1. Cile prace

Predkladana diplomova prace je postavena na zvladnuti metody parametrizace silovych poli a im-
plementaci téchto parametrii do programu Gromacs. Ziskani parametr je nezbytné pro nasledné
molekularné-dynamické vypocty. Ve své praci jsem se zamétila na dva systémy: fotosyntetickou
membranu jako zastupce ,,velkych® molekul a na tryptofanovy represor, jehoz ligandy lze zatradit
mezi malé molekuly. V prvnim ptipadé¢ fotosyntetické membrany §lo konstrukcei specidlniho modelu
s naslednym porovnanim vhodnosti riznych silovych poli. Dale jsem se zabyvala i vytvoreni modelu
jadra fotosystému II z hrachu (Pisum sativum), ktery bude pouzit pro studium separace naboji na

pigmentech v reakénim centru fotosystému I1.



2. Uvod

2.1 Biologické membrany

Biologickd membréna je stavebni a funkéni prvek vSech bunék a velkého poctu organel, ktery se
sestava predevsim z komplexu lipidové dvojvrstvy a v ni zanofenych proteinil (tzv. membranové pro-
teiny). Membrana oddéluje buiiku od vnégjsiho prostoru, slouzi k vyméné hmoty a informaci mezi
buiikou a okolim a v neposledni fad¢ mtize na membranéach vznikat energie. Vzhledem k charakteru
prace se v nasledujicim textu zamétim pouze na lipidovou ¢ast membrany.

Biologické membrany jsou tvofeny z lipidl predevsim proto, Ze lipidy jsou nerozpustné ve vode,
ale daji se rozpoustét v organickych rozpoustédlech (napt. aceton, ethanol, chloroform...), protoze
hlavni kapalinou v Zivych systémech je voda, plni membrany funkci oddélovacii buiiky a okoli a také
jednotlivych kompartmenttli v buiice.

Podle chemického slozeni mizeme lipidy v membranach rozd¢lit na tii skupiny: na fosfolipidy,
glykolipidy a cholesterol (Brown, 1996).

Hlavni soucésti biologickych membran jsou fosfolipidy, tj. tuky, u nichZz byla jedna mastné
kyselina nahrazena fosfatovou skupinou a dusikatou molekulou. Glycerol je nejcastéjSim terci-
arnim alkoholem ve fosfolipidech, mastné kyseliny maji 14 az 24 uhlikt. Jejich jeden fetézec je
obvykle nenasyceny s jednou az ¢tyfmi cis dvojnymi vazbami. Jako dusikaté latky v nich nej-
Cast¢ji najdeme cholin, serin nebo ethanolamin. Krom¢ glycerolu se ve fosfolipidech pomérné
casto vyskytuje sfingosin.

Dalsi dtlezitou skupinou lipidi v biologickych membranach jsou glykolipidy, tj. lipidy s nava-
zanym cukrem. I zde se jako terciarni alkohol nachéazi u zivocichti piredevs§im sfingosin a u rostlin
a bakterii glycerol.

Posledni skupina lipidti ma pouze jednoho zastupce — cholesterol. To je lipid obsahujici tetracyklic-
ky steroid a kratky uhlikaty fetézec s navazanou hydroxy skupinou. Najdeme ho hlavné¢ v membra-
nach savcil a mykoplazem.

Membranové lipidy jsou amfipatické. To znamena, Ze maji hydrofilni (polarni) a hydrofobni (ne-
polarni) ¢ast. Aby se omezil kontakt hydrofobni ¢asti s vodou tvoii membranové lipidy v polarnich
rozpoustédlech dvojvrstvy, kde jsou orientované hydrofobnimi ¢astmi k sobé€. V ptipadé, ze se dvoj-
vrstva pusobenim vody uzavie do kulovitého utvaru mluvime o liposomech. Je-li liposom tvofen
pouze monovrstvou, nazyva se micela.

Biologické membrany nejsou statické ttvary, ale jednotlivé lipidy (stejné jako membranové pro-
teiny) se pohybuji. Zde se zaméfim pouze na pohyb molekul lipidi. Ty rotuji kolem své nejdelsi
osy, pii¢emz ,,mavaji‘ mastnymi kyselinami do prostoru. Nesmime zapominat ani na tzv. lateralni
difuzi, kdy se lipidy pohybuji posuvnym pohybem v ramci monovrsty. Lipidy jsou schopny 1 pie-
chézet z jedné monovrstvy do druhé. Mluvime o ,.flip-flop* pohybu nebo o tranzverzni difuzi, ktera,
protoze hydrofilni ¢ast lipidu musi projit hydrofobni oblastni, je mnohem mén¢ Casta nez piedchozi
druhy pochybu. VysSe popsany model biologické membrany se nazyva model tekuté mozaiky a byl
ptedpovézen v roce 1972 Singerem a Nicolsonem (Singer, 1972). Pro vétSi nazornost pohyby lipidl

v membrané zachycuje obrdzek 1 na dalsi strang.



Latarali difiize Dilezitou vlastnosti biologickych membran
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Obr. 1: Pohyby, které vykonavaji lipidy v membréné teploty a nebo rostouciho tlaku lipidy jesté vic
usporadaji vznikd krystalické faze.

Kromé téchto viceméné béznych dvouvrstvych fazi existuji jesté lipidy v jednovrstevné fazi teku-
nalni faze, protoZe se nachdzi ve fotosyntetické membrané. Hexagonalni fazi tvofi dlouhé tyCovité
utvary, ve kterych mastné kyseliny miti bud’ do prostoru nebo do sttedu lamely. Nakonec zdiraznim,
ze ne vSechny membrany vykazuji vSechny faze, naopak, membrany, které¢ miizeme ve vSech fazich
najit jsou vyjimecné.

2.2 Fotosyntéza a fotosynteticka membrana

Fotosyntetickda membrana je nejvice zastoupenou membranou v piirode. Od vétSiny ostatnich mem-
bran se lisi tim, Ze je tvotena ptredevsim glykolipidy. Jeji slozeni se méni v zavislosti na druhu orga-
nismu a podminkéch, ve kterych se tento nachazi. Obecné¢ lze fict, ze asi 50 % membrany tvoii mo-
nogalaktosyldiacylglycerol (MGDG), dalSich asi 30% pfipadad na digalaktosyldiglycerol (DGDG),
asi 10% na sulfoquinovosyldiacylglycerol (SQDG). Zbyvajicich asi 10% tvofi fosfolipidy, z nichz
pievazuje fosfatidylglycerol (PG), déle jsou zastoupeny fosfatidylcholin (PC), fosfatidylethanolamin
(PE) a fosfatidylinositol (PI) (Lee, 2000; Dérmann, 2002). Pti fyziologickém pH jsou neutralni pouze
MGDG a DGDG, ostatni maji naboj -1.

I kdyZ je MGDG nejhojnéji zastoupenym lipidem ve fotosyntetick¢é membrané, ukazuje se, ze ne-
tvofi typickou dvojvrstvu, ale ze vytvari jednovrstevnou hexagonalni fazi. Pfi pohledu na priifez
,hormalniho* membranového lipidu zjistime, ze tvoii obdelnik. Prifez MGDG tvoii lichobé&znik, ze
kterého neni mozné vytvofit obdélnikovou membranu (chceme-li nemichat hydrofilni a hydrofobni
¢asti), proto tyto lipidy tvoii véalce — lamely. Protoze je zakladna lichobézniku cukerné ¢asti mensi
nez zakladna lipidové ¢asti, shlukuji se cukry (spolu s molekulami vody) na vnitini ¢asti valce a hyd-
rofobni lipidy sméfuji do vodného prosttedi. Toto se nazyva hexagonalni Hy; fazi. V ptipadé, ze jsou
hydrofobni ¢asti lipida na okraji valce a hydrofilni na okraji, mluvime o hexagonalni H; fazi. Ostatni

lipidy ve fotosyntetické membrané maji obdelnikovy prifez a proto vytvaii dvojvrstvy.



Fotosyntetickd membrana je zajimava i1 z metodologického hlediska. Jednd se totiz o membranu
sloZenou predevsim z glykolipidi, pficemz k dneSnimu datu nebyl publikovan zddny model glyko-
lipidové membrany. Samotné téma modelovani biologickych membran je v podstaté zaleZitosti po-
slednich asi 10 let.

Prvni snahy modelovat lipidové dvojvrstvy jsou z pocatku 80. let minulého stoleti. Ve vétsing piipa-
di se jednalo o zjednodusené lipidy a navic se nebrala v tivahu pfitomnost rozpoustédla. Modelovani
biologickych membran umoznil hlavné rist vypocetni kapacity pocitact a pfedevsim pak vznik silo-
vych poli, které jsou schopny popsat pohyb makromolekul a sou¢asné vody. S ¢asem a tedy s rostouci
silou pocitacl se nejen zeslozitovaly modelované systémy, ale také se ptfidavala voda pozdéji 1 dalsi
ionty (Tieleman, 1997). Prvni ,,redlné* systémy pochazi az z konce 90. let minulého stoleti. Jedna se
o kratké (< 1 ns) simulace obvykle majici 64 lipidi. Samoziejmé se jednalo o elektricky neutralni
lipidy, membrany byly homogenni. Vé&tsina prvnich membran se nachdzela ve fazi tekutych krystald,
které je v pfirodé nejbéznéjsi.

