikaji ani nezanikaji zadné
vazby), miizeme se omezit na klasické ptiblizeni, ve kterém molekuly modeluji jako systémy
nabitych kouli navzdjem spojenych pruzinami. Tento tzv. pruzinovy model, schématicky
zobrazeny na obradzku 18, je zdkladem molekularn¢ mechanického (MM) popisu

molekularnich systémti [28].
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Obrazek 18: Aplikace molekularne mechanického popisu na molekulu etanolu. Jednotlivé
atomy (stribrny uhlik, cerveny kyslik, bily vodik) se popisuji jako nabité koule navzdjem spojené
mechanickymi pruzinami. Parcialni naboje v atomovych jednotkach jsou specifikovany u

Jjednotlivych atomii.

Popis chemickych vazeb pomoci mechanickych pruzin misto tuhych ty¢i zajistuje, ze tyto
vazby mohou vibrovat, a to s frekvenci, ktera je dana tuhosti pruzin a hmotnostmi jednotlivych
atomu. Aby si molekula zachovévala pozadovanou strukturu, je potieba podobnym zplisobem
kontrolovat také velikosti valen¢nich a torznich thli navzajem svazanych atomi (coz, pro
jednoduchost, neni zahrnuto v obrazku 18). Pruzinovy model tak umoziuje studovat strukturni
zmény bez chemickych modifikaci (napt. konformacni zmény proteind ¢i protein folding),
mezimolekularni interakce (napf. nekovalentni vazani ligandti do aktivnich mist enzym,

proteinové agregace nebo adsorpce proteinti na rizné povrchy) a molekularni pohyb (napf.
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difuze iontl okolo proteinti ¢i uvnitf proteinovych kanald, penetrace membranovych struktur,

apod.) [28].

Potencidlni funkce

Fyzikalni model ndm slouzi k vytvoreni matematického popisu molekularniho systému, jehoz
zakladem je tzv. potencialni funkce, coz je v podstaté zavislost potencidlni energie systému na
jeho geometrii a dalSich vstupnich parametrech (napf. atomové ndboje nebo tuhosti pruzin)
[28]. Tuto funkci pak miiZeme vyuzit k hleddni optimalni struktury (tzv. geometricka
optimalizace) nebo k simulacim ¢asového vyvoje systému (tzv. molekuldrni dynamika), které

jsou popsani nize. Jde tedy o ustfedni fyzikalni veli¢inu v pocitacovych simulacich.

Potencialni energie v molekuldrné mechanickém popisu, Ej, se dd rozdélit na vazebné a

nevazebné piispévky, které jsou navzajem nezéavislé [28-30]
Eum = Ep + Eq + Eq + Evaw + E¢y (1)

Vazebné piispévky zahrnuji energie vazeb (Ej), energie valencnich uhli (E,) a energie
torznich (tzv. dihedralnich) uhlt (E;). Tyto pfispévky jsou cCisté intra-molekularni, coz
znamena, Ze nezavisi na vzajemné poloze riznych molekul. Nevazebné ptispévky se déli na
kratkodosahové van der Waalsovské interakce (E,4, ) a dalekodosahové elektrostatické
Coulombovské interakce (E;). Tyto ¢leny mohou mit jak intra-molekularni tak inter-

molekularni piispévky.
Vazebné interakce

V pruzinovém molekularné mechanickém modelu maji energie vazeb a whla tvar

harmonickych potencialti
1
Eb = EZvazby kb (T’ - ro)zy (2)

1
Ea = EZValenéni uhly ka (CZ - ao)za (3)

kde 1y a a, jsou rovnovazné hodnoty vazebnych délek a valen¢nich thlu a k,, k, silové
konstanty ovliviujici flexibilitu vazeb a uhld (tyto konstanty maji vyznam tuhosti pruzin
v mechanickém modelu). Harmonicky potencial ale neni aplikovatelny na torzni uhly, které
popisuji rotace jednotlivych skupin, a mély by byt tedy popsané né€jakou periodickou funkei.

Nejcasteji se voli potencial ve tvaru
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1
Eq = EZtorzni thly kall+ cos(nd + 9y)], @

coz jsou prvni dva cleny Fourierovy fady, kterd se pouziva pro rozvoj periodickych funkci.

dalsi ¢leny. Tyto korekce ale zpomaluji MM vypocty, a proto se v praxi moc nepouZzivaji.
Nevazebné interakce

Van der Waalsovy interakce popisuji disperzni piisobeni mezi jednotlivymi atomy, které klesa
s Sestou mocninou vzdalenosti. Tyto interakce jsou tedy kratkodosahové, coz znamena, ze se
uplatiiyji jen v nejbliz§im okoli (do ~1 nm) jednotlivych atomil. Pokud se k sobé atomy ale
priblizi na velmi kratkou vzdélenost, kdy za¢ne dochézet k piekryvu jejich elektronovych
oballl, zacnou se tyto atomy siln¢ odpuzovat [28]. Tento efekt je zohlednén v tzv. Lennard-
Jonesove potencidlu, ktery obsahuje repulzni ¢len rychle klesajici s dvanictou mocninou

meziatomové vzdalenosti R

- Y[

i<j

E [kJ/mol]

\R i

m,ij
| | | | |

03 03 04 045 05 055 06 0.65
R [nm]

Obrazek 19: Lennard-Jonesiiv potencial pro interakci aromatickych uhliku (atomovy typ CA
v silovych polich Amber, = 0.38 nm, = 0.34 nm, = 0.36 kJ/mol).
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Prib¢h LJ potencialu je zobrazen na obrazku 19. Pozice minima (R, ;;) a jeho hloubka (g;;),
které odpovidaji interakéni vzdélenosti a energii u dané¢ho paru atomt i a j, je ddna hodnotami
konstant A;; a B;j. V praxi se neurCuji tyto konstanty pro kazdy par, ale udavaji se atomove
parametry & a Ry, ; (popf. o;) pro riizné atomové typy. Potiebné parové konstanty se pak
z atomovych parametri spoctou pomoci tzv. mixovacich pravidel. Napt. v potencidlech typu

Amber se pouzivaji Lorentz Berthelotovy pravidla [29, 30]:

1
Rpij = > (Rmi + Rm,j) (6)

Sij =& Sj (7)
Tyto parametry souvisi s konstantami A;; a B;; v rovnici (6) vztahy

Ajj = &R} (8)
Druhym typem nevazebného plisobeni jsou elektrostatické interakce mezi bodovymi néboji q;,

které nesou jednotlivé atomy. Tato interakce se tidi klasickym Coulombovym zakonem

Z qi9;
B = gme, @®)

i<j

kde R;; je vzdalenost mezi atomy i, j a konstanta &, ma vyznam permitivity vakua. V praxi se
casto v MM simulacich vyuzivaji tzv. periodické okrajové podminky (PBC), které umoziuji
virtudlni rozsifeni studovaného systému o jeho periodické obrazy. V téchto ptipadech by ale
vycisleni elektrostatické energie pfimou sumaci (8) bylo velmi neefektivni, a proto se pouziva
tzv. Ewaldova sumace a jeji modifikace (pfedevsim ,,smooth particle mesh Ewald* algoritmus
znamy jako PME). V této metoda se, zjednodusSené fec¢eno, pfimou sumaci vy¢isli jen interakce
s nejbliz§im okoli jednotlivych atomii (az po specifikovanou vzdalenost oznacovanou jako

,cutoff) a interakce se vzdalencjSimi atomy se vys€itd v tzv. reciprokém prostoru.

Pro ur¢eni potencialni energie molekularniho systému potiebuje znat nejen jeho strukturu (tedy
soufadnice jednotlivych atomt 7;, zkterych lze dopocitat vazebné délky r a hodnoty
valen¢nich Uhll a a torznich whld 9), ale i vSechny parametry jednotlivych potencialt
(rovnovazné hodnoty vazebnych délek r, a uhli ay, 9, prislusné silové konstanty k,, ky, kg,
periodicity torznich potencidli n, LJ atomové parametry R, ;, & a naboje q;. Soubor t&chto
konstant, spolecné s hmotnosti jednotlivych atomi m;, se nazyva silové pole. Pro popis

biomolekul se nejcastéji pouzivaji silové pole typu Amber [21], CHARMM [31], OPLS [32]
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a GROMOS [33], které se lisi v detailech potencidlové funkce i zplisobu, jakym jsou v nich
uréovany hodnoty jednotlivych parametrti. V této praci pouzivame vyhradné silové pole typu

Amber.

4.3 Simulacni software

Simula¢ni techniky zalozené na molekularné mechanickém popisu (tj. na parametrizace
molekul pomoci silovych poli), jsou implementované v nékolika programovych balicich. Mezi
nejzndméjsi programy, které se vyuzivaji pro studium proteinli, patti Amber [21, 22],
CHARMM [31], Gromacs [23, 24], GROMOS [34], NAMD [35] a Yasara [36]. V této praci
se porovnavame pouziti programu Amber s programe Gromacs, které jsou v dané komunite

nejbeéznéjsi.
Amber

Amber (Assisted Model Building with Energy Refinement) [21, 22] je software uréeny pro
simulace biomolekul jako jsou nukleové kyseliny, proteiny a sacharidy. Kromé& molekularné
mechanickych simulaci umoziiuje program provadét také semi-empirické kvantové vypocty a
hybridni molekularné¢ mechanické/kvantové mechanické (QM/MM) vypocty [28], které jsou
Casto vyuzivany ke studiu biomolekul a jejich reakei. Program Amber byl vytvoten v roce 1981
na University of California v San Francisku a od té doby je neustale aktualizovan a vylepSovan.
Nejnovéjsi verze Amber21 z roku 2021 je optimalizovana pro masivni paralelizaci (OpenMP
a MPI) i akceleraci na GPU. Kromé¢ standardnich molekuldrné dynamickych simulaci program
umoziuje vypocty volnych energii pomoci riznych metod (termodynamické integrace,
umbrella sampling, replica exchange, steered MD, string methods), simulace ve specifickych
prostfedich a podminkach (konstantni pH, konstantni redoxni potencial) a refinement dat

z rentgenové difrakce a NMR méfteni.