V soucasné dobé dosahuji nejdelsi simulace biologickych membran fadové stovek nanosekund
a skladaji se z obvykle 64 nebo 128 lipidi. Simulované membrany se obvykle skladaji z jednoho
lipidu, ikdyZ se podatilo simulovat membrany slozené ze dvou lipidt (u prvnich praci byl obvykle
jednim z lipidd smiSené membrany cholesterol) a také se podafilo simulovat nabit¢ membrany. Sa-
moziejmosti jsou v soucasné dobé simulace riiznych fazi membran, pievazuji simulace faze tekutych
krystalll (nachdzi se ve vétSin€ buné€k) a gelové faze (je pro ni nejvice experimentalnich dat).

Na néekterych simulacich z pfelomu tisicileti najdeme misto membrany oktan nebo dekan, ptede-
v§im proto, Ze jsou také hydrofobni a jejich hustota ptiblizné odpovida hustoté biologickych mem-
bran. Tyto aproximace byly vhodné pfedevSim pro minimizaci membranovych proteint, ale nedaly
se pouZzit napt. ke zkoumani interakci proteini s membranou.

V dnesnich dnech najdeme na internetu 12 rozdilnych volné stazitelnych membréan v riiznych fazich. Zaji-
mavosti je, Ze naprosta vétSina modeli membran nebo jejich skupenstvi byla tématem disertacnich praci.

Glikolipidové membrany jsou zajimavé jesté z jiného hlediska. Sacharidy totiz diky svym silnym
hydrofobnim vlastnostem vytvari mezi sebou 1 mezi pfilehlymi molekulami vody vodikové vazby,
¢imz se méni vlastnosti membrany v porovnani s membranou fosfolipidovou. Jedna se pfedevsim
o posun fazovych piechodii (nabalena voda zvySuje hmotnost molekul) a vliv na tvorbu nelamelar-
nich fazi (Corti, 2007).

2.3 Tryptofanovy represor

Tryptofanovy represor je protein, ktery reguluje transkripci tryptofanu v bakteriich. Vyskytuje se jako
homodimer, ktery ma hmotnost 25 kDa. Je-li v buiice nedostatek tryptofanu, represor nasedne na
DNA, ¢imz umozni syntézu aminokyseliny. Je-li v bunice tryptofanu dostatek, dvé jeho molekuly se
navazi na represor, ¢imz zméni jeho strukturu a represor se oddéli od DNA a syntéza ustane.

Tryptofanovy represor je dobie prostudovanym systémem a proto je mozné ho pouzit jako model
na ovéfovani kvality silovych poli. Existuji krystalové struktury represoru s DNA 1 navazanymi tryp-
tofany nebo jinymi koligandy.

Ramesh a spol. (1996) zkoumali vySe uvedeny systém pomoci jaderného Overhauserova jevu a do-

spéli k zavéru, Ze se rizné ligandy ve vazebném misté rizné orientuji. Tento tym pouzival kromé



tryptofanu jako koligandy 3-indolpropionovou kyselinu, 5-methyltryptofan a trans 3-indolakrylovou
kyselinu. Prokazali, Ze ligandy lze podle orientace ve vazebném misté rozdélit na dvé skupiny. Do
prvni skupiny patii L-tryprofan a 5-methyltryprofan, jejichZ orientace ve vazebném misté odpovida
orientaci L-tryprofanu a zbyvajici dva ligandy jsou o pfiblizné 120° oto¢eny ve sméru hodinovych
ruci¢ek. Ramesh ve své praci tento jev nevysvétluje.

Ke stejnému zavéru jako Ramesh dosli diive 1 Lawson a Sigler (1988), ktefi jako ligandy pouzivali
L-tryptofan a indolpropionat. Strukturu fesili pomoci krystalografie a nasledné rentgenové difrakce
(struktura nebyla v ProteinDataBank nalezena).

Bylo zjisténo (Marmorstein, 1987), Ze ligandy prvni skupiny aktivitu represoru témét neovliviiuji,
kdezto ligandy druhé skupiny ptisobi jako inhibitory na represor, maji také mensi disociacni konstan-

tu nez ligandy prvni skupiny.
2.4 Fotosystém Il

Proces, pii kterém dochazi k pteméné svételné energie na energii biochemickou, nazyvame oxygen-
ni fotosyntézou. Béhem tohoto procesu dochazi k sérii ptenosii elektronit z molekul vody na NADP+,
tyto elektrony se nasledné pouziji na syntézu ATP (Wollman a spol., 1999). Oxygenni fotosyntéza
se odehrava v thylakoidnich membranach, v nichZ najdeme 5 typa proteint: cytochrom b kom-
plex, jadro fotosystému I, jadro fotosystému II, anténni proteiny a proton-ATP syntdzu. VSechno jsou
multimérni jednotky, vS§echny kromé& cytochromu prostupuji membranou a vSechny obsahuji riizné
kofaktory — pigmenty, hemy, Zelezno-sirné klastry a kovové ionty.

Fotosystém II si mizeme rozd¢lit na vlastni reak¢ni centrum, kde dochazi ke §tépeni naboje, jeho
separaci a k pfenosu elektronu a na anténni systém, jehoz hlavni funkci je zachyt svételné energie a
jeji prenos do centra fotosystému.

Spolu se svymi anténnimi proteiny se fotosystém II sklada z vice nez 25 podjednotek a alespon
z deviti riznych redoxnich komponentti (chlorofyl, feofitin, plastochinon, tyrosin, mangan, zZelezo,
cytochrom b;s¢, katotenoidy a histidin), které se podileji na ptenosu elektronti. Pét z nich se podili
na transportu elektronil z vody na tzv. plastochinon pool. Jsou to manganovy klastr (Mn),, tyrosin
(Y,), reak¢ni centrum chlorofylu (Pgg), foefitin a dvé molekuly plastochinonu (Q4 a Qg) (Whitmarsh,
Govindjee, 2002).

Fotosystém II pfenasi elektron z vody na plastochinon. Elektron vznika diky fotoindukované separaci
naboji mezi primarnim donorem Pgg, a akceptorovou molekulou foefitinu. Odebranim elektront z vody
vznika kyslik, ktery se uvolituje do atmostéry. Je to jediny znamy proteinovy komplex, ktery oxiduje
vodu na kyslik. PSII se podili na dvou zakladnich reakcich: oxidaci vody a redukci plastochinonu. Tyto
reakce maji za nasledek Stépeni naboje v reakénim centru. Na jeden absorbovany foton piipada jeden
uvolnény elektron a tedy na jednu uvolnénou molekulu vody je tfeba absorpce Ctyt fotonti.

Fotosystém II se u eukaryotnich organisml nachézi v thylakoidni membrang, ptevazné v tzv. gra-
nech (seskupeni thylakoidii — vybé&zkl vnitini membrany), zatimco fotosystém I najdeme prevazné
ve stromalni membrang. U prokaryot, kterd neformuji grana, pak najdeme oba fotosystémy v thyla-
koidni membrang.

Fotosystém Il je prvni z fetézce fotosyntetickych pfenasecti. Dochéazi na ném k zachyceni svétla,

které je pomoci fotosbérnych antén odvadéno do tzv. reakéniho centra. Na lumenarni strané fotosyn-



tetické membrany $tépi foton molekulu vody na atom kysliku, dva vodiky a dva elektrony. Na tomto
jevu, jehoZ princip neni jesté zcela objasnén, se podili vnéjsi proteiny fotosystému II majici u vys-
Sich rostlin a zelenych fas oznaceni PsbO, PsbP a PsbQ (v posledni dobé se spekuluje i o vyznamu
proteinti PsbR a PsbT) u ostatnich fotosyntetickych organismi se oznacuji PsbO, PsbU a PsbV a tzv.
kyslik vyvijejici komplex, ktery sestdva ze 4 manganovych atomt a atomu sodiku. Kyslik a protony
zustavaji v lumenu, kdeZto elektrony putuji pres systém pigment umisténych v jadru fotosystému II
na pienaSe¢ plastochinon. Pfitom dochazi k pfenosu naboji prfedevs§im na systému 6 chlorofyli a 2
feofitini, coZ je pfedmétem naSeho vyzkumu. Tyto pigmenty jsou vazany Ctyfmi proteiny reakéniho
centra, které¢ maji oznaceni D1 (PsbA), D2 (PsbD), CP47 (PsbB) a CP43 (PsbC). Palencar (2007) ve
své disertacni praci ukdzal, ze aby byl systém stabilni v oktanové membrané nestaci modelovat pouze
toto jadro, ale je tieba ptidat i dals$i podjednotky fotosystému II.