Programovy balik Amber [21, 22] je z ¢asti komer¢ni (pouziti pokro€ilych metod a efektivnich
optimalizovanych modulll vyzaduje koupenou licenci), ale ma i svou volné¢ dostupnou ¢ast
(diive distribuovana jako AmberTools). Volna ¢ast obsahuje programy, pomoci kterych je
mozné parametrizovat standardni i atypické biomolekuldrni systémy a vytvofit tak tzv.
topologii (soubor obsahujici informace o vazbach mezi jednotlivymi atomy a vSechny
parametry silového pole, potiebné k vycisleni potencialové funkce). Tyto programy jsou velmi

efektivni a ¢asto se pouzivaji i k parametrizaci nejriiznéjSich organickych molekul, které jsou
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pak simulovany jinymi softwarovymi baliky (napf. Gromacs [23, 24]). Volné je mozné

provadét i nenaro¢né simulace pomoci modulu znamého jako Sander.

V této praci vyuzivame verzi Amberl4, kterd sice neni nejnovéjsi, ale pro tuto préci zcela
dostacujici. Dlivodem pouziti této verze je dostupnost jeji plné licence na MetaCentrum VO,
coz ndm umozni vyuzit GPU akcelerovany modul PMEMD. Diky tomu mizeme simulovat
dostatecné dlouhou trajektorii pro nasledné analyzy i1 porovnat efektivnost programu Amber

s programem (Gromacs.
Gromacs

Podobné jako Amber, je i Gromacs (GROninge Machine for Chemical Simulations)
softwarovy balik urCeny pro simulace biomolekul [23, 24], jako jsou lipidy, proteiny a
sacharidy. Program byl vytvofen na University of Groningen v Nizozemsku v roce 1995 a od
té doby se stale vyviji a aktualizuje (posledni verze byla zvefejnéna na zacatku roku 2023).
Gromacs také podporuje hybridni QM/MM simulace, vypocty volnych energii, simulace
ruznych prostfedi a podminek [28]. Stejné jako Amber je i Gromacs velmi dobfte paralelizovan
a podporuje akceleraci na GPU. Na rozdil od Amberu je ale Gromacs volné pfistupny a

modifikovatelny (tzv. open-source), a proto je jeho rozsifeni ve védecké komunité o veétsi [24].

Gromacs pouziva jiné datové formaty pro ukladani struktur, topologii a trajektorii nez Amber,
coz je ale typické i pro ostatni simulacni baliky. Parametrizace nestandardnich systémi
(proteiny s kovalentné vazanymi kofaktory, specifické anorganické ¢asti — napt. FeS klastry,
kombinuje, tj. systém se parametrizuje pomoci volnych nastrojii baliku Amber, vysledna
topologie se pak konvertuje do formatu, ktery podporuje Gromacs, a ten se pouzije k samotnym
simulacim. V této praci vyuzivame k simulacim verzi 2020.3, kterd je k dispozici na

MetaCentru VO [26].

4.4  Pfiprava struktury a stavba modelu

Nejprve si musime stdhnout soubor s daty, ktery najdeme na strance dané¢ho proteinu (kapitola
2.2, obrazek 1). Poté za pomoci ptikazu grep vystiihneme fadky se slovem ATOM na zacatku.
Tyto tadky obsahuji data o jednotlivych atomech, o jejich pozici. Poslednim krokem je

parametrizace, piidani molekul vody a ionty. lonty jsou pfidany, aby byl vyrovnan naboj na
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nulovy. Na konci tohoto procesu dostaneme dva soubory. Jeden s topologiemi a druhy

s koordinaty.

Pifiprava struktury v programu Amber

V softwarovém baliku Amber se parametrizace provadi pomoci programu TLeap [29].
Program komunikuje s uZzivatelem bud’ interaktivné anebo zpracovava poskytnuty skript
s ptikazy. Pomoci TLeap je mozné nejen parametrizovat dany protein (tj. vytvofit seznam
konektivit a pfifadit jednotlivym atomt, vazbdm a uhlim ptisluSné parametry ze silového
pole), ale také ho obklopit vodou a neutralizovat jeho naboj pomoci iontti. To je ukézano

v nasledujicim skriptu:

source leaprc.ff03.rl
Nacteni parametrt silového pole FF03.R1

x = loadpdb actin.pdb
Nacteni struktury proteinu z upravené¢ho PDB souboru (struktura se pro dal$i pouziti oznaci
jako ,,x%)

solvatebox x TIP3BOX 10.0
Vytvoreni simulacniho boxu okolo proteinu (vzdalenost 10 A mezi proteinem a krajem boxu
na kazdé stran¢). Volné misto v tomto boxu se zaplni molekulami vody (model TIP3P).

addions x Na+ 0.0
Neutralizace celkového néboje ptidanim iontii sodiku

saveamberparm x actin.top actin.crd
Ulozeni vysledné topologie a soutadnic do soubort ,,actin.top* a ,,actin.crd*

quit
Konec

Piiprava struktury v programu Gromacs

V programu Gromacs se k parametrizaci pouziva modul ,,pdb2gmx,” ktery se spousti

nasledujicim zptisobem [30]:

gmx pdb2gmx -f data.pdb -o data.gro -p data.top -i data.itp -n data.ndx -
water tip3p

Struktura vstupniho proteinu se ¢te ze souboru ,,data.pdb* a findlni topologie a soutfadnice se
ulozi do soubort ,,data.top* a ,,data.gro.“ V souboru ,,data.itp* jsou ulozené dalsi udaje, které

se vkladaji do topologie (v tomto ptipad¢ silové konstanty, které mohou slouzit k omezeni
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pohybu tézkych atomt proteinu) a soubor ,.data.ndx* (tzv. index file) obsahuje ID atomu
z jednotlivych c¢asti proteinu (napf. proteinova kostra, postranni fetézce, aromatické

aminokyseliny, apod.).

Naésledné je potieba obklopit protein vodou. K tomu slouzi modul ,,solvate*:

gmx solvate -cp data.gro -p data.top -o solution.gro -shell 1.0

Tento program vytvoii box okolo proteinu (do vzdélenosti 1 nm) a zaplni ho vodou. Pak je
potieba pfidat jesté ionty, které budou kompenzovat naboj proteinu. Toto se provede pomoci
modulu ,,genion.”“ Tento piikaz nahradi ndhodné¢ molekuly rozpoustédla molekulami

pozadovanymi ionty.

gmx genion -s data.tpr -n data.ndx -p data.top -np 11 -pname NA

Modul ,,genion“ nacita stukturni data z TPR souboru ,,data.tpr®. Tento soubor se vytvari
modulem ,,grompp* a postup, jak se to déld, je uveden v nésledujici Casti. Pocet kladné
nabitych iontli se specifikuje volbou "np" (v tomto piipad¢ 11, protoze aktin ma vodném
prostfedi naboj -11 e) a typ iontu se udava volbou ,,pname* (NA je jméno pro sodik, pouzivané

v Gromacsu).

4.5 Strukturni optimalizace

Strukturni nebo téZ geometrickd optimalizace ¢€i energetickd minimalizace, je vypocetni
technika pouzivand k nalezeni stabilni struktury molekuldrnich i jinych systémut [28]. Je
zalozena na poznatku, ze stabilnim strukturdm odpovida minimum potencialni funkce
(jakékoliv naruseni takovéto struktury mlize potencialni energii pouze zvysit). Jak je zndmo
z matematické analyzy, funkce maji v extrémech nulovou derivaci, coz plati i pro funkci
potencialni energie. Tato funkce je ale mnohodimenzionalni (u systému sloZzeného z N ¢astic
je to funkce 3N proménnych), a proto musi byt v minimu nulové vSechny derivace podle téchto

slozek

dE OE O0E OE OE OE 0E OE aE>_ ©)

Vektor g se nazyva gradient a je orientovan do sméru nejvétsiho nardstu funkce E v daném
bod¢. Naopak sily, které plisobi na jednotlivé ¢astice (atomy) smétuji vzdy k minimu

potencialni energie
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F=-§=-VE (10)

Metody geometrické optimalizace hledaji takové rozlozeni atomd, ve kterém jsou jednotlivé

atomové sily nulové a ke kterému sily sméfuji, pokud jsou atomy v prostoru rozlozeny jinak.

Hledani optimdlni struktury je tedy v podstat¢ matematicky problém, k jehoz feSeni se
pouzivaji rizné metody a pocitacové algoritmy. Na zacatku je potfeba mit rozumny odhad toho,
jak by méla tato struktura vypadat (tzv. ,.initial guess®). Tato poCatecni geometrie se pak
iterativné v jednotlivych krocich zptesituje. Pokud bychom oznacily soufadnice vSech atomi
v n-tém kroku jako )_()n = (1_2)1, I_?)z, R)N), pak nasledujici strukturu )_(),Hl, ktera by méla mit
mensi potencidlni energii, dostaneme korekci

-

Xne1 = Xy, + aydy, (1)

kde d je smérovy vektor a d je Skalovaci faktor, nékdy téz oznacovany jako délka kroku.
Jednotlivé optimaliza¢ni metody se pak lisi tim, jakym zplsobem tento smérovy vektor a

Skalovaci faktor urcuji.