Do soucasné doby se nepodafilo ziskat strukturu fotosystému II z vyssich rostlin v postacujicim
rozliSeni pro molekularné-dynamické simulace (existuji struktury s rozliSenim = 8 A, coz je nedosta-

cujici) a proto bylo tfeba proteiny modelovat.
2.5 Homologni modelovani

Homologii modelovani je metoda, kterd na zakladé zname primarni sekvence bilkoviny vytvari modely
jejich tercidrni struktury. Jsou zalozeny na ptedpokladu, Ze proteiny se stejnou nebo podobnou primarni
strukturou maji stejnou nebo podobnou terciarni strukturu (coz ovSem neni vzdy pravda; Kabsch, 1985).

Jako vstup pro modelovani se pouzivd znama 3D struktura bilkoviny a tzv. alignment, coz je pfifa-
zeni znamé a neznamé primarni sekvence tak, aby homologni aminokyseliny byly pod sebou. Pokud
nejsou aminokyseliny v daném misté homologni je snaha ptifadit k sobé alespont aminokyseliny s po-
dobnymi vlastnostmi, viz. obrazek 2. Alignment se samoziejmé nevytvaii rucné, ale na jeho tvorbu
pocitano na zakladé¢ tzv. vzdalenostnich matic, které byly urCeny experimentalné a které zachycuji
pravdépodobnost zmény dané¢ aminokyseliny a jinou aminokyselinu. Nejbéznéji pouzivané matice
jsou PAMBSO0 (Dayhoft, 1978), ktera se osvédcila pro kratké sekvence s pomérn¢ vysokou homologii
a BLOSUM45 (Henikoft, 1992), ktera se pouziva pro delsi sekvence s niz§i homologii, coz je pfi
modelovani ¢astéjsi ptipad.
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Obr. 2.: Aminokyseliny s podobnymi vlastnostmi (Sroubovice, skladané listy) nez klicky.



Modely vytvaii program Modeller (Sali, Blundell, 1993), ktery vyuZiva metody tzv. srovnavaciho
modelovani (comparative modeling). Jak bylo uvedeno vyse, jako vstup do Modelleru pouzivame
sekvenéni alignment. Jako vystup dostaneme model bez vodikovych atomt. V prvnim kroku program
spocita omezeni na vzdalenosti a dihedralni uhly z alignmentu. Z téchto omezeni spocita vztah mezi
jednotlivymi aminokyselinami. Tyto vztahy se porovnaji s databazi zndmych 416 proteint a podle
toho jsou spocitdny opravy pro jednotlivé parametry. Na zékladé téchto hodnot se spocitaji pravde-
podobnostni hustotni funkce pro kazdy parametr. Spravna poloha daného atomu vznikne kombina-
ci téchto pravdépodobnostnich funkci. V nasledujicim kroku se z téchto okrajovych podminky a z
vypoctené CHARMM energie (Brooks a spol., 1983) vypocitd objektivni funkce, kterd se nasledné
optimalizuje metodou spojenych gradientd (conjugate gradients) a molekularni dynamiky se simulo-
vanym Zihanim.

Modelli obvykle poc¢itdme 10 a nejlepsi model z nich vybirdme na zékladé tzv. Rama-
chandranova diagramu, coz je graf zavislosti torzniho thlu y na thlu ¢. Experimentalné
bylo dokazéano, Ze aminokyseliny v urcitych typech sekundarni struktury zaujimaji urcité
oblasti tohoto diagramu a Ze existuji oblasti, kde se aminokyseliny nevyskytuji. Dal§im
ukazatelem kvality modell je g-faktor, ktery zohlediiuje stereochemické parametry (napft.
délka vazby, hodnoty torznich whli...) a objektivni hodnotici funkce modelleru, kterou
program pocita. Obecné lze fict, Ze v prvnim kroku kontrolujeme, jestli se objektivni funk-
ce modelleru nelisi vzajemné o vice nez o 10 %. Pokud se 1i$i, modely s vysokou hodnotou
funkce vytazujeme. Hodnotu ostatnich dvou ukazatelli zohlediiujeme 60:40 ve prospéch
Ramachandranova diagramu. Pokud mame pro cely hledany protein vice templatd, ob-
vykle modelujeme podle kazdého templatu zvlast i podle kombinace templatl a navzajem
porovnavame i nejlepSi modely jednotlivych skupin mezi sebou.

V piipadé€, Ze nékteré €asti templatu chybi, vyuzivame serveru ModLoop (Fiser a spol., 2000),
ktery modeluje klicky na zakladé metody popsané v citovaném c¢lanku. Program modeluje az 14
aminokyselin dlouhou sekvenci. V ptipadég, Ze je tato sekvence na konci proteinu, 1ze modelovat
libovoln¢ dlouhou sekvenci tak, Ze pocatek proteinu odstranime v prohlizeci tak, aby zbylo pouze
14 aminokyselin, jejichz poloha neni ve vzorové struktufe a modelujeme tento isek. Nasledné v
témze programu slou¢ime vysledek proteinu po modelovani klicek s pocatec¢ni sekvenci a tento
protein ufizneme tak, aby na jeho konci bylo pouze 14 nezndmych aminokyselin, modelujeme
klicky, atd. Nutno zduraznit, Ze vysledek tohoto programu velmi zavisi na tom, jakou ¢ast proteinu

modelujeme.
2.6 Molekularni dynamika a silova pole

Molekularni dynamika je teoreticka metoda, ktera se snazi reprodukovat pohyb molekul. Stoji na
Newtonové pohybovém zakonu

F=m x 0*/ot?,
kde F je sila plisobici na ¢astici, m je jeji hmotnost, » polohovy vektor a t ¢as.

A na vztahu mezi silou a potencidlem

F=-0V/or,

kde F je sila, V je potencidl a r je polohovy vektor dané Castice.



Protoze se rovnaji levé strany vyse uvedenych rovnic, rovnaji se i jejich pravé strany. Mzeme tedy
psat:

m x 0%r/ot? = -0V/or .

Tato rovnice se nasledné fesi pro kazdy okamzik a kazdou ¢astici systému.

V této rovnici jsou dvé neznamé: polohovy vektor, ktery pocitdme a potencial. Potencial, které-
mu v piipadé molekularné-dynamickych simulaci fikdme silové pole, musi byt do systému zanesen
z vnéjsku. Pti zaddvani silového pole musime brat v ivahu pokud mozno vsechny sily, které¢ piisobi
na danou ¢astici, takze zapis silového pole miiZze vypadat napf. takto:

U(nw.) - %ZKCHZ (b’ - b(’))z +%ZKZW (91 N e(; )2 +%ZKI{0vdi2 + ZK;:Z |:1 * Cos(n¢i _5i):| u Z{%_ig +ﬂ}

i e e\ n Aner
kde Ki,,, je vazebna silova konstanta, bi; referenéni délka vazby, Kig, silova konstanta valen¢niho
uhlu, @) referenéni valenéni uhel, Ki,, silova konstanta deformace planarniho systému, d' je odchyl-
ka od planarity systému, K';,, silova konstanta dihedralniho uhlu, n periodicita torzniho potencialu, @
je torzni thel a &' je faze torzniho thlu, posledni ¢len rozvoje popisuje nevazebné interakce.

Dilezitym parametrem je dt, kterému se fikéa casovy krok. Jeho délka se nastavuje podle typu inter-
akce, ktera nas zajima. Obecn¢ lze fict, ze ¢asovy krok je limitovan nejkratSimi vibracemi a rotacemi
ve struktuie na 2 fs, na atomistické urovni jsou to hlavné vibrace, na kterych se podili vodiky. Pouzi-
tim aproximace tzv. dummy hydrogens, pii které¢ nepocitame pro vodiky vSechny interakce pii kaz-
dém kroku, ale ur¢ujeme jejich pozici ze souradnic okolnich t€zkych atomt, mizeme docilit delSich
casovych krokti az 5 fs. Toto sice vyrazn¢ zkrati dobu vypoctu, ale na druhou stranu nepostihneme
vSechny interakace v systému. Dal§imi vstupnimi parametry pro molekularni dynamiku jsou teplota a
tlak. Gromacs umoziuje pouziti periodickych okrajovych podminek (periodic boundary conditions),
coz si lze predstavit jako, Ze kolem simula¢niho boxu umistime tak obrazy a pro ¢astice na okraji
pocitame, jako by interagovaly s obrazy boxu.

Posledni dilezitym parametrem, ktery nastavuje uzivatel je délka simulace. I ta zavisi na jevu, ktery
se simulaci snazime postihnout. Lze fict, Ze doba simulace odpovida dobé¢, nez se protein dostane do
rovnovahy. To pozname sledovanim riiznych parametri. Obvykle sledujeme, zda jsou v rovnovaze
energie systému (kineticka, potencialni 1 celkova energie, kterd je dana souctem obou ptedchozich),
sttedni kvadratickou odchylku a polomér setrvaénosti (radius of gyration), oboji pro C, uhliky a
zéavislost poc¢tu vodikovych vazeb na Case. Posledni parametr je dilezity pfedevSim pro sledovani
interakci dvou a vice proteind.

Pted zacatkem simulace je tfeba jednotlivé slozky systému energeticky minimalizovat a protein
neutralizovat ionty. Program Gromacs, ktery pouzivdme, ma v sob¢ funkci, kterd pocita rozlozeni
naboje na proteinu a nasledné ionty automaticky umisti do energeticky nejvhodnéjSich mist. Tento
podprogram lze soucasné pouzit pro umisténi iontd jako ligandl na proteiny.

Jednotlivé hodnoty v silovém poli je tfeba urcit experimentalné nebo pomoci vypocti (tento postup
se obecné povazuje za méné piesny, ale o to rychlejsi). O tvorbu co nejvérohodnéjsiho silového pole
se snazily razné skupiny védctli a proto nas nepiekvapi, Ze existuje nékolik vice ¢i méné uzivanych

silovych poli. V nésledujicim textu zminim nékolik nejznamé;jsich.



2.6.1 Silové pole Gromos

Toto pole bylo vyvinuto jakou soucast programu pro vypocet molekularni dynamiky Gromos na Uni-
verzité¢ v Groningenu a na ETH v Curychu. V soucasné dob¢ se nejcasteji pouziva verze 43A1 (Scott,
1999), ktera byla optimalizovana pro simulace proteinti, pivodni verze silového pole Gromos z roku
1986 byla optimalizovana pro alkany v kondenzované fazi. S casem byly pfidany parametry i pro jiné
skupiny latek.

2.6.2 Silové pole Gromacs

Silové pole Gromacs (van der Spoel, 2005) bylo vyvinuto jako souc¢ast programového baliku Groma-
cs a je odvozeno ze silového pole Gromos. Je optimalizované pfedevsim pro vypocty ve stejnojmen-
ném baliku. Stejné jako predchozi i toto pole se dale vyviji.

2.6.3 Silové pole OPLS
OPLS je zkratka anglickych slov Optimized Potential for Liquid Simulations, tj. optimalizovany

potencidl pro simulace tekutin. Jde o silové pole (Jorgensen, 1996), které bylo vyvinuto W. J. Jorgen-
senem a jak nazev napovida, pole je vhodné pro simulace tekutin v€etné membran. Jako u jednoho
z prvnich byly k tomuto poli pfidany parametry pro karbohydraty.

2.6.4 Silové pole Amber

Stejné jako prvni dvé, 1 toto pole (Cornell, 1995) je odvozeno od stejnojmenného baliku pro vypocet
molekularni dynamiky. V soucasnosti se toto pole, které bylo ptivodné vyvinuto skupinou kolem Pe-
tera Kollemana pro simulace DNA, rozrostlo na celou rodinu silovych poli. Nyni je zakladem silové
pole Amber99, které postihuje nukleové kyseliny a proteiny. Poté bylo vytvotreno silové pole GLY-
CAM, které obohacuje Amber o parametry pro cukry. A kone¢né GAFF (General Amber Force Field)

snazici se postihnout vSechny chemické slouceniny.
2.7. Parametrizace silovych poli

Parametrizace silového pole je postup, pii kterém se experimentalné (méteni infracervenych spek-
ter) nebo pomoci kvantové-mechanickych vypocti urcuji rovnovazné hodnoty (tj. vazby, uhly
a dihedralni thly) a silové konstanty pro n-tice atomti v molekule a parcidlni naboje na atomech
molekuly. VétSina pouzivanych silovych poli mé parametry pro uhlovodiky, proteiny a nukleové
kyseliny. Postupné jsou pfidavany dalSi parametry. Pfesto miiZze nastat situace, kdy potfebujeme
pocitat molekulu s nezndmymi parametry. V tom ptipadé ptichdzi ke slovu parametrizace, kdy ur-
c¢ujeme rovnovazné velic¢iny molekul, jejich silové konstanty a parcidlni naboje na jednotlivych
atomech molekuly.

Prvnim krokem parametrizace je ureni rovnovaznych vzdalenosti, thlt, dihedralti atd. molekule.
K tomuto se pouziva kvantové-chemickych vypocti, kdy molekulu minimizujeme. Tato minimizova-
na struktura pak slouzi jako vstup pro dalsi kroky. Musime také zkontrolovat, jestli jsou vSechny typy
atomul v molekule definovéany v silovém poli. Pokud ne, je tfeba je dodefinovat a samoziejmé pro né
vypocitat vSechny potiebné parametry.

Poté nasleduje vypocet parcialnich naboji. Existuje n€kolik zplisobii na vypocet parcidlnich naboju,
z nichz zminim tfi. Nejjednodus$si metodou je vypocet tzv. Mullikenovych naboji (Mulliken, 1955),

kterd se pouzivaji pro vyhodnocovani reaktivity sloucenin. Vétsina silovych poli pouziva presnéjsi
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naboje CHELPG (Breneman, 1990). Poslednim pouZzitym typem néabojii jsou naboje RESP (Bayly,
1993), které pouZziva silové pole Amber.
které si lze predstavit jako tuhost pruziny. Existuje né¢kolik zptsobd, jak je urcit. Nejjednodussi zpt-
sob je vypocet energie pro rizné hodnoty parametru a jejich nasledné prolozeni kiivkou potencialu.
Sofistikovanéj$i metoda stoji na tom, ze vibracni spektra molekuly (Ize vypocitat pomoci kvantové
chemie) odpovidaji tzv. norméalnim modim kmitani molekuly. Silové konstanta ovliviiuje velikost
normalnich modi. Pfed neddvnem byla publikovéana tzv. AutoSmilies metoda (Krieger, 2004), ze kte-
ré jsem ve své praci pouzivala pouze tu ¢ast tykajici se silovych konstant. Tato metoda piedpoklada,
ze podobné typy atoml maji stejné silové konstanty, coz ve vétsing piipada plati.

Zde bych chtéla jeste zdlraznit, Ze kazdé silové pole bylo vyvinuto na zakladé jinych ptedpokladi
a tedy nelze parametry z jednoho pole kopirovat do druhého. Kromé toho i kazdy vypocetni balik
pozaduje jiny zapis silového pole nehledé na jiné jednotky veli¢in, proto ne kazdé silové pole lze bez

konverze pouzivat v libovolném vypocetnim baliku pro molekularni dynamiku.
2.8 Kvantova chemie

Kvantova chemie je odvétvi teoretické chemie, kterd aplikuje postupy kvantové mechaniky a kvan-
tové teorie pole na chemické problémy. Vzhledem ve slozitosti a matematické naro¢nosti kvantové
mechaniky mizeme kvantovou chemii pfesné popsat pouze velmi jednoduché problémy (napt. atom
se kvantova chemie pouziva ptfedevSim pro vypocty energie molekul (jejiz minimizaci mizeme op-
timalizovat molekuly), na vypocty rozloZeni elektrostatického potencialu na molekule a na vypocty
spektroskopickych vlastnosti molekul jako je napt. vibracni energie molekuly.

Ve vétsing pripadt feSime pro nas systém bez€asovou Schrodingerovu rovnici:

HY = E¥Y

kde operator H (tzv. Hamiltonian) je soucet operatorti kinetické a potencidlni energie, E je energie
a ¥ je vlnova funkce.

Protoze je mimo dosah soucasné vypocetni techniky fesit tuto rovnici pro libovolny systém musi-
me pouzivat riiznd zjednoduSeni a aproximace. Podle rozsahu téchto mizeme kvantové-mechanické
vypocty rozdélit na nékolik skupin.

Pokud nepouzivame zadnd empiricka data, mluvime o tzv. ab initio vypoctech. Nejjednodussim
a soucasné 1 vypocetné nejmén¢ nadro¢nym a tedy nejpouzivanéj$im postupem pro ab initio vypocty
je tzv. Hatree-Fockova (HF) metoda, ktera nebere v ivahu vzajemné okamzité odpuzovani elektront,
ale zohlediiuje pouze soucet vzajemného odpuzovani vsech elektronii. Variatnim feSenim Schrédin-
nodusenou metodou a postupné zavadeji korekce pro repulzi elektronti. Jedna se o metodu numeric-
kou. Tato metoda je obvykle dostatecnd pro jednodusi vypocty kvantové chemie jako je optimalizace
molekuly nebo vypocty orbitald.