Nejjednodussi moznosti je vyuzit poznatku, ze atomové sily smétuji vzdy ve sméru ,,nejvetsi
srazu* potencialni funkce (tedy tam, kde dochdzi nejrapidnéjSimu sniZeni energie). Silovy
vektor (10) mizeme tedy piimo pouzit jako smérovy vektor d v (11). Na tom je zalozena tzv.

metoda nejvétSiho poklesu znama jako ,,steepest descent™ (SD) [29, 30]
X1 =X — angy (12)
Tato metoda je robustni (v kazdém kroku dojde ke snizeni energie), ale neefektivni, protoze

v blizkosti minima, kde jsou sily (gradienty) velmi malé, jsou malé i optimalizacni kroky (12)

a k nalezeni optimalni struktury je typicky potieba velké mnozstvi téchto kroki.

Efektivnéjsi optimaliza¢ni metodou je algoritmus nazyvany ,,conjugate gradient” (CG)
[29, 30], ktery vychazi z SD, ale snazi se korigovat smérovy vektor tak, aby k nalezeni minima
doSlo v menSim poctu krokii. Tato korekce je zaloZena na znalosti smérového vektoru

z predchoziho optimaliza¢niho kroku

Xn+1 - Xn —Qan [gn - ﬁndn—l] (13)
Existuje vice moznosti, jak nastavit tzv. konjugacni faktor £, vSechny jsou ale zalozené na

znalosti silového vektoru (resp. gradientu) na dané a ptedchozi struktute.
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Pokrocilejsi metody, jako napf. Newton-Raphsontiv algoritmus a jeho rizné

aproximace (napf. BFGS nebo DIIS), které urcuji smérovy vektor dz druhych derivaci
nez CG [28-30]. Skalovy faktor a, ktery vystupuje ve viech optimalizagnich algoritmech, je
potfeba v kazdém kroku nastavit tak, aby nova struktura méla nejmensi moznou energii ve
sméru d. Z matematického pohledu jde tedy opét o problém minimalizace, ale pouze v jednom
sméru. Metody, které toto fesi jsou zname jako ,,line search* algoritmy a jejich volba ovliviiuje
efektivity 1 robustnost optimalizacnich metod popsanych vySe. V praxi se nejcastéji pouziva

odhad hodnoty a ze znalosti energie a gradientu na dané struktufe (tzv. metoda secen).

V simulacich proteintt a jinych velkych molekularnich systémid se strukturni
optimalizace nevyuziva k nalezeni minima potencialni energie, ale pouze jako pfipravna faze
pfed molekuldrné dynamickymi (MD) simulacemi [29, 30]. Experimentalni struktury totiz
nemusi odpovidat simulovanym podminkam, ¢asti peptidickych fetézcli mohou byt Spatné
rozliSené a soubory zpravidla neobsahuji informace o pozicich vodikovych atomu (to se tyka
predevsim strukturnich dat z rentgenové difrakce a CryoEM [7, 8]). Tyto informace se pied
samotnymi simulacemi do struktury dodavaji (chybéjici aminokyseliny ¢i celé ¢asti fetézcil je
mozné doplnit homolognim modelovanim, atomy vodikl se dopliiuji do standardnich poloh na
zakladé chemickych poznatkli o struktufe aminokyselin), a pro jejich zpfesnéni se prave
vyuziva strukturni optimalizace. Po sestaveni modelu se zpravidla aplikuje nékolik
optimalizacnich krokii (~1000, podle velikosti a slozitosti systému) metody SD, coz vétSinou
staci k tomu, aby se odstranily pfipadné strukturni problémy (napf. blizké kontakty nékterych
atomt). Pokud je potieba pocatecni atomové sily dale zmenSit, aby se zamezilo pfipadné
pocatecni nestabilité nésledujicich MD simulaci, aplikuje se po prvotni SD optimalizace jesté

CG.

Existuji rizné nastroje pro molekularni dynamické simulace a strukturni optimalizace, véetné
programti jako jsou Amber, Gromacs. Tyto programy maji rizné metody a algoritmy pro
simulace a optimalizaci, a také rtizné zptsoby popisu molekul, jako jsou naptiklad sily poli, ab

initio metody a kvantové-mechanické simulace [29, 30].
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Optimalizace v programu Amber

Aby program véd¢l, jaky typ simulace ma provést sjakymi parametry, je potfeba mu
poskytnout vstupni soubor (input) s popisem pozadovaného nastaveni. Zde je ukazka vstupniho

souboru (dale ozna¢ovaného jako ,,optimalizace.inp* s popisem SD optimalizace:

&cntrl
Zacatek tzv. kontrolni sekce (tento ptikazovy blok je ukoncen lomitkem na zacatku fadku)

imin=1,
Geometrické optimalizace (energetickd minimalizace)

maxcyc=1000,
Maximalni pocet cyklli minimalizace

ntx=1,
Specifikace dat ve vstupnim souboru (ofekavaji se pouze soufadnice atomui a informace o
velikosti simula¢niho boxu)

irest=0,
Nova simulace (nejde o restart z ptedchoziho béhu)

cut=10,
Tzv. cutoff pro elektrostatickou interakci (v Angstromech)

ntxo=1,
Format uklddanych dat (v tomto ptipadé ASCII, tedy nekomprimovany textovy format)

ntpr=100,
Frekvence zapisu energii v prib¢hu minimalizace (kazdych 100 krok)

ntb=1,
Okrajové podminky (1 indikuje periodické okrajové podminky s neménnym boxem)

/
Konec kontrolni sekce

Tento soubor slouzi jako vstup pro modul Sander (soucést volné ¢asti baliku Amber) i pro
modul PMEMD (optimalizovana paralelizace a GPU akcelerace) [29]. K samotnému spusténi
simulace je nutné jeSté napsat skript pro frontovy systém, kde se specifikuje na kolika
procesorech (popft. grafickych kartach) ma vypocet bézet, jakd bude maximalni doba béhu a
kolik k tomu bude program potiebovat operacni a diskové paméti. Na MetaCentru VO
v soucasné dobé¢ stale bézi frontovy systém PBS (v blizké budoucnosti je pldnovan ptechod na

systém SLURM) a skript pro spusténi vypada takto:
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#!/bin/bash
Zacatek skriptu (specifikace shellu pro interpretaci linuxovych ptikaz)

#PBS -1 select=1:ncpus=4:mem=500MB:scratch local=500MB
Specifikace pro PBS: specifikace poctu vypocetnich strojii (1), procesorti (4), operacni a
diskové paméti (obé 500 MB)

#PBS -1 walltime=01:00:00
Specifikace pro PBS: zde urujeme, kolik Casu si chceme rezervovat na daném stroji (po
vyprseni tohoto ¢asu bude uloha ukoncena)

#PBS -N actin
Specifikace pro PBS: jméno ulohy (bude pouzivano pii zobrazovani udaji o behu)

module load amber-14
Zptistupnéni programu Amber14

cd $PBS O WORKDIR/
Ptechod do nasi domovské slozky

cp optimalizace.inp SSCRATCHDIR/
Zkopirovani souboru optimalizace.inp do pracovniho adresafe na vypocetnim stroji

cp actin.crd SSCRATCHDIR/
Zkopirovani souboru se souradnicemi daného proteinu

cp actin.top SSCRATCHDIR/
Zkopirovani souboru s topologii daného proteinu

cd S$SCRATCHDIR/
Ptechod do pracovniho adreséte, kde bude probihat vypocet (tzv. scratch)

mpirun sander.MPI -0 -1 optimalizace.inp -o optimalizace.out -r
optimalizace.rst —-c actin.crd -p actin.top

Samotny ptikaz pro vypocet, volba -i specifikuje vstupni soubor, -o vystupni soubor, -r restart
soubor, -c soutadnice, -p topologii

cp optimalizace.out $PBS O WORKDIR/
Zkopirovani vystupniho souboru s daty z vypoctu do nasi domovské slozky

cp optimalizace.rst $PBS O WORKDIR/
Zkopirovani restart souboru s daty z vypoctu do nasi domovské slozky

clean scratch
Vymazani pracovniho adresare na vypocetnim stroji

Tento skript se pak spusti piikazem ,,qsub.* Vysledné soufadnice optimalizované struktury jsou
ulozené v tzv. restart souboru (,,optimalizace.rst"), zatimco informace o energii jsou ve

vystupnim souboru (,,optimalizace.out*).
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Onptimalizace v proeramu GROMACS

Vstupni soubor v programu musim mit koncovku MDP a mé nasledujici format [30].
GROMACS, v porovnani s Amberem, pouziva jiné jednotky (nm vs. A, kJ/mol vs. kcal/mol),
klicova slova ve vstupnim souboru nejsou rozdélena do sekci a pouziva se tzv. volny format

(nadbytecné volné fadky a mezery se ignoruji, slova mohou byt na libovolné pozici v fadku).

integrator = steep
Minimalizace metodou SD

emstep = 0.01
Maximalni délka kroku v nanometrech

emtol = 1.0
Konvergenc¢ni kritérium v kJ/mol (pokud je zména v energii mensi nez tato hodnota, tak se
optimazace ukon¢i)

nsteps = 1000
Maximalni pocet krokt

nstxout = 100
Frekvence zapisu strukturnich dat béhem optimalizace (kazdych 100 krokit)

nstlog = 100
Frekvence zapisu energii

cutoff-scheme = Verlet
Zpusob rozdeleni ¢astic do skupin pro efektivni vypocet elektrostatickych interakei

nstlist = 10
Frekvence kontroly a update rozdéleni ¢astic (kazdych 10 kroki)

pbc = xyz
Periodické okrajové podminky ve vSech smérech

rlist = 1.0
Cutoff rozdélovani castic (v nanometrech)

coulombtype = pme
Metoda pro vypocet elektrostatiky (smooth partical mesh Ewald)
r coulomb = 1.0