Metody, které do feSeni systému zandseji ¢ast empirickych dat se nazyvaji semiemperické nebo né-
kdy empirické a i tyto stoji na HF teorii. Pouzivaji se pfedevs§im pro velké systémy jako optimalizace

systému pro ab initio vypocty.
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S ¢asem samoziejmé vzniklo mnoho pokrocilejSich metod na kvantové vypocty, ale jejich vysled-
ky se ve vétsin€ ptipadl zasadné nelisi od HF metody a jejich nepomérné vétsi naroky na vypocetni
vykon zastini jejich pfinos pro piesnost vypoctil na systému.

Zajimavou metodou, kterd hrani¢i mezi klasickou molekulovou dynamikou a kvantovou chemii je
metoda ONIOM, ktera na ¢ast systému aplikuje molekularni dynamiku a na ¢ast kvantovou mecha-
niku. Tato metoda je implementovéana do programi na kvantovou chemii stejné jako do programi na
molekularni mechaniku a je ji pfedvidana velkd budoucnost. Pfesto je k dnesnimu datu tato metoda
jesté v pocateich a tomu odpovidaji jednak jeji vysledky a pak problémy pfi jejim spousténi. I kdyz
jsem ve své praci této metod€ vénovala pomérn€ hodné ¢asu, nepodatilo se mi ji zprovoznit, coz pii-

¢itdm na vrub neptfehledné strukture komeréniho software Gaussian (Frisch, 1998).
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3. Metody

3.1 Parametrizace molekul

DGDG byl vybran jako stavebni prvek homogenni fotosyntetické membrany, protoZe je to nejc¢etnéjsi
(glyko)lipid v membrang, ktery tvoti dvojvrstvové struktury (MGDG tvoii lamely, proto je nevhod-
ny). Porovnanim s faizovym diagramem (Shipley, 1973), se zjistilo, Ze pii fyziologickych podmin-
kach se DGDG nachazi ve fazi tekutych krystald.

Jako silové pole pro modelovani membrany jsem zvolila pole OPLS, cozZ je zdiivodnéno v diskuzi.
Parametry pro cukry nejsou soucasti tohoto pole, ale byly do ného doplnény Dammem (1997). Rov-
novazné vzdalenosti a CHELPG naboje pouzivané v silovém poli OPLS byly vypocitany RHF/6-31-
G*v programu Gaussian98, jemuz kviili zna¢né velikosti systému ptfedchdzela minimizace nejprve
semiemperickou AM1 metodou (Dewar, 1985). K urceni silovych konstant pak byla pouzita metoda
AutoSmilies. Spravnost parametra byla dokézana pomoci molekularné dynamické simulace po dobu
5 ns ve vakuu, pfi teploté¢ 300 K. Vlastnimu béhu predchazela energetickd minimizace algoritmem
steepest descent.

Stejny postup (kromée semiemperickych vypoctl, které zde nebyly tieba) byl pouzit pro parame-
trizaci L-tryptofanu, 3-indolpropionové kyseliny, 5-methyltryptofanu a trans akrylové kyseliny pro
projekt s tryptofanovym represorem. V tomto pifipad¢ byla parametrizovdna silova pole Gromos,
Gromacs, OPLS a Amber.

Parametry pro molekuly chlorofylu a feofitinu byly vyvinuty Palen¢arem (2007) a byly implemen-
tovany do programového baliku Yasara. Mnou pouzivany program Gromacs vyzaduje jiny zpiisob

zadavani parametri 1 topologii molekul a proto byly parametry pfevedeny i do tohoto softwaru.
3.2 Stavba DGDG membrany

Struktura DGDG optimalizovana kvantové-chemickymi vypocty byla nactena do programu Yasara
a zde byl zobrazen jeji molekulovy povrch. Poté byla v tomto programu sestavena dvojvrstva o roz-
méru 4 x 4 molekuly DGDG, ktera byla nasledné relaxovana v programu Gromacs. Béhem tohoto
procesu odpovidala simula¢ni cela velikosti membrany, teplota byla udrzovana na 300 K pfipojova-
nim systému k externi teplotni lazni (t = 0,1 ps). Tlak byl udrzovéan na hodnoté 1 bar pfipojovanim
na tlakovou lazen (t = 0,1 ps). Algoritmus LINCS byl pouzit pro omezeni kovalentni vazbové délky
a elektrostatické interakce dlouhého dosahu byly pocitdny metodou Particle-Mesh Ewald. Pro analy-
zu na konci béhu byla pouzita upravena trajektorie, kdy byl zohlednén pouze kazdy 50. krok.

Tato membrana o velikosti 4 x 4 glykolipidy byla po optimalizaci nahrdna do programu Yasara,
kde byla rozsifena na velikost monovrstvy 8 x 8 glykolipidii — slozenim 4 blokl po 32 glykolipi-
dech. Nasledné byl i tento blok optimalizovan v programu Gromacs za stejnych podminek jako blok
predchozi.

U relaxované membrany byla pocitdna plocha na lipid, ktera se ukézala byt vice nez dvakrat vétsi
nez u experimentalni hodnoty (Durfane 1998). Proto byly lipidy v programu Gromacs postupné¢ stla-
covany o 10% pavodni velikosti membrany do hodnoty 70 % pavodni velikosti a po kazdém stlaceni
byla membrana relaxovana pomoci algoritmu ,,steepest descent™ a nasledné dynamiky s vyse popsa-

nym nastavenim a s krokem 0,1 fs po dobu 1 ps. Od velikosti 65 % ptivodni membrany byla velikost
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stlacovani zmenSena na 5% plvodni velikosti a misto energetické minimizace pomoci algoritmu
»steepest descent® se k minimizaci pouzivalo simulovaného Zihani na teploty 310 K, 350 K, 330
K a 360 K v ¢asech 0,1 ps, 0,5 ps, 1 ps a 2 ps. Nasledovala minimizace s krokem 0,1 fs po dobu 2
ps.

ProtoZe experimentu neodpovidala ani tloustka membrany, byla membrana stlatena ve sméru osy
z tak, aby si hodnoty odpovidaly. I po tomto kroku byla membrana minimizovana pomoci simulova-
ného zihani a nasledné relaxovéana se stejnymi parametry jaké byly pouZity pro zmenSovani v roving
xy. Nasledovala vlastni produkce s nezménénymi parametry a krokem 2 fs po dobu 5 ns.

Poté, co se prokdzalo, Ze se membrana nachazi ve stavu rovnovéhy, byla do systému piidana voda
(model tip3p, ktery je konzistentni a nejcastéji pouzivany se silovym polem OPLS). K vymazani
vody z prostoru membrany, kam ji program chybné umistil, byl pouzit skript killwater. Néasledné
byla soustava minimizovana pomoci simulovaného zihani (stejné nastaveni jako diive) a voda byla
optimalizovana po dobu 10 ps s krokem 1 fs a vySe uvedenym nastavenim. Kone¢né byla spusténa
vlastni produkce s krokem 2 fs, kterd zachycuje casové obdobi 5 ns. Simulace méla stejné nastaveni

jako predchozi produkce.
3.3 Vazebna energie tryptofanového represoru

Projekt s tryptofanovym represorem je predevSim metodickym projektem, jehoz cilem je na zndmém
systému porovnat riizna silova pole.

Jako vstup byla pouzita krystalova struktura 1TRO (Otwinowski, 1988), kterd byla ziskdna z Pro-
teinDataBank (Berman, 2000). Ta byla nahrana do programu Yasara, kde byly odstranény fetézce
DNA a jeden homodimer proteinu s navazanym tryptofanem. Zistal tedy homodimer tryptofanového
represoru se dvéma navazanymi molekulami tryptofanu (fetézce A az D).

Tato molekula byla nahrana do programu Gromacs, kde byla relaxovana po dobu 10 ns s ¢asovym
krokem 2 fs pfti teploté 300 K a ve vodném prostiedi (SCP voda), simula¢ni buiika byla pfed vlast-
ni relaxaci neutralizovana sodnymi ionty. Simulace probihala paralelné v silovych polich Gromacs,
Gromos a OPLS (simulaci v silovém poli Amber se rozbéhnout nepodaftilo). Po relaxaci systému byla
spocitana vazebna energie mezi tryptofanem a proteinem.

Pro porovnani druhé — energeticky nevyhodné — polohy tryptofanu byla aminokyselina otocena
manualné v programu Yasara a cely vySe popsany proces byl zopakovan.

Molekula 3-indolpropionové kyseliny byla postavena v programu Gabedit a nasledné optimalizo-
vana RHF/6-31G*programem Gaussian98. Tato molekula byla ndsledné oteviena v programu Yasara,
kde byla manudlné umisténa na vazebné misto v tryptofanovém represoru orientovana dle piedpo-
vedi citace. A poté tak, aby svou orientaci odpovidala molekule tryptofanu. Molekula byla opét re-
laxovédna v programu Gromacs za stejnych podminek jako tryptofan a nésledné i zde byla pocitana

vazebni energie.
3.4 Reakéni centrum fotosystému i

Primérni sekvence monomeri reakéniho centra z hrachu (Pisum sativum) byly ziskany z databaze
Swissprot (Gasteiger, 2003). V pitipadé¢ potieby byl z téchto sekvenci odstranén tranzitni peptid. Dvé
rostliny byly pouZivany proto, Ze u hrachu, na kterém jsou provadény experimenty, nejsou znamy

vSechny potiebné primarni sekvence. Palencar ve své praci ukédzal, ze pro modelovani reak¢éniho cen-
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podjednotka 1S5L 2AXT tra sinic nestaci pouzit pouze podjednotky tvofici vlastni

PsbH 13- 65 2-65 reakéni centrum (tj. fetézce PsbA az PsbD), ale je tfeba
PsbJ 3-40 7-40 modelovat i dalsi fetézce, které drzi molekuly chlorofylu
1::; 1 :;; 110__3476 a feofitinu ve svych vazebnych mistech. Jako templaty
PebM 30 36 pro modelovani byly pouzity krystalové struktury s pdb
PsbT 1-31 1-30 koédem 1S5L (Ferreira, 2004) a 2AXT (Loll, 2005), obé
PsbZ 1-58 1-62 z Thermosynechococcus elongatus. Pro podjadnotky ja-

Tabulka 1: Sedé jsou vyznadeny templaty pro jed- dra fotosystému vzdy ob¢, pro anténni podjednotky se
notlivé anténni podjednotky foosystéu II. Jadro

bylo modelovéno podie obou templAti soucasnd obvykle pouzivala pouze jedna z téchto dvou sekvenci,

konkrétné ta, kterd pro danou podjednotku méla vice
aminokyselin, viz. tabulkal, pouzity templat je vyznacen Sed¢.

Pro kazdou rostlinu a kazdou podjednotku byly primarni sekvence templatu a modelovaného pro-
teinu nahrany do programu ClustalX (Thompson, 1997), kde byl udélan mnohonasobny alignment
(matice Gonnet — Gonnet, 1992) a vysledek byl ulozen.

Tento soubor byl spolecné s pdb souborem pouzit jako vstup do programu Modeller 9v2 (Sali,
1993), kde bylo pro kazdou rostlinu a kazdou sekvenci pocitano 10 modelii. Ty byly nasledné vyhod-
noceny v programu PROCHECK (Laskowski, 1993), v tivahu se brala i hodnotici funkce pocitana
Modellerem (Modeller objektive function).

V piipad¢€ potieby byly pocitany struktury neznadmych oblasti podjednotek (obvykle N- nebo C-
koncové oblasti) pomoci internetového serveru ModLoop (Fiser, 2000). Program piedpoklada, Ze
nezndma oblast je tvofena neusporddanou sekundarni strukturou, proto bylo tieba tento predpoklad
potvrdit pomoci serveru PredictProtein (Rost, 2003), ktery piedpovida sekundarni strukturu proteinti
na zéklad¢ vlastnosti aminokyselin.

Jadro fotosystému II vysSich rostlin bylo sestaveno nafitovanim vymodelovanych podjednotek hra-
chu a Spenatu na krystalovou strukturu 2AXT. Poloha 6 chlorofyli a 2 feofytinli byla ponechana

stejna jako u sinice.

14



4. Vysledky

4.1 Fotosynteticka membrana

Prvnim krokem pfi parametrizaci DGDG bylo urc¢eni atomovych typtt molekuly a dodefinovani typt
pouzivanych Dammem (1997) pro cukry.

Nasledné byly metodou AutoSmilies urCeny parametry pro vazby a uhly, které tvoii ¢ast ato-
mu urc¢ena podle Damma a ¢ast atoma podle ptivodnich hodnot v silovém poli OPLS, ostatni
hodnoty silovych konstant nebylo tfeba dopocitavat. Aby byly parametrizace kompletni, byly
vypocitany CHELPG néaboje pro molekulu DGDG, jejichZ hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2 na
nasledujici strané. Obrazek 3 znazornuje molekulu DGDG, kde jsou atomy ocislovany stejné
jako v predchozi tabulce.

Podatilo se relaxovat membranu o velikosti 4 % 4 glykolipidy a nasledné i o velikosti 8 x 8 glikoli-
pidu. Ta byla stlacena tak, aby ,,area per lipid* a tloustka dvojvrstvy odpovidala experimentu (Durfe-
ne, 1998) a nésledné relaxovana a uvedena do rovnovahy (grafy nejsou ukézany).

Podafilo se relaxovat soustavu membrana-voda (viz. graf 1) a tim vytvotit model DGDG mem-
brany. Spravnost modelu potvrzuje i pfitomnost vodikovych vazeb mezi cukrovymi castmi gly-
kolipidy mezi sebou a mezi cukrovymi ¢astmi glykolipidu navzajem, viz. grafy 2 a 3. Vyslednou

membranu muzeme vidét na obrazku 4, obra-

zek 5 pak ukazuje vysek membrany, kde jsou
znazornény vodikové vazby, oba obrazky jsou

na dalsi strané.
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Graf 1 (vlevo nahofe): vyvoj stiedni kvadratické odchylky
il i rozmért systému v ¢ase pro membranu DGDG s vodou
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Obr. 4. (nahote): DGDG membrana po 5 ns relaxace. Voda
se na okraje membrany dostala behem simulace, diky zmé-
nam objemu simula¢niho boxu vyvolanych zménami tlaku.

Obr 5. (vpravo): Oblast sacharidi v DGDG membran¢ a na
ni navazujici vodné prostiedi (modte). Zteteln€ jsou videét
vodikové vazby v systému (zlute).




1 C 0.956944 51 (0] -0.633289 101 H 0.009742
2 C -0.371999 52 C -0.143299 102 H 0.004231
3 C 0.051341 53 O -0.458490 103 H -0.008514
4 C -0.037405 54 C 0.309370 104 H 0.013372
5 C -0.075513 55 0} -0.439217 105 H 0.011461
6 C -0.093734 56 C 0.278654 106 H 0.036565
7 C 0.146205 57 C 0.290071 107 H 0.006597
8 C -0.103841 58 o -0.703203 108 H 0.018705
9 C -0.183724 59 C 0.257752 109 H 0.003461
10 C -0.216017 60 (0] -0.693580 110 H 0.125123
11 C -0.012865 61 C 0.005649 111 H 0.134514
12 C -0.195462 62 O -0.6480064 112 H 0.057868
13 C -0.259767 63 C -0.089048 113 H 0.043701
14 C 0.095921 64 0} -0.465116 114 H 0.147951
15 C -0.224011 65 C 0.453878 115 H 0.122768
16 C -0.328131 66 o -0.722054 116 H 0.056702
17 C 0.253508 67 H 0.111355 117 H 0.054090
18 C -0.219280 68 H 0.104349 118 H 0.147557
19 O -0.606807 69 H 0.028604 119 H 0.173051
20 C 0.754266 70 H 0.000826 120 H -0.004384
21 C -0.231762 71 H 0.010179 121 H 0.000503
22 C -0.012027 72 H 0.037304 122 H 0.045133
23 C 0.083449 73 H 0.013981 123 H 0.060855
24 C -0.044227 74 H 0.041574 124 H 0.052012
25 C -0.009546 75 H 0.027176 125 H 0.077717
26 C -0.103463 76 H 0.020025 126 H 0.053431
27 C 0.141284 77 H -0.009958 127 H 0.006320
28 C -0.241873 78 H -0.001601 128 H 0.103370
29 C -0.237477 79 H 0.045077 129 H 0.053203
30 C 0.111122 80 H 0.050867 130 H 0.036183
31 C -0.296663 81 H 0.137911 131 H 0.067059
32 C -0.118995 82 H 0.142811 132 H 0.455916
33 C -0.022492 83 H 0.057366 133 H 0.075078
34 C -0.178815 84 H 0.056224 134 H 0.444833
35 C -0.305710 85 H 0.154333 135 H 0.192632
36 C 0.178190 86 H 0.166673 136 H 0.446039
37 C -0.218368 87 H 0.036036 137 H 0.126965
38 O -0.571663 88 H 0.031293 138 H 0.034768
39 O -0.533323 89 H 0.160411 139 H 0.059168
40 C 0.018631 90 H 0.171526 140 H 0.124508
41 C 0.532486 91 H -0.024121 141 H -0.003427
42 O -0.529795 92 H -0.020840 142 H 0.451107
43 C -0.085262 93 H 0.041284 143 H 0.073889
44 O -0.380269 94 H 0.058953 144 H 0.442601
45 C 0.529414 95 H 0.049676 145 H 0.139018
46 C 0.040466 96 H 0.092303 146 H 0.450719
47 O -0.649756 97 H 0.076155 147 H 0.115108
48 C 0.253285 98 H 0.020501 148 H -0.034739
49 O -0.683461 99 H 0.023412 149 H 0.017414
50 C -0.022213 100 H -0.012600 150 H 0.438176

[
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Obr. 6.: Model reakéniho centra fotosystému II z hrachu s navazanymi kofaktory (feofitiny a 6 chlorofylu).