Cutoff pro elektrostatickou interakci (v nanometrech)

vdwtype = cut-off
Zpisob vycisleni van der Waalsovy interakci (pouze do specifikované vzdalenosti)

vdw-modifier = force-switch
Vyhlazeni vdW potencialu tak, aby ve specifikované vzdéalenosti mél nulovou derivaci
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rvdw-switch = 0.9
Vzdalenost, od které se potencial za¢ne utlumovat

rvdw = 1.0
Maximalni vzdalenost (cutoff)

Pied spusSténim samotné simulace je nutné nejprve zkompilovat vstupni MDP soubor spolecné
se vstupnimi soufadnicemi a topologii do tzv. TPR souboru. Ten mé binarni forméat a obsahuje

vSechny data potfebna k provedeni simulace. Ke kompilaci se pouziva modul ,,grompp* [30]

gmx grompp —-f optimalizace.mdp —-c optimalzace.gro —-p optimalizace.top
-0 optimalizace.tpr

Simulace se provadi pomoci modulu ,,mdrun®, ktery je na MetaCentru VO nutné spustit

pomoci skriptu pro frontovy systém PBS:

#!/bin/bash

#PBS -1 select=1:ncpus=4:mem=500MB:scratch local=500MB
#PBS -1 walltime=01:00:00

#PBS -N actin

module load gromacs

cd $PBS_O WORKDIR/

cp optimalizace.tpr SSCRATCHDIR/

cd $SCRATCHDIR

mpirun gmx mpi mdrun -s optimalizace.tpr -deffnm optimalizace

cp optimalizace.* $PBS O WORKDIR/

clean scratch

Vysledné soutadnice jsou v tomto pfipadé ulozeny v textovém souboru ,,optimalizace.gro®,
zatimco celd trajektorie obsahujici jednotlivé struktury uklddané béhem optimalizace je bindrni
soubor ,.optimalizace.trr*. Energie jednotlivych struktur a jejich pfispévky jsou uloZeny
v binarnim souboru ,,optimalizace.edr*. Informace o prib¢hu simulace lze nalézt v textovém

souboru ,,optimalizace.log®.
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4.6 Molekularni dynamika
Simulace metodami molekuldrni dynamiky (MD) jsou dilezitou soucésti studia struktur
makromolekul v biologii. Piivodné se nahlizelo na proteiny jako na rigidni struktury, ale dnes

vvvvvv

a konformacni zmény, které z n¢ho vyplivaji.

Molekularni dynamika je numerickd metoda, ktera umoznuje zkoumat interakce a pohyb
molekul v odli$nych podminkéch (t€mi mohou byt tlak, teplota a koncentrace). Metoda vychazi
ze znalosti potencidlové funkce, z které 1ze pro kazdou strukturu urcit sily plsobici na
jednotlivé atomy. Ze znalosti sil lze pak predikovat dalsi strukturu, kterd odpovida

dynamickému vyvoji takového molekularniho systému v ¢ase [28-30].

Diky molekularni dynamice je mozné simulovat rizné vlastnosti molekularnich systémi.
Naptiklad mizeme simulovat jejich termodynamické vlastnosti, kinetiku reakci, interakci
molekul s okolim a konformaci molekul. MD se vyuziva napiiklad v chemii, biologii, fyzice,
inzenyrstvi a materidlovych védach. D4 se vyuzit k navrhovani 1€kd, vyzkumu a vyvoji novych
latek, ke zkoumani proteint a enzymil, k tomu abychom zjistili, jak se materialy budou chovat

v extrémnich podminkach.

Integrace Newtonovych rovnic

Molekularni dynamika je tedy zaloZend na feSeni pohybovych rovnic. V molekularné
mechanickém popisu se k tomuto ucelu pouzivaji klasické Newtonovy rovnice pro systém

Sastic [28]
> 5 2_1.
Fi =m;a; = m; %, (14)

kde vektor d; je zrychleni i-té ¢astice o hmotnosti m;, které je zptisobené puisobici silou ﬁi =
—VE. Zrychleni ale pfimo souvisi s polohou ¢astice (je to druhd derivace trajektorie), takze
integrovanim téchto pohybovych rovnic miizeme z ptsobici sily ménici se polohu spocitat.
Existuje nékolik zpisobt, jak tuto integraci numericky provést, které se liSi piesnosti a
vypocetni naro¢nosti. V biomolekularnich simulacich se nej€astéji pouziva algoritmus znamy
jako ,,velocity Verlet®, ktery v kazdém ¢asovém kroku At predikuje nové polohy R)i a rychlosti

¥; jednotlivych atomil podle vztahti [29, 30]

R;(t + At) = R;(t) + ;(H)At + %c_ii(t) [At]? (15)
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1
7; (t + At) = 7;(t) + 3 [a;(t + At) + a;(t)]At (16)

K molekularni dynamice tedy potfebujeme znat poc¢atecni polohy vSech atomd (tedy strukturu
dané molekuly), sily ptisobici na tyto atomu (které se daji pfimo spocitat z potencialni funkce)
a jejich pocate¢ni rychlosti. Ty se pfifadi jednotlivym atomim nahodné tak, aby mél cely
systém pozadovanou teplotu, protoze ta je pfimo spojend s primérnou kinetickou energii
Castic. Nahodné pfifazené rychlosti samoziejmé nemusi odpovidat skutecnym rychlostem,
které by atomy mély mit, a proto je pocatecni ¢ast MD simulaci (tzv. ekvilibraci) délat se
zvySenou opatrnosti, protoze mize dochdzet k ne¢ekanému chovani systému (napt. prudké
zvySeni teploty a ndhlym strukturnim zménam, u proteinli napf. zmény Vv cis-trans orientaci
peptidovych vazeb anebo poskozeni sekundarni struktury v disledku naruseni pravidelného
uspotadani vodikovych vazeb). Aby se takovému nestabilnimu chovani predeslo, provadi se

pfed samotnou MD simulaci zpravidla geometricka optimalizace.

Dalsim faktorem, ktery zasadné ovliviiuje stabilitu a pfesnost simulaci, je délka
casového kroku At. Aby byla numericka integrace piesna, mél by byt tento krok fadoveé mensi
nez perioda nejrychlej$iho vibracniho pohybu v systému. V proteinech nejrychleji vibruji
atomy vodiku, protoZe jsou lehké a zaroven relativné pevné vazané na ostatni atomy (nejcastéji
uhlik). Tyto vibrace maji frekvence v rozmezi 2800 az 3200 cm!, coZ odpovida dobam kmitu
zhruba 10 fs [28]. Proto by ¢asovy krok v MD proteini nemél byt vétsi nez 1 fs. Na druhou
stranu chceme ale, aby byl tento krok co nejvétsi, protoze pohyby proteinti mohou byt pomalé
(tddove az v oblasti us) a maly ¢asovy krok zvétSuje narocnost téchto simulaci (1 us odpovida
10° krokti o délce 1 fs). Proto se ¢asto v biomolekularnich MD simulacich fixuji vzdalenosti
vazeb s vodikovymi atomy, aby se tyto rychlé vibraci odstranily, a pouziva se dvojnasobny

Casovy krok, tedy At =2 fs.

4.6.1 Ekvilibrace teploty

S dostate¢né¢ malym krokem bude integrace Newtonovych rovnic relativné piesna. To
znamena, ze se nebude ménit celkovd mechanicka energie (tedy soucet potencidlni a kinetické
energie) systému. Bude se ale ménit teplota, coz je u simulaci proteinli nezadouci. Proteiny se
zpravidla nachazeji v prostfedi o pokojové teploté (25 °C = 298 K), a MD vypocty by mély
simulovat tyto podminky. Proto se k integra¢nim rovnicim pfidava jesté tzv. termostat [29, 30],

ktery koriguje velikost rychlosti ¢astic tak, aby byla se celkova teplota ménila co nejméné. MD
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simulace biomolekul tedy zacinaji ekvilibraci teploty. Pocatecni rychlosti sice odpovidaji
pozadované teploté, ta se ale béhem prvnich simula¢nich krokd zméni s tim, jak se cely model
relaxuje. Je potieba tedy zapojit termostat a béZet dostate¢né dlouhou dynamiku, dokud se

teplota neustali na nastavené hodnot¢.

Ekvilibrace teploty v programu Amber

Vstupni soubor Amberu, ktery je zde pojmenovan jako ,,dynamika.inp*, je potteba modifikovat

nasledujicim zptisobem:

&cntrl
imin=0,
MD simulace

nstlim=100000
Celkovy pocet krokii

dt=0.001,
Casovy krok udavany v pikosenkundéach (1 ps = 1000 fs)

ntx=1,
irest=0,
cut=10,
temp0=300.0,
Referenci teplota, na které ma byt systém udrzovan (v Kelvinech)

tempi=300.0,
Pocatecni teplota systému (v Kelvinech)

ntt=3,
Typ termostatu (v tomto ptipad¢ Langevinlv stochasticky termostat)

gamma 1n=1,
Srazkova frekvence termostatu (v prevracenych pikosekundach, tedy ps)

ntxo=1,
ntpr=100,
ntwx=100,
Frekvence zapisu strukturni soutadnic do trajektorie (kazdych 100 krok)
ntwr=100,
Frekvence zapisu restart souboru
ntb=1
/

MD simulace se pusti nasledujicim piikazem, ktery je tfeba opét napsat do skriptu pro frontovy

systém a odeslat piikazem ,,qsub*

mpirun sander.MPI -0 -1i dynamika.inp -o dynamika.out -r dynamika.rst
-x dynamika.trj -c optimalizace.rst -p actin.top
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V této simulaci jsme jako vychozi strukturu pouzily ¢aste¢né optimalizovanou geometrii
(,;optimalizace.rst*) actinu. Vysledkem simulace je MD trajektorie ,,dynamika.trj*, kterou je
mozné nacist napt. do VMD a pohyb proteinu si prohlédnout. Energie a teploty jednotlivych

struktur Ize nalézt v souboru ,,dynamika.out.*

Casovy vyvoj teploty b&hem této 100 ps simulace je zobrazen na obrazku 21. Jak je
vidét, behem prvnich nekolik krokl teplota rapidné poklesne z poc¢atec¢nich 300 K témét na
polovinu, protoZe struktura je ¢asteCné optimalizovdna a efektivné ,,zamrazena* v minimu
potencialni funkce (sily plisobici na jednotlivé atomy jsou zde malé, a proto je malé i zrychleni,
a to pak snizuje rychlosti téchto atomt). Jak ale simulace pokracuje, jsou rychlosti korigovany
termostatem a systém (aktin ve vodném roztoku) se ohtiva. Pozadovana teplota 300 K je

dosazena zhruba po 50 ps a po zbytek simulace se jiz neméni.