4.2. Jadro fotosystému Il pro hrach a Spenat

Podafilo se sestavit homologni modely podjednotek reakénich center fotosystému II a jejich prilehlé
podjednotky z hrachu (Pisum sativum). Byl sestaven multimer reak¢nich center fotosystému II a do
n¢j byly implementovéany fotosyntetické pigmenty tak, aby model co nejvic odpovidal skutecnosti.
Alignment pro jednotlivé modelované podjednotky neobsahuje témét zadné inzerce ani delece (neni
uveden). Na obrazku 6 Ize vidét vysledny multimer jadra fotosystému II v¢etné pigmentovych mo-
lekul.

Tento model bude v dal§im kroku bude pouzit pro vlozeni do membrany a zkoumani distribuce

nabojl na pigmentech fotosystému II.
4.3 Tryptofanovy represor

Podarilo se minimizovat, spoc¢itat CHELPG naboje a urcit atomové typy silovych poli Gromos, Gro-
macs a OPLS pro molekuly L-tryptofanu a 3-indolpropionové kyseliny. Vazebné konstanty v ptipadé
potieby byly urCeny metodou AutoSmilies (podatilo se parametrizovat i molekuly 5-methyltryptofa-
nu a trans 3-indolakrylové kyseliny, ale protoZe tyto nejsou v diplomové praci pouzivany, parametry
nejsou uvedeny).

Vazebné energie pro oba ligandy vypocitané po 10ns molekularné-dynamickém béhu jsou uvedeny
v tabulce 3. Na jejich zakladé mizeme prohlasit, ze pouzita silova pole Iépe popisuji 3-indopropiono-
vou kyselinu nez L-tryptofan, v jehoZz ptipad¢ se vysledky pohybuji na hranici chyby nebo vykazuji

oproti piredpovédi opacny trend (piedev§im Gromos). Pro 3-indolpropionovou kyselinu poskytuje
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nejlepsi vysledky silové pole Gromos, L-tryptofan

naopak silové pole OPLS vychazi na pole experiment | otofeno rozdil procenta
hranici chyby. gromacs -1824 -1804 -20 98,9
o Lo w -1 -131 22 12
Celkové mohu prohlasit, Ze simulace £omos 093 319 6 0,7
] . OPLS -7894 -7997 103 101,3
s tryptofanovym represorem (dle oce-
kavéani doc. Carey) dosud nepfinesly 3-indolpropionova kyselina
7adné prikazné vysledky a bude tie- pole experiment otoceno rozdil procenta
ba ho zopakovat s dal§imi vstupnimi gromacs 1516 1452 64 95,8
lohami nagich [ dil. o tidat gromos -1157 -854 -303 73,8
polohami naSich ligandl piip. pfida OPLS 708 730 o8 9.1

dalsi ligandy.

Tabulka 3: Hodnoty vazebné energie pro L-tryptofan a 3-indolpropio-
novou kyselinu umisténé v poloze pozorované experimentalné a v oto-
¢ené poloze v kJ/mol, jejich rozdily a procentuelni pomér prvniho vici
druhému.
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5. Diskuse

5.1 Glykolipidova membrana

Glikolipidy jsou z molekularné-dynamického hlediska zajimavé ptredevSim proto, Ze maji polarni
anepolarni ¢ast. Toto se ukazuje jako problém ptfedevsim pii vybéru silového pole pro jejich vypocty.
Ptedevsim bylo tieba vybrat silové pole, pro které existuji parametry jak pro lipidy, tak pro sacharidy.
Parametry pro druhy typ slouc¢enin do nich byly dodany dodatecné. Mizeme diskutovat, zda volba
silového pole OPLS je nejvhodnéjsi.

V soucasné dobé€ se pro simulace membran nejcastéji pouzivaji silovd pole CHARMM (Brooks,
1983) a Bergerovo silové pole (Berger, 1997), které stoji na starSich verzich silovych poli Amber
a OPLS. Bergerovo silové pole nemé parametry pro sacharidy, silovd pole CHARMM a Amber ne-
jsou standardni soucasti programového baliku Gromacs, proto bylo pouzito silové pole OPLS, se
kterym jsou navic zde na oddéleni zkuSenosti pro molekularni dynamiku membran. (Existuji baliky,
Gromacsu neni zcela bezproblémova, proto — 1 pfes pocatecni snahu o jejich pouziti — bylo nakonec
jako silové pole pro membranu zvoleno silové pole OPLS.) Neni ovSem vylouceno nasledné preve-
deni membrany i do jiného pole (uvazuje se hlavné o silovém poli Amber).

Diskuze, do jaké miry parametry pro cukry v pouZzitém silovém poli OPLS vystihuji realitu je mimo dosah
predkladané prace, proto fakt, ze byly publikovany v impaktovaném cCasopise (Journal of Computational
Chemistry, impakt faktor v roce publikace 2,8) beru za dostatené ovéteni jejich spravnosti.

DGDG se v rostlinnych membranach nevyskytuje jako jedna pfesn¢ definovana sloucenina, ale
1181 se poctem a polohou dvojnych vazeb v lipidové Casti. Toto je tifeba brat v uvahu pii porovnavani
modelu s experimentalné naméienymi hodnotami, pokud nebyly méfeny na ¢istém, presné definova-
ném DGDG, ale pokud byly méfeny na DGDG z rostlinného extraktu. Jeho rozdilné isomerie mtze
ovlivnit vlastnosti DGDG v fadech procent.

Nahrazeni fotosyntetické membrany membranou z DGDG, tedy divod, pro¢ byla DGDG mem-
brana konstruovana, je také pfedmétem diskuze. Pfedevsim se ukazuje, ze vlivem negativné nabi-
tych lipidi ma membréana naboj, ktery membrana slozenéd pouze z neutralniho DGDG mit nemuze.
Bez povSimnuti nemuze zlstat ani rozdilnd hustota a vlastnosti souvisejici s fazovymi prechody
mezi fotosyntetickou a DGDG membranou. Bylo dokdzédno, ze ptitomnost MGDG je pfedevsSim
kvili tvaru jeho priifezu nezbytna pro spravné zanoteni fotosystému II. Toto je tfeba brat v tivahu
pii tvorbé modelu fotosystému II v membrané a pfipadnym odstranénim anténnich podjednotek
se pokusit dostat priiez proteinového multimeru aby byl pokud mozno ¢tvercovy a tim se zbavit

nutnosti pritomnosti MGDG.
5.2 Molekularni modelovani

Molekularni modelovani je metoda, ktera stoji na predpokladu, ze proteiny se stejnou nebo podobnou
(do cca 20 %) primarni strukturou maji i stejnou nebo podobnou tercidrni a potazmo kvartérni struk-
turu. Ukézalo se (Kabsch, 1985), ze tato podminka neni vzdy splnéna. V nasem piipadé¢ vSak mode-
lujeme proteiny s vysokou homologii kolem 65 % s modelovou strukturou, kterd ma navic stejnou

funkeci jako nas protein, proto zde lze predpokladat, ze vyse uvedeny piedpoklad plati.
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Vzhledem k vz4jemné vysoké homologii modelovanych proteinti a vzorovych struktur nebylo tfeba
délat manudlni upravy alignmentu, jehoz spravnost potvrzuji i vysoké hodnoty stereochemického g-
-faktoru a nizké pocCty aminokyselin v zakazanych oblastech Ramachandranova diagramu. Podobnost
primarnich sekvenci je natolik vysoka, Ze bylo mozno pouzit zvolenou matici programu ClustalX, tj.
matici Gonnet 250, ktera i1 kdyZ nepatii mezi nejobvyklejsi matice se v praxi osvédcila pro alignment
sekvenci s homologii do cca 30 %.

Pro homologni modelovani byl z dostupnych programa vybran program MODELLER proto,
Ze tento program po vlastnim vytvofeni modelu je§té model optimalizuje pomoci metody simu-
lovaného zihani, tj. Ze se béhem optimalizace n€kolikrat vyrazné zvysi teplota, kterd se nasled-
n¢ neché klesnout na pivodni hodnotu. Tim se pfedchazi tomu, Ze model zlstane v lokdlnim
energetickém minimu.

Modelovani kli¢ek pro chybéjici vzorové struktute je obecné problém. Ve své praci jsem klicky
modelovala pomoci serveru ModLoop, ktery pro danou neznamou oblast hledd homologni oblast/
oblasti, podle kterych klicku vymodeluje. Je zajimavé sledovat, jak se se zménou velikosti zaddvané
oblasti na modelovani méni i struktura klicky. V téchto pfipadech se spravnost modelu klicky da od-
hadnout na zakladé béhu molekularni dynamiky, pfip. i1 intuici modelate.

Ve vySe uvedeném textu je, Ze se nejlepsi model vybira na zakladé stereochemického g-faktoru
a Ramachandranova diagramu. Tolik teorie, ktera poskytuje pouze hrubé rysy vybéru. V praxi je
tieba jesté vSechny modely prohlédnout v prohliZeci a porovnat je mezi sebou. Obecné Ize fict, Ze
nejvic modell se shlukuje kolem jakési ,,nejpravdépodobnéjsi struktury* a ¢im vic se model od této
struktury 1i8i, tim je ¢etnost podobnych modeltl mensi. Presto v nékterych piipadech nelze fict, ze
nejcetnéj$i model je nejlepsi a je tfeba zapojit intuici a znalosti o funkci a vyskytu proteinu.

Zajimavou otazkou je 1 kolik modelu od daného proteinu pocitat. Obecné Ize fict, ze ¢im bude vic
modeli, tim je vétsi pravdépodobnost, Ze se ndm vyskytnou vSechny energeticky mozné struktury
a my budeme moci vybrat tu nejpravdépodobnéjsi na zakladé€ rozloZeni podobnosti modelli mezi se-
bou. Na druhou stranu ptisobi tlak pouZzivat co nejmensi vypocetni cas (mit modely co nejdiiv) a zde
obecné plati, ze ¢im méné modelil tim 1épe. Na zaklad¢ analyzy (Sovova, nepublikované vysledky)
jsem dospéla k zavéru, Ze pro vétSinu proteind je optimalni pocet 10 modeld, ktery 1ze v ptipadé po-
tieby zvysit.

5.3 Molekularni dynamika

Molekularni dynamiku 1ze v souc¢asné dobé prohlasit za standardni prostiedek bioinformatiky. Pfesto
1 ona ma jistd omezeni, kterd je tieba pfi jejim pouziti brat v patrnost. Asi nejzakladnéj$im omezenim
je silové pole, tedy potencial, ktery popisuje pusobeni ¢astic mezi sebou navzajem. Toto pole je tfeba
urcit experimentalné, piipadné se do néj daji doplnit parametry na zaklad¢ kvantové mechanickych
vypoctl. VSechna experimentalni data jsou ziskdvéna s ur€itou neptesnosti a proto se tato nepiesnost
pienasi i1 do silového pole. Silova pole jsou obvykle pocitana pro slouc¢eninu s urcitymi chemicky-
mi vlastnostmi a parametry pro ostatni latky jsou do nic dopocitavany in silico, pticemz pocitacové
urcovani parametrii se bere za mén¢ presné nez experimentalni ureni parametri. Mnou pouzita me-
toda na urCovani parametri metoda AutoSmilies nepatii mezi nejdivéryhodnéj$i metody, protoze

piedpoklad, ze podobné typy atoml maji stejné silové konstanty nemusi byt vzdy splnén. Navic zde
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vyvstava otazka co je a co uz neni podobny typ atomt. Pouziti metody AutoSmilies jsem ve své praci
omezila pouze na uréovani silovych konstant, rovnovazné konstanty byly pocitany pomoci kvantové
mechaniky, kterd je povazovéana za spolehlivéjsi a pfi parametrizaci in silico se bere za standardni
postup. Jediny zptisob, jak urcit, Ze silové konstanty byly ur€eny spravné je vizudlni sledovani jiz
probéhlé simulace a hledani, jestli se n¢jaky atom nepohybuje pfili§ nebo naopak moc malo.

Dalsi vyrazny rozdil mezi skute¢nosti a molekularni dynamikou je existence tzv. cut-offu v mole-
kularn¢ dynamickych simulacich. To znamena, ze Lennard-Jonesovy a nékdy i Coulombovy interak-
ce se pocitaji jen do pfedem nastavené hodnoty i kdyZ ve skute¢nosti maji nekone¢ny dosah. Hodnota
cut-offu se obvykle nastavuje alespoti na 7,5 A a za touto vzdalenosti se plisobeni vy$e uvedenych sil
neuvazuje, ve skutec¢nosti tam ale tyto sily piisobi (i kdyz nepatrné).

Nepftirozené jsou i periodické hranice, které pouzivame proto, ze simulovany systém je maly a u re-
alného systému stejné velikosti bychom museli zohlednovat okrajové jevy, cemuz se timto vyhne-
me.

Molekularné-dynamické simulace piedpokladaji i to, Ze jsou atomy v zakladnim stavu, a proto ne-
jsou schopné modelovat chemické reakce a procesy pii kterych dochézi k prenosu elektrond.

V neposledni fadé je tieba zdiraznit, Ze molekularni dynamika pouziva aparat klasické fyziky. To
je pro vétsinu systému za normalni teploty v potadku, ale pii vysSich teplotach a pro lehké astice je

tieba nékdy pouzivat relativistickou fyziku.
5.4 Reakéni centrum fotosystému |l

Palencar ve své disertacni praci provadél vypocetni experimenty na fotosystému II v oktanu,
ktery diky svym fyzikdlnim vlastnostem (pfedevsim hustot€) byl hlavné v minulosti pouzivan
jako aproximace biologickych membran. Je otazkou, jestli lipidové okoli nema stabilizujici
funkci na jadro fotosystému a tedy by kviili potencialnimu Setfeni vypocetniho ¢asu nebylo od
véci spustit kratkou dynamiku pouze na systém sestdvajici s jadra fotosystému II a pigmentt
zanofenych do membrany, aby se ukéazalo, zda je v tomto pfipad¢ nezbytna pfitomnost ostatnich
podjednotek. Pokud nebude, budeme mit pted sebou zajimavy piiklad zobrazujici omezeni po-

uziti oktanu misto lipidové dvojvrstvy.
5.5 Vybér silovych poli a ligandi do projektu s tryptofanem

Prvni podminkou pro vybér silovych poli bylo, aby dané silové pole bylo moZzné implementovat do
programového baliku Gromacs, ve kterém simulace probihaly. Ukazalo se, Ze kromé standardné do-
davanych poli Gromacs, Gromos a OPLS 1ze do Gromacsu jesté ptidat silova pole CHARMM a Am-
ber. I kdyz k témto polim existuji pomérné podrobné navody pro jejich implementaci do Gromacsu,
nepodafrilo se mi je instalovat tak, abych mohla prohlasit, Ze funguji bezchybné a proto bylo nakonec
od jejich pouziti pro diplomovou praci upusténo, coZ neznamena, Ze se jejich pouZitim nebudu za-
byvat v budoucnosti. Velky diraz je pfitom kladen na spolehlivé fungovani silového pole Amber,
ve kterém Palencar provadél experimenty s fotosystémem II sinic a ve kterém planujeme zopakovat
stejné experimenty pro vyssi rostliny s vymeénou oktanové vrstvy za DGDG membranu.

Ramesh a spol (1996) ve své praci, na které stoji nas experiment, pouZzivali 4 ligandy tryptofanové-
ho represoru: L-tryptofan, 3-indolpropionovou kyselinu, 5-methyltryptofan a trans 3-indolakrylovou

kyselinu. Prokazal, ze L-tryptofan a 5-methyltryptofan zaujimaji ve vazebném misté stejnou orientaci
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a zbyvajici dva ligandy (3-indolpropionova kyselina a 3-indolakrylova kyselina) maji identickou ori-
entaci vlici sobé, kterd je rozdilna vici prvnim dvéma ligandim.

Pti vybért ligandi pro naSe experimenty jsme vybrali z kazdé skupiny orientaci jeden ligand, pfi-
¢emz bylo zfejmé, Ze budu pouzivat L-tryptofan jako pfirozeny ligand tryptofanového represoru. Pti
vybéru mezi 3-indolpropionovou kyselinou a 3-indolakrylovou kyselinou byl rozhodujici fakt, Ze
prvni jmenovana zaujima ve vazebném misté vic poloh nez druha a tedy neni tak naro¢na na ptesné

umisténi ve vazebném misté represoru a tedy je ¢asové méné narocné tento systém relaxovat.
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6. Zaver

Podatilo se zvladnout metodu parametrizace silovych poli a aplikovat ji na realné biologické systé-
my. Podafilo se sestavit model jadra fotosystému II s pfilehlymi proteinovymi podjednotkami a im-
plementovat fotosyntetické pigmenty do tohoto modelu pro hrach a Spenat. Parametry pro chlorofyl
a feofitin byly prevedeny ze silového pole v programu Yasara do silového pole v programu Gromacs.
Tento postup nebyl nikym ke dnesnimu dni zvefejnén. Byly uc¢inény pokusy na tryptofanovém repre-
soru, jejichz cilem bylo porovnat kvalitu silovych poli dodavanych v programovém baliku Gromacs.
Tyto pokusy vsak nebyly dostatecné prukazné. Za vrchol své prace povazuji model glykolipidové
membrany slozené z DGDG, ktery odpovida experimentim, protoze k dnesnimu dni nebyl publiko-
van zadny model glykolipidové membrany.
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