400m T T T T T T T an

350 — —

300

250

teplota [K]

200

150 — =

1 ()() “ 1 | 1 I 1 | 1 I 1 H
0 20 40 60 80 100

cas [ps]

Obrdazek 21: Casovy vyvoj teploty v prithéhu MD ekvilibrace (program Amber, Langeviniiv

termostat, srazkova frekvence 1 ps', poZadovand teplota 300 K).
ps ., p 74
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Ekvilibrace teploty v programu Gromacs

Postup je stejny jako s programem Amber. Nejdiive byla provedena simulace dynamika,
abychom dali strukturu do pohybu. Déle byla provedena simulace, abychom dali struktuie
konstantni tlak. Posledni byla provedena findlni dlouho bézici simulace, ze které byli

provedeny analyzy popsané v ¢asti 4.7.

Zde je vstupni MDP soubor:

integrator = md
Molekularni dynamika

nsteps = 10000

dt = 0.001
Casovy krok v pikosekundach

nstxout = 100
nstlog = 100

cutoff-scheme = Verlet
nstlist = 10

pbc = xyz

rlist = 1.0
coulombtype = pme

r coulomb = 1.0

vdwtype = cut-off
vdw-modifier = force-switch
rvdw-switch = 0.9

rvdw = 1.0

Nasledujici ptikazy jsou uréeny pro nastaveni termostatu
tcoupl = berendsen

tc-grps = system
tau-t = 1.0
ref-t = 300

Simulace se pak spusti nasledujicim ptikazem:

mpirun gmx mpi mdrun -s dynamika.tpr -deffnm dynamika

4.6.2 Ekvilibrace tlaku
Po pocatecni ekvilibraci teploty je nutné ekvilibrovat také hustotu modelového systému. Voda
pfidand pii stavbé modelu okolo proteinu nema na povrchu tohoto pozadovanou strukturu a

zpravidla nevypliiuje vSechny dutiny. Tyto strukturni nedostatky se vétSinou samovolné opravi
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jiz béhem prvni MD simulace, hustota modelu ale zpravidla neodpovida realné hustoté, ktera
by v pfipadé solvatovanych proteind mé&la byt jen o néco v&tsi nez 1 g/ecm?. Pii optimalni
hustoté by praimérny tlak v modelu mél byt staly (u simulaci proteinti blizky atmosférickému
tlaku). Aby se toho doséhlo, je potieba ménit velikost simulovaného boxu (zmenseni velikosti
boxu vede ke zmenseni objemu a zvySeni tlaku a naopak). Toto v MD simulacich zatizuje tzv.

barostat [29, 30].

Ekvilibrace tlaku v programu Amber

Vstupni soubor pojmenovany jako ,,iustota.inp* je modifikovany néasledujicim zptisobem:

&cntrl
imin=0,
nstlim=500000,
dt=0.001,
ntx=5,

Vstupni soubor obsahuje nejen soutadnice, ale také rychlosti atomt

irest=1,
Pocatecni rychlosti se znovu negeneruji, ale pouziji se ty ze vstupniho souboru

cut=10,
temp0=300.0,
ntt=3,
gamma 1In=1,
ntp=1,

Isotropni barostat (velikost boxu se méni ve vSech smérech stejn¢)

system0O=1,
Referencni tlak (v barech, kde 1 bar=0,987 atm)

taup=2.0,
Doba tlakové relaxace (v pikosekundach)

ntxo=1,
ntpr=100,
ntwx=500,
ntwr=500,
ntb=2,
Periodické okrajové podminky pro systém, kde se méni velikost boxu
iwrap=1,
Tento ptikaz zabali soufadnice zapsané do souboru restart a trajektorie do primarniho boxu.

Ptikaz pro spusténi MD simulace v skriptu pro frontovy systém:

mpirun sander.MPI -0 -i hustota.inp -o hustota.out -r hustota.rst -x
hustota.trj -c dynamika.rst -p actin.top
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Jako vstupni soufadnicovy soubor pro ekvilibraci tlaku pouzijeme restart soubor
wdynamika.rst“ z ptedchozi ekvilibrace teploty, kde jsou ulozeny polohy 1 rychlosti
jednotlivych atomt. Struktury se béhem MD zapisuji do trajektorie ,hustota.trj* a posledni
geometrie, rychlosti a velikost boxu jsou ulozeny v ,,hustota.rst.“ Informace o energii, teplotg,

tlaku a hustoté se zapisuje do souboru ,,hustota.log.”

Pribéh hustoty béhem ekvilibrace tlaku je zobrazen na obrazku 22. Relaxace je tentokrat
pomalejsi nez v pripadé teploty. Pocateéni hustota je relativné nizka (~0,8 g/cm?) a v pribéhu

simulace pozvolna stoupa az se po ¢ase 400 ps ustali na hodnoté ~1,1 g/cm?.

hustota [g/cm3]

()“ 1 | 1 I 1 I
0 100 200 300 400 500

cas [ps]

Obrdazek 22: Casovy vyvoj hustoty v prithéhu MD ekvilibrace (program Amber, isotropicky
barostat s relaxacni dobou 2 ps, pozadovana teplota 300 K a tlak 1 bar).

Ekvilibrace tlaku v programu Gromacs

Kontrola tlaku pomoci barostatu se nastavi v MDP souboru nasledovné:

integrator = md
nsteps = 100000
dt = 0.001

nstxout = 500
nstlog = 500
nstenergy = 500
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cutoff-scheme = Verlet
nstlist = 10

pbc = xyz

rlist = 1.0

coulombtype = pme

r coulomb = 1.0

vdwtype = cut-off
vdw-modifier = force-switch
rvdw-switch = 0.9

rvdw = 1.0

tcoupl = berendsen
systéms = system
tau-t = 1.0
ref-t = 300.0

Zde je nastaveni barostatu:
pcoupl = berendsen
pcoupltype = isotropic
compressibility = 4.5e-5
tau-p = 10.0

ref-p 1.0

Zde je pak ptikaz pro spusténi simulace:

mpirun gmx mpi mdrun -s hustota.tpr -deffnm hustota

4.6.3 Produktivni simulace

Po dosazeni spravné teploty a tlaku je mozné kone¢né provést finalni MD simulaci, ktera bude
slouzit k samotnému studiu a analyzam daného proteinu. Tato simulace se oznacuje jako
produktivni (angl. production run) a na rozdil od ekvilibraci byva velmi dlouha (v praxi az
nékolik ps), coz je velmi vypocetné narocné. Proto se tyto simulace Casto délaji pouze za
pouziti termostatu (barostat, ktery zpomaluje vypocet, se vétsinou neaplikuje) a fixuji se vazby
s vodikovymi atomy, aby bylo mozné pouzit delsi casovy krok (typicky 2 fs). Soucasné se
vyuziva paralelizace na vice procesorech a dnes i bézn¢ GPU akcelerace [29, 30]. Velikost
vysledné trajektorie se minimalizuje méné Castym zépisem strukturnich dat a jejich ukladanim

v binarnich datovych formatech, které mohou byt i komprimované.

Produktivni simulace v programu Amber

Vstupni soubor nazvany ,,simulace.inp* je podobny tomu, ktery jsme pouzili pro ekvilibraci
teploty. LiSi se delsim casovym krokem, fixaci vazeb svodikovymi atomy a bindrnim

formatem trajektorie.
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&cntrl

imin=0,

nstlim=10000000,

dt=0.002,

ntf=2
Modifikace vypoctu sily, kdy moznost 2 znamena, ze vazebné interakce zahrnujici H-atomy
jsou vynechany

ntc=2
Fixace vazeb s vodikovymi atomy pomoci algoritmu SHAKE (moZnost 2 je pouzivana pro
TIP3P model vody)

ntx=5,
irest=1,
cut=10,
temp0=300.0,
ntt=3,
gamma 1n=1,
ntxo=1,
ioutfm=1,
Bindrni NetCDF format trajektorie

ntpr=1000,
ntwx=1000,
ntwr=1000,
ntb=1,
iwrap=1

/

Skript pro frontovy systém je potfeba modifikovat tak, abychom vyuzili GPU akcelerace. Proto

jej zde uvadime cely:

#!/bin/bash
#PBS -1 select=I1:ncpus=I1:ngpus=I1:mem=5GB:gpu mem=5GB:scratch local=10 B

Pozadavek na vypocetni stroj s GPU s paméti 5 GB, paralelizace na CPU nebude pouZita.

#PBS -1 walltime=04:00:00
#PBS -g gpu
Pti GPU akceleraci je nutné odeslat vypocet do specifické fronty

#PBS -N actin
module load amber-14-gpul

Verze Amberl4 s GPU akceleraci

cd $PBS O WORKDIR/

cp simulace.inp SSCRATCHDIR/
cp hustota.rst SSCRATCHDIR/
cp actin.top SSCRATCHDIR/

cd SSCRATCHDIR/
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pmemd.cuda -O -i simulace.inp -o simulace.out -r simulace.rst -x simulace.trj
-c hustota.rst -p actin.top

Optimalizovany PMEMD modul s GPU akceleraci

cp simulace.out $PBS O WORKDIR/
cp simulace.rst $PBS O WORKDIR/
cp simulace.trj $PBS O WORKDIR/
clean scratch

Produktivni simulace v programu Gromacs

Finalni simulace je provedena za pomoci nésledujiciho nastaveni v MDP souboru:

integrator = md
nsteps = 10000000
dt = 0.002

Delsi ¢asovy krok

nstxout = 0
nstxout-compressed = 1000

Komprimovany format trajektorie

nstlog = 1000
nstenergy = 1000
cutoff-scheme = Verlet
nstlist = 10

pbc = xyz

rlist = 1.0
coulombtype = pme

r coulomb = 1.

vdwtype = cut-off
vdw-modifier = force-switch
rvdw-switch = 0.9

rvdw = 1.0

constraints = h-bonds
constraint-algorithm = lincs

Zafixovani vazeb s vodikovymi atomy

tcoupl = nose-hoover
tc-grps = system
tau-t = 10.0

ref-t 300.0

Gromacs na rozdil od Amberu se spousti stejnym piikazem, rozdil je pouze v nastaveni

frontového systému (viz vyse):

mpirun gmx mpi mdrun -s simulace.tpr -deffnm simulace
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4.7 Zpracovani a analyza dat

Vysledkem molekuldarné-dynamickych simulaci jsou tzv. trajektorie, tj. soubory dat se
soufadnicemi atomi, které byly ulozeny v pribéhu simulace. Jsou to tedy strukturni data, které¢
jsou zavislé na Case. Tyto data je potieba zanalyzovat a spravné interpretova, abychom mohli
vyvodit ur€ité zavéry o chovani simulovaného systému. Zalezi také na tom, jestli chceme
analyzovat samotnou strukturu a jeji stabilitu, nebo jeji dynamické vlastnosti, popt. néjaké
energetické charakteristiky. Mezi zakladni strukturni analyzy proteinti patii RMSD,
Ramachandraniiv diagram, nebo histogramy specifickych geometrickych parametrt jako jsou
vzdalenosti a thly [28-30]. Dynamiku proteinti 1ze charakterizovat napt. pomoci RMSF nebo
vibracnich analyz. Mezi pokrocilejsi analyzy pak patii napt. charakteristiky dynamického
chovani vodikovych vazeb v solvataéni vrstvé okolo proteintl, difuse specifickych iontt ¢i skrz
proteinové struktury, zmény volnych energii béhem enzymatickych reakei, vazebné energie
alosterickych ligand, atd. [28-30]. V této ¢asti se predstavujeme nejbeéznéjsi ze zékladnich

metod.

4.7.1 Ramachandrandv diagram

Ramachandraniv diagram je graficky nastroj, ktery se vyuziva ve strukturni biologii a
biochemii. Slouzi ke zobrazeni moznych prostorovych usporadani peptidového fetézce
v zavislosti na rotaci kolem vazeb mezi atomy Cq, a N v aminokyselindch. Jde o kvalitativni
analyzu, kdy se zobrazuje rozlozeni peptidickych thli y a ¢ v roviné okolo téchto dvou vazeb
pro jednotlivé pary aminokyselin. Protoze rizné prvky sekundarni struktury (o-Sroubovice, j3-
skladané listy) maji dobfe definovanou strukturu, da se jejich zastoupeni v daném proteinu
z Ramachandranova diagramu vy¢ist. Napt. B-skladané listy se v diagramu nachazi v hornim
levém rohu, pravotocivé a-Sroubovice jsou vlevo (mirné v zdpornych y hodnotach), zatimco

levotocivé a-Sroubovice jsou v pravé ¢asti (mirné v kladnych y hodnotach).

Ukéazka Ramachandrova diagramu aktinu je na obrazku 20. V levé ¢asti je diagram,
ktery jsme napocitali z poslednich 100 ps produktivni MD trajektorie (aktin je znacné flexibilni
protein, a pfi pouziti celé trajektorie by ,,skvrny* na diagramu byly pfilis velké, splyvaly by, a
byly by Spatné rozpoznatelné). V pravé €asti je pak referencni diagram pievzaty z publikace
[37]. Jak je vidét, oba diagramy jsou kvalitativné shodné. Aktin evidentné obsahuje jak -
skladané listy, tak bézné pravotocivé a-Sroubovice. Diky flexibilité proteind jsou zastoupeny i
levotocivé a-Sroubovice, které u rigidnéjsich bilkovin nejsou typické a nékdy mohou indikovat

1 poskozeni proteinové struktury.
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Obrdzek 20: Ramchandranav plot. Obrdzek (a) je nami vytvoreny Ramachandraniv diagram. Obrdzek
(b) je prevzaty ze zdroje [37] a slouZi zde jako reference.

Ramachandraniiv diagram je mozné nejsnadnéji ziskat pomoci programu VMD [19]. Po
nacteni trajektorie je mozné ho zobrazit pomoci menu ,Extensions“ — , Analyses* —
,Ramachandran Plot“. To je praktické, protoze po provedeni MD simulaci je vhodné nejprve
vyslednou trajektorii vizudlné zkontrolovat, abychom se ujistili, Ze nedoslo k né&jakému
necekanému chovani (napt. poskozeni struktury). Zobrazeni Ramachandranova diagramu a

jeho kvalitativni zhodnoceni je vhodné doplnéni této pocatecni inspekce.

4.7.2 RMSD
Root-Mean-Square Deviation (RMSD, stfedni kvadratickd odchylka atomovych pozic) je typ
analyzy, ktera se pouziva zhodnoceni stability studované struktury [29,30]. RMSD se vypocita

jako druhd odmocnina ze stfednich Ctvercii vzdalenosti mezi odpovidajicimi atomy dvou

struktur, jedné z MD trajektorie (}_?) (t)) a druhé referen¢ni (I_?)O):

T

RMSD(t) = %Z [R(©) - Ro]” (17)

tr

V ptipad¢ simulaci proteinil se jako referencni bere vétSinou krystalickd struktura (popf. jina
experimentalné ziskand geometrie). RMSD je pak Casové zavisla funkce, kterd nam fika, jak
moc se vdaném case béhem MD simulace struktura studovaného proteinu liSila od té

referencni. Cim niz$i je hodnota RMSD, tim jsou si porovnavané struktury podobnéjsi.

Ukéazka RMSD, které bylo napocitano z 20 ns trajektorie aktinu pii konstantni teploté
300 K, je na obrazku 21. V tomto piipad¢ jsme pocitaly RMSD jen pro tzv. kostru proteinu
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(backbone), coz jsou v podstaté pouze atomy, které jsou soucasti peptidickych vazeb mezi
jednotlivymi aminokyselinami (tedy C, uhlik, C a O atomy z karboxylické skupiny, N a H
atomy z amino skupiny). Jak je vidét, na pocatku trajektorie byl aktin v konformaci relativné
blizké krystalické struktuie (RMSD ~0,1 nm), ale postupem casu se tato hodnota zvysila a
ustalila se na ~0,25 nm. To indikuje, Ze struktura aktinu je relativné flexibilni (rigidni proteiny
jako mnapf. cytochromy, kde jsou peptidické fetézce kovalentné provazané s tézko

deformovatelnymi organickymi ligandy — hemy — maji RMSD pro backbone blizké ~0,1 nm).

03— —

RMSD (nm)

| 1 | 1 | I A
5000 10000 15000 20000
Time (ps)

Obrdzek 21: RMSD pro backbone aktinu béhem 20 ns MD simulace pfi konstantni teploté 300 K.

Vypocéet RMSD v Amberu

RMSD z trajektorii napocCitanych Amberem je mozné ziskat pomoci programu CPPtraj, ktery
je soucasti tohoto programového baliku a slouzi k provadéni riznych analyz. To, jakou analyzu
chceme provést, je nutné specifikovat ve vstupnim skriptu, ktery pro RMSD vypada

nasledovné:

parm simulace. top
Nacteni topologie systému ze souboru ,,simulace.top*

trajin simulace.trj
Nacteni strukturnich dat z MD trajektorie uloZzené v souboru ,,simulace.trj
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reference aktin.crd
Nacteni referencni geometrie (model krystalické struktury ulozeny v souboru ,,aktin.crd*)

rmsd rl :1-368&!@H= reference
Vypocet RMSD pro vSechny atomy z residui 1 az 368, které nejsou vodik (tzv. t€zké atomy,
pole hodnot RMSD je oznacené jako ,,r1%)

rmsd r2 :1-368&0@CA,C,0,N,H
Vypocet RMSD pro backbone atomy z residui 1 az 368, pro vybér jsou pozita jména atomd,
tak jak jsou definovana v topologii (pole hodnot RMSD je oznacné jako ,,r2%)

run
Spusténi vySe definovanych vypocti

write rmsd.dat rl r2
Hodnoty RMSD ulozené v polich ,,r1 a ,,r2* se ulozi do souboru ,,rmsd.dat*

quit
Konec skriptu

Vysledny soubor ,,rmsd.dat“ je textovy a v tomto piipadé obsahuje 3 sloupce dat: ¢as, RMSD
pro vSechny tézké atomy a RMSD pro kostrové (backbone) atomy. K zobrazeni téchto dat je

mozné pouzit bézny software pro tvorbu graf (napt. Gnuplot nebo Xmgrace).

Vypocet RMSD v Gromacsu

V Gromacsu se vypocet RMSD provadi zpravidla ve dvou krocich. Protoze protein se mize
béhem MD simulaci volné pohybovat, dochazi bézné i k situacim, kdy piekracuje stény
simulacniho boxu. Kdyz ale pouzivame periodické okrajové podminky, tak se struktura
proteintl zdanlivé narusi, protoze atomy, které sténu boxu piekroc¢i, se automaticky vlozi na
druhou stranu boxu (tzv. wrapping). Modul ,,rms®, ktery se v Gromacsu pouziva pro vypocet
RMSD, ale neumi strukturu proteinu automaticky zcelit. To je nutné udélat zvlast, pomoci

jiného modulu, ktery se jmenuje ,,trjconv, coz je prvni krok.

gmx trjconv —-f simulace.xtc -s aktin.gro -n aktin.ndx -fit rot+trans
-o rmsd.xtc

V tomto piipad¢ zcelujeme protein tak, Ze jej nafitujeme na ptivodni krystalickou strukturu,
ktera je pocate¢nim modelu (,,aktin.gro*) uprostted boxu. V souboru ,,aktin.ndx* jsou ulozené
indexy backbone atomill, pomoci kterych se fitovani (pfekladani) struktur provadi. Zceleni
struktury by Slo ud¢lat také volbou ,,-pbc whole®, ale fitovani na referencni strukturu je

vétSinou lepsi, protoze takto predéland trajektorie se snadnéji zobrazuje. Takto ptedélana

57




trajektorie, ulozena do souboru ,,rmsd.xtc* (do kterého neni nutné ukladat souradnice solventu,

staci jen protein), se pak pouzije k vypoctu RMSD

gmx rms —-f rmsd.xtc -s aktin.gro -n aktin.ndx -o rmsd.xvg

Vysledny soubor ,,rmsd.xvg™ obsahuje 2 datové sloupce — simulacni ¢as a RMSD hodnoty.

Soubor je vhodny k zobrazeni pomoci program Xmgrace.

4.7.3 Histogramy geometrickych parametrd

Dalsi kvantitativni analyzou, ktera se ¢asto pouziva k vySetfovani proteinovych struktur a jejich
stability, je detekce riznych geometrickych parametri (vzdalenosti, thly) a jejich distribuci
(histogramti) [29, 30]. Napftiklad peptidicky fetézec proteinu aktin je sloZen do struktury, ktera
tvarem pfipomind pismenu U, jehoz konce se od sebe mohou pfiblizovat a vzdalovat. Abychom
veédéli, do jaké nejmensi a nejveétsi vzdalenosti se mohou tyto Casti proteinu dostat, mizeme
detekovat vzdalenost mezi vybranymi atomy v téchto ¢astech. Vizualizaci lze zjistit, Ze na
jednom konci se naléza alanin v pozici 59 a na druhém threonin v pozici 199. Vzdalenost mezi
uhliky Cq téchto aminokyselin je zobrazena na obrazku 22 jako funkce simulacniho casu.
Z téchto vzdalenosti je pak sestrojen histogram, ktery je v pravé ¢asti obrazku. Z n¢ho vidét,
ze typickou (nejcastéjsi) vzdalenosti mezi t€émito ¢astmi proteinu je 0,95 nm. Vzdalenost se
mize zmenSit az na 0,7 nm, coz prakticky odpovida kontaktu obou konct (okolo C, uhlikt

jsou jeste postranni fetézce). Dochazi ale i k jejich oddalovani, a to az do vzdalenosti 1,4 nm.

16 T T T T T T T T T TTTTTTTTT

vzdalenost [A]

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | |

0 2 = 6 8 10 12 14 16 18 20
cas [ns] histogram

Obrdzek 22: Vzddlenost mezi Ca uhliky aminokyselin Ala59 a Thr199 béhem 20 ns MD simulace.
V pravé cdsti obrdzku je histogram této vzddlenosti.
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Vypodet vzdalenosti v Amberu

Pro vypocet vzdalenosti opét pouzijeme CPPtraj modul. Zde je ukézka vstupniho souboru:

parm simulace. top
trajin simulace.trj

distance d :59@CA :199@CA out distance.dat

Spocita vzdalenost mezi Ca uhliky na residuich 59 a 199 (pole vzdalenosti je oznaceno ,,d* a
zaroven se ulozi do souboru ,,distance.dat)

hist d,6.0,16.0,*,100 out distance.hst normint
Sestroji histogram v rozmezi 6 az 16 A ze vzdalenosti (histogram je rozdélen na 100 dilkd, je
preskéalovan tak, aby plocha pod nim byla rovna jedné, a ulozi se do souboru ,,distance.hst)

run
quit

Vysledné soubory ,.histogram.dat* a ,histogram.hst“ jsou textové a mizeme je zobrazit

pomoci programi Gnuplot nebo Xmgrace.

Vypodet vzdalenosti v Gromacsu

V programovém baliku Gromacs 1ze vzdélenosti a jejich histogram spocitat z MD trajektorie

pomoci modulu ,,distance*:

gmx distance -f simulace.xtc -s simulace.tpr -n distance.ndx -oall
distance.xvg -oh distance-hist.xvg -select 0 -len 1.0 -tol 0.5 -binw
0.01

Indexy atomt, mezi kterymi se vzdalenost pocitd, jsou ulozeny v souboru “distance.ndx” jako
prvni datovy zdznam (jeho vybér provadime volbou “select”). Vzdalenosti v jednotlivych
strukturach trajektorie ,,simulace.xtc* se ulozi do souboru ,distance.xvg“. Histogram,
v rozmezi 0,5 at 1,5 nm se Sitkou jednoho dilku 0,01 nm se ulozi do souboru ,distance-
hist.xvg®. Oba tyto XVG soubory jsou vhodné k pfimému zobrazeni pomoci program

Xmgrace.

4.7.4 Radialni distribu¢ni funkce

Dalsi strukturni analyzou, ktera se nejcastéji pouziva k vySetieni rozloZeni solventu (molekul
vody) nebo iontli okolo specifické ¢asti proteinu, je tzv. radialni distribu¢ni funkce (RDF) [29,
30]. Tato funkce udéava, kolik castic (molekul vodu, iontl, apod.) se nachazi v urcité
vzdalenosti od n&jakého atomu, aminokyseliny, nebo jiné ¢asti proteinu. Napf. na obrazku 23

jsou porovnany RDF pro ionty sodiku (Na*) okolo kladné (Lys, Arg) a zaporné (Asp, Glu)
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nabytych aminokyselin na povrchu aktinu. ProtoZe ionty sodiku jsou zaporné nabité, ptitahuji
se elektrostatickou silou se zdporné€ nabitymi aminokyselinami a Ize je tedy ¢asto najit v jejich
okoli. Tomu odpovida velky peak v RDF pro Asp a Glu ve vzdélenosti 2,2 nm, ktery nam fika
ze lonty jsou cCasto v kontaktni vzdalenosti s karboxylovymi (COO") skupinami téchto
aminokyselin. Siroky peak okolo 3,5 nm a dale pak ukazuje na to, Ze tyto ionty se &asto
pohybuji v téchto vétSich vzdalenostech, tam ale uz nejsou tak tésné vazany (interakce je
slabsi). Naopak v okoli kladné nabitych aminokyselin ionty sodiku prakticky nenajdeme (RDF
pro Arg a Lys maji pro kratké vzdalenosti velmi nizké hodnoty a rostou az okolo 1 nm a déle).
To je samoziejmé zpusobené elektrostatickym odpuzovanim (repulzi) téchto kladné nabitych

rezidui s kladnymi ionty sodiku.

0.008 T T T T T T T
Arg
L Asp
0.007 Glu
Lys
0.006 - d b

0.005 .

RDF
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vzdalenost [A]

Obrdzek 23: Radidlni distribucni funkce (RDF) detekujici vzddlenost sodikovych ionti od nabitych
aminokyselin na povrchu aktinu (funkce nejsou normalizované).

Vypocet RDF v Amberu

Radialni distribu¢ni funkce spoc¢teme opét pomoci CPPtraj modulu s nasledujicim skriptem:

parm simulace. top
trajin simulace.trj

radial rdf-glu.dat 0.1 15.0 :GLU :Na+
Spocitda RDF pro vzdalenost sodikovych iontl (residua Na+) od vSech glutamovych kyselin

(residua GLU). Funkce bude pocitana pro vzdalenosti od 0,1 do 15 A a ulozena do souboru
Wrdf-glu.dat.*

run
quit
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Vysledny soubor ,rdf-glu.dat“ je opét textovy a vhodny k zobrazeni v Gnuplotu nebo

Xmgrace. RDF pro ostatni aminokyseliny se po¢ita obdobné.

Vypocet RDF v Gromacsu

V Gromacsu se RDF pocita pomoci modulu ,,rdf*:

gmx rdf -f simulace.xtc -s simulace.tpr -n rdf.ndx -o rdf.xvg -rmax
1.0 -cut 0.01

Skupiny atomtl, mezi kterymi se RDF pocita, jsou uvedeny v indexovém souboru ,,rdf ndx* a
jejich vybér probihd interaktivné po spusténi programu Volby ,.cut” a ,,rmax* urcuji rozsah
vzdalenosti. Vysledna funkce se ulozi do souboru ,,rdf.xvg*, ktery je mozné zobrazit pomoci

Xmgrace.

4.7.5 RMSF

Root-Mean-Square Fluctuation (RMSF, stfedni kvadraticka odchylka fluktuace) je analyza,
kterd nam fekne, jak moc polohy jednotlivych atomil nebo residui ve struktufe proteint
fluktuuji okolo rovnovazné polohy [29, 30]. Je vypocitana jako druhd odmocnina stfedni
hodnoty ¢tvercové vzdalenosti mezi polohou kazdého atomu 1_2)1- a jeho primérnou polohou (ﬁi)

napii¢ simulaéni trajektorii.

RMSF(® =[5 [R(®) - @)’ (18)
Touto analyzou mlzeme tedy zjistit flexibilitu jednotlivych atomt v celé proteinové struktuie.
Pokud dostaneme vysoké hodnoty RMSF ukazuje to na vysokou flexibilitu atomu a jeho
nachylnost ke fluktuacim, zatimco nizkd hodnota RSMF ukazuje na rigidnost a mensi
nachylnost ke fluktuacim u atomti. To je ukdzana na obrazku 24, kde je vyneseno RMSF pro
jednotliva residua (aminokyseliny) v aktinu. Vysoké peaku ukazuji na mista, ktera se hodné
pohybuji. Tyto hodnoty je mozné vlozit do PDB souboru a zobrazit ve VMD, jak je ukézano
na obrazku 25, kde jsou rigidni ¢asti obarvené Cervenég, zatimco ty flexibilni maji modrou

barvu.
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Obrdzek 24: Hodnoty RMSF pro jednotlivd rezidua v aktinu ziskané z 20 ns MD simulace pfi konstantni
temploté 300 K.

Obrdzek 25: Struktura aktinu s grafickym zobrazenim RMSF (Cervend oznacuje rigidni mista, modrd
flexiblni). Zobrazeno ve VMD.
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Vypocet RMSF v Amberu

Pro vypocet RMSF pomoci modulu CPPtraj je potieba nasledujici skript:

parm simulace.top [Orig]
Nactena topologie ze souboru ,,simulace.top® se oznaci jako ,,0Orig*

Reference aktin.crd [Crystal]
Referencni struktura pro vypocet stiednich poloh (oznacena jako ,,Crystal®)

trajin simulace.trj
Trajektorie se strukturnimi daty

strip ! (:1-368) outprefix rmsf
Odstranime z trajektorie vSechnu vodu a ionty (ziistanou jen proteinova residua 1 az 368, nova
topologie se ulozi do souboru ,,rmsf.simulace.top*)

rmsd :1-368@CA,C,0,N,H ref [Crystal]
Nafitujeme (pfelozime) kostru (backbone) jednotlivych struktur z trajektorie na referencni
krystalovou geometrii

trajout rmsf.simulace.trj netcdf
Nafitované struktury se ulozi nové trajektorie ,,rmsf.simulace.trj* (binarni NetCDF format)

average rmsf.simulace.pdb pdb
Vypocet stiednich poloh jednotlivych atomt (ulozi se do souboru ,,rmsf.simulace.pdb*)

run
parm rmsf.simulace.top [ProteinOnly]

Nactena topologie se piepiSe zménsenou topologii pro protein bez solventu

reference rmsf.simulace.pdb parm [ProteinOnly] [Avrg]
Zmens$ena topologie se pouzije pro nacteni stfednich hodnot atomovych pozic jako referencni
struktury (ta se oznaci jako ,,Avrg*)

rmsd :1-368@CA,C,0,N,H ref [Avrg]
Backone atomy jednotlivych struktur z trajektorie se nafituji (ptelozi) na stiedni pozice téchto
atomu

atomicfluct out rmsf-b.dat :1-368@CA,C,0,N,H byres bfactor
Vypocet RMSF pro backbone atomy (hodnoty se priiméruji pies jednotliva residua a RMSF se
ptevede na tzv. B-faktor pouzivany v krystalografii, data se ulozi do souboru ,,rmsf-b.dat)

atomicfluct out rmsf-r.dat :1-368 byres bfactor
Vypocet RMSF (hodnoty pro vsechny atomy se primeruji pies jednotliva residua, data se ulozi
do souboru ,,rmsf-r.dat*)

atomicfluct out rmsf-a.dat :1-368 byatom bfactor
Vypocet RMSF (hodnoty pro jednotlivé atomy, data se ulozi do souboru ,,rmsf-a.dat*)

run
quit
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Vypocet RMSF v Gromacsu

V Gromacsu je vypocet RMSF o néco piimocarejsi nez v Amberu. Stejné jako pii vypoctu
RMSD se musi nejprve struktura proteinu nafitovat na referencni strukturu pomoci modulu
Htrjconv®. Vysledna trajektorie ,,rmsd.xtc” lze pak pfimo pouzit k vypoctu RMSF pomoci

,,rmsf modulu®:

gmx rmsf -f rmsd.xtc -s aktin.gro -n rmsd.ndx -o rmsf.xvg -res -oQq
rmsf.pdb

Soubor ,,rmsfxvg™ obsahuje RMSF hodnoty pro jednotlivda residua a mulze byt pouzit
k vytvoteni grafu jako na obrazku 24. Soubor ,,rmsf.pdb* obsahuje B-faktory a lze jej pouzit

k zobrazeni struktury jak ona obrazku 25.

64




5 Zaver

Hlavnim cilem mé prace bylo naucit se a popsat zdkladni postupy, které se vyuzivaji pfi
pocitacovych simulacich proteinii metodami molekularni dynamiky. Text prace by mél slouzit
jako jakysi ivodni text ¢i pfirucka pro studenty z nefyzikalnich, predev§im biologickych obort,
kteti se bézné neorientuji ve vypocetnich technikdch a dostupné ucebnice a programové
manudly jsou pro né tézko citelné, protoZe jsou psané technickym stylem a ¢asto i s pomoci
vétsiho ¢i mensiho mnozstvi matematickych formuli. Navic jsou tyto manudly Casto velmi
detailni a dlouhé (maji stovky az tisice stran). Text prace se proto vénuje tplnym zakladiim, od
ziskani struktury proteinu v online databazich, pies ukéazky rtiznych grafickych softward,
s kterymi je mozné struktury zobrazovat, az po stru¢né piedstaveni zakladnich simulaci a jejich
analyz. Prace si tedy neklade za cil predstavit pokrocilé simula¢ni techniky ¢i aplikovat
molekularni dynamiku na néjaky specificky problém. Snahou bylo vytvofit spise jednoduchy
postup, ktery by byl pochopitelny pro dalsi studenty biologickych oborii a pomohl by jim pfi

nasledném ¢teni podrobnéjsich textl a programovych manuali.

V praci byla popsana PDB databaze, ve které je mozné najit velké mnozstvi
proteinovych struktur ziskanych experimentalné i pomoci pocitacovych predikci. Databaze je
velmi pfehlednd a dobie se s ni pracuje. Jsou tam staZitelna data, se kterymi se da dale pracovat
v simulacich, nebo si je jen zobrazit v nékterém z grafickych programi a detailné si
prohlédnout jejich strukturu. To se muize studentim hodit hlavné pfi studiu molekularni
biologie, ale 1 kdyZz potfebuji vytvofit obrazek proteinu do prezentaci nebo néjaké jiné prace.
V této praci je predstaven jednoduchy internetovy vizualizaéni nastroj Mol*Viewer a
programy Chiméra, PyMol, a VMD. Program Mol*Viewer je dobie ovladatelny, jednoduchy
a voln¢ dostupny program pro zobrazeni a Upravu proteinovych struktur. Program Chiméra je
jednoduchy a vcelku prosty, zdarma dostupny program, jeho slabinou je, Ze se na ném jiz moc
zobrazeni, animaci, renderovani. S timto programem jsem ve své praci pracoval nejvic. Prace
s nim je dobrd, 1 kdyZ na pocatku neni Gplné lehké se s nim naucit a ovladat ho. Program PyMol
je uzivatelsky piivétivy a neni tézké s nim pracovat, mé spousty funkci. Jedna z nevyhod je ale
potieba znat piikazy na jeho ovladani ptes piikazovy tadek, i kdyz jej 1ze ¢aste¢né ovladat i

ptes grafické rozhrani.

V dalsi ¢asti prace jsou popsany samotné simulace, kdy nejprve struéné piedstavujeme

molekularné-mechanicky popis a pak se vénujeme praktickym otdzkam, jako je stavba modelu,
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jeho relaxace, ekvilibrace a nasledné molekuldrné-dynamické simulace. Z mnoha dostupného
softwaru se programiim Amber a Gromacs, které jsou se k simulacim proteind nejcastéji
pouzivaji. Programovy balik Amber je ¢aste¢né placeny, ale ma i voln€ dostupnou verzi (diive
znamou jako AmberTools), ktera na zédkladni vypocCty Casto staci. Software Gromacs je open-
source a z mého pohledu je srozumitelnéjsi a lepsi na ovladani. Simulace ukézané v této praci
se mi o néco lépe délali v Gromacsu nez v Amberu, i kdyz Amber byl v MetaCentru VO, kde

jsem vypocty provadél, znacné rychlejsi nez Gromacs.

V posledni ¢asti jsou uvedeny nékteré zékladni analyzy, které se pii simulacich proteint
Casto provadi. Vénujeme se hlavné strukturnim analyzdm jako je Ramachandrantiv diagram,
histogramy rtznych geometrickych parametri, RMSD a RDF. Z dynamickych analyz
pfedstavujeme pouze RMSF, které lze dobfe vizualizovat a da ¢lovéku vhled to toho, které
Casti proteini jsou rigidni a které naopak flexibilni. Ve vé€decko-vyzkumné praxi se
samoziejmé provadéji mnohem pokrocilejsi analyzy a simulace, napf. pfi studiu reakénich
mechanisml enzyml nebo vypocty volnych energii charakterizujici nejriznéjsi d¢je, t€m se
ale v této praci nevénujeme. Doufame ale, Ze text této prace mize poslouzit dal$im studentim

jako prvotni navod i motivace k dal§imu studiu a pokrocilej§im simulacim.
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